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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 Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), y en el Centro de Investigacion
en Quimica Aplicada (CIQA), con el objetivo de evaluar dos bioensayos con la
aplicacion de nanoparticulas (NPs) de oxido de hierro (Fe203), y conocer su efecto
sobre la germinacién y el desarrollo de plantula de pepino var.SMR58, en condiciones
de laboratorio y de malla sombra en campo abierto.

El bioensayo consistio de diferentes concentraciones de NPsFe203 (0, 50, 100, 200,
400, 800 y 1600 ppm), cada tratamiento consté de 100 semillas fraccionadas en cuatro
repeticiones de 25 cada una, dando un total de 700 semillas en el experimento. Las
semillas fueron colocadas en cajas de Petri para ser asperjadas con los diferentes
tratamientos de NPsFe20s, utilizando agua destilada como vehiculo de aplicacion,
mientras que el testigo consistid Unicamente en agua destilada. Para iniciar la
germinaciéon fueron sometidas a un proceso de imbibicidbn por 24 horas. Después
fueron sembradas utilizando el método de germinaciéon entre papel, para después

colocarse en una cadmara de germinacion a una temperatura de 25°C.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que ocurrié una reduccion del vigor
de germinacién al incrementar la dosis de NPsFe203, en la variable porciento de
germinacion todos los tratamientos se comportaron estadisticamente igual al testigo,
y en la longitud de plumula al aplicar 50 ppm superd al testigo, el resto de los

tratamientos mostraron un comportamiento estadisticamente igual.

El bioensayo 2 consistié en la aplicacion de las NPsFe203s mediante dos vias (foliar y
Drench), en diferentes concentraciones, bajo condiciones de malla sombra, con el
objetivo de conocer la respuesta en el desarrollo fenoldgico de plantas de pepino. La
aplicacion via foliar consté de las siguientes concentraciones 0, 1000, 2000 y 3000

ppm, mientras que via drench las concentraciones fueron 0, 500, 1000 y 1500 ppm.

Las semillas de pepino se sembraron en bolsas de polietileno de color negro con

capacidad de 10 litros, se utilizé como sustrato peatmoss mezclado con perlita a una
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relacion de 3:1. La aplicacion foliar de las soluciones con NPsFeO23 se realiz6 con
tres atomizadores de plastico de 400 ml cada uno para cada tratamiento, asperjando
12 ml por cada planta, cubriendo en su totalidad las hojas. Mientras que para la
aplicacion en drench, se utilizaron tres tubos Falcon de 50 mL, uno para cada
tratamiento, esta actividad se realiz6 aplicando la solucion alrededor de la raiz, siempre

y cuando el sustrato estuviera hiumedo.

Los resultados que se obtuvieron en este experimento indican que las plantas tratadas
con NPsFe20s3, tuvieron un incremento altamente significativo en el numero de flores
masculinas y area foliar, Mientras que, para el nimero de flores femeninas, nimero de
guias y numero de entrenudos hubo diferencias significativas entre tratamientos. La
longitud de tallo presentd resultados estadisticamente iguales en todas las

concentraciones.

Palabras clave: nanotecnologia, 6xido de hierro, vigor, toxicidad, emergencia.
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I.  INTRODUCION

El pepino es un cultivo importante por su indice elevado de consumo, ya que sirve de
alimento tanto en fresco como industrializado. Tiene gran relevancia en varias regiones
del mundo, siendo una especie cuyo valor agronomico reside en su produccion
estacional, para lo cual necesita desarrollarse en agricultura protegida (Infoagro,
2001).

Su origen es de Asia y Africa. Sus propiedades nutritivas la han hecho una hortaliza
especial, por el elevado contenido de acido ascoérbico y pequefias cantidades del
complejo B. En cuanto a minerales, es rico en calcio, cloro, potasio y hierro. Ademas,
se est4 utilizando considerablemente en el ambito de la cosmetologia por sus semillas
ricas en aceites esenciales (Mufioz, 2015).

La palabra nanotecnologia (NT) es usada extensivamente para definir las ciencias y
técnicas que se aplican a un nivel de nanoescala, esto es una medida extremadamente
pequefia que permite trabajar y manipular las estructuras moleculares y sus atomos.
La NT es el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y aplicacion en
materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a nano
escala (Nelson et al., 2010).

Los principales desarrollos de la NT se encuentran en los sectores de la agricultura y
la alimentacién, necesitando involucrar casi todas las disciplinas tanto de las ciencias
basicas y de la salud. En la agricultura ya se han llevado a cabo numerosos estudios,
en los que se desarrollan herramientas para mejorar la capacidad de los cultivos en la
absorcion de los nutrientes del suelo, resistencia a plagas o factores climaticos
(Lamas, 2010).

Sin embargo, aun hace falta investigacion a fondo sobre las nanoparticulas metalicas
en la agricultura, el uso de estas para aumentar la eficiencia de la nutricion mineral y
asumiendo que su absorcion sea mas facil y rapida, tanto en las aplicaciones foliares,
como en drench o fertirrigacion. Asi mismo la NT tiene el potencial de revolucionar la
industria agroalimentaria con técnicas y herramientas novedosas para el manejo de

las nanoparticulas (NPs) y conocer su efecto al nivel molecular.



1.1.Objetivo General

Evaluar el efecto de NPs de 6xido de hierro (NPsFe203) de tipo comercial, a diferentes
concentraciones, sobre el proceso de germinacion en semillas de pepino cv. SMR58 y
en el crecimiento vegetativo en condiciones de malla sombra, aplicadas via foliar o

drench.

1.20bjetivos Especificos

v" Analizar el efecto de lasNPsFe203 en la germinacién (promotor o inhibidor),

aplicadas en diferentes concentraciones a semillas de pepino variedad SMR58.

v' Determinar a qué concentraciéon, las NPsFe203 tienen efecto (positivo o
negativo) en el crecimiento y desarrollo de la planta de pepino, en funcion de la

forma de aplicacion (foliar o al drench).

1.3Hipotesis

H1: La aplicacion de NPsFe203 a semillas, promueve la germinacion y el vigor

de plantula, en comparacion con el testigo.

