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RESUMEN

Respuestas Fisioldgicas en Semillas de Rabano (Rhapanus sativus) y Maiz (Zea

mays L.) Promovidas por el Efecto de Nanoparticulas de Hidroxiapatita

El presente trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de
Semillas de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con el
objetivo de evaluar mediante un bioensayo el efecto de la aplicacion de
nanoparticulas de hidroxiapatita (NPsHA) sintetizadas en el Centro de Investigacion
en Quimica Aplicada (CIQA). Se analizé el efecto de este nanomaterial de forma
redonda, sobre parametros de calidad fisiologica en semillas de rabano (Rhapanus
sativus) y de maiz (Zea mays L.) para determinar si promueven o inhiben el vigor

de germinacién y crecimiento de plantulas.

El bioensayo consisti6 en siete tratamientos de NPsHA (0, 25, 50, 100, 200,
500 y 1000 ppm), cada tratamiento constd de 100 semillas fraccionados en 4

repeticiones de 25 cada una.

El estudio se estableci6 en cajas de Petri, y en cada caja se afadieron 30 ml
de la suspension de cada tratamiento, mientras que el testigo (0O ppm) consistio
Gnicamente en agua destilada, esto para inducir el proceso de germinacion de las
semillas, las cuales fueron sometidas a un proceso de imbibicién por 22 horas para
maiz y 24 horas para rdbano, con el fin de que el proceso de germinacion se iniciara
con la absorcion de las diferentes. La hidratacion de los tejidos en la semilla es un
proceso fisico con una duracién versatil segun la especie considerada; una vez que
la semilla se ha hidratado, comienzan a activarse toda una serie de procesos
metabdlicos que son fundamentales para que tengan lugar las tres etapas de la

germinacion (imbibicién, metabolismo y emergencia de radicula).

Después del tratamiento con las NPsHA, las semillas fueron sembradas
utilizando el método de germinacion entre papel, colocando las semillas entre dos
hojas de papel Anchor, humedecidas con agua destilada y dobladas a manera de

“taco”, los cuales se introdujeron en bolsas de plastico y se colocaron en una camara



de germinacién a una temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de
oscuridad a una humedad relativa de 75%. El bioensayo se establecio en un disefio
completamente al azar, conformado por las NPsHA a siete concentraciones (0O,
25,50, 100, 200 500 y 1000 ppm).

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza para
determinar las diferencias estadisticas entre concentraciones, posteriormente se
efectud una comparacion de medias utilizando la Prueba de Tukey (P<0.01), con el
fin de establecer el orden de eficiencia de los tratamientos, utilizando el programa
SAS Inc. (2009).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que las plantulas mostraron
una mejor respuesta para la expresion del peso seco de plantula y longitud de
vastago y de radicula, al aplicar 200 ppm, lo cual muestra que, a dosis altas
moderadas se promueve un incremento notorio de estas variables, como resultado
del estimulo que las NPsHA generan durante los procesos de imbibicion y de

germinacion.

Se demostré que la aplicacion de las NPsHA estimula la promocién del
crecimiento y el desarrollo, al evidenciar un mayor tamafio de plantulas y un
incremento en el peso seco de las mismas, al efectuar la comparaciéon de medias
entre tipos de concentraciones se encontrd que las NPsHA sintetizadas
concentraciones altas moderadas de 50 y 200 ppm, manifestaron una mejor
respuesta en las variables longitud de vastago y peso seco de plantula, sin embargo,
en el caso de la longitud media de plumula y de radicula en semillas de maiz no se
encontraron diferencias estadisticas. En este estudio se aprecia la posibilidad de
generar un incremento en la respuesta fisiologica de los diversos cultivos, a través
del efecto promotor de las NPsHA en diversas variables asociadas con la
germinacion y crecimiento de plantula durante el proceso de desarrollo, asumiendo
qgue la concentracion 6ptima depende del tipo de la especie vegetal que se esté

evaluando.

Palabras clave: nanoparticulas, hidroxiapatita, desarrollo, vigor, germinacion, peso

seco, plumula, vastago y radicula.



I. INTRODUCCION

Se ha sefialado que, en este siglo, la Nanotecnologia (NT) esta teniendo una
revolucién cientifica y tecnoldgica, sustentada en la capacidad de medir, manipular,
y organizar la materia a escala nanométrica, que se refiere, a 10° metros
(Rodriguez-Fernandez, 2016).

