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RESUMEN

Bioensayos de germinacion con la aplicacion de Nanoparticulas de ZnO y ZnO+Fe

y de Microparticulas de ZnO y QFe en Semillas de Pepino (Cucumis sativus)

El presente trabajo se llevd a cabo en dos fases 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), con el objetivo de evaluar la efectividad de la aplicacion de nanoparticulas
(NPs) de ZnOy ZnO+Fe (quelato de hierro), y de microparticulas (MPs) de ZnO 'y
QFe, como una opcion para promover el vigor de germinacién de semillas y el

crecimiento de plantulas de Cucumis sativus.

Las soluciones con NPs de ZnO, ZnO+Fe y de MPs de ZnO, y QFe fueron
preparadas en concentraciones de 0, 5y 10 ppm en agua destilada, el testigo (0
ppm consistié en aplicar agua destilada). Posteriormente fueron dispersadas en
cajas Petri afiadiendo 20 ml de solucion con la ayuda de una micropipeta, dejando
imbibir por un periodo de 24 h. Posteriormente, las semillas fueron sembradas entre
dos capas de papel Anchor con agua destilada, enrollando en forma de tacos para
ser introducidos en una bolsa de plastico a una camara biocliméatica, a una
temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. El
experimento se establecio en un disefio completamente al azar con arreglo factorial

4 x 3 (cuatro tipos de particula y tres concentraciones).

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza para determinar
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (NPs y MPs), y entre
concentraciones, posteriormente se realizO una comparacion de medias con la
Prueba de Tukey (P<0.05), para establecer el orden de eficiencia de tratamientos
(0, 5y 10 ppm) utilizando el paquete estadistico SAS 9.1 (2009).



Los resultados obtenidos indican que la aplicacion de nanoparticula
compuesta de Zn + Fe mejora notablemente la expresion de variables asociadas
con los procesos de germinacion y un efecto positivo en la longitud de plimula y de
radicula de plantulas de pepino (Cucumis sativus); a una dosis de 10 ppm genera
un efecto positivo en el incremento del vigor de germinacién y el porciento de
germinacion de las semillas, asi mismo, se observé que las NPs ZnO, presentan
una tendencia similar a lo antes mencionado, sin embargo, al aplicar 5 ppm existe
un decremento en la expresion de estas variables generando un desarrollo anormal
en la mayoria de las plantulas tratadas a dicha concentracion, disminuyendo a la

par el vigor de germinacion de las semillas evaluadas en este ensayo.

Palabras clave; nanotecnologia, zinc, hierro, germinacion, vigor.



I. INTRODUCCION

El uso de nuevas tecnologias est4 adquiriendo cada vez mas protagonismo
en la vida diaria, un ejemplo de ello es que la agricultura se esti4 beneficiando

enormemente de las aplicaciones nanotecnoldgicas.

La nanotecnologia (NT) representa una de las mas novedosas innovaciones
cientificas, y en muchos sentidos, la de mayor alcance en lo referente a la alta
tecnologia para la agricultura por su uso potencial y debido a su amplia variedad de
aplicaciones potenciales, que son de gran relevancia en la investigacion cientifica.
De hecho, se ha acufiado el término nanobiotecnologia, que combina numerosas
disciplinas cientificas, tan variadas como la biotecnologia, la nanotecnologia, el
procesamiento quimico, la ciencia de los materiales y la ingenieria de sistemas
(Maine et al., 2013).

Al igual que en otros sectores, la nanotecnologia promete revolucionar toda
la cadena alimentaria, desde la produccibn hasta el procesamiento,
almacenamiento y desarrollo de materiales innovadores, productos y aplicaciones

en la agricultura y medicina (Heath, 2008).

Las nanoparticulas (NPs) se clasifican en organicas o inorganicas, en funcion
de sus caracteristicas quimicas, su capacidad para transportar diferentes
ingredientes y para reaccionar frente a diferentes condiciones medioambientales.
Muchas de las nanoparticulas inorganicas son modificaciones de aditivos
alimentarios. Las nanoparticulas organicas se emplean principalmente para mejorar
el valor nutritivo de los alimentos, utilizandose como vehiculo para la liberacion de

vitaminas y otros nutrientes que favorecen a organismos (Chalco, 2009).

Entre las mas destacadas aplicaciones de NPs en la agronomia, Panwar et

al. (2012) senalan que hacen una contribucion significativa hacia la meta de
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rendimiento de los cultivos. Recientemente, las nanoparticulas han recibido una
atencién considerable por su efecto promotor y/o inhibidor en plantas, ya que sus
caracteristicas fisico-quimicas y de tamafo, les permite penetrar facilmente a través
de la membrana celular, de tal manera es importante estudiar la respuesta de

organismos Vvivos a la aplicacion de altas y bajas concentraciones de NPs.

Con la finalidad de entender cudales son los posibles beneficios de la
aplicacion de la NT en la agricultura, es necesario plantearse objetivos y realizar
investigaciones en diferentes etapas en la producciéon de cultivos, siendo asi la
aplicacion de NPs en semillas, ya que la germinacion es la primera etapa del
establecimiento eficiente de los cultivos, por lo tanto, uno de los primeros objetivos
a analizar para conocer el efecto que tiene sobre procesos fisiologicos.

