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RESUMEN

El presente trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de
Semillas de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con el
objetivo de evaluar mediante un bioensayo el efecto de la aplicacion de
nanoparticulas de Zinc (NPsZnO) comerciales y de Plata (NPsAg+Lt) sintetizadas
con extractos de Larrea tridentata, en el Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA), sobre pardmetros de calidad fisiol6gica en semillas de pepino
(Cucumis sativus L.), en dos variedades diferentes (POINSETT 76 y SMR 58), para
determinar si promueven o inhiben el vigor de germinacion y el crecimiento de

plantulas.

El bioensayo consistio de seis tratamientos de NPsZnO y seis de NPsAg+Lt
(0, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm), cada tratamiento constdo de 100 semillas
fraccionados en 4 repeticiones de 25 cada una. Esto para cada una de las

variedades utilizadas.

El estudio se establecio en cajas de Petri, y en cada caja se afiadieron 30 ml
de la suspension de cada tratamiento, mientras que el testigo (O ppm) consistio
Unicamente en agua destilada, esto para inducir el proceso de germinaciéon de las
semillas, las cuales fueron sometidas a un proceso de imbibicién por 24 horas, con
el fin de que el proceso de germinacion se iniciara con la absorcién de las diferentes
NPs en concentraciones. La hidrataciéon de los tejidos en la semilla es un proceso
fisico con una duracion versatil segun la especie considerada; una vez que la semilla

se ha hidratado, comienzan a activarse toda una serie de procesos metabdlicos que
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son fundamentales para que tengan lugar las tres etapas de la germinacion

(imbibicién, metabolismo y emergencia de radicula).

Después del tratamiento con las NPsZnO y NPsAg+Lt, las semillas fueron
sembradas utilizando el método de germinacion entre papel, colocando las semillas
entre dos hojas de papel Anchor, humedecidas con agua destilada y dobladas a
manera de “taco”, los cuales se introdujeron en bolsas de plastico y se colocaron en
una cdmara de germinacion a una temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16 horas

luz y 8 de oscuridad, a una humedad relativa de 75%.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza para
determinar las diferencias estadisticas entre concentraciones, posteriormente se
efectud una comparacion de medias utilizando la Prueba de Tukey (P<0.01), con el
fin de establecer el orden de eficiencia de los tratamientos, utilizando el programa

SAS Inc. (2009).

En los resultados, la fuente de variacion tipo de nanoparticula (NPsZnO y
NPsAg+Lt), indican diferencias significativas, las NPsZnO incrementaron la
germinacion en 28.9% (69%) en comparacion con las NPsAg+Lt (52%). Donde
ademas se presentd el menor porciento de plantulas anormales, peso seco y
longitud de radicula, ya que las NPsZnO generaron incrementos en comparacion

con los resultados obtenidos para las NPsAg+Lt.

La variedad SMR 58 respondié de mejor manera a la aplicaciéon de NPsZnO
y NPsAg+Lt, con incrementos en los parametros asociados con el vigor de plantula,

en comparacion con la variedad POINSETT 76.
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En cuanto a los tratamientos, fueron dos lo que dieron mejor respuesta en las
variables fisioloégicas evaluadas, 100 y 200 ppm, donde generaron mejor
comportamiento fisioldgico, también en comparacion al testigo. Se concluye que las
NPszZnO a 100 ppm incrementan la germinacién en 26 % con respecto al testigo,

superando la variedad SMR 58 a la variedad POINSETT 76.

Palabras clave: nanoparticulas, desarrollo, vigor, germinacién, peso seco, plumula,

imbibicion y radicula.
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l. INTRODUCCION

El pepino (Cucumis sativus L.), es considerado como una hortaliza de fruto
inmaduro, en México se consume como fruta fresca (pepino) y en algunos casos
como encurtidos (pepinillos). La produccién en el cultivo de pepino ha ido
aumentando continuamente debido al incremento de la superficie sembrada y a la

produccién que se puede obtener con el uso de tecnologia.

El uso de nuevas tecnologias esta adquiriendo gran auge en la vida diaria,
un ejemplo es la nanotecnologias o0 ciencia a nano escala, encargada de la
manipulacion y aplicacion directa de materiales a través del control de la materia,

es decir de atomos y moléculas.

La nanotecnologia (NT) es una nueva tecnologia para diferentes sectores en
donde se usan materiales de dimensiones nanométricas, las cuales tienen un
tamafo que oscila entre 1-100 nanémetros de diametro. La NT se ha convertido en
una ciencia muy importante del ramo de la quimica, fisca, biologia e ingenieria, en

donde esta cambiando la direccion de los avances tecnoldgicos de la agricultura.

Ruiz-Torres et al. (2016) sefialan que la agronanotecnologia representa una
gran oportunidad para disminuir el uso de agroquimicos sintéticos, con la
probabilidad de reducir el impacto ambiental que ha surgido en las ultimas décadas.
Es por lo que la NT aplicada en la agroindustria tiene como fin crear productos con
ingredientes activos de tamafio nanométrico de facil disponibilidad, asimismo
minimizar pérdidas al subministrar el producto. Con el uso de nanomateriales se

puede lograr un uso eficiente del agua, control de plagas y enfermedades,



fomentando la agricultura sustentable para la deteccion y proteccion del medio

ambiente.

Asimismo, los nanomateriales reducen al minimo la lixiviacion, al tiempo que
optimizan la absorcion de nutrientes por las plantas y contribuyen a moderar la
eutrofizacion al reducir la transferencia de nitrégeno a los mantos acuiferos
subterraneos. También, es importante indicar que los nanomateriales podrian ser
explotados para optimizar la estructura y funcion de los plaguicidas mediante el
incremento de solubilidad, la resistencia contra la hidrolisis, mejorando su
fotodescomposicion y/o suministrando una manera mas eficaz de liberacion

controlada hacia los organismos (Lira-Saldivar et al., 2016 a).

Actualmente la agro nanotecnologia se define como la ciencia de producir
nanoparticulas (NPs) y nano elementos (NE) de materiales diversos para generar
productos agricolas como nanosensores, nano plaguicidas, nano herbicidas y nano
fertilizantes encapsulados para una liberacion controlada (Rodriguez-Fernadez,
2016). Los autores mencionados anteriormente también sefialan que los diversos
usos potenciales de la NT en la agricultura han desarrollado un gran interés, ya que
brindan la probabilidad de mejorar la produccion de alimentos, reduciendo costos

de produccién y de desechos de agroquimicos.