Ho: La aplicacion de NPsFe203 a semillas, no promueve la germinacion ni el

vigor de plantula, en comparacion con el testigo.



ll.  REVISION DE LITERATURA
2.1Historia y origen del pepino

Asia y en particular la India es considerada el Centro de Origen del pepino, debido a
la frecuente ocurrencia de especies silvestres de Cucumis con nimero cromosomico
n = 7, ademas de la existencia de vestigios del cultivo de hace 3,000-4,000 afios, y
aunque algunos autores sefialan que el centro de origen es Africa tropical, la mayoria
de los trabajos sefialan un origen totalmente asiatico (Lim, 2012).

Otros investigadores creen que comenzd a cultivarse en el sureste y este asiatico,
China y Japén, donde se extendié por numerosos paises calidos, entre ellos Grecia y
Roma, por ser un cultivo muy exigente en temperatura y sus frutos muy apreciados en
épocas calurosas. En lo que si estan todos de acuerdo es que el fruto se utiliza desde
hace mas de 5,000 afios (Marmol, 2011).

2.2Importancia econ6micay social

El fruto de las plantas de pepino es de gran importancia debido a que cuenta con un
elevado indice de consumo en fresco e industrializado. Esta hortaliza tiene un gran
aumento de produccion y exportacion, y por lo tanto se requiere estabilizarla superficie
cosechada. El alto impacto econémico que tiene este cultivo, se debe a que es un
producto de exportacion que se consume en muchas regiones del mundo (Molina,
2017).

La implementacion de la produccién de pepino bajo condiciones de invernadero
incrementa la rentabilidad del sector productivo; ademas de que genera fuente de
trabajo, disminuye la contaminacién ambiental y los dafios a la salud (Lopez et al.,
2011).

La produccion mundial de pepino estd encabezada por China con 63% de la
produccion total, seguida por Turquia con 4.8%, Iran 3.6% y EUA 3%. Los tres primeros
cubren mas del 70% de la produccion de este cultivo en el mundo. México ocupa el
1lavo lugar, con solo el 1.2% de la produccion en el mundo. El primer estado de

produccion de pepino en México es Sinaloa con el 49.3% del total nacional, luego sigue

10



Michoacéan con 18.2%, Baja California 8%, Morelos 6.9%, Veracruz 3.9%, y Guerrero
con 2.3% (Mejia, 2010).

2.3Produccién en invernadero

Bajo condiciones de invernadero, la produccion de pepino es de 2 a 9 veces mas que
en campo abierto, dependiendo del nivel tecnolégico, el manejo y las condiciones
climatoldgicas. A finales de los 90s, cuando comienzan a desarrollarse en forma
importante en la produccion intensiva de hortalizas, pasando de 1998 al 2006 (tan solo
ocho afos), de 600 a méas de 6,500 ha. Sonora ocupa el tercer sitio con 707 ha
construidas y 180 ha por construir, siendo superado solo por Sinaloa, Baja California

y Jalisco (Lopez et al., 2011).

2.4La nanotecnologia y su importancia

Las nanociencias estudian estructuras u objetos en la escala del nanémetro. Por otro
lado, la nanotecnologia (NT) se refiere a la capacidad técnica para modificar y
manipular la materia, para poder desarrollar estructuras funcionales, con dimensiones
inferiores a los 100 nm (Cheang, 2006).

La NT es aplicada en sistemas de alimentacion y agricultura sustentable, mientras que
los nanomateriales ofrecen innovacion de productos a la industria de alimentos, asi
como agroquimicos Yy fertilizantes mas potentes. La posibilidad de aplicacion de las
nanotecnologias, permiten a las compafias ampliar sus actividades comerciales
(Hernandez, 2018).

2.5Escala Nanométrica
La palabra “nano” es un prefijo proveniente del vocablo griego, es utilizado en el
sistema internacional (S.l.) de unidades de medida, para indicar un factor de 10
(multiplicar algo por 0.000000001). Por lo tanto, un nandémetro es equivalente a la
millonésima parte de un milimetro, una longitud 80,000 veces mas pequefa que el

didmetro de un cabello humano (Figura 1). Las NPs se caracterizan por tener un
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tamafio muy pequeiio, en el orden de 1 a 300 nm. Son utilizadas en diversos &mbitos,
como la industria, medicina, cosméticos, y otros productos comerciales (Rodriguez et
al., 2018).

Escala Nanométrica

Hélice a Nanotubo
de carbono
Enlace C-C 0.50 nm
1nm
0.15 nm 8 nm

Membrana

/ celular
10 nm
l_o_o:l_m_
Ig:uarg(aelrllg Eritrocito Virus VIH Naqo_cable
80 ym et R :';’:::‘

Figura 1. Comparacién nanométrica de diferentes elementos con referencia a un

cabello humano. (Campos, 2014).

2.6 Definicion de Nanoparticula
Las NPs son materiales de diferente composicion, ya sea metalica o del tipo de
nanoarcillas, que caen dentro de un rango manométrico (10° a 1012 m), teniendo
dimensiones menores de unos pocos cientos de nandémetros (nm) (Srilatha 2011).
Las NPs son una nueva clase de materiales (sean ceramicos, metales,
semiconductores, polimeros, o bien una combinacion de estos), en donde sus

dimensiones se encuentran entre 1 y 100 nm. Estos hanomateriales han existido en el
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planeta por siglos, algunos ejemplos son las particulas de humo y las NPs dentro de
bacterias (Gutiérrez, 2018).

2.7Propiedades y tipos de nanoparticulas
2.7.1 Nanoparticulas metélicas

Las NPs metalicas tienen como principal caracteristica un nimero determinado de
electrones libres confinados en un espacio muy pequefio. Esto les da propiedades
como la resonancia plasmonica, que se define como la capacidad de interactuar con
la luz, lo cual sucede en el caso del oro, donde soluciones de distintos tamafos de
NPs presentan colores que van desde el purpura hasta el marron (Quintana et al.,
2008).