Con base en lo antes mencionado, se presentan los resultados obtenidos de
la evaluacion durante el proceso germinativo de semillas de pepino (Cucumis
sativus) mediante la aplicacion de NPs ZnOy ZnO+Fe, y microparticulas (MPs)

de ZnO y QFe (quelato de hierro), a diferentes concentraciones.

HIPOTESIS
Al menos una de las NPs ZnO y ZnO+Fe, o microparticulas (MPs) de ZnO y
QFe, promueve el vigor de germinacion y el desarrollo de plantulas en semilla de
pepino. Por lo tanto, en tratamientos con NPs se esperan obtener plantulas de

mayor porte, en comparacion con el testigo.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta del proceso germinativo y el comportamiento de
plantulas de pepino obtenidas de semillas tratadas con NPs ZnO y de ZnO+Fe y
con microparticulas de ZnO y de ZnO+Fe.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto de la aplicaciéon de nanoparticulas de ZnO y ZnO+Fe, y

de microparticulas ZnO y QFe, en la germinacion de semillas de pepino.

e Analizar el efecto de NPs ZnO ZnO+Fe, y las microparticulas de QFe y ZnO-
en el crecimiento temprano de plantulas de pepino (Cucumis sativus) bajo

diferentes concentraciones



Il. REVISION DE LITERATURA
Nanotecnologia (NT)

Actualmente ya se encuentran algunas aplicaciones practicas de la
nanotecnologia y se prevé que habra muchas mas, por lo cual, es necesario evaluar
el impacto que tendrian; los paises desarrollados ya cuentan con programas para
financiar investigaciones en este campo, y recientemente, México y otros paises
latinoamericanos han hecho lo propio, en investigacion y las aplicaciones de la

nanociencia y la nanotecnologia. (Mendoza y Rodriguez, 2006).

En otro sentido, la NT se refiere a estructuras de un tamafio que van de 1 a
100 nm. La nanotecnologia trabaja con variedad de tamafos de estructuras
(Farokhzad y Langer, 2009), sin embargo, la verdadera nanotecnologia se refiere a

estructuras con dimensiones menores a 100mn.

Por lo que la palabra nanotecnologia se usa extensivamente para definir las
ciencias y técnicas que se aplican al nivel de nano-escala, es decir, medidas
extremadamente pequefias, nanos que permiten trabajar y manipular las
estructuras moleculares y sus atomos. En sintesis, esta tecnologia conduciria a la
posibilidad de fabricar materiales y maquinas a partir del reordenamiento de atomos
y moléculas extremadamente pequefias. Que al reducir la materia a dimensiones
extremadamente pequefias de particulas y ser manipuladas, demuestran

propiedades totalmente diferentes (Castillo, 2012).

La NT promete ser la proxima revolucién tecnolégica. Aungque es presentada
como una tecnologia limpia y benéfica (Foladori y Invernizzi, 2005) ya esta
generando considerable debate y rapidamente han emergido controversias a

propésito de sus posibles impactos sobre la salud y el medio ambiente.



Nanotecnologia en la agricultura

La NT es un area nueva de investigacion y elaboracion de materiales
industriales con base en la creacion de nuevas clases de estructuras moleculares
originales, muestra rapidos avances que prometen cambiar radicalmente o afectar
muchas disciplinas de la ciencia y la tecnologia. Ademas, ofrece innumerables
posibilidades para el progreso humano, mediante la creacién de varios tipos de
nanomateriales aplicables en revolucionarios tratamientos meédicos, en la
investigacion agricola y métodos de diagndstico de inocuidad alimentaria (Molins,
2008).

Las aplicaciones de la NT en los sistemas agricolas son diversas, ofreciendo
el potencial para mejorar significativamente su productividad y eficiencia, al reducir
costos y cantidades de agroquimicos aplicados. Las NPs metalicas de 6xido de zinc,
cobre y fierro, ya sean puras o mezcladas con plata, estdn siendo estudiadas
globalmente por su potencial agricola como promotores de crecimiento, nano-

fertilizantes y anti-microbiales (Méndez-Arguello et al., 2016).

Srilatha, et al, (2011) mencionan que las nanoparticulas son materiales
suficientemente pequefos, que les permite estar dentro del rango nanométrico, con
al menos una de sus dimensiones de menos de unos pocos cientos de nanémetros.
La agricultura es un area que requiere de la aplicacion de nuevas tecnologias para
mejorar el rendimiento de los cultivos. La agronanotecnologia implica el empleo de
nanoparticulas en la agricultura, el surgimiento de la nanotecnologia y el desarrollo
de nuevos nanodispositivos y nanomateriales abren nuevas aplicaciones

potenciales en la agricultura y la biotecnologia.