La NT es el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacién, manejo,
operacion y aplicacion de materiales aparatos y sistemas a nano escala. Esta tiene
un gran potencial, puesto que puede optimizar la calidad de vida a través de sus
aplicaciones en numerosos campos, por ejemplo, la agricultura y la tecnologia de

los alimentos (Ruiz-Torres et al., 2016).

Segun define la agronanotecnologia como la ciencia de producir
nanoparticulas y nanoelementos de materiales diversos para generar productos
agricolas como nanosensores, hanoplaguicidas, nanoherbicidas y nanofertilizantes

encapsulados para una liberacion controlada (Rodriguez-Fernandez, 2016).

Ruiz-Torres et al. (2016) sefialan que la agronanotecnologia representa una
gran oportunidad para disminuir el uso de agroquimicos sintéticos, con la
probabilidad de reducir el impacto ambiental que ha surgido en las Gltimas décadas.
Es por lo que la NT aplicada en la agroindustria tiene como fin crear productos con
ingredientes activos de tamafio nanométrico de facil disponibilidad, asimismo
minimizar pérdidas al subministrar el producto. Con el uso de nanomateriales se
puede lograr un uso eficiente del agua, control de plagas y enfermedades,
fomentando la agricultura sustentable para la deteccion y proteccion del medio

ambiente.

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

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

Los autores mencionados anteriormente también sefialan que los diversos
usos potenciales de la NT en la agricultura han desarrollado un gran interés, ya que
brindan la probabilidad de mejorar la produccion de alimentos, reduciendo costos
de produccion y de desechos de agroquimicos.

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

futuro.

Mencionado lo anterior, es preciso generar investigacion oportuna respecto
al efecto de las nanoparticulas en los cultivos, sustentado que el uso de estas

beneficia la produccion en el sector agricola.

En el presente trabajo se estudié la aplicacion de distintas concentraciones
de nanoparticulas de Hidroxiapatita (NPsHA), de tipo ingenieria, sobre el proceso
de germinacion en semillas de maiz var. GENEX-724 y rabano var. Champion, para
evaluar el efecto causado en los parametros de calidad fisiol6gica durante la
germinacioén, y asi comprobar si este tipo de NPs promueven el crecimiento y

desarrollo del cultivo durante sus primeras etapas.



1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de nanoparticulas de hidroxiapatita (NPsHA), de sintesis, a
diferentes concentraciones sobre el proceso de germinacién en semillas de maiz
var. GENEX-724 y de rdbano var. Champion, y su respuesta en paradmetros de

calidad fisiologica.

1.2 Objetivos especificos

1. Evaluar si las NPsHA actian como un agente promotor de la germinacion,

en semillas de maiz y rdbano.

2. Determinar si las NPsHA actian como un agente promotor del vigor,

crecimiento y desarrollo de las plantulas de maiz y de rabano.

1.3 Hipétesis

1. El uso y aplicacién de NPsHA promueve una respuesta positiva en el vigor y

la germinacién de las semillas, en comparacion con el testigo.

2. La aplicacion de NPsHA no tienen un efecto promotor en el vigor y en la

germinacion de las semillas, en comparacion con el testigo.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Principios de la nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) es un término que deriva del griego nanno, cuyo
significado es enano y permite un manejo de la naturaleza a escala molecular,
atomica y subatémica; es el disefio, caracterizacion y aplicacion de estructuras,
dispositivos y sistemas complejos mediante el control de la forma, el tamafio y las
propiedades de la materia a escala nanométrica. Ya que el término NT abarca un
amplio rango de herramientas, técnicas y viables aplicaciones, algunos cientificos
encuentran conveniente llamarlas nanotecnologias, y entre las disciplinas se
encuentran la quimica, la fisica, la biologia, la medicina y la ingenieria, entre otras

(Mendoza-Uribe y Rodriguez-Lépez, 2007).

Los autores mencionados anteriormente indican que el término NT fue usado
por primera vez en 1974 por un investigador de la Universidad de Tokio llamado
Norio Taniguchi, quien sefialdé la capacidad de manejar materiales a nivel
nanométrico (nm). Sugiere que el rango de tamafio de mayor beneficio para la
nanociencia y las nanotecnologias es de 100 nm o menos debido a que es cuando
los materiales pueden realzar sus propiedades o adquirir otras totalmente

diferentes.