2.7.2 Nanoparticulas semiconductoras

La estructuracion de materiales en este intervalo de tamafios, permite en muchos
casos, el control de sus propiedades 6pticas, su conduccion eléctrica, sus propiedades
térmicas, su comportamiento magnético, asi como su reactividad o actividad catalitica.
En materiales semiconductores, el control de sus propiedades Opticas y electronicas
es resultado del confinamiento del par electron-hueco (excitén), en los espacios
nanomeétricos que suponen los cristales semiconductores de entre 103 y 105 atomos
(Juéarez, 2011).

2.7.3 Nanoparticulas magnéticas

Las NPs magnéticas (NPMs o MNPs) son un tipo de particulas muy versatiles, cuyos
tamafios pueden variar entre 10 a 100 nm. Estan compuestas por elementos
magnéticos como niquel, hierro, cobalto y sus respectivos 6xidos. Su caracteristica
principal es su posible manipulacién por campos magnéticos externos (Virginia et al.,
2016).

13



2.8 Nanoparticula de 6xido de hierro
El hierro (Fe) es uno de los elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Su papel fundamental es la formacion de la clorofila, y su ausencia y/o
deficiencia pueden causar un desorden conocido como clorosis. Ademas, el Fe es
necesario para el mantenimiento de procesos esenciales como la respiracion y la
fotosintesis, participa en la cadena de transporte de electrones y en la conversion entre
Fe?* y Fe3*, mismo que es un elemento clave para la fijacion del diéxido de carbono
(CO2) y, por lo tanto, importante para la produccién de cultivos (Abel et al., 2016). Las
NPsFeO se han comenzado a investigar como nanofertilizantes, con un enfoque

prometedor (Moreno, 2017).

2.9Aplicaciones de la nanotecnologia en la agricultura

La nanotecnologia tiene una gran cantidad de aplicaciones potenciales en la
agricultura. Con la nanoescala se puede eficientar el uso de agroquimicos, reduciendo
dosis requeridas, lo cual beneficia a la mejora del ambiente (INTAGRI, 2018).
Actualmente se estan realizando experimentos con distintos cultivos para determinar
el efecto de las NPs metélicas sobre la fisiologia de las plantas. Resultados sobre la
aplicacion de las NPs en diferentes cultivos, han demostrado que aumentan el
desarrollo de las plantas tratadas con nanoparticulas (Lira et al., 2016).

La NT esta desarrollando nuevas gamas de plaguicidas, reguladores de crecimiento
vegetal y fertilizantes quimicos, convirtiéndolos potencialmente mas eficaces que los
utilizaos actualmente (Lugo et al., 2010).

En la agricultura, la NT puede aplicarse para el tratamiento de algunas enfermedades
de las plantas, la deteccién rapida de los patégenos que las producen, para mejorar la
asimilacion de nutrientes esenciales de las plantas e incluso, para la construccion de

nanobiosensores importantes en determinados procesos bioldgicos (Tortosa, 2012).
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La NT puede facilitar el manejo de cultivos ya existentes a corto y mediano plazo. Las
NPs ayudaran a evitar problemas en los cultivos mediante la utilizacién de herbicidas
sistémicos contra malezas parasitas (Lira et al., 2016).

En el area agricola y ambiental las NPs tienen una gran importancia por su uso
potencial para resolver problemas que con productos a escala normal son muy
costosos y no siempre son eficientes. Respecto a la produccion agricola, el principal
objetivo es reducir al minimo las pérdidas y disminuir los efectos adversos e
irreversibles en el ambiente por el uso excesivo de insumos agricolas (Carrillo y
Gonzales, 2009).

2.10 Aplicaciones de nanoparticulas metalicas en plantas
2.10.1 Germinacion

Diversos estudios reportan que la aplicacion de NPs metalicas como el zinc, han
mostrados efectos significativos en la germinacion de semillas y en el crecimiento de
plantas (Méndez et al., 2016).

Reportes actuales sefialan que la aplicacién de NPs en dosis bajas, estimulan la
germinacién en la mayoria de las especies, esto podria atribuirse debido a que por su
tamafio pueden penetrar las células de la planta desde el apoplasto, pasando la
membrana plasmatica a través de la endocitosis, y finalmente trasladarse de una parte

a otra a través del flujo simplastico (Rico et al., 2014).

2.10.2 Nanofertilizantes

Dentro del area de nutricién vegetal, la aplicacion de la NT tiene una seria de
oportunidades. Por ejemplo, se tendria una mayor eficiencia y seguridad en la
aplicacion de los biofertilizantes debido a la escala, fertilizacion localizada, las
nanoestructuras permitirian controlar la velocidad de liberacion de los nutrientes, para
que las plantas consuman solo lo que requieran (INTAGRI, 2018).Investigaciones

recientes demuestran que diversas NPs metalicas mejoran significativamente el
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crecimiento de las plantas y tienen potencial para ser usados como nanofertilizantes,

para incrementar la productividad agricola (Lugo et al., 2010).

2.10.3Formulacion de agroquimicos

La NT aplicada a la formulacién de agroquimicos se basa en la reduccion de los
ingredientes activos a tamafios nanomeétricos, para permitir que agroquimicos como
clorpirifos, dicamba, entre otros, se comporten como nuevos productos, con mayor

biodisponibilidad y bioeficiencia (Agriculturers, 2016).

2.10.4 Aplicaciones Foliares

Las NPs pueden penetrar los tejidos vegetales cuando se aplican sobre las hojas de
las plantas en forma de aerosol o aspersion, penetrando por los estomas, y
desplazandose luego por el floema hacia diferentes tejidos de las plantas. También se
pueden aplicar a la zona de las raices mediante el riego y de esa manera las NPs se
pueden desplazar por el sistema conductivo del xilema (Lira et al., 2018).

