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RESUMEN

Evaluacion del Efecto de Nanoparticulas Comerciales de Oxido de Zinc mediante

Parédmetros de Calidad Fisioldgica en Semillas de Maiz (Zea mays L.)

El presente trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Fisiologia y Bioguimica de Semillas,
del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (CCDTS), de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista, Saltillo, Coahuila,
Meéxico, con el objetivo de evaluar mediante un bioensayo el efecto de la aplicacion de las
nanoparticulas comerciales de 6xido de zinc (NPsZnO), en el proceso germinativo de

semillas de maiz (Zea mays L.), y analizar su respuesta en parametros de calidad fisiologica.

El bioensayo consistio de ocho tratamientos de NPsZnO a diferentes concentraciones (0, 50,
100, 200, 300, 400, 500, 1000 ppm), cada tratamiento constd de 100 semillas fraccionadas

en 4 repeticiones de 25 cada una.

El estudio se establecid en cajas de Petri, aplicando 30 ml de suspensién en cada caja segun
el tratamiento correspondiente, mientras que el testigo (0 ppm) consistié Unicamente en agua
destilada, las semillas se sometieron a un proceso de imbibicidn con dichas concentraciones

en una camara de germinacion Thermo Scientific, por 24 horas a una temperatura de 25°C.

Una vez concluido el periodo de imbibicidn, se realiz6 la siembra utilizando el método de
germinacién entre papel, colocando las 25 semillas por repeticion en una hilera horizontal,
entre dos capas de papel Anchor previamente humedecidas con agua destilada, enrolladas en
forma de “taco”, los cuales se introdujeron en bolsas de polietileno trasparentes identificadas,
y estas en un contenedor ubicado dentro de una camara de germinacion Thermo Scientific, a
una temperatura de 25°C por 8 dias, y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de

oscuridad.

Las variables evaluadas fueron: el porcentaje de vigor de germinacion, el porcentaje de
germinacion que incluyo plantulas de alto (PAV) y de bajo vigor (PBV), plantulas anormales
(PA), semillas sin germinar (SSG), longitud de plimula (LP) (cm), longitud de radicula (LR),
peso seco de plumula (PSP), peso seco de radicula (PSR), contenido relativo de clorofila
(CLO). Para la evaluacion de estas variables se realizaron dos conteos, a los 4 y 8 dias
después de la siembra.

Xi



Los datos de las variables evaluadas, se sometieron a un anélisis de varianza, para determinar
las diferencias estadisticas entre tratamientos y concentraciones. De manera adicional se
llevo a cabo una comparacion de medias utilizando la Prueba de Tukey (P< 0.05), para
establecer el orden de eficiencia de los tratamientos de las (NPsZnQO). Todos los analisis

estadisticos fueron realizados utilizando el paquete estadistico SAS (2004).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que las plantulas mostraron una mejor
respuesta fisiologica para la expresion del peso seco de plumula y de radicula, longitud de
plimulay de radicula, y contenido de clorofila, ademés de disminuir el porciento de semillas
sin germinar, al aplicar concentraciones de 200, 400 y 1000 ppm de NPsZnO, generando un
efecto positivo en las variables evaluadas con respecto a los demas tratamientos. Esto indica
que, a dosis altas moderadas se promueve un incremento notorio en estas variables, como
resultado del estimulo que las NPsZnO generan durante los procesos de imbibicién y de

germinacion de las semillas.

El porcentaje de vigor y de germinacion no mostraron un mejor comportamiento al tratar las
semillas con NPsZnO, puesto que no se observd diferencia estadistica, sin embargo, su efecto
se aprecio posterior a la emergencia de la radicula, generando plantulas con raices y tallos

mas largos.

Estos resultados manifestaron una correlacion positiva significativa entre la variable vigor de
germinacion y las siguientes variables: porciento de germinacion, plantulas de alto vigor,
peso seco de radicula, longitud de plamulay contenido de clorofila. En este estudio se aprecia
la posibilidad de generar un incremento en la respuesta fisiologica de los diferentes cultivos,
a través del efecto promotor que poseen las NPsZnO en diversas variables asociadas con la
germinacion y crecimiento de plantula durante el proceso de desarrollo, asumiendo que la

concentracion optima depende del tipo de la especie vegetal en estudio.

Palabras clave: Nanoparticulas (NPs), Oxido de Zinc (ZnO), Germinacion, Plantulas,

Radicula, Peso Seco, Fisiologia de Semilla, Parametros de Calidad.
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I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.), es una de las plantas de cultivo mas importantes de México y del
mundo, puesto a que es uno de los cereales y granos alimenticios considerado en la
subsistencia de millones de personas, ademas, es la materia prima estratégica de la ganaderia
y la industria de alimentos. En la historia, el maiz y el ser humano han tenido una estrecha

relacion con la vida.

Sin embargo, las técnicas tradicionales para la produccion de maiz no permiten que este
cultivo exprese su potencial de rendimiento, es por ello que, a travées de los afios este cereal
ha sido el objeto de varios estudios a nivel genético, molecular y sobre todo agronémico,
para mejorar su potencial productivo, mediante el empleo de herramientas tecnoldgicas, asi

como la ingenieria genética y los métodos de mejoramiento convencionales.

Actualmente, la exigencia de alternativas inteligentes y practicas mas razonables en la
produccion de alimentos es definitivo para confrontar el aumento constante de la poblacion

mundial, la demanda de alimentos y el agotamiento descuidado de los recursos globales.

Con lo anterior, existen herramientas del ramo de la ciencia y la tecnologia, las cuales han
adquirido un gran auge en los Ultimos tiempos, debido al impacto generado en trabajos
experimentales de investigacion cientifica, en las cuales sobresalen las nanociencias (NCs) y
la nanotecnologia (NT). En este sentido, la NT tiene la capacidad de revolucionar la industria
agricola y alimentaria con nanoherramientas novedosas, de forma que al operar con las
particulas mas pequefias posibles da expectativas de corregir y eficientar significativamente

la productividad agricola al descubrir los problemas sin resolver de manera convencional.

En relacién con lo mencionado, las nanoparticulas (NPs) de 6xidos metalicos ya sean puras
0 mezcladas, estan siendo estudiadas globalmente por su potencial agricola como promotores
de crecimiento, nanofertilizantes y antimicrobiales en los diferentes cultivos. Tal es el caso
de las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) en el sector agricola, son estudiadas por su
potencial como nanofertilizantes corrigiendo las deficiencias de zinc y promoviendo
crecimiento y desarrollo en las plantas, dado que el zinc es un nutriente vital necesario para

las plantas, los animales y los seres humanos.



Con la finalidad de encontrar beneficios de la aplicacion de la NT en la agricultura, se
considera necesario plantear y realizar investigaciones oportunas en las diferentes areas,
respecto a los efectos que las NPs promueven en la produccion de los cultivos. La aplicacion
de NPs en semillas es una de las principales areas por analizar, puesto que son la base
fundamental para el aseguramiento de un cultivo productivo e insumo de mayor importancia

en la agricultura.

Con base a lo anterior, en el presente trabajo se presentan los resultados de la evaluacion de
los efectos fisioldgicos que tiene la aplicacidn de las nanoparticulas comerciales de éxido de
zinc (NPsznO), a diferentes concentraciones, en el proceso de germinacion en semillas de

maiz (Zea mays L.), asi como su respuesta en parametros de calidad fisioldgica.



Il. OBJETIVOS
Objetivo general

» Evaluar la respuesta de la aplicacion de las nanoparticulas comerciales de 6xido de
zinc (NPszZn0), en el proceso germinativo de semillas de maiz y analizar su respuesta

en parametros de calidad fisiologica y de contenido de clorofila.