En la actualidad estos nanocomponentes estan aun investigandose, su
aplicacion se ha ido ampliando, y se pronostica que continde extendiéndose en el

futuro.



Es por eso que la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) y
el Centro de Investigacibn en Quimica Aplicada (CIQA), estdn en conjunta
colaboracion para la realizacion de diferentes trabajos de investigacion, basados en
el uso de nanoparticulas, principalmente durante la fase de imbibicion de las
semillas, por lo que se han obtenido resultados positivos, mejorando principalmente

el vigor de germinacion de la semilla y el desarrollo de plantula.

En el presente trabajo se estudié la aplicacién de distintas concentraciones
de nanoparticulas en suspension de Zinc (NPsZnO) y de Plata sintetizadas con
extractos de gobernadora (Larrea tridentata) (NPsAg+Lt), sobre el proceso de
germinacion en semillas de pepino var. POINSETT 76 y var. SMR 58, para evaluar
el efecto causado en los parametros de calidad fisiologica durante la germinacion,
y asi comprobar si este tipo de NPs promueven el crecimiento y desarrollo del cultivo
durante sus primeras etapas. Y con esto sustentar que el uso de estas beneficia la

produccion en el sector agricola.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto de las NPsZnO y NPsAg+Lt en suspension a diferentes
concentraciones, sobre la germinacion y el desarrollo de plantulas de dos
variedades de Cucumis sativus L. (POINSETT 76 y SMR 58), para determinar si

mejoran la capacidad germinativa y el vigor de plantula.

Objetivos especificos:

e Determinar la respuesta que generan las NPsZnO y las NPsAg+Lt a
diferentes concentraciones (0, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm), en la
germinacion y desarrollo deen plantulas de Cucumis sativus L. (Variedades

POINSETT 76 y SMR 58) en sus primeras etapas de crecimiento.

e Demostrar cual tipo de NPs (NPsZnO o NPsAg+Lt), presenta un efecto
superior como promotor del vigor de germinacion y por lo tanto del

crecimiento y desarrollo de plantulas en Cucumis sativus L.

e Determinar si alguna de las NPs, genera un efecto fitotéxico en el proceso de

germinacion.



HIPOTESIS

Hipotesis nula

El uso y aplicacibn de NPsZnO y de NPsAg+Lt promueve una respuesta
positiva en el vigor y en la germinacion de semillas de Cucumis sativus L., en

comparacién con el testigo.

Hipdtesis alterna

La aplicacién de NPsZnO y de NPsAg+Lt no tienen un efecto promotor en
el vigor y en la germinacion de las semillas de Cucumis sativus L., en comparacion

con el testigo.



Il. REVISION DE LITERATURA
Que son las nanoparticulas (NPs)

Las NPs son materiales metélicos, cerdmicos, polimeros semiconductores, 0
una combinacion de estos, que conservan un tamafio que oscila entre 1 'y 100 nm.
Dicha caracteristica les cede la capacidad de pasar a través de las membranas de
los organismos y su variedad es extensa, ya que pueden, en teoria ser procesadas

casi por cualquier sustancia quimica (Chavez Mendoza, 2018).

Las NPs inorganicas son particularmente atrayentes como piezas de
construccion para ciertos propositos, debido a sus propiedades oOpticas,
electronicas, magnéticas y cataliticas, de las cuales pueden ser moduladas
simplemente cambiando su tamarfio, forma, o la funcionalizacion de la superficie de
la NP, sin cambiar la composicion del material. Hasta ahora se han realizado
avances significativos utilizando estrategias de quimica humeda, para sintetizar NPs
de alta calidad de una gran variedad de materiales inorganicos, incluyendo oro,

plata, 6xido de hierro y semiconductores (Zanella, 2012).
Areas de aplicacion de las nanoparticulas en la agricultura

Ruiz-Torres et al. (2016) mencionan diversas areas de aplicacion de las

nanoparticulas en la agricultura como:

- Almacenamiento de energia: produccion y conversion (modulos
fotovoltaicos). El uso de componentes nanoestructurados es eficiente en sistemas
de iluminacion y calefaccion, permite aumentar la capacidad de almacenamiento

eléctrico y lleva a una disminucién de la contaminacién por el uso de la energia.



- Incremento de la productividad agricola (zeolitas nanoporosas para la
liberacion prolongada y eficiente de fertilizantes). La zeolita actia como una
enmienda o mejorador de suelos que permite incrementar la eficiencia de los
fertilizantes, admitiendo una disponibilidad controlada de los cationes que son

utilizados por las plantas en su nutricion (Diaz-Alvarez et al., 2019).

- Nanocapsulas para la liberacion puntual de pesticidas. Las compafiias
agroquimicas han reducido el tamafio de las particulas de las emulsiones quimicas
existentes, llevdndolas a dimensiones nanoscépicas, o han encapsulado los
ingredientes activos en nanocapsulas disefladas para abrirse bajo ciertas
condiciones, respuesta a la luz solar, el calor o condiciones alcalinas en el tubo

digestivo de un insecto (Lugo-Medina et al., 2010).

- Nanosensores, con la finalidad de monitorear la calidad del suelo y la
vitalidad de la planta. Los sensores son instrumentos o herramientas que
transforman magnitudes quimicas o fisicas en sefales eléctricas, opticas o
térmicas, y se utilizan para la deteccion rapida de sustancias en el ambiente

(Carrillo-Gonzalez, 2009 y Gonzalez-Chavez, 2009).

- Nanosensores para la deteccion de plagas y de fitopatégenos. En este caso,
el uso de NPs puede ayudar a incrementar la especificidad y eficiencia de
herbicidas, plaguicidas y/o fitopatdgenos, asi como extender el periodo de actividad

de los principios activos por liberacién prolongada.



Importancia de las NPs

Las NPs presentan propiedades Unicas en su rama, las cuales favorecen las
aplicaciones potenciales en la agricultura. Las NPs consideradas metales nobles
como la plata, el oro y el cobre, se utilizan en la investigacion por sus diversas
aplicaciones. Estas mismas presentan la gran capacidad de poder viajar dentro del
organismo, funcién que otras particulas de tamafio mas grande no pueden realizar

(Bhattacharyya et al., 2014).

Aplicacion de nanoparticulas en la germinacion de semillas.

La NT ofrece como herramienta la aplicacion de NPs, que mejoran la
germinacion de la semilla y los parametros fisiologicos relacionados con vigor y
otros parametros (Ocvirk et al., 2014) para optimizar la capacidad de absorcion,

degradacion de reservas y la division celular (Chinnamuthu y Boopathi, 2009).