2.11 Vias de absorcién y movimiento de las nanoparticulas en las
plantas

Los nanomateriales que miden menos de 300 nm pueden ser absorbidos por células
individuales, mientras que las nanoestructuras que miden menos de 70 nm pueden ser
absorbidas incluso por el nucleo de la célula, donde tendran un mayor efecto (Lugo et
al., 2010). Cuando se aplican NPs al suelo o en el agua de riego, penetran a través de
la epidermis de la raiz y llegan a la corteza via simplasto o apoplasto, posteriormente
atraviesan la endodermis y por ultimo entran al tejido de conduccién del xilema (Figura

2), para ser translocadas hasta las ramas y el follaje de las plantas (Ponce, 2016).
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Pelo radicular

Figura 2. Incorporacion y movimiento de las NPs a la planta, a través de la raiz
(Tomado de: Nutrian, 2016).

Las NPs puedes ser absorbidas por las estructuras naturales de las plantas llamadas
tricomas, por otra parte, son absorbidas por el sistema radicular de la planta, ya que
contiene raices semipermeables. La absorcién de las NPs en la planta tiene diversas
rutas, lo cual depende del tamafio y superficie, ya que las hojas y los frutos posen una
epidermis que esta cubierta por una cuticula la cual permite la entrada de las NPs
(Dietz y Herth, 2011).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1Localizacion del Experimento

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en dos areas:1). Laboratorio de
Fisiologia y Bioquimica de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en
Tecnologia de Semillas de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
la cual se localiza en las coordenadas 25° 21" 13" N, 101° 1" 56" W, en Buenavista,
al sur del municipio de Saltillo, Coahuila, México. 2). Laboratorios de Biotecnologia,
Microbiologia y area de invernaderos del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada
(CIQA), ubicado en el Blvd. Enriqgue Reyna No. 140, Col. San José de los Cerritos,
25294, Saltillo, Coahuila, México.

3.2Material Vegetal
Se utilizé semilla de pepino SMR58 (Pickle), variedad que da frutos de tamafio muy
reducido. Adecuado para conservar en salmuera o en fresco. Semillas de gran calidad

en envase hermético, con un maximo vigor y germinacion.

3.3Disefio Experimental
El Bioensayo 1 establecié en un disefio completamente al azar, conformado por 7
tratamientos con NPsFe203 y cuatro repeticiones para cada tratamiento, con 25
semillas por repeticién, dando un total de 100 semillas por tratamiento. El Bioensayo
2, se establecié en bloques completos al azar, constituido por 16 tratamientos a
diferentes concentraciones de NPsFe203 y formas de aplicacion y cuatro repeticiones
para cada tratamiento.

3.4Tratamientos
Para el bioensayo 1, los tratamientos constaron de soluciones preparadas con agua
destilada como agente de aplicacion y NPsFe2Os a diferentes concentraciones
(Cuadro 1).
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Cuadro 1.Tratamientos de NPsFe203 aplicados para determinar su efecto como

promotor o inhibidor en semillas de pepino SMR58.

NPs Concentracion (ppm)
0

50

100

Fe203 200

400

800

1600

NPs= Nanoparticulas; ppm= Partes por millén

En el bioensayo dos (B2), se utilizaron tratamientos que constaron de soluciones

preparadas con agua destilada, empleada como vehiculo de aplicaciéon y NPsFe203

a diferentes concentraciones (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratamientos de NPsFe20s aplicados para determinar su efecto en el

desarrollo y crecimiento de pepino.

Drench .
Foliar
(ppm)

0 1000 2000 3000

0 T1 T2 T3 T4

500 T5 T6 T7 T8
1000 T9 T10 T11 T12
1500 T13 T14 T15 T16

Ppm= partes por millon
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3.5Tipo de Nanoparticula
Se usaron NPs comerciales elaboradas con base en éxido de hierro (NPsFe203), con

un tamafio alrededor de 30 nm y diametros de 15 a 30 nm.

3.6Establecimiento del Bioensayo 1
3.6.1 Imbibicion
Para determinar el efecto de la aplicacion de la NPsFe203 en la germinacion de
semillas de pepino, se establecié un bioensayo, el cual constdé de cuatro repeticiones
de 25 semillas cada una para cada concentracion.
Para la aplicacion de las soluciones con NPs, se utilizaron 7 cajas de Petri,
esterilizadas previamente, posteriormente se colocd en cada una y con ayuda de
pinzas 105 semillas de pepino.
Antes de la aplicacion de los tratamientos, cada solucion se sometio a un proceso de
sonicaciondurante25 minutos, para asegurar la dispersion de las NPs (sonicador
marca Labnet). Después, se afiadié cada solucion con ayuda de pipetas de 100ml,
aplicando 20 ml en cada caja de Petri, segun el tratamiento correspondiente y
realizando una aplicacion uniforme sobre las semillas. Enseguida se sometieron a un

proceso de imbibicion por 24 horas.

3.6.2 Siembra

Después del proceso de imbibicion y con ayuda de pinzas de diseccion, las semillas
se sembraron entre papel Anchor humedecidas con agua destilada, con 25 semillas
por repeticion para cada tratamiento, enrollandolas en forma de “taco”. Se repitio esta
actividad para las todas las repeticiones.

Una vez terminada la siembra se colocaron los tacos en bolsas transparentes de
polietileno, una para cada tratamiento. Las 7 bolsas se identificaron y se colocaron en
una canastilla de plastico ordenadas por tratamiento, y se situaron en una camara
biocliméatica (Thermo Scientific) a una temperatura de 25°C, con una humedad relativa
del 75%.
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3.7Evaluacién del Bioensayo 1
3.7.1 Variables evaluadas

a) Vigor de germinacion

Al cuarto dia después de la siembra, se realizé el primer conteo para determinar el
namero de plantulas normales, expresado en porciento, a fin de conocer y determinar
el vigor de germinacion de la semilla, parametro que representa la velocidad y
uniformidad de la germinacién, considerando como plantulas normales a aquellas con
todas sus partes (radicula y plumula), sin ninguna anormalidad visible. Esta variable
se determiné con la siguiente formula:

Vi d ) i6n (%) Numero de plantulas normales 100
igor de germinacion = X
B 8 © 0 Numero total de semillas sembradas

b) Porciento de germinacion

La evaluacion de germinacion se llevo a cabo al séptimo dia, se realizo el ltimo conteo
para determinar el numero total de plantulas normales. Para determinar el porciento
de germinacion con la siguiente formula:

. L Numero de plantulas normales
% de germinacion = —; - x 100
Numero total de semillas sembradas

C) Porciento de plantulas anormales
Para determinar este porcentaje se consideran todas aquellas plantulas que
presentaron un desarrollo irregular en alguna de sus estructuras morfologicas u alguna

otra irregularidad como no desarrollar plumula o radicula.

d) Porciento de semillas sin germinar
Se incluyeron todas aquellas semillas duras o muertas que no tuvieron la capacidad

de germinar, el resultado se expreso en porcentaje.

e) Longitud media de radicula
Se midi6 la longitud de radicula a todas las plantulas normales de cada tratamiento y

repeticion, utilizando una tabla con hoja milimétrica graduada en cm.
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f) Longitud media de plumula
La longitud de media de plumula se estim6 midiendo la longitud de la plumula de todas
las plantulas normales de cada tratamiento y repeticion, con ayuda de una tabla con

hoja milimétrica graduada en cm.

g) Peso de materia seca

Una vez realizada la evaluacion en B1, se tomaron las plantulas normales de las cuatro
repeticiones por cada tratamiento y se colocaron en bolsa de papel de estraza,
previamente identificadas, las cuales se situaron en una estufa de secado (Riossa
modelo H-48), a una temperatura de 72°C por un periodo de 24 horas.

Ya transcurrido este lapso se sacaron las muestras de la estufa y se colocaron en un
desecador, para evitar que tomaran humedad del ambiente, mientras se enfriaban por
10 minutos. Enseguida se pesé cada muestra en una balanza analitica (Precisa

modelo BJ610C), para determinar el peso de materia seca expresado en mg/plantula.

3.8Establecimiento del Bioensayo 2
3.8.1 Siembra de Material Vegetal

Para evaluar el efecto de las NPsFe203 en el crecimiento y desarrollo de las plantas
de pepino, se establecié un bioensayo (B2), donde se aplicé nanoparticulas de dos
maneras (foliar o aplicado en drench), con cuatro repeticiones para cada tratamiento.
Las semillas de pepino SMR58 se sembraron en bolsas de polietileno de 10 litros color
negro, a una profundidad aproximadamente de 5 cm para cada una de las repeticiones
y tratamientos, colocando 2 semillas por bolsa, esto se hizo con el propdsito asegurar
una germinacion al 100% en el bioensayo, utilizando como sustrato peat moss
mezclado con perlita a una relacion de 3:1v:v. Una vez germinadas las semillas, se

raleo a una planta en cada bolsa, que contenia 2 plantas.

3.8.2 Aplicacién de NPsFe20s
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Para la aplicacion foliar de las soluciones con NPsFe20s se utilizaron tres
atomizadores de plastico de 400 ml cada uno, para cada tratamiento, asperjando 12
ml por cada planta, cubriendo en su totalidad las hojas.

Para la aplicacion en drench de las soluciones con NPsFe20s3, se utilizaron tres tubos
Falcon de 50 ml, uno para cada tratamiento, esta actividad se realiz6 aplicando la
solucién alrededor de la raiz, siempre y cuando el sustrato estuviera humedo.

Se pesaron las NPs correspondientes en una balanza analitica modelo ABS-N/ ABJ-
NM y se agregaron a 100 ml de agua desionizada, la suspension se hizo en viales de
vidrio y se le agregaron dos gotas de un surfactante de uso agricola marca
BIONEX*30.9 SL, las soluciones se llevaron a sonicar durante 20 minutos, en un
sonicador de lanza modelo gsonica Q500-110. Agregar el surfactante a la suspension
con NPspermite romper la tension superficial al momento de la aspersion y asi las

hojas queden cubiertas en su totalidad por la solucién.

3.8.3 Riego

Se colocé un sistema de riego por goteo, utilizando dos contenedores tipo rotoplast de
600 litros de volumen, conectados a una bomba de riego de 1HP, para la distribucion
de la solucién se utiliz6 manguera de polietileno de % pulgada. Durante el desarrollo
del bioensayo los riegos fueron diarios, suministrando dos riegos por dia, uno
automatizado con un timer o temporizador y el otro manual durante un periodo de 20

minutos cada riego.

3.8.4 Manejo agronémico del cultivo

Se colocaron tutores de acero galvanizado, las plantas de pepino fueron tutoradas
dandole al tallo un giro en el tutor principal (rafia), conforme las plantas fueran
creciendo y evitar acame. No se realizaron podas debido a que una de las variables a

evaluar correspondia a la biomasa seca total para cada tratamiento.

3.8.5 Nutricion del Cultivo
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Se fertirrigd con una solucion tipo Steiner al 100%, suministrando el primer riego una
semana después de la germinacion de las plantas de pepino durante la duracién del

bioensayo. Cabe mencionar que en nuestra solucion nutritiva no se le incluyé el hierro.

3.8.6 Manejo de Plagas y Enfermedades

Debido a la aparicion de plagas y enfermedades se realizaron aplicaciones de
agroquimicos para contrarrestar el problema. Para la mosca blanca se aplic
Dimetoato en una relacion de 2.5 mL/L con una aspersora manual, asi mismos se

utilizé para el control de Trips.

3.9 Evaluacion del Bioensayo 2

3.9.1 Variables evaluadas
a) Altura de Planta
Se utilizé un metro de madera graduado en centimetros, midiendo desde la base del
tallo hasta el meristemo apical, manteniendo la planta erecta en una posicion

horizontal.

b) Numero de flores
Se contabilizaron todas las flores separando masculinas de femeninas, determinando
el nimero de cada tipo de flor, esta actividad se realiz6 de manera manual

diferenciando las plantas femeninas de las masculinas por su 6vulo infero.

C) Numero de guias
Se determiné una vez que contabilizados el nUmero de hojas, para facilitar la actividad
se realizd6 de manera manual y las guias se iban colocando en papel de estraza

correspondientes al tratamiento y repeticion.

d) Numero de entrenudos
Esta variable se determin6é de manera manual, una vez que se quitaron las hojas de la

planta dejando solamente el tallo, registrando el total de entrenudos por planta.