Objetivos especificos

» Determinar las posibles diferencias de las respuestas del vigor y de la germinacion de
semillas de maiz, al ser tratadas con diferentes concentraciones de NPsZnO.

» Evaluar el efecto promotor o inhibidor del uso de las NPsZnO sobre el crecimiento
y biomasa de plantulas de maiz.

» Conocer si el uso de NPsZnO en semillas de maiz tiene un efecto positivo o negativo

sobre la sintesis de clorofila.

Hipotesis

Hipotesis nula
» Laaplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc a bajas concentraciones en la etapa
de imbibicion estimula la germinacién de las semillas, el vigor en plantulas, asi como
la sintesis de clorofila en Zea mays L, mientras que en altas concentraciones generan

fitotoxicidad.

Hipotesis alterna
» El efecto de bajas concentraciones de nanoparticulas de 6xido de zinc en la etapa de
imbibicion no promueve la germinacion de las semillas, ni el vigor en plantulas, ni
incrementa la sintesis de clorofila en Zea mays L, mientras que en altas

concentraciones generan una mejor respuesta en las mismas.



I1l. REVISION DE LITERATURA

La importancia del maiz

El maiz (Zea mays L.), es uno de los granos alimenticios mas antiguos y cultivados en el
mundo, en el 2019 México obtuvo una produccion de 27, 228,242 toneladas, colocandolo asi
en el 8*° productor a nivel mundial, una de las ventajas que tiene este cereal es que es el Unico
que puede ser utilizado como alimento en cualquiera etapa de su desarrollo tanto para
consumo humano y animal, el grano es una cariopside de forma aplasta teniendo un alto
contenido de carbohidratos y proteinas siendo el cereal ideal, con un consumo anual per
capita de 335.8 kg (Strable y Scanlon, 2009; SIAP, 2020).

Las técnicas tradicionales para la produccién de maiz, con solo la preparacion del suelo y la
siembra no permite que el cultivo exprese su potencial de rendimiento, es por ello que, a
través de los afios este cereal ha sido objeto de muchos estudios a nivel genético, molecular
y sobre todo agronémico, esto para explorar su potencial productivo, por lo cual, se buscan

nuevas tecnologias que ayuden a mejorar la produccién del cultivo (Boada y Espinosa, 2016).

Con lo anterior, preexisten aplicaciones y herramientas del ramo de la ciencia y la tecnologia
donde convergen las diversas &reas del conocimiento, las cuales han alcanzado un gran
apogeo en los ultimos tiempos, esto se debe al efecto que ha generado en trabajos
experimentales de investigacion cientifica, dentro de las cuales sobresalen las nanociencias
(NCs) y la nanotecnologia (NT), la importancia de esta radica en que en el mundo
nanomeétrico los materiales pueden adquirir o realzar propiedades diferentes a las que tienen

a escala macroscopica (Mendoza y Rodriguez, 2007).

La Nanotecnologia

La Nanotecnologia (NT) no es algo inédito, ya que ha estado presente en la civilizacion desde
la antigliedad, los origenes de esta ciencia se remontan a las deducciones de investigacion
generados por el fisico estadounidense Richard Phillips Feynman, quien se ha considerado
como el padre de la nanotecnologia moderna y ganador del premio Nobel de Fisica en 1965
(Hulla et al., 2015).



El termino Nanotecnologia lo otorgd el Prof. Norio Taniguchi de la Universidad de Ciencias
de Tokio en el afio de 1974 (Quintili, 2012). Este vocablo se (deriva del griego nanno que
significa enano), ciencia la cual estudia, disefia, sintetiza, manipula y controla la materia en
escala nanométrica o nanoestructuras en dimensiones entre 1 y 100 nm, las cuales esta a su
vez estan formadas por &omos y moléculas quienes dan origen a las nanoparticulas,
nanotubos, nanofibras, etc., debido a su tamafio estas nanoestructuras presentan propiedades

fisicas, quimicas y biol6gicas mejoradas (Alvarez et al., 2008).

En el campo prometedor de investigacion, la NT es una de las ramas multidisciplinaria, ya
que esta abre paso a una extensa gama de oportunidades en diversos campos como la
medicina, los productos farmaceuticos, la electronica, la ingenieria y la agricultura. El uso
potencial y los beneficios de esta ciencia son enormes y considerables para revolucionar los
sectores de la salud, la industria textil, los materiales, la tecnologia de informacion y
comunicacion, la industria agricola y alimentaria con aplicaciones novedosas en la

agricultura como un enfoque moderno (Prasad et al., 2014).

Definicion de nanoparticulas

El termino Nanoparticula es genérico y esta referido a estructuras nanoscopicas con un
diametro en el rango 1 y 100 nm. Estas particulas incluyen nanocristales, dendrimeros y
puntos cuanticos, pueden ser nanoesferas o nanocapsulas dependiendo del método de
preparacion (Alvarez et al., 2009). El interés que presentan las NPs se basa en la reduccion
del tamafio, la cual lleva consigo nuevas propiedades no presentes normalmente a escala
macroscopica, estas caracteristicas les otorga la capacidad de translocarse y modificarse

bioquimicamente en vivo (Peng et al., 2015).

Las NPs tienden a liberar de manera controlada los agroquimicos y disponer especificamente
el sitio de diferentes macromoléculas que demanden un uso eficiente de los nutrientes,
mejorando la resistencia a las enfermedades y lograr el crecimiento de las plantas, técnicas
como la nanoencapsulacion exponen el beneficio de un uso mas eficiente y una
administracion mas positiva de los plaguicidas, funguicidas, herbicidas y fertilizantes, con

una menor exposicion al medio ambiente (Nair et al., 2010).



Ruffini y Cremonini (2009) sefialan que las nanoparticulas pueden elaborarse a partir de una
gran diversidad de materiales a granel, el tamafio, formay su constitucion quimica es de suma
importancia para definir su comportamiento efectivo o dafiino en las plantas, esto explica las
acciones en la reactividad y la toxicidad de las NP, tomando en cuenta estos aspectos, no es

sorprendente descubrir efectos positivos o negativos de las nanoparticulas.

Por otro lado, Ma et al. (2010) consideran que los impactos de estos nanocompuestos en las
plantas cambian segun la composicion, concentracion, tamafio y otras propiedades fisico-
quimicas de las mismas, e inclusive de la especie vegetal de estudio. Por lo que se han
documentado efectos de incremento e inhibicidon con el uso de las NPs en las plantas de
cultivo, estas variaciones se deben segun la especie de planta, las etapas de crecimiento, las
condiciones de crecimiento, el método, la dosis, y la duracion de la exposicion a las NPs

junto con otros factores (Rizwan et al., 2016).

Todas las nanoparticulas de 6xidos metalicos (Zn, Cu, Ag, Ce, Ti, etc.) intervienen en el
crecimiento y desarrollo de las plantas. En general, mejoran o reducen la germinacion de
semillas, el crecimiento de brotes/raices, la produccion de biomasa y las actividades
fisioldgicas y bioguimicas. La absorcion y translocacion de nanoparticulas metélicas en
diferentes partes de la planta depende de su biodisponibilidad, concentracion, solubilidad y

tiempo de exposicién (Siddigi y Husen, 2017).

La nanotecnologia en la agricultura

Sekhon (2014) menciona que la agricultura es la columna vertebral de la mayoria de los
paises que se encuentran en desarrollo y proporciona alimentos a la poblacion humana y
animal, directa e indirectamente. Sin embargo, en la actualidad estos sistemas agricolas
mundiales, se afrontan a numerosos desafios sin precedentes, como la disminucion en la
produccién de los cultivos debido al estrés biodtico y abidtico, incluida la deficiencia de
nutrientes y la contaminacion ambiental por la agricultura convencional, entre otros (Shang
etal., 2019).