Mahmoodzadeh et al. (2013) estudiaron los efectos de titanio a nano escala
usando NPs de TiOg; los resultados de estos autores demostraron una promocion
de la germinacion del 75 % con la aplicacion de NPs de 20 nm de tamafio y una

concentracion de 2000 mg L.

Otros autores (Ulla y Arshad, 2014) hacen referencia a que las semillas
tratadas con materiales a nano escala, generan un cambio en la dindmica de la
germinacién, observandose un incremento en el porcentaje de germinacién y en el
indice de velocidad de emergencia. El periodo de germinacion se acelera debido a

una mayor disponibilidad de agua, la clave para el aumento de la tasa final de



germinacion de las semillas es la penetracidon de nanomateriales en la semilla

(Khodakovskaya et al., 2009).

Los resultados obtenidos por Ghavam et al. (2018) mostraron que las
nanoparticulas de plata aumentaron el porcentaje de germinacion de Thymus
vulgaris bajo condiciones de estrés por salinidad, encontrando que la tasa de
germinacion y la longitud de la raiz se mejoraron con la aplicacion de 10 mm/L de

nano-plata.

En semillas de girasol se encontro que la aplicacion de NPs de silicio tiene
un efecto positivo en la germinacion, vigor, emergencia y crecimiento de plantulas.
Es importante considerar que los tratamientos con NPs en semillas deben aplicarse
antes de la siembra, para mejorar la germinacion y generar un mayor fortalecimiento

efectivo en plantulas (Azimi et al., 2016).

Por su parte, Upadhyaya et al. (2017) concluyeron que las NPsZn protegieron
las plantas de arroz contra el dafio de especies reactivas de oxigeno (ERO),
mejorando los niveles de actividades de enzimas antioxidantes durante la
germinacion. Como consecuencia, las semillas tratadas con NPsZn mostraron un

mejor potencial para la germinacion.

Siddiqui y Whaibi (2014) hacen mencién que la aplicacion de NPsSiO2 con
un tamafo de 12 nm mejoro significativamente la germinacién en semillas de tomate
utilizando una concentracion de 8 ppm de ese nanomaterial, lo cual generé un
incremento en el porcentaje de germinacion de semillas, asi como en el indice de

vigor y de biomasa fresca.



Por otra parte, Savithramma et al. (2012) consignaron que la aplicacion de
NPsAg sobre semillas del arbol medicinal Boswellia ovalifoliolata, endémico y
amenazado en la India, mejor6 la germinacion de estas semillas. Los resultados
obtenidos indicaron que los tratamientos con NPsAg lograron una germinacion del

95%, mientras que el testigo solamente obtuvo 70% de germinacion.

La aplicacion de NPs mejora el rendimiento de los cultivos con una dosis
adecuada, sin embargo, el nivel de respuesta en cuanto a germinacién y vigor
depende del tipo de nanomaterial, de su aplicacion potencial y del genotipo, por tal
motivo, es recomendable no sélo evaluar la respuesta de diversos genotipos a la
aplicacion de NPs durante la germinacion, sino ir mas alla para conocer la capacidad

de estos en etapas subsecuentes (Buu et al., 2014).

Efectos del uso de nanoparticulas en el vigor de las semillas

Afrayeem et al. (2017) reportaron que diferentes concentraciones (0.0, 0.25,
0.50 y 0.75 ppm) de NPsZnO fueron preparadas en agua destilada y se aplicaron
en semillas de chile para estudiar el efecto sobre la germinacion, longitud de raiz,
tallo y crecimiento de plantulas. Los resultados mostraron que el efecto de la
NPszZnO fue significativo en el porcentaje de germinacién, longitud de raiz, tallo y
plantula. Los datos revelaron que la germinacion de la semilla aumenté con las
concentraciones mas altas (1000 ppm), sin embargo, se observé una disminucién
en los valores a concentraciones mas bajas (80 ppm). La raiz, la longitud de los
brotes y las plantulas también fue maxima en concentraciones mas altas y en

concentraciones mas bajas mostraron un menor desarrollo.
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El efecto de NPs comienza a mostrarse desde la germinacion de las semillas,
reflejando una mayor uniformidad que se observa al final de la germinacion, debido
a la penetracion de nanomateriales en la semilla, lo que permite la imbibicion del
agua, beneficiando a las primeras etapas del proceso germinativo (Hampton y

Tekrony, 1995).

El estudio reportado por Anandaraj y Natarajan (2017) evalu6 semillas de
cebolla tratadas con NPsZnO en concentraciones de 0, 750, 1000, 1250 y 1500 mg
kg™, los resultados indicaron que la dosis de 1000 mg kg mejor6 la germinacion

(72%), la longitud del tallo (7.5 cm), en comparacion con el tratamiento testigo.

El vigor en las semillas es el potencial bioloégico que favorece el
establecimiento rapido y uniforme, incluso en condiciones desfavorables de campo
(Gonzélez et al., 2008). Por otra parte, el vigor se puede considerar como la
interaccion de aquellas propiedades bidticas y abioticas que influyen en las semillas
y que determinan su nivel de actividad, la dormancia, la germinacion y la

emergencia. El vigor es parte esencial de la calidad de la semilla (Navarro, 2009).

Estudios realizados en semillas de tomate, aplicando tratamientos NPsCu y
MPsCuSOg4 a concentraciones de 0, 0.5, 1, 5, 10 y 50 ppm, en cajas de Petri y sobre
papel filtro, por un lapso de 24 horas, indican que las NPsCu a 5 y 10 ppm
promovieron el vigor de germinacién en las semillas, teniendo una superacion
estadistica con respecto al testigo en ambos tratamientos. En otro estudio similar,
efectuado en semillas de chile ancho, el tratamiento correspondiente a 5 ppm

NPsCu, presenté mayor vigor de germinacion y longitud de radicula, que en el resto

11



de tratamientos, superando al testigo en 45.8% en vigor de germinacion (Ruiz et al.,

2016).

Estudios realizados por Ruiz et al. (2017), indican que al imbibir semillas de
Cucurbita pepo var. Grey zucchini con NPs compuestas por Zn+Fe (NPsZnOFe) por
48 horas a una concentracién de 10 ppm, promueve de manera positiva el vigor de
germinacion y la longitud de tallo, por otro lado, imbibir semillas de la variedad
anteriormente mencionada a una concentracion de 5 ppm, presenta un efecto

similar, incrementando el vigor de germinacion y la longitud de la radicula.