Por lo tanto, el desarrollo y aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura
requiere la formacién de grupos interdisciplinarios, debido a la conjuncion de
campos del conocimiento que son incluidos, de esta manera se buscan generar
técnicas de bajo impacto ambiental, que involucren actividades como disefio,
preparacion, evaluacion, asi como, efectos y transformacion. En el area agricola y

ambiental las NPs son importantes por su uso potencial en resolver problemas,
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respecto a la produccion agricola, la premisa basica es reducir al minimo las
pérdidas y disminuir los efectos adversos en el ambiente por el uso excesivo de
insumos agricolas, como fertilizantes y plaguicidas (Carrillo y Gonzéalez-Chaves,
2009)

Aplicacion de las nanoparticulas en la agricultura

Las inversiones en agricultura y alimentacion nanotecnologica van en
aumento, debido a que sus beneficios potenciales se enfocan a mejorar la calidad,
cantidad e inocuidad de los insumos agricolas para el humano al ser utilizados en
menor volumen y promoviendo mejoras en la nutricién (Razzaqg et al., 2016). Lo que

garantizaria la seguridad alimentaria a través de impulsar la produccién agricola.

En la agricultura la aplicacion de NT se ha visto con un mayor interés en
particulas en el desarrollo de nuevos nano-pesticidas y nano-fertilizantes, también
llamados nano-agroquimicos, Kah et al. (2012), con la finalidad que, al liberarlos la

contaminacion al medio ambiente sea de menor impacto.

Por otra parte, la aplicacion de nanoparticulas en una gran serie de cultivos
ha mostrados una mejora en la germinacion, crecimiento y calidad de plantulas, asi
como un cambio positivo en la expresion de genes que indican una mejora en
variedad de cultivos (Kole et al., 2013). Buscando un aumento en biomasa y mayor

contenido nutricional reduciendo las aplicaciones de productos de sintesis quimica.

Aplicacion de NPs en semillas

Los principales atributos de calidad en una semilla son: fisiolégico, sanitario,
fisico y genético. Estas cualidades de una semilla pueden asegurar el
establecimiento de cultivo, generando una buena produccion para agricultores.
Indiscutiblemente, la semilla de buena calidad representa el insumo estratégico por

excelencia que permite sustentar las actividades agricolas, contribuyendo
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significativamente a mejorar su produccion en términos de calidad y rentabilidad.
Por tal motivo, son de gran interés cientifico-técnico los trabajos encaminados a
estimular y prolongar la germinacién y posterior conservacion de las semillas, para
poder elevar la productividad de los cultivos de forma sostenible y enfrentar los

cambios en el entorno de manera mas apropiada (Doria, 2010).

Marcos (2015) indica que la evaluacion del vigor de la semilla tiene muchas
implicaciones importantes para la industria de semillas, como un monitoreo basico
del potencial fisiolégico de la semilla durante las diferentes fases de produccion de
semillas y un apoyo para decisiones estratégicas con respecto a la seleccion de
lotes de semilla de alta calidad para satisfacer la demanda del consumidor.
Tomando en cuenta los cuatro atributos de calidad (fisico, genético, fisiolégico y
sanitario) y asi contar con altas probabilidades de producir un cultivo sano y con

mayor rendimiento.

Durante el almacenamiento y el tiempo en que permanecen almacenadas,
los mecanismos de deterioro de la semilla disminuyen la germinacion, la velocidad
de crecimiento de la plantula y la tolerancia a condiciones adversas (Pichardo et al.,
2010). Por lo que, el vigor de semillas disminuye, la germinacion se reduce y por

ende la semillas muere.

Las NPs pueden desempeiiar un papel importante en la agricultura, como
fertilizantes compuestos y nanopesticidas, actuando como agentes de entrega de
productos quimicos que dirigen las moléculas a organulos celulares especificos en
las plantas, ademas pueden ser usadas en diversas especies de plantas para
promover la germinaciéon (NPs ZnO) y crecimiento de plantulas (Siddiqui et al.,
2015).

En la agricultura, las semillas tratadas con un recubrimiento de NPs son
llamadas semillas inteligentes (Chinnamuthu y Boopathi, 2009). Con ello, la
productividad de los cultivos se mejora y su germinacion; también, se asegura el

establecimiento de los cultivos en campo en condiciones favorables.
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El efecto de las NPs comienza a manifestarse desde la germinacion de las
semillas, reflejandose en una mayor emergencia y uniformidad, que se observa en
la germinacién final, obteniendo plantulas vigorosas, debido principalmente a la
penetracion de NPs en la semilla, lo que permiten aumentar la imbibicion de agua y
micronutrientes y beneficiando a las primeras etapas del proceso germinativo de las

semillas (Mahmoodzadeh et al., 2013).

Estudios recientes indican que, en semillas de tomate, aplicando tratamientos
de NPs, en cajas Petri por 24 h, con diferentes niveles de NPsCu y MPsCuSQOa
(micro particulas de CuSOa4) en concentraciones de 0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y 50 ppm,
se encontro que las NPsCu a 5y 10 ppm promueven el vigor de germinacion de las
semillas. Por otra parte, el tratamiento con 10 ppm incrementd la longitud del tallo y

el tratamiento con 5 ppm la longitud de radicula (Ruiz-Torres et al., 2016).

Por otra parte, Juarez et al. (2016) mencionan que el uso de nanoparticulas
como nanocobre (NPsCu) son muy utiles en la agricultura, ya que al realizar la
aplicacién muestran un mayor un crecimiento de plantulas y rendimiento obteniendo

una mayor calidad del fruto.