La exigencia de alternativas inteligentes y practicas mas razonables en la produccion de

alimentos es decisivo para confrontar el aumento constante de la poblacion mundial y el



agotamiento descuidado de los recursos globales (Sameh et al., 2021). Por lo tanto, las
aplicaciones de la nanotecnologia (NT) en el sector agroalimentario y en los sistemas
agricolas son numerosas y son los campos de mas rapido desarrollo en la nano-investigacion,
de forma que al operar con las particulas mas pequefias posibles da expectativas de corregir
y eficientar significativamente la productividad agricola al descubrir los problemas sin
resolver de manera convencional (Lira et al., 2018; Chinnamuthu y Murugesa, 2009).

En este contexto, la nanotecnologia posee la capacidad de revolucionar la industria agricola
y alimentaria con nanoherramientas novedosas para el manejo de la biologia molecular y
celular, administracion y deteccion rapida de enfermedades, reparando asi la capacidad de
las plantas para absorber los nutrientes o pesticidas, etc. Ademas, la NT puede mejorar
nuestra comprensién de la biologia de los distintos cultivos y, por lo tanto, se puede recuperar
potencialmente los rendimientos o valores nutricionales, al igual que desarrollar sistemas
mejorados para monitorear las condiciones ambientales brindando rutas hacia cultivos de

valor agregado o remediacion ambiental (Tarafdar et al., 2013).

La implementacion de esta tecnologia en la agricultura incluyen: 1) nanoformulaciones de
agroquimicos para la aplicacion de pesticidas y fertilizantes para el mejoramiento de cultivos;
2) la aplicacion de nanosensores / nanobiosensores en la proteccion de cultivos para la
identificacion de enfermedades y residuos de agroquimicos; 3) nanodispositivos para la
manipulacion genética de plantas; 4) diagnostico de enfermedades de las plantas; 5) salud
animal, cria de animales, produccién avicola; y 6) manejo poscosecha (Sekhon, 2014).

En la agricultura moderna de precision y en aspectos vinculados con la produccion de
alimentos las nanoparticulas metalicas como cobre, zinc, fierro y plata; y las derivadas del
carbono poseen considerables efectos fisioldgicos y bioguimicos en las plantas, por lo que
también pudiesen tener aplicaciones en los empaques para recubrimientos de alimentos para

extender la vida de anaquel (Lira et al., 2018).

Importancia del Zinc en los cultivos

La esencialidad del Zn en las plantas se demostr6 por primera vez en el cultivo de maiz por
Maze en 1915 y posteriormente estudiados en la cebada y el girasol enano (Sommer y
Lipman, 1926).



EL zinc (Zn) es un elemento utilizado por los cultivos en pequefias cantidades, clasificandolo
como un micronutriente, sin embargo, es esencial para el crecimiento normal y desarrollo
saludable de las plantas, esto a su vez puede convertirse en un elemento téxico cuando se

encuentra en exceso (Amezcua y Lara, 2017).

Marschner (1995) también hace mencidn, que este elemento se demanda en pequefas
proporciones para posibilitar el funcionamiento normal de varias vias fisiologicas clave de la
planta, asi como para garantizar la integridad estructural y funcional de las membranas. Dado
a esto, el Zn tiene funciones importantes en la regulacion del crecimiento, la activacion de
enzimas, la expresion y regulacion de genes, la actividad de fitohormonas, la sintesis de
proteinas, la fotosintesis, el metabolismo de carbohidratos, la fertilidad, la produccién de

semillas y la defensa contra enfermedades.

Cabe sefialar que el equilibrio adecuado de Zinc en las plantas da lugar a un crecimiento
normal y un rendimiento éptimo en las mismas. Por lo que el micronutriente Zinc juega un
papel importante en las plantas, el interés en este elemento ha aumentado en los ultimos 10
afios, debido a que el estrés por la deficiencia de Zn es amplio en muchas areas en el sector
agricola, lo que podria causar bajas en la produccion de los cultivos y disminuir también la
calidad nutricional alimentaria (Sadeghzadeh, 2013). El zinc es un nutriente vital necesario

para las plantas, los animales y los seres humanos.

Deficiencia y toxicidad del zinc en las plantas

La deficiencia de zinc (Zn) es la carencia de micronutrientes mas extendida en la amplia
gama de tipos de suelos agricolas de todo el mundo, esto afecta a gran cantidad de cultivos
provocando reducciones en el rendimiento y disminucion en la calidad nutricional de los
productos agricolas, algunos de ellos son los cereales, leguminosas, algodon y tabaco (Layam
et al., 2016). Debido a esta deficiencia se pueden tener mermas de hasta un 30 % en la
produccion de cereales de grano como lo es el maiz, el trigo o el arroz, sin la aparicion de
sintomas visibles de estrés en la planta e incluso mayores pérdidas cuando hay un déficit

extremo (Almendros et al., 2008).

La deficiencia de este micronutriente en la planta es uno de los mas comunes, y causa severos

problemas, como una serie de alteraciones fisioldgicas en las células deficientes en Zn, que
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provocan la inhibicion del crecimiento, la diferenciacion y el desarrollo de las plantas,
asimismo afecta las propiedades de los productos cosechados, incrementa la susceptibilidad
de lesiones por la alta densidad de luz o temperatura, e infecciones por hongos (Cakmak,
2000).

La toxicidad del zinc en los cultivos esta mucho menos extendida y afectada, en comparacion
de la deficiencia (Broadley et al., 2007). Al igual que los demas micronutrientes de las plantas
el Zn puede limitar el crecimiento cuando esta presente tanto en concentraciones bajas como
en concentraciones excesivas, por deficiencia y toxicidad la cual depende del pH, que
controla la concentracion de zinc en la solucion (Alloway, 2008; Rout y Das, 2009).

Los sintomas asociados con la toxicidad del zinc en las plantas comprenden rendimientos
reducidos, retardo en el crecimiento y exportacion limitada de fotoasimilados de las hojas a
las raices (Ruano et al., 1988). Por otro lado, Rout y Das (2009) comentan que los sintomas
generales son retraso en el crecimiento de los brotes, enrollamiento y enrollamiento de las

hojas jovenes, muerte de las puntas de las hojas y clorosis.

Nanoparticulas de Oxido de Zinc (NPsZnO)

Las NPs de 6xido de zinc (NPsZnO) en el sector agricola son estudiadas por su actividad
antimicrobial (Fang et al., 2013; Sabir et al., 2014), ademas por su potencial como
nanofertilizante, corrigiendo las deficiencias de zinc en las plantas, promoviendo el

crecimiento y desarrollo (Raskar y Laware, 2014; Dimkpa et al., 2015).

Algunos estudios revelan que concentraciones elevadas (1000 mg L) causan fitotoxicidad
e inhibicion de la germinacion (Kyung-Seok y Kong, 2014; Zhang et al., 2015); mientras que
dosis bajas (< 50 mg L) han demostrado efectos significativos en el crecimiento y desarrollo
(Prasad et al., 2012; Xing & Lin, 2007; Nufiez et al., 2017), obteniendo una mayor

acumulacién de biomasa seca y area foliar.



Nanoparticulas aplicadas en la germinacion de semillas

Autores (Hashemi y Mousa, 2013; Ulla y Arshad, 2014) aluden a que las semillas tratadas
con elementos a nanoescala, ocasionan un cambio en la dinamica de la germinacion,
divisandose un incremento en el porcentaje de germinacion y del indice de velocidad de
emergencia. El periodo de germinacion de las semillas se acelera debido a la mayor
disponibilidad de agua, y el porcentaje de germinacion final se incrementa, mejorando la
longitud y el peso de las plantulas, la clave para el aumento de la tasa final de germinacion
de las semillas es la penetracion de nanomateriales en la semilla (Lahiani et al., 2013;
Ratnikova et al., 2015).