Estudios realizados por Garcia et al. (2017), mencionan que al imbibir
semillas de Capsicum chinense con NPsZnO por 72 h a una concentracion de (0O,
100, 200, 300, 400 y 500 ppm), promueven la germinacién y el vigor, asi como un
mayor desarrollo de la longitud de radicula. La aplicacion de NPsZnO durante el
proceso de germinacion, en concentraciones adecuadas puede mejorar
significativamente la velocidad de germinacién, generando plantulas de mayor vigor

para la produccion.

En contraparte Hojjat y Hojjat (2016), mencionan que la aplicacién de
NPsAg+Lt no influyo sobre el parametro de germinacién en semillas de lenteja, pero
la interaccion de NPs aument6 el crecimiento de la longitud de la raiz. Por lo tanto,
el efecto de las NPs en las semillas y en plantas puede ser positivo 0 hegativo esto
depende de los tipos y las concentraciones de NPs aplicadas, ya sean metalicas o

derivadas del carbono.
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Nanoparticulas de plata (NPsAg+Lt)

Las NPsAg+Lt se estan aplicando de forma muy intensa en el desarrollo de
materiales poliméricos con propiedades antibacterianas y en algunos casos

antifangicas (Wang et al., 2006).

Nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO)

Son muy conocidas las NPs metdlicas, pero las que mas representan su
grupo son las NPszZnO y las NPsAg+Lt ya que muestran propiedades
antimicrobianas en diversas areas incluyendo la alimentacién animal, la industria

textil y el tratamiento de aguas (Alvarado et al., 2014).

El ZnO se ha convertido en un material multifuncional, el cual ofrece un
potencial muy alto para diversas aplicaciones en el desarrollo de biosensores,
celdas solares, purificacion del agua, nanomedicina, etc. En los ultimos 20 afios el
ZnO se ha convertido en uno de los metales con mas investigacion, ya sea puro o
con otros metales de transicion, el cual se ha producido con morfologias diferentes

en donde abarca peliculas delgadas, nanobarras, etc. (Jauregui et al., 2011).

Funciones del zinc en la planta

El zinc es un micronutriente importante para el crecimiento, ademas de que
mejora las condiciones de las plantas y los seres humanos (Narendhran et al.,
2016). Por otra parte, las (NPsZnO) son utilizadas por la funcion que tienen en las
plantas, ya que pueden corregir las deficiencias de zinc, ademas, promueven el

crecimiento y desarrollo de las mismas (Quispe Challco, 2010).
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De acuerdo con Raskar y Laware (2014) y Boonyannitipong et al. (2011), las
NPs tienen un potencial muy grande para aplicarse como agentes bacteriostaticos
los cuales se pueden utilizar para controlar la propagacion de diferentes patégenos
como: Fusarium culmorum, Penicillium expansum, Aspergillus niger, A. flavus, A.
fumigatus y Botrytis cinerea. En cuanto al Zn autores sefialan que la aplicacion de

NPsZnO incrementan el vigor y germinacion de las semillas (Burman et al., 2013).

Jayarambabu y Siva (2017) aseguran que el efecto de las NPsZnO en las
plantas se ve reflejado en un mayor porcentaje de germinacion, incremento en la
longitud de radicula y vastago, ademas de una mayor acumulacion de biomasa
debido a la actividad fotosintética que se presenta. Sin embargo, el efecto de las

NPszZnO depende de las concentraciones y varia de planta a planta.

Muchos estudios sefialan que concentraciones elevadas (1000 ppm) causan
efectos negativos en la germinacion (Kyung y Kong, 2014); mientras que aplicando
dosis mas bajas (< 50 ppm) se presentan efectos muy favorables en el desarrollo y

crecimiento, reflejandose una mayor biomasa (Prasad et al., 2012).

Funcionamiento de las NPs en el vigor de la semilla

El vigor de la semilla es la habilidad que se presenta en campo a la hora de
emerger haciendo una planta normal, aun en condiciones desfavorables (Gonzélez
et al., 2008). Navarro et al. (2009) indican que el vigor se puede considerar como la
interaccion de las propiedades bidticas y abidticas que se encuentran en la semilla,

determinando su nivel de actividad y comportamiento en tiempo determinado.
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Es importante realizar pruebas en condiciones de laboratorio e invernadero
con el fin de determinar si en realidad el efecto de las NPs en vigor esta realizando
su funcién, ya que las semillas presentan el mayor vigor y el potencial germinativo
cuando alcanzan su madurez fisiolégica (Juarez-Maldonado et al., 2016). En este
sentido Almutairi y Alharbi (2015), hacen referencia que el uso de nanomateriales
se ha ido incrementando debido al impacto positivo que se tienen en sectores de la
economia incluyendo la agricultura, en donde las NPs favorecen el crecimiento de

las plantulas y la velocidad de germinacion.

Los nanomateriales y su fitotoxicidad

Se conoce que el uso de NPs en cualquier area es relativamente nuevo, hoy
en dia se desconoce los posibles efectos negativos que se puedan generar ya sea
en la salud humana, ya que no se tiene la informacion necesaria sobre la
concentracion por forma de NPs para aplicarse en cultivos. Zarate et al. (2016)
asegura que el hacer uso de los nanomateriales es nocivo para la salud, cultivos y
para el medio ambiente. Se menciona que la exposicion humana a estas NPs puede
ser muy peligrosa, ya que existen diferentes formas de entrada, ya sea por las vias
respiratorias (NPs en el aire), oral (agua y alimentos) y dérmica (NPs ambientales y

cosméticos).

La exposicion también se puede dar a través de la instrumentacion médica,
ya que se utilizan en el tratamiento del cadncer de mama y en el control de

infecciones de cirugias. Una vez que las NPs estan en el cuerpo se distribuyen por
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via linfatica y sanguinea, atacando a diferentes drganos de cuerpo tales como: el
corazon, rifiones, higado, huesos y pancreas, es hay en donde ejercen los efectos

toXicos.

Para que la toxicidad de estas NPs haga efecto en el organismo de la
persona, depende de si el hospedador puede provocar una respuesta biolégica para
eliminarlas o de su persistencia en los 6rganos. Es muy importante mencionar, que
se necesitan hacer estudios para comprobar si en realidad el hacer uso de
nanomateriales es peligroso, provocando efectos téxicos en plantas y humanos,

para tratar de evitar futuros dafnos (Gutiérrez-Praena et al., 2009).

El modo de accion de la nanotoxicidad sigue siendo desconocido, pero estan
estrechamente relacionados con el producto quimico, composicion, estructura

guimica y el area de superficie (Aslani et al., 2014).