Estudio realizado por Abbasi et al. (2016), indicaron que la aplicacion de NPs
de silice y de plata a una concentracién de 20 y 60 %, al evaluar la germinacion de
semillas de Thymus kotschyanus, se encontraron valores mas altos (20 %) en los
pardmetros de germinacion de la semilla en los tratamientos con nano-plata. El
aumento de la concentracion de nanoparticulas de plata manifesté una disminucién

de la germinacion.

Funciones del zinc

El zinc es un micronutriente esencial para el crecimiento y la mejora de

plantas y es utilizado en gran diversidad de cultivos, desempefia la posicion mas
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importante en varias rutas metabdlicas y es esencial para activar varias enzimas
como el superdxido dismutasa, triptéfano sintetasa y deshidrogenasas (Narendhran
et al., 2016).

Aunque el zinc es uno de los nutrientes minerales esenciales a bajas
concentraciones, es muy toxicos en cantidades altas. Algunos fungicidas pueden
incrementar el contenido de zinc en plantas cultivadas y en el suelo. Casierra-
Posada y Poveda, (2005) indicaron que altas concentraciones de Zn ** reducen el
area foliar y la produccion de materia seca. La calidad de la fruta se mostr6 afectada
por este metal en plantas tratadas con altas concentraciones, se les redujo el

diametro y disminuy6 el contenido de clorofila y carotenos en las hojas.

Por otra parte, Méndez-Arglello et al. (2016) mencionan que el efecto
promotor de crecimiento de las NPs de ZnO+Ag y de las NPs de ZnO atribuyen a la
actividad del zinc, como precursor de la produccion de auxinas que promueven
division y elongacion celular; asi como por su influencia en la reactividad del acido
indolacético, el cual actia como fitoestimulante hormonal. También, puede ser
factible que estas NPs estén involucradas en la biosintesis de citoquininas y

giberelinas.

Un estudio realizado por Burman et al. (2013), revela que la aplicacion foliar de 1, 5
y 10 mg Lt de NPs ZnO durante un periodo de 15 dias en plantas de garbanzo
(Cicer arietinum), promovieron mayor altura y biomasa seca. Se destaca que la
aplicacion de zinc en forma de nanofertilizante aplicado directamente a la parte
aérea del cultivo en bajas dosis es mas eficiente para promover el crecimiento de
este, esto se debe a que el zinc es requerido para la produccion de biomasa, asi
como también este microelemento tiene una funcibn muy importante en el
Metabolismo de las auxinas, Sintesis de citocromos y nucleotidos y Produccion de
clorofila para en proceso fotosintético.
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Nanoparticulas de 6xido de zinc

Dentro de la nanotecnologia se habla de NPs metélicas, especialmente de
plata y 6xido de zinc, ya que son de las méas estudiadas por sus propiedades
antimicrobianas dentro de diversas areas como son: la industria, medicina y

alimentacion animal (Alvarado et al., 2014).

El ZnO es un metal de transicidon y un semimetal que puede reaccionar con
acidos y bases generando agua y sal. Es un material semiconductor, es
relativamente barato y presenta una baja toxicidad, siendo muy efectivo en la
proteccion contra los rayos UV. Es un material excelente para la fabricacion de
pantallas solares, porque absorbe los rayos ultravioletas y combate los potenciales

problemas asociados a la exposicion al sol (Martinello et al., 2012).

Por otro lado, en la agricultura las NPs de O0xido de zinc actian con un gran
efecto antifungico (Lira-Saldivar et al., 2014). Como una alternativa en el uso de
fungicidas sistémicos, los cuales tienen un efecto residual en los agroecosistemas

debido al negativo impacto que ocasionan.

Jayarambabu et al. (2014) mencionan que el efecto positivo de las NPs ZnO
en las plantas incluye un mayor porcentaje de germinacion, crecimiento temprano
de plantulas, incremento en la longitud de radicula y mayor acumulacion de

biomasa, debido a una mayor actividad fotosintética.

Estudios realizados con semillas de cacahuate, que fueron tratadas por
separado con diferentes concentraciones de 6xido de zinc (ZnO) y sulfato de zinc a
granel quelado (ZnSOa) (un suplemento de zinc comuan), respectivamente, a una
concentracion de 1000 mg L-! de NPsZnO, indican que promueve tanto la
germinacion de semillas y el vigor de las plantulas y, a su vez mostro
establecimiento temprano en el suelo que se manifiesta por la floracion temprana y

mayor contenido de clorofila de la hoja (Prasad et al., 2012).
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En el mismo sentido Raskar y Laware (2014), mencionaron que las NPs ZnO
tienen una potencial aplicacion como agentes bacteriostaticos y se pueden utilizar
para controlar la propagacion e infeccion de diversos patdégenos. Por lo que, en
semillas de cebolla tratadas con NPs a concentraciones de (0,0, 10, 20, 30, 40 ppm)
estudiando su efecto sobre estas, se observd que, a menor concentracion, la
germinacion aumento, sin embargo, mostr6 disminucion en valores a

concentraciones mas altas.