2.2 Que son las nanoparticulas

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

por cualquier sustancia quimica (Chavez Mendoza, 2018).

Las NPs inorganicas son particularmente atrayentes como piezas de
construccion para ciertos propositos, debido a sus propiedades Opticas,

electronicas, magnéticas y cataliticas, de las cuales pueden ser moduladas
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simplemente cambiando su tamafio, forma, o la funcionalizacion de la superficie de
la nanoparticula, sin cambiar la composicién del material. Hasta ahora se han
realizado avances significativos utilizando estrategias de quimica humeda, para
sintetizar nanoparticulas de alta calidad de una gran variedad de materiales
inorganicos, incluyendo oro, plata, 6xido de hierro y semiconductores (Zanella,
2012). Segun este mismo autor las NPs debido a sus propiedades fisicas y quimicas

Unicas usualmente son descritas como atomos artificiales.

Los avances en los procesos de sintesis consienten el control preciso sobre los
parametros estructurales que rigen la formacion de las nanoparticulas lo que ha
permitido adaptar las propiedades de estos atomos artificiales de acuerdo con su

uso especifico (Figura 1).

Nanocapsulas Nanoparticulas

m 209+ 00

Nanotubo de Oro Quantum Nanoparticula Mesoporo
Carbon magnética

A Liberacién de particulas de acuerdo a la demanda de la planta

Pesticidas/herbicidas ‘ J

Fertilizantes

ADN =

Proteinas B. Liberacion especifica a la célula

Activadores

[ C.Marcaje en vivo

Figura 1. Aplicaciones de la nanotecnologla en la ciencia de plantas (Biogenetic,
2017).

Acorde con este esquema, en el entorno biolégico de las plantas, las NPs
pueden ser empleadas en diversas formas, pero destacan tres puntos importantes:
(A). Liberacién de agroquimicos y moléculas bio-activas dependiendo del estado de
la planta. (B). Liberacion de moléculas bio-activas (ejemplo nucleétidos, proteinas 'y
otras moléculas fitoactivas) en las células de la planta. (C). Transporte y liberacion
de elementos fluorescentes (por ejemplo, moléculas cuanticas o proteinas
fluorescentes) para el marcaje intracelular y la obtencibn de imagenes

microscopicas (Biogenic, 2017).



2.2.1 Areas de aplicacion de las nanoparticulas en la agricultura

Ruiz-Torres et al. (2016) mencionan diversas areas de aplicacion de las
nanoparticulas en la agricultura como:

Almacenamiento de energia; produccidon y conversion (modulos
fotovoltaicos). El uso de componentes nanoestructurados es eficiente en
sistemas de iluminacién y calefaccion, permite aumentar la capacidad de
almacenamiento eléctrico y lleva a una disminucion de la contaminacién por

el uso de la energia.

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

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

Nanocapsulas para la liberacion puntual de pesticidas. Las compaiiias
agroquimicas han reducido el tamafio de las particulas de las emulsiones
quimicas existentes, llevandolas a dimensiones nanoscoOpicas, 0 han
encapsulado los ingredientes activos en nanocdpsulas disefiadas para
abrirse bajo ciertas condiciones, respuesta a la luz solar, el calor o
condiciones alcalinas en el tubo digestivo de un insecto (Lugo-Medina et al.,
2010).

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

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

Nanosensores para la deteccion de plagas y de fitopatdgenos. En este caso,
el uso de NPs puede ayudar a incrementar la especificidad y eficiencia de
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herbicidas, plaguicidas y/o fitopatdégenos, asi como extender el periodo de
actividad de los principios activos por liberacién prolongada (Figura 2).

Quimicos
Residuos de pesticidas Bio-pesticidas
Deteccion de enfermedades Enzimas/inhibidores

Microorganismos

Liberacion

Quimicos

Bio-fertilizantes
Micronutrientes
Hormonas de crecimiento

Reduccion catalitica
Reduccidn foto-catalitica

Remediacion DNA
RNAi

Figura 2.Usos potenciales de las nanoparticulas en la agricultura, con enfoque a
fertilizantes, pesticidas, sensores, mejoradores del suelo y otros (Biogenic, 2017).