Las plantas que son sometidas a dosis altas de NPs sufren pérdida de
germinacién, una menor produccion de poleny altera la generacion de las especies

reactivas de oxigeno (Wang et al., 2016).

Raskar y Laware (2014) mencionan que a bajas concentraciones de NPs las
semillas pueden mejorar la germinacién, en cambio a concentraciones mas altas el

porcentaje de germinacion final se ve afectado.
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1. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del sitio experimental

El trabajo de investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Fisiologia de
Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas
(CCDTYS), ubicado en las instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN) en Buenavista, al sur del municipio de Saltillo, Coahuila, México. El
material varietal utilizado en este trabajo son dos variedades de pepino

denominadas “POINSETT 76” y “SMR 58”.

La variedad POINSETT 76 es moderadamente vigorosa y adaptable a
diversas condiciones climaticas. Frutos monoicos, 19x6 cm, de forma cilindrica y

color verde oscuro.

La variedad SMR 58 es productiva, de frutos de longitud media, con superficie
de pinchos y de color verde claro. Los pepinos son plantas termdfilas, por lo que
sus semillas deben sembrarse en el campo solo en la segunda mitad de mayo. Las
semillas del pepino. Las semillas han sido tratadas, lo que significa que estan

protegidas de enfermedades y plagas que estan presentes en el suelo.

Tipo de nanoparticulas:

En esta investigacion, se utilizaron suspensiones con NPsAg+Lt sintetizadas
con extractos de gobernadora (Larrea tridentata) (NPsAg+Lt), las cuales fueron
disefiadas en el Centro de investigacion en Quimica Aplicada (CIQA), y ademas
NPsZnO comerciales. Respecto a las NPsAg+Lt obtenidas a 80 °C, estas presentan

una morfologia semiesférica con tamafios entre 2-26 nm, de las cuales
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aproximadamente el 70% es menor a 14 nm. Las NPsZnO comerciales de

morfologia semiesférica, con un diametro de 200 nm.

Establecimiento del experimento

Preparaciéon de las NPsAg+Lt y NPsZnO en agua destilada

Las suspensiones de los dos tipos de NPs (NPsAg+Lt y NPszZnO), se
prepararon a diferentes concentraciones (0, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm),
utilizando tubos Falcon de plastico (50 mL). Posteriormente, se sonicaron en un
Sonicador Branson (AS2060B Ultrasonic Cleaner) en dos tiempos, 15y 20 min para

su mejor dispersion.

Imbibicion de las semillas

Doce cajas de Petri fueron esterilizadas con algodon y alcohol, previamente
al establecimiento del experimentd. Se dispusieron 30 mL de cada concentracion
en suspension en cada caja de Petri. Enseguida, se utilizaron pinzas de diseccion
de acero inoxidable para colocar 100 semillas por caja de Petri, seis para la variedad
POINSETT 76 y seis para la variedad SMR 58, después se colocaron en una

camara bioclimatica marca Thermo Scientific por 24 h, a una temperatura de 25 °C

Siembra de semillas

Pasando las 24 horas, se procedi6 a la siembra utilizando el método “entre
papel” (ISTA, 2004), utilizando papel Anchor. Las hojas de papel Anchor, se
humedecieron en agua destilada y se utilizaron pinzas de diseccion para colocar 25

semillas en hilera, dejando 2 cm a cada lado y 8 cm en la parte superior.
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Posteriormente, se humedecié una segunda hoja para cubrir las semillas y se
envolvié en forma de “taco”, se repitio el proceso para todos los tratamientos, con 4
repeticiones cada uno, la unidad experimental consistido de una repeticion con 25
semillas. Enseguida, los tacos se colocaron dentro de una bolsa de polietileno
etiquetada, quedando el embrion orientado hacia abajo. Las bolsas se colocaron en
un recipiente de forma vertical y se procedi6 a ponerlas en el interior de una camara
de germinacién a una temperatura de 25 °C, con un fotoperiodo de 8/16h

(luz/oscuridad)

Evaluacion del bioensayo

Las variables evaluadas fueron el porciento de vigor de germinacion (%), el
porciento de germinacion (%), porciento de plantulas anormales (%), porciento de
semillas sin germinar, longitud de plumula (cm), longitud de radicula (cm), peso seco

de plantulas (mg/plantula).

Vigor de germinacion

Después de trascurrir cuatro dias después de la siembra, se realizd una
evaluacion en donde se hizo un conteo para determinar el numero de plantulas
normales, con el fin de conocer el vigor de germinacion de las semillas, ya que es
un paradmetro muy relevante, debido a que representa la velocidad y uniformidad de

la germinacién, que se refleja en el crecimiento de las plantulas.
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Porciento de germinacion

Al séptimo dia, se realizé el segundo conteo para conocer el numero total de

plantulas normales, plantulas anormales y el nimero de semillas sin germinar.
Porciento de plantulas normales

Las plantulas normales son aquellas que desarrollan todas sus estructuras
esenciales en condiciones controladas (agua, luz y temperatura), que tienen la
capacidad de generar plantas de buen porte. Sistema radicular bien desarrollado,
raiz primaria y raices seminales. Hipocoétilo con buen desarrollo sin dafios en el
tejido. Plumula con buen crecimiento, con hojas bien desarrollas. Un cotiledon en

monocotiledéneas y dos cotiledones en dicotileddneas.

Porciento de plantulas anormales

Las plantulas anormales fueron las que presentaron un desarrollo irregular,
como un tamafo dos veces menor al que presenta su semilla o que el tallo o radicula

no se desarrollaron correctamente.

Porciento de semillas sin germinar

Las semillas que no manifestaron la capacidad de germinar se registraron

para presentar esta variable en porcentaje.
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Longitud de la plumula

Para realizar la evaluacion de longitud de plumula se midieron todas las
plantulas normales de cada tratamiento y repeticibn, manipulando una hoja

milimétrica graduada en cm.

Longitud de radicula

En las plantulas normales obtenidas de cada tratamiento, se midi6 la longitud
de radicula expresada en cm, con ayuda de una hoja milimétrica graduada en tal

magnitud.

Peso seco de plantula

Una vez terminada la evaluacion del bioensayo, las plantulas normales por
repeticion y tratamiento, se colocaron en bolsas de papel de estraza rotuladas para
su identificacidn, posteriormente se ubicaron en una estufa de secado Riossa (H-

48), a una temperatura de 72 °C por un lapso de 24 h.