Existen reportes que indican que las NPs de ZnO incrementan el nivel de AIA
en raices y en los brotes apicales provocando un aumento en el crecimiento de
plantas, promoviendo de esta forma el aumento de biomasa seca en las plantas, en
semillas de cacahuete con las nanoparticulas sintetizadas de 6xido de zinc (ZnO),
plata (Ag) y dioxido de titanio (TiO2) superd en la mejora de la germinacion (75%),

la longitud de la raiz y por lo tanto el indice de vigor (Shyla y Natarajan, 2014).

Por otra parte, Sheykhbaglou et al. (2010) encontraron que la aplicacion de
NPs de 6xido de nano-hierro sobre el cultivo de soja mejoro el rendimiento de grano
y mayor peso seco de la vaina. El experimento determiné que a concentraciones de
0.75g fue aumentando el peso seco de la vaina. El mayor rendimiento de grano se

observo con el uso de 0.05 g de 6xido de nano-hierro.

Aplicacion de NPs y su fitotoxicidad

La aplicacion de NPs en cualquier area es relativamente nueva, por lo que
se desconoce los posibles efectos negativos que pudiera tener, sobre todo en los

cultivos, donde es factible que haya fitotoxicidad.

Zhang et al. (2015) investigaron la fitotoxicidad de las NPs ZnO sobre la
germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.) y de pepino (Cucumis sativus L.).
En la prueba de elongacion de la raiz, todas las plantulas fueron afectadas al ser
expuestas a una concentracion de 1,000 mg L, mostrando afectaciones en

radicula.
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Gutiérrez-Praena et al. (2009) mencionan que los humanos estan expuestos
a estas nanoparticulas, las cuales se pueden adquirir via respiratoria
(nanoparticulas suspendidas en el aire), dérmica (nanoparticulas ambientales,
cosmeéticos) y oral (alimentos, agua). La exposicion también se puede producir a
través de la instrumentacion médica o practicas clinicas, ya que se usan, por
ejemplo, en el tratamiento y diagndstico del cancer de mama y en el control de
infecciones en cirugia. Aun se desconoce su efecto al estar sometidos por largo

tiempo.

Aungue, estos materiales tienen caracteristicas deseables para aplicaciones
industriales, ya que los materiales nanoestructurados a menudo exhiben
propiedades beneficiosas, desde absorbancia UV en protector solar hasta
lubricacion de motores sin aceite. Los estudios en animales y humanos muestran
gue las nanoparticulas inhaladas se eliminan de manera menos eficiente que las
particulas mas grandes, las nanoparticulas pueden translocarse a muchos tejidos y
organos a través del sistema circulatorio, linfatico y nervioso. La clave para
comprender la toxicidad de las nanoparticulas se basa en su diminuto tamafo, ya
gue al ser mas pequefio que las células, les permite penetrar estructuras biolégicas

basicas, alterando su funcion normal (Buzea et al., 2007).
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ll. MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del sitio experimental

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de
Semillas de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista,
Saltillo, Coah.

Preparacion de las soluciones con nanoparticulas y microparticulas (MPs)

Las soluciones con NPs de ZnO y ZnO+Fe y con MPs de ZnO y QFe, se
prepararon incorporando las particulas en agua destilada, en concentraciones de O,
5y 10 ppm. Posteriormente se mezclaron con un vortex marca Lab-net por 20

minutos, en dos tiempos de 10.

Imbibicion de semillas de pepino (Cucumis sativus)

Para determinar el efecto de las NPs y de las MPs en la germinacion de
semillas de pepino (Cucumis sativus), se establecieron bioensayos que constaron
de cuatro tipos de particula (NPsZnO y NPsZnO+Fe; y MPsZnO y MPsuQFe), tres
concentraciones (0, 5, y 10 ppm), con tres repeticiones de 25 semillas cada una
(Cuadro 1). Posterior al tratamiento y con la ayuda de pinzas de diseccion, las
semillas se sembraron entre dos capas de papel Anchor, humedecido con agua
destilada, enrollando en forma de “taco”, estos fueron puestos en bolsas de
polietileno transparente y colocados en contenedores de plastico, para luego ser
introducidos a una camara bioclimatica a una temperatura de 25°C y un fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. Los ensayos se establecieron en un disefio

completamente al azar con arreglo factorial 4 x 3.
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Cuadro 1. Tratamientos con NPs de ZnO, ZnO+Fe y MPs de ZnO y QFe

aplicadas en semillas de calabaza en condiciones de laboratorio.

Tratamiento Concentracion
NPs/MPs ppm
NPsZnO 0

5

10

NPsZnO+Fe

10
MPsZnO

10
MPsQFe

10

ppm = partes por millén; NPs = nanoparticulas; MPs = microparticulas.