24



e)  AreaFoliar

Se determind cortando todas las hojas de la planta desde la base del pedunculo, se
utilizaron navajas de bisturi para facilitar la actividad y evitar dafiar las hojas. La
medicion se llevd a cabo con un medidor de AF éptico estacionario de la marca LICOR,
modelo LI-3100C Area Meter, disefiado para realizar mediciones exactas de hojas

grandes y pequefias.

3.10 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las variables evaluadas en el bioensayo 1 y 2, fueron sometidos
a un andlisis de varianza bajo los disefios mencionados anteriormente, asi mismo se
realiz6 una comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey (P<0.05) para el
bioensayo 1. Mientras que el bioensayo 2 la comparacion de medias se utilizé la

prueba de diferencia minima significativa (LSD) al 0.05 de probabilidad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
Bioensayo 1.
Al efectuar el analisis de varianza, se observl que la aplicacion de NPsFe203 tuvo
efectos significativos para las variables longitud de plumula, longitud de radicula,
porciento de vigor y de plantulas anormales. Mientras que, en el peso seco de las
plantulas, porciento de semillas sin germinar y el porciento de germinacion no fueron

afectadas significativamente (Cuadro 3).

La longitud de plumula y de la radicula aumentd con la aplicacién de 200 ppm de
NPsFe2O3 con respecto al testigo, sin embargo, no hubo diferencia estadistica
significativa; concentraciones mayores disminuyeron ambas variables (Cuadro 4).
Xuan et al. (2015), obtuvieron que la aplicacién de nanoparticulas de hierro en semillas
de mani en bajas concentraciones, no tiene efecto en el proceso de germinacion, sin
embargo, las mediciones de las longitudes de las plantulas tratadas con estos

nanomateriales promovieron el crecimiento radicular.

En cuanto a la variable de vigor, las plantulas testigo (O ppm) resultoé ser el mejor en
comparacién con los demas tratamientos, esto demuestra que la aplicacion de
NPsFe203 afecta negativamente el vigor (Cuadro 4). Estos resultados no coinciden
con los obtenidos por Shankramma et al. (2016), quienes mencionan que las NPs de
Fe203 promueven el vigor a una concentraciéon de 50 mgL™, en comparacién con el de
control, y que disminuyé gradualmente con el aumento de concentracién, pero aun era

mas alta que la del testigo.

El nUmero de plantulas anormales fue mayor en todos los tratamientos con respecto
al testigo, observandose un efecto de toxicidad (Cuadro 4). La aplicacion de NPsFe20s3
provoca una disminucion en el peso seco de las plantulas de pepino con respecto al
testigo. Todos los tratamientos mostraron pesos menores (Cuadro 4).

Los resultados respecto a la germinacién indican que no hubo diferencias significativas

entre tratamientos, todos mostraron ser iguales al testigo (Cuadro 4). Por lo tanto,

26



estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Ibarra et al., (2018), quienes
mencionan que las NPsFe mejoran el proceso de germinacion en concentraciones de
50 ppm a 500 ppm. Por otra parte, Ruiz et al., (2013) mencionan el potencial de
toxicidad de las NPs de hierro (Fe), utilizando tres tipos de tamafio de particula (1 a 20
nm), sobre la germinacién de dos especies (cebaday lino). Las NPs de hierro afectaron
la germinacién, sin embargo, el crecimiento de brotes resulté mas sensible a este tipo

de condiciones.

Hoang et al., (2019) mencionan que la aplicacion de NPs de hierro aplicadas en
semillas de un genotipo de maiz comun, a una concentracion de 4 mg.kg* de semilla,
aumento la tasa de germinacion significativamente, mientras que el cobalto y el cobre
redujeron la tasa de germinacion. Por otra parte, las masas frescas y secas indicaron
que las particulas de hierro y cobre tienen un impacto positivo en el crecimiento de las

plantas.

Estudios previos han demostrado que las nanoparticulas de ingenieria, como los
nanotubos de carbono, pueden promover la germinacion y crecimiento porque las
particulas pueden penetrar la testa de la semilla lo que provoca un mayor vigor. Estos
resultados demuestran que la aplicaciéon de las NPs afecta el vigor y la germinacién de
las semillas el vigor disminuyd, asi como el porcentaje de germinacion.

Estos resultados contrastan a los obtenidos por Ruiz et al. (2016), quienes indican que
en semillas de pepino y melon la aplicacion de NPsCu en concentraciones bajas
promueve el vigor y la germinacién, teniendo efectos significativos en longitud de tallo

y radicula.
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Cuadro 3.Cuadros medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo (1) de germinacién de
semillas de pepino var. SMR58, tratadas con NPsFe20s.

F.V GL LP LR PS Vigor PA SSG Germinacion
(cm) (cm) (mg/plantula) (%) (%) (%) (%)
Tratamiento 6 13.99** 17.68** 9940.11ns 416.61** 528.95** 21.00* 21.00*
Error 21 0.34 1.72 3881.72 24.71 19.42 11.00 11.00
CV (%) 6.88 11.72 23.92 8.04 15.90 31.58 3.705

F.V= Fuente de variacion; GL= Grados de libertad; LP= Longitud de plumula; LR= Longitud de radicula; PS= Peso seco de
plantula; Vigor= Plantulas normales al primer conteo; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; Germinacion=
Plantulas normales al segundo conteo; ERROR= Error experimental; CV= Coeficiente de variacion NS= Diferencias no
significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05); **= Diferencias altamente significativas (P< 0.01).
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Cuadro 4. Efecto de la aplicacion de NPsFe203 a diferentes concentraciones en
semillas de pepino cv. SMR58.