Al término de este periodo de tiempo, se retiraron las muestras de la estufa 'y
se colocaron en un desecador con el fin de evitar que adquirieran humedad del
ambiente durante 10 min de enfriamiento. Posteriormente, se pesd cada muestra
en una balanza analitica AND (HR-200), para obtener el peso de materia seca

expresado en mg/plantula.
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Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con arreglo factorial 22,
considerando los dos tipos de NPs (NPsZnOO y NPsAg+Lt) y las concentraciones
utilizadas (0, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm) con cuatro repeticiones. La unidad
experimental consistié en un rollo de papel Anchor que contenia 25 semillas. Con
los datos obtenidos, se realizé analisis de varianza y pruebas de rango multiple

Tukey (P<0.05), para lo cual se utilizé el paquete estadistico SAS Institute (2004).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis de varianza del bioensayo
de germinacion de semillas de pepino (Cucumis sativus L.), para la fuente de
variacion variedad se mostraron diferencias significativas (P<0.05) para las
variables porciento de germinacién, porciento de plantulas anormales, semillas sin

germinar, pesos secos, longitud de plumula y longitud de radicula (Cuadro 1).

Para la fuente de variacion nanoparticula (NPsZnO y NPsAg+Lt), los
resultados indican diferencias significativas (P<0.05) para las variables porciento de
germinacion, plantulas anormales y longitud de radicula. Mientras que, las variables
vigor de germinacion, semillas sin germinar y longitud de pliumula no presentaron

diferencias significativas.

En la fuente de variacion tratamiento, las variables vigor de germinacion,
porciento de germinacion, porciento de plantas anormales, longitud de plumula,
longitud de radicula mostraron diferencias significativas (P<0.05), mientras que las

variables semillas sin germinar y peso seco no presentaron diferencias estadisticas.

Por otra parte, los resultados obtenidos en la fuente de variacion de variedad
por nanoparticula (NPsZnO y NPsAg+Lt) los resultados mostraron diferencias
significativas (P<0.05) para las variables porciento de vigor de germinacion, longitud
de plumula, semillas sin germinar, longitud plumula y radicula, por otra parte, el
porciento de germinacién, plantulas anormales y pesos seco no presentaron

diferencia significativa.
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En la fuente de variacién de nanoparticulas por tratamiento, los resultados
indican diferencias significativas (P< 0.05) para las variables porciento de vigor de
germinacioén, porciento de germinacion, porciento de plantas anormales, semillas
sin germinar, longitud de plumula y longitud de radicula. En la variable peso seco,

no se observaron diferencia estadistica.

Para la fuente de variacion variedad por tratamiento, el porciento de vigor de
germinacion, porciento de germinacion, porciento de plantas anormales, porciento
de semillas sin germinar, longitud de plumula y longitud de radicula resultaron con
diferencias significativas (P<0.05). En el caso del peso seco, no se observaron

diferencias significativas.

En lo que respecta a la fuente de variacion variedad por nanoparticula por
tratamiento, la variable peso seco no presento diferencia estadistica y las demas
variables que son porciento de vigor de germinacion, porciento de germinacion,
porciento de plantas anormales, porciento de semillas sin germinar, longitud de

planta y longitud de radicula resultaron con diferencias significativas (P<0.05).

Estos resultados indican, que la aplicacion de NPsZnO y NPsAg+Lt como
tratamiento para la germinacion de semillas de pepino (C. sativus L.), influye
directamente en la respuesta de la mayoria de las variables evaluadas en este
bioensayo que estan asociadas con la calidad fisiologica de semillas, y que tienen

una relacion directa con el proceso de germinacion.
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A continuacién, se presenta el andlisis de comparacion de medias que
permite comprender el efecto de las diferentes concentraciones de NPsZnO vy

NPsAg+Lt en los parametros antes mencionados.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del anélisis de varianza de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion
de semillas de Cucumis sativus L., tratadas con NPsZnO y NPsAg+Lt.

Vigor de Germinacioén PA SSG PS LP LR
FV GL germinacion (%) (%) (%) (mg) (cm) (cm)
(%)

VAR 1 36.37 ns 10716.37 ** 8432.06 ** 136.74 ns 845.29*  118.76 ** 2398.25 **
NPs 1 0.13 ns 6903.40 ** 4751.51 ** 200.37ns  31.85ns 0.04ns  282.94 **
TRAT 5 679.88 ** 1472.59 ** 1043.27 ** 52.79 ns 3.86 ns 28.85*  120.91 **
VAR * NPs 1 1213.89 * 72.13 ns 15.51 ns 154.56 ns 16.58 ns 47.40 ** 89.25 **
VAR * TRAT 5 1225.04 ** 920.84 ** 590.24 ** 118.35ns  13.67ns  135.38**  135.73**
NPs * TRAT 5 402.64 ns 1565.33 ** 1109.30 ** 120.01 ns 1.47 ns 31.40 ** 43.26 **
VAR *NPS* TRAT 5 1485.15 ** 3266.18 ** 1683.62 ** 350.37 * 8.01 ns 98.66 **  103.96 **

CV (%) 44.58 19.21 39.06 126.84 18.51 25.26 24.82

**= Altamente significativos, *= Significativos, NS= No significativo, FV= Fuente de variacion, GL= Grados de libertad, PA=
Plantulas anormales, SSG= Semillas sin germinar, PS= Peso seco de plantula, LP= Longitud de plumula,
Longitud de radicula, VAR= Variedad, NP=Nanoparticula, TRAT= Tratamiento, CV= Coeficiente de variacion.

LR=

26



La comparacion de medias por variedad (POINSETT 76 Y SMR 58) en el
Cuadro 2, indica que todas las variables evaluadas presentaron diferencias
significativas (P<0.05), Unicamente el porciento de vigor de germinacion fue
estadisticamente igual. Para el caso del porciento de germinacién, la variedad SMR
58 respondié mejor a la aplicacion de NPsZnO y NPsAg+Lt, con incrementos del
32% (72% de germinacion), en comparacion con la variedad POINSETT 76, que
obtuvo una germinacion de 49%. Lo anterior concuerda con el valor obtenido para
plantulas anormales, ya que la variedad SMR 58, demostré un menor porcentaje de

PA (21%), en comparacion con POINSETT 76 (41%).

La misma tendencia, se observo para semillas sin germinar, el menor
porcentaje fu obtenido por la variedad SMR 58 (7%), mientras que la variedad
POINSETT 76 obtuvo un 10%. En el caso de las variables peso seco, longitud de
plumula y radicula, se puede observar que la variedad SMR 58 presento
incrementos del 35.7%, 6.4% y 23.1%, respectivamente, en comparacion con la
variedad POINSETT 76. Lo anterior indica, que la variedad SMR 58 respondi6 de
mejor manera a la aplicacion de NPsZnO y NPsAg+Lt, con incrementos en los
parametros asociados con el vigor de plantula en comparacion con la variedad

POINSETT 76.
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Cuadro 2. Comparacion de medias para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de
Cucumis sativus L, tratadas con NPsZnO y NPsAg+Lt.