Variables evaluadas en las semillas germinadas

e Primer conteo de plantulas normales: Se realiz6 cuatro dias después de
la siembra, esta evaluacion es un indicador del vigor que posee la semilla
para germinar en menor tiempo y establecerse en condiciones de campo, el

resultado fue expresado en porcentaje.

e Plantulas normales (PN): al final del bioensayo se realiz6 un segundo
conteo de plantulas normales. Se entiende por plantulas normales aquellas
gue poseen todas sus partes (vastago y radicula) sin ninguna anormalidad

visible, esto al octavo dia después de la siembra.
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e Plantulas anormales (PA), todas aquellas que carecen de pliamula o
radicula, o presentan un desarrollo irregular de alguna de sus estructuras, el

resultado fue expresado en porcentaje.

e Semillas sin germinar (SSG), todas aquellas semillas duras o muertas que

no tuvieron la capacidad de germinar, el resultado se expreso6 en porcentaje.

e Longitud media de vastago (LV) y Longitud media de radicula (LR), se
midieron todas las plantulas normales por repeticion, esto es que no

presentaran rasgo alguno de anormalidad, la medida fue expresada en cm.

e Peso seco de plantula (PS), esta variable se obtuvo una vez determinadas
todas las variables anteriores, se realiz6 después de un secado de aquellas
plantulas consideradas normales, el secado tuvo una duracion de 24 horas
en una estufa marca Riosa H-48 a 72 °C. Pasadas las 24 horas se extrajeron,
y se dejaron en un desecador, posteriormente fueron pesadas en una
balanza analitica marca Precisa BJ610C, el resultado fue expresado en (mg

plnatula-t)

El experimento se establecio utilizando un disefio completamente al azar con
arreglo factorial. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza para
determinar diferencias estadisticas entre tratamientos (NPs y MPs), y entre
concentraciones, posteriormente se realizé una comparacién de medias con
la prueba de Tukey (P<0.05), para establecer el orden de eficiencia de
tratamientos (0, 5 y 10 ppm), utilizando el paquete estadistico SAS version
9.1.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (Cuadro
2) del bioensayo de germinacion de semillas de pepino (Cucumis sativum) para la
fuente de variacion tipo de particula existen diferencias altamente significativas
(P<0.01) para las variables vigor de germinacion, longitud de vastago y de radicula,
mientras que el porciento de germinacion y de plantulas anormales presentaron

diferencias significativas (P<0.05).

Para la fuente de variacion concentracion los resultados indican que existen
diferencias (P<0.01) para el vigor de germinacion, porciento de germinacion,
porciento de plantulas anormales, peso seco de plantula, longitud de vastago y de

radicula.

En el caso de la interaccion tipo de particula por concentracion, se mostraron
diferencias altamente significativas (P<0.01) para las variables porciento de
plantulas anormales, longitud de vastago y longitud de radicula. Mientras que el
porciento de vigor de germinacion, la germinacion final y semillas sin germinar
indicaron diferencias significativas (P<0.05), sin embargo, para la variable peso seco

de plantula no se detectaron diferencias estadisticas.

Lo anterior hace referencia a que la aplicacion de nanoparticulas y
microparticulas metélicas genera una influencia positiva en la manifestacion de
algunas de las variables estudiadas en este bioensayo, las cuales tienen una
estrecha relacion con los procesos de imbibicion, metabolismo, vigor de

germinacion, asi como crecimiento de vastago.
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion en

semillas de pepino (Cucumis sativus), tratadas con nanoparticulas y microparticulas de Zn y Fe.

F.V. GL VIGOR  GERM PA SSG PS GL LV LR
(%) (%) (%) (%) (%)  (mg/plantula) (cm) (cm)
NPMP 3 502.51**  46.66*  59.25*  1.62NS  1.35NS 3 64.98**  139.49**
CONC 2 745.33*  189.77**  256.00**  3.11NS 3.89% 2 75.66%  117.14**
NPMP*CONC 6 241.62*  45.77*  73.48%*  4.20% 0.80NS 6 18.96%*  47.40%
ERROR 24 93.33 13.33 18.22 1.33 0.55 817 4.38 4.76
CV % 13.17 3.91 64.03 207.84 4.86 23.26 19.99

** * Niveles de significancia al 0.05 y 0.01, respectivamente. NPMP=Tipo de particula (Nano o Micro); CONC=
Concentracion; F.V. Fuente de variacion; GL= Grados de libertad; VIGOR= Plantulas normales al primer conteo; GERM=
Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco de plantula;

LV= Longitud de vastago; LR= Longitud de radicula.
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En la comparacion de medias por tipo de particula (Cuadro 3), los resultados
mostraron diferencias estadisticas para el vigor de germinacion, porciento de
germinacion, porciento de plantulas anormales, longitud de vastago y longitud de
radicula, sin embargo, las variables porciento de semillas sin germinar y peso seco

de plantula no presentaron diferencias estadisticas.

La aplicaciéon de NPs-ZnO genero los mejores resultados para la promocion
del vigor de germinacion (81 %), superando en 24.61 % al tratamiento con NPs
ZnO+Fe, sin embargo, los tratamientos con (MPs ZnO, NPs ZnO+Fe, MPs QFe)
fueron estadisticamente iguales. Esta variable esta relacionada principalmente con
el metabolismo de las semillas, esto es, la segunda fase del proceso de
germinacion, indicando la velocidad con la que germina la semilla al cuarto dia

después de la siembra (Anexo 1).

Los resultados también indican que la variable porciento de germinacién, no
se reduce con la aplicacion de MPsZnO (96 %), NPsZnO+Fe (92 %) y MPsQFe (93
%), siendo estadisticamente iguales al testigo (Anexo 2), mostrando que al menos
no existe fitotoxicidad.