Tal es el caso de un estudio realizado por Estrada Urbina (2018), donde se evaluaron
nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) sobre la mejora de la calidad fisiol6gica y sanitaria
de una raza mexicana de maiz nativo rojo, en pruebas de germinacion estandar (GE) y de
envejecimiento acelerado (EA), como resultado en la calidad fisioldgica, se encontré un
incremento significativo en la germinacion de las semillas en ambas pruebas con el uso de
las (NPsZnQ), sobresaliendo en el EA con un (90 %) en comparacion con el grupo testigo
(68 %). Adicionalmente, las nanoparticulas de 6xido de zinc mejoraron de manera
significativa algunas caracteristicas de la plantula de maiz como la longitud de la plumula, el

diametro de la plumula, la longitud de la raiz, y el nimero de raices secundarias.

Arias y De La Rosa (2015) reportan que al aplicar 2.5 ml de una solucion de NPsZnO a 200
ppm en semillas de girasol, el porcentaje de germinacion obtenido fue de 94.44 %,
comparandolo con el porcentaje conseguido en semillas tratadas con la misma solucion a
1600 ppm fue de 74.44 %, con base a los resultados, se considera que a altas concentraciones
el efecto en el crecimiento resultante es negativo y que afecta considerablemente la

germinacion de la semilla.

Aportaciones de Zhang et al. (2015), dan a conocer los impactos de las NPsZnO en la
germinacion de semillas y la elongacién radicular en maiz (Zea mays L.) y en pepino
(Cucumis sativus L.). Las NPsZnO (1000 mg L) disminuyeron significativamente la
longitud de la raiz del maiz y el pepino en un 17% y 51% respectivamente, pero no mostraron

efectos en la germinacion.
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En este sentido Lin y Xing (2007), evaluaron los efectos de cinco tipos de nanoparticulas
(nanotubos de carbono, aluminio, alimina, zinc y 6xido de zinc) en la germinacion de
semillas y crecimiento de radiculas de seis especies de plantas superiores rabano (Raphanus
sativus), colza (Brassica napus), ryegrass (Lolium perenne), lechuga (Lactuca sativa), maiz
(Zea mays L.) y pepino (Cucumis sativus). Se determin6 que la germinacion de las semillas
de Lolium perenne y Zea mays fue inhibida por la solucién del zinc a nanoescala (hano-Zn)

y el 6xido de zinc (nano-Zn0), a una concentracion de 2000 mg/L.

Por otra parte, Siddiqui y Whaibi (2014) obtuvieron resultados en la aplicacion de NPsSiO>
con volumen de 12 nm, la cual mejoro6 significativamente la germinacion en las semillas de
tomate con una concentracion de 8 gL del nanomaterial, generando incrementos en el
porcentaje de germinacion de semillas (22.16 %), el periodo medio de germinacion en (3.98

%), asi como en el indice de vigor y de biomasa fresca.

De esta manera, estudios reportados por Ruiz et al. (2016) en semillas de tomate, en las cuales
se aplicaron tratamientos NPsCu y MPsCuSQO4 en concentraciones de 0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y
50 ppm, en cajas de Petri y sobre papel filtro, por un periodo de 24 horas, muestran que las
NPsCu a 5 y 10 ppm promovieron el vigor de germinacion de las semillas, sobrepasaron
estadisticamente al testigo en ambos tratamientos. En otro estudio similar, realizado en
semillas de chile ancho, el tratamiento correspondiente a 5 ppm NPsCu, demostré mayor
vigor de germinacion y longitud de radicula, que el resto de los tratamientos, superando al
testigo en 45.8 % en vigor de germinacion.

En el trabajo elaborado por Anandaraj y Natarajan (2017), donde se evaluaron semillas de
cebolla tratadas con NPsZnO en concentraciones cada una a 750, 1000, 1250 y 1500 mg kg
! presentd que la dosis de 1000 mg kg mejor6 en la germinacion con un (72 %), la longitud
de los brotes (7.5 cm), la longitud de la raiz (6.4 cm) y un indice de vigor de (998), en
comparacion con el tratamiento testigo que obtuvo 60 %, 6.0 cm, 54 cm y 692,

respectivamente.

Mientras que Almutariri y Alharbi (2015), examinaron el efecto de las NPsAg en el
porcentaje de germinacion, tasa de germinacion, tiempo promedio de germinacion, asi como,
la longitud de las radiculas, peso fresco y peso seco de las plantulas, en maiz, sandia y
calabaci). Evaluaron siete concentraciones (0, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg / ml) de
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AgNPs, durante el proceso de germinacion de estas semillas. Las tres especies reaccionaron
de forma diferente a las dosis de AgNPs, en las semillas tratadas de sandia y calabacin se
mostré un incremento en el porcentaje de germinacion, en comparacion con las semillas no
tratadas. Las NPsAg expresaron un efecto toxico en el desarrollo de la raiz del maiz, mientras
que en sandia y calabacita el efecto fue en el crecimiento de las plantulas en ciertas
concentraciones de AgNPs. Estudios como estos demuestran que se pueden presentar efectos

positivos 0 negativos en la germinacién y crecimiento de las plantas.

Investigaciones realizadas en diversas especies de plantas confirman que las NPs promueven
la germinacion y el crecimiento de plantulas, mejorando el rendimiento de cultivos hasta un
16 %, con cantidades adecuadas, sin embargo, el nivel de respuesta en cuanto a germinacion
y vigor depende del tipo de nanomaterial, del suministro potencial y del genotipo (Siddiqui
et al., 2015; Ngo et al., 2014).

En este trabajo se determind el efecto fisioldgico que tiene la aplicacion de las nanoparticulas
comerciales de 6xido de zinc (NPsZnO) a diferentes concentraciones, en el proceso de
germinacién en semillas de maiz (Zea mays L.), asi como su respuesta en parametros de

calidad fisioldgica.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del sitio experimental

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de Semillas
del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (CCDTS) de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada en las coordenadas
25°21'13"N, 101°01'56”"W, Buenavista, a 6 km al sur de Saltillo, Coahuila, México. Este

trabajo se realizo durante los meses de mayo- junio del 2021.

4.2 Preparacion de suspensiones con nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO)

Las suspensiones de NPsZnO se prepararon mediante la mezcla de 50 ml agua destilada con
NPs a diferentes concentraciones de 0 (agua destilada/ testigo) y (50, 100, 200, 300, 400, 500
y1000 ppm). Posteriormente se sometieron a un sonicador ultrasénico de marca Autoscience
modelo AS2060B Ultrasonic Cleaner durante 10 minutos, para asegurar una dispersion
homogénea en las suspensiones.

Las NPs comerciales fueron proporcionados por el Laboratorio de la UAAAN, las cuales son
elaboradas a base de 6xido de zinc (NPsZnO), tipo comercial, con un tamafio de 200

nandmetros.

4.3 Material bioldgico

El material bioldgico vegetal utilizado en este trabajo es de un hibrido comercial de maiz
mejorado, adaptado para ambientes de temporal y riego en regiones de Chihuahua, el color
de esta semilla es marrillo, con fines de usos para forraje y grano, el material para este estudio
fue proporcionada por el Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, de
la UAAAN.