CONC LP LR PS Vv PA SSG G

(pm)  m) m) (Mg ) %) B (%)
0 6.32c 10.94a 330.00a 76.00a 10.00d 14.00a 86.00a
50 9.79a 11.83a 238.75ab 59.00b 32.00b 9.00a 91.00a
100 5.60c 6.66b 216.25ab 42.00c 48.00a 10.00a 90.00a
200 10.22a 13.05a 184.50b 63.00b 26.00bc 11.00a 89.00a
400 9.86a 11.78a 275.50ab 63.00b 29.00bc 8.00a 92.00a
800 9.58a 11.95a 291.25ab 63.50b 28.00bc 8.50a 91.50a
1600 8.05a 12.24a 287.00ab 66.00ab 21.00c 13.00a 87.00a

Anova 0.0001 0.0001 0.05 0.0001 0.0001 0.127 0.127
Tukey?% 1.34 3.02 143.21 11.43 10.13 7.62 7.62

CV 6.89 11.72 23.92 8.05 15.90 31.58 3.70

CONC= Concentracion; ppm= partes por millon; LP= Longitud de pluamula;
LR=Longitud de radicula; PS=peso seco; V=vigor; PA=plantulas anormales;

SSG=semillas sin germinar; G= germinacion.

Bioensayo 2.

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza (Cuadro 5), para las variables
evaluadas en cuanto a la respuesta fisiolégica de plantas de pepino en condiciones de
malla sombra, indican que, en las variables nimero de flores masculinas y area foliar
se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.01), mientras que para las
variables nimero de flores femeninas, nimero de guias y numero de entrenudos solo
mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos. Por otra parte, para la
variable longitud de tallo no mostrd diferencias estadisticas significativas, ya que las

plantas obtuvieron una altura promedio estadisticamente igual.
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En la comparacién de medias por tratamiento (Cuadro 6), se observé para el nUmero
de flores masculinas, que, al aplicar una concentracion de 2000 ppm via foliar y 500
ppm via drench, se obtuvo una mejor respuesta con respecto al testigo, sin embargo,
la aplicacion de una concentracion mayor en las dos formas de aplicacion disminuye
el numero de flores masculinas, esto se debe a que un alto suministro de NPsFe203
puede causar una fitotoxicidad en la planta. Por otra parte, para el numero de flores
femeninas se encontrd que la concentracion de 1000 ppm aplicados por ambas vias
se obtuvo el mejor resultado, en comparacidon con los demas tratamientos,
concentraciones menores a esta, la respuesta en el nimero de flores féminas es

menor, asi mismo una concentracién mayor tiene el mismo efecto.

Para la variable longitud de tallo no se encontraron diferencias estadisticas, pero si
numeéricas entre tratamientos, siendo la concentracion de 1000 ppm via foliar y 500
ppm via drench la que mayor longitud de tallo mostrd, con respecto a los demas
tratamientos, incluso el testigo (Cuadro 6). Estos resultados son similares a los
obtenidos por (Li et al., 2015) quienes mencionan que una dosis alta de nanoparticulas
de hierro puede tener efectos negativos en el crecimiento de las plantas y la biomasa
total en el crecimiento de cacahuate.

Otro estudio por Izad et al. (2019), obtuvieron que la aplicacion de NPsFesO4 en palma
aceitera a diferentes concentraciones (0, 800, 1600, 2400 mg L), no influy6 en la altura
de la planta, el diametro del tronco, la biomasa total y el nimero de hojas. Yuan et al.
(2019) obtuvieron que las plantas de Capsicum annuum tratadas con NPsFe a 0.05
mML1, promovieron el crecimiento de las plantas teniendo la mayor altura entre los
demas tratamientos. Mientras que Siddiqgi et al. (2017), demostraron que las longitudes
de tallo de espinacas bajo diferentes concentraciones de Fe203 (100, 150, 200 mgL™?),

fue 2.27 veces mayor que el testigo después de 45 dias.

El nimero de guias tuvo mejor respuesta al aplicar una concentracion de 500 ppm via
drench (Cuadro 6), el aumento en la concentracion de NPsFe203 suministrados tanto

foliar como en drench afecta negativamente el desarrollo de guias en las plantas de
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pepino. Para la variable niumero de entrenudos se obtuvo que al aplicar una
concentracion de 2000 ppm via foliar y 1000 ppm via drench se obtienen efectos
favorables en el desarrollo de entrenudos, este tratamiento resultd ser mejor
numeéricamente en comparacion con los demas tratamientos y el testigo (Cuadro 6).
Un estudio por Mendezet al. (2007), mencionan que las plantas sometidas a la
aplicacion foliar de NPsZnO + Ag al 1.25 y 2.5%, presentaron mayor produccion de

biomasa seca, crecimiento de la parte aérea y radicular en comparacion con el testigo.

En los resultados obtenidos por Banijamali et al. (2019), se menciona que el efecto de
diferentes niveles de Fe3Os4 / HA NPs tuvieron diferencias significativas en los
pardmetros vegetativos del crisantemo. La mayor altura de tallo se obtuvo con una
concentracion de 20 mg L? con 38% de las demas concentraciones, mientras que el
namero de hojas aumento significativamente un 78 % en comparacion con las demas
concentraciones. En las mismas condiciones, el peso maximo de brotes frescos y

secos por planta fue a partir de 20 mg L de FesO4/ HA NPs.

El area foliar mostré una mejor respuesta al aplicar 2000 ppm foliar y 1000 ppm en
drench, siendo este el mejor tratamiento para esta variable, el aumento en las
concentraciones de NPsFe:03 para ambas formas de aplicacion tiene efectos
negativos en el area foliar de las hojas, si se reducen las concentraciones en
comparacién con las ya mencionadas los efectos siguen siendo negativos (Cuadro 6).
Abdeldaym (2019) obtuvo que las variables altura de planta, area foliar, peso seco y
fresco de la raiz, didmetro de la raiz, clorofila total y rendimiento en rabano rojo,
mostraron los valores mas altos cuando se aplicaron 9.6 tha de estiércol de pollo al

suelo mas una suplementacion foliar de 50 ppm de NPs de FeO y 60 ppm de NPsZnO.