2.3 Sintesis de nanoparticulas

Zanella (2012) menciona que existen diversos métodos que se utilizan para la
sintesis de NPs, los mas empleados son aquellos que utilizan procedimientos
guimicos. Comunmente, inician con la reduccién de los iones metalicos a 4tomos
metélicos, seguido por la agregacién controlada de estos atomos. El método
quimico es el mas util para la obtencién de NPs uniformes y pequefas. Los métodos

mas caracteristicos de esta aproximacion son:

a) El método coloidal: los coloides son particulas individuales mas grandes que
las divisiones anatémicas, su comportamiento dinAmico en suspension en
funcién del tiempo se rige por las fuerzas de la gravedad y se da el fenbmeno
de sedimentacion, si son lo suficientemente pequefios para ser coloides,
entonces su movimiento irregular en suspension puede ser atribuido a
bombardeos colectivos de una multitud de moléculas térmicamente agitadas

en una suspension liquida.



b)

d)

f)

Reduccién fotoquimica y radioquimica: hace referencia a la sintesis de
nanoparticulas metélicas modificando el sistema quimico por medio de altas
energias se asocia con la generacion de reductores fuertes, altamente
activos como electrones, radicales y especies excitadas.

Irradiaciébn con microondas: esta técnica produce nanoparticulas con una
muy baja dispersion de tamafio, si bien no siempre se logre un control preciso
en la morfologia. Las microondas actian como campos eléctricos de alta
frecuencia, idoneos de calentar cualquier material conteniendo cargas
eléctricas como las moléculas polares en un disolvente o iones conductores
en un solido.

Utilizacion de dendrimeros: se logra alterando la naturaleza de los
dendrimeros, que son moléculas altamente ramificadas, las que incluyen un
nucleo central, unidades intermediarias repetitivas y grupos funcionales
terminales.

Sintesis solvotermal: se agrupan una serie de técnicas en las que un
precursor metalico disuelto en un liquido, en un recipiente cerrado, es
calentado arriba de su punto de ebullicién, lo que ocasiona una presién
superior a la atmosférica (normalmente moderada).

Método sol-gel: parte de una solucion quimica o sol que actia como
precursor de una red integrada ya sea de particulas discretas o de una red

de polimeros.

2.4 Efecto de nanoparticulas en diferentes variables fisiol6gicas

En el trabajo de Lira-Saldivar et al. (2016b), sugieren que las NPs alteran

algunas caracteristicas agrondmicas como: crecimiento de plantas, produccion de
biomasa y contenido de clorofila entre otras variables, lo cual influye sobre el
rendimiento de estas; desafortunadamente pocos reportes incluyen el ciclo de vida
de las plantas tratadas con NPs para hacer una evaluacion concluyente sobre los

posibles riesgos a largo plazo en los cultivos.
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Las NPs interactian con las plantas desarrollando numerosos cambios en su
morfologia y fisiologia, dependiendo de sus propiedades. La eficacia de las NPs se
establece por su composicion quimico, tamafo revestimiento superficial, reactividad

y lo mas importante, la dosis conveniente.

Los efectos de las NPs tienen mucha variacion con respecto al tipo de cultivo,
etapa de crecimiento de este, condiciones de desarrollo, método de aplicacion,

dosis aplicada e intervalos de aplicacion.

Ademas de los efectos positivos de las NPs en distintos cultivos, también se
han registrado efectos negativos en los cultivos como lo son, alteracién de la
nutricion mineral, fotosintesis, estrés oxidativo, genotoxicidad inducida y reducen el
crecimiento de las plantas. El efecto de toxicidad por NPs aumenta con dosis o
concentraciones altas de NPs aplicadas en las plantas (Lira Saldivar et al., 2018c).

2.5 ¢Que es la hidroxiapatita?

La hidroxiapatita (HA) es un biocristal formado por atomos de calcio, fésforo,
e hidrégeno, estando presente en dientes y huesos, concediéndoles su firmeza
caracteristica. Este material pertenece a la familia de las apatitas. En la naturaleza
las apatitas se pueden encontrar formando parte de las rocas sedimentarias y

metamorficas (Garcia-Gardufio y Reyes, 2006).

Bolivar (2019) sefiala que la hidroxiapatita es un mineral de fosfato de calcio,
cuya férmula quimica es Caio(PO4)s(OH)2. Junto a otros minerales y restos de
materia organica pulverizados y compactados, menciona que esta conforma la
materia prima conocida como roca fosforica. Alude que el término hidroxi se refiere

al anién OH~.