4.4 Establecimiento del bioensayo

4.4.1 Imbibicién de las semillas
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Para determinar el efecto que tiene la aplicacion de las NPs en el proceso de germinacion de
semillas de maiz (Zea mays L.), se establecié un bioensayo en laboratorio, que constaron de
8 tratamientos, incluyendo el testigo, cada tratamiento con 4 repeticiones de 25 semillas cada
uno.

Para la aplicacion de las suspensiones con NPs se utilizaron ocho cajas de Petri, las cuales
fueron esterilizadas de manera previa, donde con apoyo de unas pinzas estériles se
distribuyeron 100 semillas de maiz en cada una. En seguida, se agregaron cada una de las
suspensiones con ayuda de una probeta graduada, aplicando 30 ml en cada caja de Petri segln
el tratamiento correspondiente y realizando una aspersién uniforme sobre las semillas,
después de tratarlas, se sometieron a un proceso de imbibicién con dichas concentraciones
en una camara de germinacién (ambiente controlado) Thermo Scientific por 24 horas, a una

temperatura de 25°C.

4.4.2 Siembra en papel anchor

Una vez concluido el periodo de imbibicion, se procedi6 a realizar la siembra utilizando el
método de la prueba de germinacion “estandar entre papel”. La cual consistio en colocar 25
semillas por repeticion sobre papel anchor humedecido con agua destilada, en una hilera
horizontal con distribucién homogénea a lo largo del papel (el embrién de la semilla estaba
orientada hacia abajo), esto con ayuda de unas pinzas de diseccion esterilizadas. En seguida
se cubrieron las semillas con otra hoja de papel Anchor previamente humedecido, enrollando
ambas hojas en forma de “tacos”. Esta accion procedio para los cuatros repeticiones de cada
tratamiento.

Una vez realizado el proceso de siembra se acomodaron los tacos en bolsas de polietileno
trasparentes, utilizando una bolsa por cada tratamiento. Las ocho bolsas obtenidas fueron
identificadas y ubicadas dentro de 2 contenedores de plastico, estos contenedores se

colocaron nuevamente a la camara de germinacion a una temperatura de 25°C.

4.5 Evaluacion del bioensayo

4.5.1 Variables evaluadas
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Las variables evaluadas fueron el porcentaje de vigor de germinacion (%), el porcentaje de
germinacién (PAV y PBV), plantulas anormales (PA) (%), semillas sin germinar (SSG) (%),
longitud de plamula (LP) (cm), longitud de radicula (LR) (cm), peso seco de plumula (PSP)
(mg/plantula), peso seco de radicula (PSR) (mg/plantula), contenido relativo de clorofila
(CLO) (S).

4.6 Metodologia para la evaluacion de las variables

a) Porcentaje de vigor de germinacion
Para la evaluacion de esta variable se realiz6 un primer conteo a los cuatro dias después de
la siembra, en las cuales se identificaron detalladamente las plantulas normales (plantulas
con radicula y tallo desarrollado, considerando el tamafio de cada una de sus estructuras por
lo menos dos veces mas grande que el tamafio de la semilla), con esta evaluacién se determiné
el vigor de germinacion, la cual fue expresada en porciento, indicando el potencial bioldgico
que posee la semilla para germinar y favorecer el establecimiento rapido y uniforme bajo
condiciones de campo. En seguida se humedecieron nuevamente los tacos evaluados, se
colocaron en los contenedores y se llevaron una vez mas a la cdmara de germinadora con la
misma temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, para

seguir con el proceso de desarrollo y produccién de clorofila en las plantulas.

b) Contenido relativo de clorofila
Tres dias después de haber realizado el primer conteo, se prosiguio a determinar el contenido
relativo de clorofila en las plantulas, esto con la ayuda de un SPAD 502 PLUS, colocando
dentro de la cdmara medidora (sensor) una hoja desarrollada de cada planta, presionando por
unos segundos, e inmediatamente se mostraba el resultado. Se tomaron 5 plantulas por cada
una de las repeticiones en sus respectivos tratamientos. Posteriormente se humedecieron
nuevamente los tacos con agua destilada y se llevaron una vez mas a la camara de

germinadora.

c) Porcentaje de germinacion
Esta variable se evalu6 ocho dias después de la siembra y consistié en un segundo conteo de

plantulas normales, plantulas anormales y el nimero de semillas sin germinar. El porciento
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de plantulas normales (alto y bajo vigor sin ninguna anormalidad visible) se consideré como
el dato atil para estimar el porcentaje de germinacion. En este caso se clasificaron en
plantulas de alto vigor aquellas que presentaron un mayor porte, el sistema radicular y
plumula bien definido y desarrollado, para las plantulas de bajo vigor las caracteristicas
fueron todo lo contrario, un desarrollo menor en las raices y tamafio de plimula (hojas

semidesarrolladas).

d) Plantulas anormales
Para esta variable se consideraron como plantulas anormales, todas aquellas que mostraron
deformaciones en el desarrollo en alguna de sus estructuras morfoldgicas (plumula o

radicula), o bien que carecian de las mismas, el resultado se expreso en porciento.

e) Semillas sin germinar
Dentro del conteo se apreciaron semillas muertas, aquellas que no manifestaron la capacidad
de poder germinar, las cuales se contabilizaron para el resultado de esta variable en

porcentaje.

f) Longitud de plumulay de radicula
Para la estimacion de la longitud de plumula y de radicula, se tomaron todas las plantulas
normales de cada tratamiento y repeticidn, con las cuales se midieron de la base de la plantula
hasta la yema apical para la longitud de plimula y de la base de la planta hasta el apice de la
raiz principal para la longitud de radicula, utilizando tablas de medicién con hojas

milimétricas enumeradas. Los resultados obtenidos se expresaron en cm.

g) Peso seco de plumulay de radicula
Una vez determinadas todas las variables anteriores, se prosiguio con retirar la cariopside de
todas las plantulas normales de cada tratamiento y repeticiones, con ayuda de una navaja de
micrétomo se le hizo un corte, separando asi el tallo y radicula, las cuales fueron colocadas
en bolsas de papel estraza con perforaciones previamente hechas, enseguida se pasaron a una
estufa de secado (Riossa H-48), a una temperatura de 70-72°C por un lapso de 24 horas.

Transcurrido el tiempo de las muestras dentro de la estufa de secado, se extrajeron y fueron
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situadas en un desecador con el fin de evitar que tomaran la humedad del ambiente.
Enseguida se pes6 cada una de las muestras sobre una balanza analitica AND-HR200

calibrada, para determinar el peso de materia seca expresado en mg/plantula.

4.7 Andlisis estadistico del bioensayo

Los datos de las variables evaluadas en este bioensayo se sometieron a un analisis de
varianza, para poder determinar las posibles diferencias estadisticas entre tratamientos y
concentraciones. De manera adicional se llevo a cabo una comparacion de medias utilizando
la Prueba de Tukey (P< 0.05), para establecer el orden de eficiencia de los tratamientos de
las (NPsZnO). Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando paquete estadistico SAS
(2004).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de varianza (Cuadro 1 y 2) del
bioensayo de germinacion de semillas de maiz, sometidas a diferentes concentraciones de
NPszZnO tipo comercial, se observo que, en la fuente de variacion concentracion de
nanoparticulas para las variables porcentaje de vigor, germinacion y plantulas anormales no
se mostraron diferencias estadisticas, por el contrario, el porcentaje de plantulas de alto vigor,
plantulas de bajo vigor y semillas sin germinar, mostraron diferencias significativas (P<
0.05).

Para el caso de las variables peso seco de plumula, peso seco de radicula, longitud de
plimula, longitud de radicula y contenido relativo de clorofila, en la fuente de variacion

concentracion de nanoparticulas, tuvieron respuestas significativas (P<0.01) (Cuadro 1y 2).