En cuanto a las variables LV y LR (Cuadro 3), los resultados indican que al
aplicar MPs QFe y NPs ZnO+Fe se increment6 el desarrollo de estas variables, sin
embargo, el maximo valor se obtuvo con MPs QFe, superando en 13.68 % y 15.5

% respectivamente, al tratamiento que presentd el menor desarrollo (NPs ZnO).

Se observo que las NPsZnO+Fe y MPsQFe tienen un efecto positivo en la
velocidad de germinacion de las semillas, favoreciendo también el desarrollo de
plantulas, indicando una mayor elongacion celular, lo anterior indica que estas NPs
tienen un efecto promotor del vigor, el cual esta intimamente relacionado con el

metabolismo que se realiza durante el proceso de germinacion.

Esto podria deberse a que el Zn** participa en la via de sintesis del
aminodacido triptéfano, precursor en la sintesis del &cido indol acético (AIA),
regulador del crecimiento y desarrollo de los brotes y hojas. Y el hierro, fue reportado

por Yasmeen et al. (2016), como promotor de la germinacion, al aplicar en semillas
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de trigo nanoparticulas de hierro, asimismo se obtuvo mayor crecimiento de raiz y
de plumula. Por otra parte, estudios realizados por Esparza Arredondo (2016)
indican cambios estadisticamente significativos en longitud de radicula y vastago
con la aplicacion de NPszZnO, ZnO+Ag, CuO y Fe203 en Cucumis sativus.
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Cuadro 3. Comparacion de medias para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion en semillas de pepino

(Cucumis sativus), por tipo de particula (Zny Fe).

Particula VIGOR GERM PA SSG PS LV LR
(%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
NPszZnO 8la 91b 9a Oa 15.93a 8.33 ¢ 10.02 b
MPszZnO 69ab 96a 4 b Oa 15.18a 8.82 bc 10.52 b
NPsZnO+Fe 65 b 92ab 7ab la 15.19a 9.34ab 11.50a
MPsQFe 78ab 93ab 6ab la 15.09a 9.47a 11.58a
x 73 93 6 1 15.35 4.38 4.76
Tukey (0.05) 12.56 4.74 5.55 1.50 0.97 0.53 0.55

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (0.05); VIGOR= Plantulas normales al primer conteo;

GERM= Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco de

plantula; LV= Longitud de vastago; LR= Longitud de radicula.
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Al efectuar la comparacion de medias por concentracion (Cuadro 4),
estadisticamente resultaron diferentes las variables vigor de germinacion, porciento
de germinacion, porciento de plantulas anormales, peso seco de plantula, longitud

de véastago y longitud de radicula, no asi el porciento de semillas sin germinar.

Cabe destacar que el porciento de vigor de germinacion y el porcentaje de
germinacion, presentan resultados estadisticamente iguales al testigo, sin embargo,
a una concentracion de 5 ppm el vigor y la germinacion presenté un decremento de

18.98 % y 7.36 %, en comparacion con el testigo (Cuadro 4)

El vigor es considerado como la habilidad para la emergencia en condiciones
ambientales desfavorables y el desempefio de las semillas posterior al
almacenamiento, por lo que es considerado un pardmetro sumamente importante
en la calidad fisiologica de las semillas, particularmente en la retencion de la
capacidad germinativa (Hampton y Tekrony, 1995).

Por otra parte, Navarro et al. (2009) indicaron que el vigor puede ser
considerado como la interaccion de aquellas propiedades que determinan el
comportamiento de la germinacion y la emergencia. Por ello, el vigor no puede ser

desvinculado como parte esencial de la calidad de las semillas.

En el caso del peso seco de plantula, la aplicacién de 5y 10 ppm a las
semillas durante la imbibicion, generd resultados positivos, ya que las plantulas

presentaron en promedio 15.69 y 15.66 mg plantula respectivamente.

Por otra parte, algunos autores mencionan que el efecto promotor o
inhibidor del crecimiento de las NPs en las plantas estad relacionado con su
concentracion, tamafio y las propiedades inherentes del elemento involucrado, asi
como la funcion fisiologica y bioquimica que desempefian en la planta, y si actla
como micronutriente tratandose de zinc, se argumenta que podrian incrementar los
niveles de la hormona acido indolacético (AlA), en las raices o brotes, que a su vez
pueden incrementar el vigor de las semillas y por ende el crecimiento de plantulas
(Wang, et al., 2015)
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Ulla y Arshad, (2014) mencionan que el efecto de las NPs en semillas
tratadas comienza a manifestarse desde la germinacion de las semillas, generando
un cambio en la dindmica de la germinacion, observandose un incremento en el

porcentaje de germinacion y el indice de velocidad de emergencia.

En este caso autores como Garcia-Lopez et al., (2017) mencionan que la
imbibicion de semillas en diferentes concentraciones de NPs ZnO aumenta
significativamente la germinacion y el vigor, mejorando el desarrollo de la longitud
de plimula y radicula, durante el proceso de germinacion, las NPs de ZnO en
concentraciones adecuadas puede mejorar significativamente la velocidad de

germinacion, generando plantulas de mayor vigor para la produccion.