Vigor de Germinacién PA SSG PS LP LR
Variedad germinacion (%) (%) (%) (mg) (cm) (cm)
(%)

SMR 58 30a 72 a 21 b 7 a 18.59 a 8.83 a 13.26 a
POINSETT 76 29 a 49 b 41 a 10a 11.97 b 826 b 10.20 b
Media 29.6 60.4 31.3 8.3 15.24 8.59 11.98

Tukey (0=0.05) 5.87 5.16 5.43 471 1.27 0.23 0.31

Valores con la misma literal son estadisticamente iguales Tukey (P<0.05). PA= Plantulas anormales, SSG= Semillas sin
germinar, PS= Peso seco de plantula, LP= Longitud de plumula, LR= Longitud de radicula.
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Los resultados de la comparacién de medias para variedad, nos permiten
observar que el efecto de las NPsZnO y NPsAg+Lt en la germinacion y crecimiento
de plantas depende del genotipo y/o la variedad. En este estudio, los resultados
demostraron que la variedad SMR 58 report6é los mejores resultados en cuanto a
los parametros asociados con el vigor de la semilla y crecimiento de plantula. Lo
anterior esta en relacién con lo reportado por Garcia-Lopez et al., (2018), quienes
mencionaron que los efectos de los nanomateriales aplicados a la germinacion de
semillas dependen del genotipo, la especie y las caracteristicas del nanomaterial.
Sin embargo, a la fecha no existe un modelo de respuesta de las plantulas a la
aplicacion de NPs metalicas. En este sentido Buu et al. (2014), sugieren que es
conveniente evaluar el nivel de respuesta de la germinacion y vigor de diversos
genotipos a la aplicacion de nanomateriales, ademas de continuar con la

determinacidn de estos materiales en diferentes etapas fenologicas de los cultivos.

La comparacion de medias para tipo de NPs (NPsZnO y NPsAg+Lt) se
presenta en el Cuadro 3. Los resultados indican que las NPsZnO incrementaron la
germinacion en 26% (69%) en comparacion con las NPsAg+Lt (51%). En relacion
con lo anterior, se puede observar que el tratamiento con NPsZnO present6 el
menor porciento de PA (24%), en comparacion con NPsAg+Lt (39%). El mismo
patron de resultados se observo para las variables peso seco y longitud de radicula,
ya que las NPsZnO generaron incrementos del 11.6% y 7.7%, respectivamente, en

comparacion con los resultados obtenidos con las NPsAg+Lt.
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Cuadro 3. Comparacion de medias para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de
Cucumis sativus L, tratadas con NPsZnO y NPsAg+Lt.

Vigor de Germinacion PA SSG PS LP LR
NPs germinacion (%) (%) (%) (mg) (cm) (cm)
(%)
NPsZnO 30a 69 a 24 b 7a 16.12 a 8.59 a 12.39a
NPsAg+Lt 29 a 51 b 39a 10a 1434 b 8.59 a 1143 b
Media 29.6 60.4 31.3 8.3 15.24 8.59 11.98
Tukey (0=0.05) 5.87 5.16 5.43 471 1.5 0.23 0.31

Valores con la misma literal son estadisticamente iguales Tukey (P<0.05). PA= Plantulas anormales, SSG= Semillas sin
germinar, PS= Peso seco de plantula, LP= Longitud de plumula, LR= Longitud de radicula.
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En cuanto a los resultados de la comparacion de media para el tipo de NPs,
se logro observar que las NPsZnO generaron los mejores resultados en el vigor y
los parametros asociados con el crecimiento de plantulas, al compararlas con las
NPsAg+Lt. Lo anterior se debe, a que el zinc es un micronutriente esencial que
participa en la activacion de enzimas como la a y 8 amilasa, las cuales interfieren
en la degradacion de reservas durante el proceso germinativo, ademas de ayudar
en la sintesis de proteinas y division celular (Garcia-Lopez et al., 2019). Por otra
parte, el zinc es considerado un micronutriente importante para el crecimiento de
las plantas, y participa en la activacion de enzimas importantes para asimilacion de

CO2 (Narendhran et al., 2016).

Algunos investigadores, han mencionado que las NPsZnO son utilizadas por
la funcion que tienen en las plantas, ya que pueden corregir las deficiencias de zinc,
ademas, promoviendo su crecimiento y desarrollo (Quispe Challco, 2010). Es
importante sefialar, que un estudio realizado por Garcia et al. (2017) demostraron
gue al imbibir semillas de Capsicum chinense con NPsZnO durante 72 h a
concentraciones de 0, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm, se obtuvieron incrementos en
la germinacion y el vigor, asi como un mayor desarrollo de la longitud de plumula 'y
radicula. Por otra parte, es importante considerar que la plata no es considerado un
elemento esencial para el crecimiento de las plantas, esto explica el por qué los
mejores resultados en cuanto a los caracteres asociados con los parametros
fisiolégicos se obtuvieron con las NPsZnO. Las interacciones encontradas se

incluyen en Anexos.
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La comparacion de medias por tratamiento (0, 100, 200, 300, 400 y 500) se
presenta en el Cuadro 4. Los resultados indican, que el tratamiento de 400 ppm
reportd el mayor el mayor porcentaje de vigor en la germinacion (38%), superando
significativamente al resto de los tratamientos. En cuanto al porcentaje de
germinacion, se puede observar que los tratamientos a concentraciones de 100,
200y 300 ppm reportaron los mayores porcentajes (72, 68 y 65%), respectivamente,
superando al control y a los tratamientos con las concentraciones mas elevadas
(400 y 500 ppm). Por otra parte, que a una concentracion de 200 ppm se mejoré
significativamente el desarrollo de la longitud de plimula y radicula en 1.9% y 9%,
en comparacion con el control, no obstante, se puede sefialar que los demas
tratamientos (100, 300, 400 y 500) presentaron disminuciones en el crecimiento de
las plantulas. Las variables SSG y PS, no fueron afectadas significativamente por

los tratamientos con NPs.