En relacion a lo anterior, se puede hacer referencia de forma clara, a que el tipo de
nanoparticula y la concentracion son factores esenciales que intervienen en la expresion de
algunas de las variables fisioldgicas relacionadas con la germinacion de semillas y que fueron
evaluadas en este estudio. Méndez et al. (2016) mencionan que otro factor que puede
favorecer a los efectos positivos de las NPs aplicadas, es su tamafio micrométrico, ya que el
tamafo nano les permite la entrada facilmente a través de las paredes y membranas celulares,

incidiendo asi de manera mas directa en los diferentes organelos de las células.

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo mencionado por Saeid y Hojjat
(2016), quienes demostraron que la aplicacion de NPs de plata entre los distintos tratamientos
no presentaron diferencias significativas en el porcentaje de germinacién de semillas de

genotipos de lentejas.

Al efectuar la comparacion de medias por concentracion (Cuadro 3 y 4), se demostro que la
aplicacion de NPsZnO en las semillas, generd modificaciones en la respuesta fisiologica para
las variables evaluadas en el bioensayo, identificandose algunas diferencias estadisticas en

los tratamientos empleados.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de

maiz (Zea mays L.), tratadas con NPsZnO en laboratorio.

FV GL VIGOR GER PAV

PBV PA SSG PSP PSR
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (mg/plantula)
Concent 7 20.5MS 11.14NS 258.2" 174.78"  9.14NS 7.717  49.64™ 30.14**
Error 24 9.16 13.33 82.83 7050 11.66 2.33 4.80 1.56
CV (%) 3.16 3.77 12.40 35.92 136.62 203.67 5.49 4.68

NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05); **= Diferencias significativas (P<0.01); F. V= Fuente

de variacion; GL= Grados de libertad; VIGOR= Plantulas normales al primer conteo; GER= Plantulas normales al segundo conteo;

PAV= Plantulas de alto vigor; PBV=Plantulas de bajo vigor; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PSP= Peso

seco de plimula; PSR= Peso seco de radicula; Concent= Concentracién; CV (%) = Coeficiente de variacion.
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de

maiz (Zea mays L.), tratadas con NPsZnO en laboratorio.

FV. GL LP LR F.V GL CLO
(cm) (cm) (SPAD)
Concent 7 35307 70.93™ Concent 7 91.80"
Error 766 9.57 10.09 Error 152 21.09
CV (%) 2216  15.69 CV (%) 16.41

NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05); **= Diferencias significativas (P<0.01); F. V= Fuente
de variacion; GL= Grados de libertad; LP= Longitud de plimula; LR= Longitud de radicula; CLO = Contenido relativo de clorofila;

Concent = Concentracion; CV (%) = Coeficiente de variacion.
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Para las variables porcentaje de vigor, germinacion y plantulas anormales, se encontrd que
el suministro de NPsZnO en concentraciones de 0 a 1000 ppm durante la imbibicion, genero
el mismo efecto, ya que estadisticamente son iguales. Sin embargo, se aprecia que, para vigor
a una concentracion de 200 ppm, da una respuesta de un 99 %, comparado con la

concentracion testigo, el cual mostro ser un 6 % superior (Cuadros 3y 4).

De igual manera para la variable porcentaje de germinacion, en el analisis de comparacion
de medias por concentracion se observo un 99 % de germinacion, al tratar las semillas con
200 ppm y 1000 ppm, aunque no son estadisticamente diferente al resto de los tratamientos,
ya que todos se ubicaron dentro del mismo grupo estadistico. Aun asi, se expresé un

incremento comparado con el tratamiento control.

Mientras que, para plantulas de alto vigor, se manifestd que, en el suministro de una dosis de
500 ppm, generd un efecto de inhibicidn en el desarrollo, ya que mostré un menor porcentaje
de vigor, en comparacion a los otros tratamientos, e incluso del testigo. Asi, en plantulas de
bajo vigor y longitud de plumula se observé que, en 1000 ppm, se generd el mismo efecto
negativo, ya que se obtuvieron valores mas bajos, en comparacion a los otros tratamientos, e

inclusive del testigo (Cuadros 3, 4 y Anexo 2).

En lo que respecta al porcentaje de plantulas anormales, se determin6 que la aplicacién de
NPsZnO a una concentracion de 300 ppm, aumento el nimero de plantulas, en comparacion
con el testigo; a diferencia con el porcentaje de semillas sin germinar, variable en la que se
comprobd, que la aplicacion de NPsZnO en las diferentes concentraciones redujo el nimero,

en comparacion con el testigo.

No obstante, respecto a las variables peso seco de plimula y peso seco de radicula, se notd
un cambio favorable con la aplicacion de NPsZnO a una concentracion de 1000 ppm,
mostrando un mayor peso seco con 44.43 mg/plantula para plimula, y 29.79 mg/plantula de
radicula (Cuadro 3 y Anexo 1).

Con relacion a las variables longitud de radicula y contenido relativo de clorofila, se definio
que, para obtener una mayor prolongacion de raices y mayor contenido relativo de clorofila
en las plantulas de maiz, se debe aplicar una concentracion de 400 ppm de las NPsZnO en el
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proceso de imbibicion de la semilla, como se menciond antes la longitud media de la radicula

es de 21.41 cm y el contenido de clorofila de 31.14 S (Cuadro 4 y Anexo 3).

Estos resultados revelan que la aplicacion de NPsZnO en las diferentes concentraciones,
favorece el crecimiento y desarrollo de plantulas, habiéndose observado un incremento en
los valores obtenidos en las variables peso seco de plimula y radicula, longitud de plumula

y de radicula e contenido de clorofila.

A pesar de estos resultados positivos, no se observo diferencias estadisticas en las variables
vigor y porciento de germinacion, contraponiéndose con lo reportado por Khodakovskaya,
et al. (2009), quienes reportaron promocion de la germinacion drasticamente alta en semillas

de tomate, indicando que la respuesta depende del genotipo.

El aumento longitudinal de la plumula y de la radicula de las plantulas de maiz en este
bioensayo, podria deberse a los efectos benefactores de las NPsZnO, a las que se les atribuye
una mayor produccion de enzimas responsables de las reacciones metabdlicas. Por otra parte,
podrian incrementar los niveles de acido indolacético (AlA), en las raices y brotes, que a su
vez pueden aumentar el vigor de las semillas y por ende el crecimiento de las plantulas
(Pandey et al., 2010).

En este sentido, en el trabajo reportado por Méndez et al. (2016), sefialan que en plantas de
chile Capsicum annuum, expuestas a la aplicacion de NPsZnO + Ag al 2.5% en peso, tuvieron
significativamente mayor crecimiento y produccion de biomasa seca total (59.5 %), en
comparacion con el testigo, atribuyendo el efecto promotor del crecimiento a la actividad del

zinc como precursor de la produccién de auxinas que generan la elongacién celular.

Los resultados derivados del presente bioensayo concuerdan con lo reportado por Panwar et
al. (2012) quienes lograron un incremento en el crecimiento y produccion de biomasa seca
en plantulas de tomate cuando aplicaron 20 mg L™ en el follaje en comparacion con las

plantas testigo; reafirmando el efecto positivo de las NPsZnO en el sistema vegetal.

Por otra parte, Anusuya y Nibiya (2016) trabajaron con otro tipo de NPs (sintetizada) y hacen
mencion que la aplicacion de NPs de quitosano-plata (Ag-CS) en semillas de garbanzo (Cicer

arietinum), manifestd un efecto promotor sustancial del crecimiento sobre la germinacién,
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longitud de plimula y de radicula, ademas de una mayor acumulacién de peso fresco y de
peso seco, al igual un notable aumento de clorofila.