Esto puede ser por qué el zinc forma parte de proteinas encargadas de
mantener la estructura tridimensional adecuada de la enzima ribulosa bifosfato
carboxilasa/oxigenasa, mejor conocida como Rubisco, la cual es responsable de la
fijacion del carbono atmosférico por las plantas. También mantiene activos al
fotosistema Il, encargado de captar la luz durante el proceso de fotosintesis, y a la
enzima anhidrasa carbdnica, involucrada en la hidratacion del dioxido de carbono

en las plantas (Amezcua Romero y Lara Flores, 2016).
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Cuadro 4. Comparacion de medias por concentracion para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de

semillas de pepino (Cucumis sativus), tratadas con NPs y MPs de Zn y Fe.

Concentracion VIGOR GERM PA SSG PS LV LR
(ppm) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
0 79a 95a 4b la 14.69 b 9.00b 11.18a
5 64 b 88 Db 1la la 15.69a 8.47 c 10.20 b
10 77a 96a 4b Oa 15.66a 9.46a 11.29a
X 73 93 6 1 15.35 4.38 4.76
Tukey (0.05) 9.84 3.72 4.35 1.17 0.76 0.41 0.43

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05); VIGOR= Plantulas normales al primer conteo;

GERM= Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco

de plantula; LV= Longitud de vastago; LR= Longitud de radicula.
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En lo que respecta a la longitud de vastago y de radicula (cm), se manifiesta
gue los mejores resultados para el incremento de estas variables se obtienen al
aplicar 10 ppm, ya que las plantulas tratadas a esta concentracion presentaron una
mayor elongacion, lo que se traduce en un estimulo para el crecimiento y el

desarrollo de plantulas.

En los Anexos 5 al 8 se observan las interacciones entre factores, indicando
gue tanto el tipo de particula como la concentracion afectan el comportamiento del
proceso germinativo. Sin embargo, no se observo un patron definido, por ejemplo,
en el Anexo 5 se ve que al tratar las semillas con MPsZnO a 10 ppm se obtiene el
mejor porcentaje de vigor de germinacion con 92 %. Por otra parte, al tratar las
semillas con MPsZnO al0 ppm se incrementa el porcentaje de vigor al maximo (100
%) (Anexo 6). Reduciéndose por completo el porcentaje de plantulas anormales
(Anexo 7). En cuanto a la longitud de vastago, la aplicacion de NPsZnOFe a 10 ppm

a semillas durante la imbibicion, resulta en la mayor longitud.

Estudios realizados por Cruz-Ruiz (2017), indican que la NP compuesta de
Zn+Fe (NPZnFe) a una concentracién de 10 ppm en semillas de Cucurbita pepo
var. Grey zucchini, tiene un efecto positivo en el vigor y en el incremento de la
longitud de plimula, sin embargo, un efecto similar se muestra a una concentracion

de 5 ppm incrementando el vigor y la longitud de radicula.

Krishna y Natarajan (2014) demostraron que con la aplicacién de NPs ZnO
se mejora la velocidad de germinacion en semillas de cacahuate. Los efectos
beneficiosos de las NPs podrian atribuirse a una mayor produccion de enzimas
responsables de las reacciones metabdlicas.

Por otra parte, un estudio realizado por por Lin y Xing (2007), quienes
evaluaron los efectos de cinco tipos de nanoparticulas (hanotubos de carbono,
aluminio, alimina, zinc y oOxido de zinc) sobre la germinacion de semillas y
crecimiento de las raices de seis especies de plantas (rabano, colza, centeno,
lechuga, maiz y pepino). La germinacion de las semillas no se vio afectada, con
excepcion del maiz a una aplicacion de 2000 mg L%, sin embargo, a bajas

concentraciones muestra un mayor desarrollo de raices, asi se demuestra que las
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NPs actuan de forma benéfica dependiendo del tipo, concentracién y especie de

cultivo.

V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que la aplicacion
de NPs durante la germinacién mejora notablemente la expresion de variables
asociadas con este proceso en semillas de pepino (Cucumis sativus). Sin embargo,

la aplicacion de NPsZnO+Fe presenta mejor respuesta en las variables evaluadas.

Se observo que la aplicacion de 10 ppm genera un efecto positivo en el
incremento del vigor de germinacion y el porciento de germinacion de las semillas
de esta especie Cucumis sativus, sin embargo, al aplicar 5 ppm existe un
decremento en la expresion de estas variables, incrementando a 12 % la presencia
de plantulas anormales, disminuyendo a la par el vigor de germinacion de las

semillas evaluadas en este ensayo.

Lo anterior nos conduce a la conclusion de que la aplicacion NPsZnO+Fe a
una dosis de 10 ppm durante la imbibicion de semillas de melén, mejora el vigor, la

germinacion y el crecimiento de plantulas, asi como la acumulacion de materia seca.

Tratar las semillas con NPsZnO+Fe a bajas concentraciones, genera una
respuesta positiva, al actuar como elementos promotores de crecimiento y
desarrollo, sin embargo, la dosis 6ptima depende de la interaccion que el tipo de

particula genera en el metabolismo de la planta y de la genética de la especie.

El uso de NPs durante el proceso germinativo genera un incremento en la

respuesta de variables fisiolégicas asociadas, motivo principal de este estudio.
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Anexo 5 porciento de vigor de germinacion por tipo de particula y por
concentracion.
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