De manera general, se puede mencionar que los resultados obtenidos de la
comparacion de media para los diferentes tratamientos, nos permitié observar que
los tratamientos con 100 y 200 ppm generaron los mejores resultados en el vigor y
los parametros asociados con el crecimiento de plantulas, al compararlas con los
otros tratamientos. Lo anterior puede deberse, a que a bajas concentraciones las
NPs pueden mejorar las respuestas fisiologicas de las plantas, mientras que, a
concentraciones elevadas se puede ver afectado su desarrollo y establecimiento
debido a la generacién de ERO (Wang et al., 2016); las cuales desencadenan un
incremento de la peroxidacion lipidica que resulta en una menor division celular

(Prasad et al., 2012).
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Cuadro 4. Comparacion de medias para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de
Cucumis sativus L, tratadas con diferentes tratamientos de NPsZnO y NPsAg+Lt.

Tratamiento Vigor de Germinacién PA SSG PS LP LR
(ppm) germinacion (%) (%) (%) (mg) (cm) (cm)
(%)
0 36a b 46a b c 43 a 11a 1541 a 9.03ab 11.87ab
100 2la b c 72 a 2labc 7a 15.01 a 786abcd 11.06 abc
200 33a bc 68 a 25abc 7a 14.30 a 9.20 a 13.04 a
300 23a b c 65a 27abc 8a 14.95 a 8.19abcd 11.49abc
400 38 a 62a b 3labc 7a 15.61 a 894 ab 11.77abc
500 26a b c 50a b c 39ab 11a 16.22 a 850abc 12.90 a
Media 29.6 60.4 31.3 8.3 15.24 8.59 11.98
Tukey (a=0.05) 14.99 13.18 13.88 12.03 3.83 0.58 0.79

Valores con la misma literal son estadisticamente iguales Tukey (P<0.05). PA= Plantulas anormales, SSG= Semillas sin
germinar, PS= Peso seco de plantula, LP= Longitud de plumula, LR= Longitud de radicula.
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V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de esta investigacion, se concluye que los
tratamientos con NPsZnO y NPsAg+Lt durante la etapa de imbibicion de las semillas
de Cucumis sativus L, influyeron directamente en la respuesta de variables
asociadas con la calidad fisiol6gica de semillas, como el vigor de germinacion y la
longitud de plumula y radicula, las cuales estan relacionadas directamente con el

proceso de germinacion.

Es importante sefialar, que los analisis comparativos del efecto de tipo de
NPs sobre la germinacion y caracteres asociados con la calidad fisiolégica de
semillas, nos permitieron observar que las NPsZnO impactaron positivamente la

germinacion y el crecimiento de plantulas, en comparacion con las NPsAg+Lt

Por otra parte, los resultados indicaron que la variedad SMR 58 respondio de
mejor manera a la aplicacion de NPsZnO y NPsAg+Lt con incrementos en los
parametros asociados con el vigor de plantula, en comparacion con la variedad.

POINSETT 76.

Para finalizar, se puede mencionar que los tratamientos con 100 y 200 ppm
fueron los que impactaron positivamente variables como el vigor, la longitud de
plumula y radicula, al compararlos con el control y los tratamientos con
concentraciones mas elevadas (300, 400 y 500 ppm). Es este sentido, sugerimos
gue una aplicacién de NPs a bajas concentraciones puede estimular la germinacion

y el crecimiento de plantulas, sin llegar a generar fitotoxicidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Vigor de germinacién (%) en semillas de Cucumis sativus L.
(POINSETT 76 y SMR 58) en respuesta a la aplicacién de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 2. Germinacion (%) en semillas de Cucumis sativus L. (POINSETT 76y
SMR 58) en respuesta a la aplicacién de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 3. Plantulas anormales (%) en semillas de Cucumis sativus L.
(POINSETT 76 y SMR 58) en respuesta a la aplicaciéon de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 4. Semillas sin germinar (%) en semillas de Cucumis sativus L.
(POINSETT 76 y SMR 58) en respuesta a la aplicacion de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 5. Longitud de plamula (cm) en semillas de Cucumis sativus L.
(POINSETT 76 y SMR 58) en respuesta a la aplicacion de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 6. Longitud de radicula (cm) en semillas de Cucumis sativus L.
(POINSETT 76 y SMR 58) en respuesta a la aplicacion de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 7. Vigor de germinacion (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 8. Germinacién (%) en semillas de Cucumis sativus L. en respuesta a
los diferentes tratamientos de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 9. Plantulas anormales (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 10. Semillas sin germinar (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos de NPsAg+Lt y NPsZnO.
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Anexo 11. Longitud de plumula (cm) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos de NPsAg+Lt y NPsZnO.

LONGITUD DE PLUMULA (cm)
12

10

{ 6
g |
6
4
2
0
0 100 200 300 400 500

EPLATA ®EZINC

CENTIMETROS

Anexo 12. Longitud de radicula (cm) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos de NPsAg+Lt y NPsZnO.

LONGITUD DE RADICULA (cm)
16

14 I
1 fe} 6
0 100 200 300 400 500

EPLATA ®EZINC

o N

CENTIMETROS

o N B~ O

47



Anexo 13. Vigor de germinacion (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuestaalos diferentes tratamientos de aplicaciéon con NPsAg+Lty NPsZnO
en las variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 14. Germinacion (%) en semillas de Cucumis sativus L. en respuesta a
los diferentes tratamientos de aplicacién con NPsAg+Lt y NPsZnO en las
variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 15. Plantulas anormales (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuestaalos diferentes tratamientos de aplicaciéon con NPsAg+Lty NPsZnO
en las variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 16. Semillas sin germinar (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos de aplicacion NPsAg+Lt y NPsZnO en
las variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 17. Longitud de plumula (cm) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuestaalos diferentes tratamientos de aplicaciéon con NPsAg+Lty NPsZnO
en las variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 18. Longitud de radicula (cm) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta alos diferentes tratamientos de aplicacion con NPsAg+Lt y NPsZnO
en las variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 19. Vigor de germinacion (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos por NPsAg+Lt y NPsZnO en las
variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 20. Germinacion (%) en semillas de Cucumis sativus L. en respuesta a
los diferentes tratamientos con NPsAg+Lt y NPsZnO por las variedades
POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 21. Plantulas anormales (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos por NPsAg+Lt y NPsZnO por las
variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 22. Semillas sin germinar (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos por NPsAg+Lt y NPsZnO por las
variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 23. Longitud de plamula (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos por NPsAg+Lt y NPsZnO por las
variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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Anexo 24. Longitud de radicula (%) en semillas de Cucumis sativus L. en
respuesta a los diferentes tratamientos por NPsAg+Lt y NPsZnO por las
variedades POINSETT 76 y SMR 58.
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