Concertando con otros estudios realizados por Prasad et al. (2012), los cuales revelan que en
semillas y plantas de cacahuate (Arachis hypogaea), a una concentracion de 1000 mgL™* de
NPsZnO promovio efectos significativos en la germinacion, asi como mayor elongacién de
raiz y tallo, mostrando un rapido establecimiento en campo. Mientras que Zhang et al. (2015),
dieron a conocer que los efectos de las NPsZnO en la germinacién de semillas y la elongacion
radicular en maiz y en pepino a concentracion de (1000 mg L), disminuyeron
significativamente la longitud de la raiz de estas, pero no mostraron efectos en la

germinacion.

Un estudio desarrollado por Zhao et al. (2013), donde hacen mencién que, en plantas de
pepino cultivados en maceta, alcanzaron incrementos significativos en longitud y biomasa
seca de raiz con la incorporacion de NPsZnO al suelo de 400 y 800 mg kg™, estos autores

sefialan que a concentraciones mayores no tuvieron efectos negativos en las plantas.

Por su parte Tarafdar et al. (2014), sefialan que, mediante un trabajo experimental con
NPsZnO como nanofertilizante encontraron efecto positivo en el crecimiento (longitud de
brotes y de raiz), el contenido de clorofila y biomasa seca en plantas de mijo perla
(Pennisetum americanum L.), indicando que las mejores respuestas obtenidas con la
aplicacion de NPsZnO se deben a que intervienen en la sintesis de enzimas como la fitasa y

fosfatasa.

Karunakaran et al. (2016) evaluaron el comportamiento de NPs y microparticulas de 6xido
metalicos seleccionados en funcidn de la germinacion de semillas de maiz y la elongacion de
raices en diferentes condiciones de crecimiento (caja de Petri, algodén y suelo) y obtuvieron
como resultado que todas las condiciones de crecimiento muestran efectos similares. Las
nanoparticulas de aluminio (Al203) y titanio (TiO2) redujeron significativamente el
porcentaje de germinacidn, mientras que las NPs y MPs de silice (SiO2) mejoraron la misma.
La elongacién de la raiz se fortalece por medio del tratamiento con NPs y MPs de SiOa,
mientras que las NPs y MPs de Al,Oz y TiO: lo inhiben. Los o0xidos metalicos probados
penetraron en las semillas a nanoescala en comparacion con la microescala. Este estudio

destaca el impacto de las NPs en el medio ambiente y los sistemas agricolas.
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Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.), tratadas

con NPsZnO en laboratorio, en diferentes concentraciones.

CONC VIGOR GER PAV PBV PA SSG PSP PSR
(ppm) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (mg/plantula)
0 93a 95a 70ab 25ab 1la 4a 39.26 b 27.35a
50 9% a 96 a 69ab 27ab 3a lab 3913 b 2410 b
100 98a 9%a 74ab 22ab 4a 0 b 3273 ¢ 28.38 a
200 99a 99a 83ab 1l6ab 1la 0 b 39.73ab 29.26 a
300 9 a 95a 66ab 29ab 5a 0 b 4322ab 22.85 b
400 97 a 98 a 76ab 22ab 2a 0 b 4137ab 28.48 a
500 96 a 9%a 63 b 33a 3a lab 39.09 b 2376 b
1000 93a 99a 86a 13 b 1la 0 b 4443a 29.79 a
MEDIA 96 97 73 23 2 1 40 27
TUKEY (o= 0.05) 7.09 855 2131 1966 7.99 357 5.13 2.93

MEDIA= Valores con la misma literal en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, P< 0.05); CONC: Concentracién

de nanoparticulas (Partes por millon); VIGOR: Plantulas normales al primer conteo; GER= Plantulas normales al segundo conteo;

PAV= Plantulas de alto vigor; PBV= Plantulas de bajo vigor; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PSP= Peso

seco de plumula; PSR= Peso seco de radicula.
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Cuadro 4. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.), tratadas

con NPsZnO en laboratorio, en diferentes concentraciones.

CONC LP LR CLO
(ppm) (cm) (cm) (SPAD)
0 1448 a 20.71abc 2598 b ¢
50 14.66 a 20.17abcd 24.82 c
100 13.66ab 1996 bcd 26.97abc
200 14.56 a 21.32ab 28.71abc
300 14.09ab  19.09 d 29.53ab
400 1342ab 214la 3l.14a
500 13.84ab 19.45 cd 29.75ab
1000 1296 b 19.69 cd 26.95abc
MEDIA 14 20 28
TUKEY (0=0.05) 1.35 1.38 4.46

MEDIA= Valores con la misma literal en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, P< 0.05); CONC: Concentracion de

nanoparticulas (Partes por millén); LP= Longitud de plimula; LR= Longitud de radicula; CLO= Contenido relativo de clorofila.
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En base a lo anterior, se calcularon coeficientes de correlacion de Pearson para las variables
evaluadas en el bioensayo de germinacién de semillas de maiz con NPsZnO (Cuadro 5).

Los resultados obtenidos mostraron correlacion positiva significativa entre las variables vigor
de germinacién con porciento de germinacion (r=0.4022*), plantulas de alto vigor
(r=0.1094%), peso seco de radicula (r=0.2811%*), longitud de plimula (r=0.1741%*), longitud

de radicula (r=0.4748**) y la variable contenido relativo de clorofila (r=0.2759%).

La correlacion entre la variable germinacion y plantulas de alto vigor (r=0.5199**) result6
positiva y significativa; habiendo una correlacion negativa significativa en plantulas
anormales (r=-0.8540**); en cambio, para las variables plantulas de bajo vigor (r=-0.2237%)
y semillas sin germinar (r=-0.3919*) presentaron una correlacion negativa significativa; en
las demas variables como peso seco de plumula (r=0.1925%*), peso seco de radicula
(r=0.3300*) y contenido relativo de clorofila (r=0.2436*) se observaron correlaciones
positivas significativas, por el contrario las variables longitud de plumula y longitud de

radicula no presentaron correlacién significativa con la variable germinacion.

Se mostraron un par de correlaciones negativas significativas entre la variable plantulas de
alto vigor con plantulas de bajo vigor (r=-0.9488*%*), y plantulas anormales (r=0.5023**); en
cuanto a semillas sin germinar, longitud de pliumula y clorofila no presentan correlacion
significativa con la variable plantulas de alto vigor; pero, la variable peso seco de radicula
(r=0.5733**) tuvo una correlacién positiva significativa. En las variables peso seco de
plumula (r=0.2494*) y longitud de radicula (r=0.1588*) se manifestd una correlacion

positiva significativa con la variable porcentaje de plantulas de alto vigor.

La variable porcentaje de plantulas de bajo vigor expresd una correlacién negativa
significativa con la variable peso seco de radicula (r=-0.5322**) y una relacién negativa
significativa con el peso seco de plimula (r=-0.2134*) y longitud de radicula (r=-0.1592%*);
en cambio, las demas variables restantes no presentaron correlaciones significativas con la

variable plantulas de bajo vigor.

De igual manera, los resultados revelaron una correlacion negativa significativa entre la

variable plantulas anormales y peso seco de radicula (r=0.3242**).
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Respecto a la variable peso seco de plumula se observaron correlaciones positivas
significativas con la longitud de plimula (r=0.1871*) y contenido relativo clorofila
(r=0.3501%); las variables como peso seco de radicula y longitud de radicula no presentaron

correlacion significativa con la variable peso seco de plimula.