Sin embargo, Yoonet al., (2019) obtuvieron que las plantas de Arabidopsis cultivadas
en suelo y tratadas con nanoparticulas de hierro a una concentracién de 500 mg / kg
de suelo tenian un incremento del 38% de peso seco y un 53% en éarea foliar en
comparacion con los testigos. Estos resultados indican que la presencia de

nanoparticulas de hierro en el suelo beneficia el brote y crecimiento de las plantas
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Sheykhbaglou et al. (2010) mencionan que la aplicacion de nanoparticulas de éxido
de hierro a 0.75 g L, en comparaciéon con otros tratamientos, tuvieron un efecto
maximo sobre el peso seco de la vaina y de la hoja en el cultivo de soya. Asi mismo
una concentracion de 2.5 mg kg en el suelo aumenté el peso de la materia seca de

la soja, pero los niveles mas altos de hierro disminuyeron el crecimiento de la soja.
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Cuadro 5. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo (2) para las respuestas
fisiologicas de plantas de pepino tratadas con NPsFe203, en condiciones de malla sombra.

Fuentes Grados Flores Flores Longitud de Numero Numero Area
de de Masculinas Femeninas Tallo (cm) Guias Entrenudos Foliar
Variacion Libertad (cm?)
Tratamiento 15 9.25** 4.86* 0.009ns 2.62* 59.62* 2014960.03**
Error 30 8.15 5.36 0.02 5.87 62.16 1469784.33
CV (%) 38.39 45.93 18.97 33.19 25.06 38.66

ERROR= Error experimental; CV= Coeficiente de variacion; NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas
(P=< 0.05); **= Diferencias altamente significativas (P< 0.01).
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Cuadro 6. Comparacion de medias para las variables fisioldgicas en plantas de pepino var.

SMR58 tratadas con NPsFe203 en condiciones de malla sombra.

TRAT (ppm) FM FF LT (cm) NG EN AF (cm?)
Testigo 6.667bc 3.333b 0.723a 7.333ab 30.667ab  2646abc
1000 F 6.000bc  4.667b 0.740a 6.667ab  26.667ab  2670abc
2000 F 7.000bc  6.000ab  0.816a 7.667ab  34.000ab  3834ab
3000 F 7.667abc 5.667ab 0.740a 7.333ab 31.000ab  2673abc

500D 7.333abc 5.667ab 0.783a 10.000a  32.000ab 4635a

1000F + 500D 8.667abc 5.333ab 0.846a 7.000ab 36.000a 4389a
2000F + 500D 12.000a 5.667ab 0.730a 6.000ab 27.667ab  2938abc

3000F + 500D 4.333c 3.333b 0.633a 6.667ab 25.333ab 1615c
1000 D 6.000bc 4.500b 0.655a 5.500b 28.500ab 2216bc
1000F + 1000D 7.333abc  8.667a 0.766a 8.000ab 35.333a  2925abc

2000F + 1000D 6.333bc  3.667b 0.833a 7.667ab 37.000a 4475a
3000F + 1000D 10.500ab  4.500b 0.730a 7.500ab  33.500ab  2853abc
1500 D 6.333bc  4.333b 0.746a 7.667ab 36.667a  3105abc
1000F + 1500D 8.333abc 5.333ab  0.786a 7.333ab  31.333ab  2719abc
2000F + 1500D 7.000bc  5.000ab  0.690a 7.000ab 21.667b 2729abc
3000F + 1500D 8.000abc  4.667b 0.756a 7.000ab 35.333a 3205abc
X 7.43 5.04 0.75 7.30 31.45 3135.172

LSD 4.90 3.98 0.245 4.16 13.55 2117.3

TRAT= Tratamientos; ppm= partes por millén; FM= Flores masculinas; FF= Flores
Femeninas; LT= Longitud de tallo; NG= Numero de guias; EN= NUmero de entrenudos; AF=
area Foliar; F=

Aplicacion

foliar;

D=

LSD= Prueba de diferencia minima significativa.

Aplicacion

drench;

X= Media general;
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V. CONCLUSIONES

Los resultados en este experimento permiten concluir que las NPsFe20s aplicadas a
semillas de pepino var. SMR58 a través de una solucion durante el proceso de
imbibicién, promueven un aumento en la longitud de plumula respecto al testigo, a una

concentracion de 50 ppm.

Para las variables vigor de germinacion, plantulas anormales, peso seco de plantula 'y
el porcentaje de germinacion, los resultados mostraron un efecto de fitotoxicidad por
las NPsFe20s.

Los resultados obtenidos en el bioensayo 2 indican que las plantas tratadas con
NPsFe20s3 en las dos formas de aplicacion tienen efectos positivos para las variables,
flores masculinas y area foliar respecto al testigo. Para las variables flores masculinas,
longitud de tallo, nimero de guias y numero de entrenudos los resultados fueron
estadisticamente iguales, pero diferentes numéricamente entre tratamientos, sin
embargo el aumento en las concentraciones de NPsFe2Os causa un efecto de
fitotoxicidad en la planta, reduciendo considerablemente todas las variables.

Es importante realizar otros trabajos similares con otras especies y bajo otras
condiciones para corroborar los resultados preliminares aqui presentados.
Consideramos que la NT es una nueva ciencia que estara abriendo nuevas
posibilidades para la fabricacién de agronanoproductos, los cuales pueden afectar de
manera significativa las respuestas fisioldgicas y bioquimicas de semillas y plantas,

razon por la cual se deben reforzar esto trabajos.
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Anexo 1.Longitud de Plumula (cm) en las diferentes concentraciones de NPsFe20s.
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Anexo 2. Longitud de radicula (cm) en las diferentes concentraciones de NPsFe20s.
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Anexo 3. Porciento de vigor de germinacion en las diferentes concentraciones de

NPsFe20s.
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Anexo 4. Peso seco (mg/plantula) en las diferentes concentraciones de aplicacion de

NPsFe20s.

42



NPsFe,0O4

a
a
a
a
a
| “‘\
0 50 100 200 400 800

Concentracion (ppm)

(o]
© O =

Germinacion (%)
0 0 00 O 00 O
g o N

(o)
N

a

1600

0o
w

Anexo 5. Efecto de las diferentes concentraciones de NPsFe203 en el porcentaje de

germinacion en semillas de pepino.
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