En cambio, con la variable peso seco de radicula se mostré una correlacién positiva
significativa con longitud de radicula (r=0.5344**) y una correlacion negativa significativa
con la longitud de pldmula (r=-0.1235%*), para la variable contenido de clorofila no se obtuvo
correlacion estadistica con el peso de radicula. La longitud de plimula presentd un par de
correlaciones positivas significativas, con longitud de radicula (r=0.1966*) y con la variable
contenido de clorofila (r=0.2146%).

Por ultimo, respecto al bioensayo con semillas de maiz la longitud de radicula manifest6 una

correlacion positiva significativa con la variable contenido de clorofila (r=0.1694%*).
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Cuadro 5. Coeficientes de correlacion Pearson de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de maiz (Zea mays
L.), tratadas con NPsZnO en laboratorio, en diferentes concentraciones.

VARIA- GER PAV PBV PA SSG PSP PSR LP LR CLO
BLES (%) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (mg/plantula)  (cm) (cm) (SPAD)
VIGOR 0.4022" 0.1094" 0.0238"s -0.2771" -0.2750° -0.2202" 0.2811" 0.1741°  0.4749™ 0.2759*
GER 0.5199™ -0.2237" -0.8540" -0.3919° 0.1925" 0.3300" 0.0199NS  0.0595N°  0.2436"
PAV -0.9488™ -0.5023" -0.1006N° 0.2494" 0.5733" 0.0881N° 0.1588"  0.0181NS
PBV 0.2576N° -0.0300N -0.2134" -0.5322" -0.0932Ns -0.1592"  0.0693"°
PA -0.1439°  -0.2326" -0.3242** -0.2761°  -0.1424" -0.1708*
SSG 0.0452" -0.0545NS 0.4504™ 0.1387° -0.1614"
PSP -0.0025NS 0.1871" -0.0282N% (0.3501"
PSR -0.1235"  0.5344™ 0.0859"\°
LP 0.1966°  0.2146"
LR 0.1694"

NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05); **= Diferencias significativas (P< 0.01); VIGOR= Plantulas
normales al primer conteo; GER= Plantulas normales al segundo conteo; PAV= Plantulas de alto vigor; PBV=Plantulas de bajo vigor;
PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PSP= Peso seco de plumula; PSR= Peso seco de radicula; LP= Longitud de
plumula; LR= Longitud de radicula; CLO= Contenido relativo de clorofila.
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Aunque las implicaciones de estos nanomateriales en la produccion de los cultivos y calidad
de los alimentos aun no estan totalmente determinadas, existen numerosos estudios que han
demostrado que las NPs metélicas y de oxido metalico influyen directamente en el
crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos agricolas. Lo cual respalda Rico et al.
(2014), aludiendo que las NPs alteran algunas caracteristicas agronémicas como el
crecimiento de plantas, produccién de biomasa y contenido de clorofila, entre otras variables,

lo cual influyen sobre el rendimiento y la calidad de estos.

Considerando la informacion y los resultados obtenidos en este bioensayo con una especie
agricola (Zea mays L.), se puede sefialar que el uso de la NT y su aplicacion en el sector
agropecuario puede aportar innovacion necesaria para optimizar los procesos de produccion,
que contribuyan a la obtencion de mayores producciones y de alta calidad, asi como aumentar

la competitividad y desarrollo del sector agropecuario.

En el presente trabajo se demostro que la aplicacion de las nanoparticulas de éxido de zinc
(NPsZnO) durante la fase de imbibicidn de las semillas de maiz (Zea mays L.), por un periodo
de 24 horas, mejoraron la expresion de algunas variables evaluadas durante la germinacion,
incrementando significativamente el peso seco de plumulay de radicula, longitud de plumula
y de radicula y contenido de clorofila, ademés de disminuir el porciento de semillas sin

germinar. El nivel de respuesta depende del tipo de nanoparticula, concentracion y genotipo.

Ya se ha sefialado que la concentracién optima de cualquier tipo de NPs por aplicar depende
de la especie en estudio. No obstante, el estudio efectuado en este bioensayo, revela que las
NPsZnO genera un incremento y mejores respuestas fisiologicas en las variables evaluadas
a concentraciones de 200, 400 y 1000 ppm. Permitiendo sugerir que estas NPs poseen efectos
positivos, como (incremento de biomasa, de contenido de clorofila, y la promocion de
crecimiento y desarrollo vegetativo) al aplicarse a los cultivos, utilizando la dosis adecuada

para evitar problemas de fitotoxicidad.
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VI. CONCLUSIONES

Las propiedades de las nanoparticulas dependen del tamafio, la formay la dispersion de estas.

Las NPsZnO aplicadas a las semillas de maiz (Zea mays L.) a través de suspensiones durante
el proceso de imbibicion, demuestran tener potencial como promotores de crecimiento,
puesto que incrementaron significativamente el peso seco de plimula y de radicula, longitud
de plumula y de radicula, y contenido de clorofila, ademéas de disminuir el porciento de
semillas sin germinar, estas respuestas se deben posiblemente al incremento en la division y

elongacion celular.

El porcentaje de vigor y germinacién no mejoré por mucho al tratar la semilla con NPsZnO,
puesto que no se observo diferencia estadistica, sin embargo, su efecto se aprecié posterior a

la emergencia de la radicula, generando plantulas con raices y tallos mas largos.

Estos resultados mostraron una correlacion positiva significativa entre la variable vigor de
germinacién y las siguientes variables: porciento de germinacion, plantulas de alto vigor,

peso seco de radicula, longitud de plumula y contenido de clorofila.

No obstante, el estudio efectuado revela que las mejores respuestas fisiologicas en el proceso
de germinacion se dieron al imbibir semillas a concentraciones de 200, 400 y 1000 ppm de
NPsZnO, generando una expresion positiva en las variables evaluadas con respecto a los
demas tratamientos, esto indica que, a dosis altas moderadas se promueve un incremento

notorio de estas variables.

Considerando los resultados obtenidos en este bioensayo, se sustenta las observaciones
realizadas en estudios previos, los cuales demuestran efectos positivos en el proceso de
imbibicion de las semillas, en la emergencia y desarrollo de plantulas al someterlas a

concentraciones de NPsZnO.

El empleo de NPsZnO puede fomentarse para uso en los diversos sistemas de produccion
agricola en dosis adecuadas, esto para reducir el impacto ambiental producido por el uso
excesivo de fertilizantes empleados para proveer la demanda de este y otros elementos

esenciales en los diferentes cultivos, para una 6ptima nutriciéon y desarrollo de estas.
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Las NPszZnO al ser aplicadas al sector agricola, pudiesen fortalecer los sistemas de
produccion para obtener una mejor respuesta en el crecimiento de las especies vegetales en
sus diferentes etapas de desarrollo, con el fin de incrementar al maximo la productividad, el
rendimiento y la calidad nutricional de cada una de las especies en particular, ademas de ser

eficiente en el suministro de estos elementos en las planta y suelo.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Peso seco de plumula y peso seco de radicula (mg/plantula) por concentracion en
plantulas, obtenidas de las semillas de maiz (Zea mays L.) tratadas con NPsZnO en el
bioensayo de germinacion.

Peso seco de plumula y de radicula

43.22 44.43

41.37

39.26 39.13 39.73 39.09

so en (mg/plantula)

= PSP ® PSR

Anexo 2. Longitud de plumula y longitud de radicula (cm) por concentracion en plantulas,
obtenidas de las semillas de maiz (Zea mays L.) tratadas con NPsZnO en el bioensayo de

germinacion.

“LP LR
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Anexo 3. Contenido de clorofila (SPAD) por concentracion en plantulas, obtenidas de las
semillas de maiz (Zea mays L.) tratadas con NPsZnO en el bioensayo de germinacion.
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