La hidroxiapatita se puede sintetizar mediante la reaccion de hidroxido de
calcio [Ca(OH)2] y acido orto fosférico (HsPOa4), con una relacion molar Ca/P de 10:6
(Lira Saldivar, 2018d).
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6 H3PO4+10 Ca(OH)2— Caio(PO4)s(OH)2+18 H20.

Ortiz et al. (2012) mencionan que se conocen cinco tipos de sintesis de NPs
de hidroxiapatita (NPH): 1) métodos secos, 2) métodos humedos, 3) procesos en
alta temperatura, 4) extraccion bioldgica, 5) métodos combinados; cada uno con

diversas subdivisiones.

2.5.1 Beneficios de la hidroxiapatita

Niranjan et al. (2014) en su estudio acerca del efecto de las NPsHA sobre el
crecimiento de las plantas de garbanzo (Cicer arietinum) y su posible uso como
fertilizante, sefialan que el proceso de germinacion del cultivo se mejoré con la
adicion de NPsHA. En el caso de la muestra con 0.5 mg/ml de NPsHA, demostraron
que el porciento de germinacion fue de un 100% en 60 horas, mientras que en el
tratamiento con 1.0 mg/ml se demostrd una germinaciéon del 100% en 54 horas, en
relacion con el testigo se observdé una germinacion del 88% en 60 horas.
Concluyeron que las NPsHA actuan favorablemente en la germinacion y regulaciéon
del crecimiento vegetal en semillas de garbanzo. La posible razon de esta respuesta
es el aumento de la actividad de la hormona del crecimiento (giberelinas), debido a
qgue la HA es biocompatible, y se puede usar como fertilizante. En la (Figura 3), se
observa su aplicacion: a) plantulas en la etapa de 3 dias, b) en la etapa de 6 dias,
c) en la etapa de 12 dias y d) porcentaje de germinacion de semillas acuerdo al
tiempo (hora).
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Figura 3. Patrones de crecimiento de plantas y tasa de germinacion (Niranjan et al.,
(2014).

Ortiz et al. (2012) en ensayo realizado con semillas de lechuga (Lactuca
sativa) observaron que las NPsHA no tienen efectos téxicos en el proceso
germinativo. La concentracion de fosforo disponible en los minerales no fue
suficiente para ser absorbida por las semillas, por ultimo, la reduccién en el tamafio
de NPsHA no facilité su absorcién. Se aplicaron pequefas cantidades de esta, y el

pH de la solucién no expres6 algun efecto toxico en la planta.
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2.5.2 Nanohibridos de Hidroxiapatita

Consiste en la cruza de dos nanoparticulas, las combinaciones de los
nanocomponentes dan lugar a propiedades multifuncionales debido a los efectos

sinérgicos de las interacciones entre particulas.

Desde un punto de vista cientifico, los grupos funcionales de superficie
reactiva de la hidroxiapatita ofrecen oportunidades para la modificacion de la
superficie mediante la inmovilizacion de productos quimicos estratégicos para la

creacion de nanohibridos con propiedades multifuncionales (Kottegoda et al., 2017).

En la actualidad, casi la mitad de la poblacién mundial depende del aumento
de los rendimientos de los cultivos, especialmente el trigo y el arroz, mediante el
uso de fertilizantes nitrogenados. Sin embargo, la descomposicién prematura de la
urea en el suelo se produce debido a la accién del agua, la volatilizacion y la enzima
ureasa que conduce a la evolucién del amoniaco, antes de que las plantas puedan
adsorberlo de manera eficiente. Este es un desafio para la agricultura mundial y

amenaza la seguridad alimentaria.

Estudios realizados en el cultivo de arroz, obtienen como resultado que los
nanohibridos de urea e HA exhiben una liberacion lenta de N, en contraste con la
urea pura que se libera en minutos. El trabajo demuestra que la NT puede usarse
para desarrollar fertilizantes de liberacion lenta, que consiguen aumentar
significativamente la eficiencia con una menor cantidad de otros productos quimicos
utilizados manteniendo el rendimiento (Kottegoda et al., 2017), lo anterior en

comparacién con agroquimicos tradicionales de uso actual.

Existen multiples investigaciones respecto al uso de la hidroxiapatita en el
area de la salud, y estrechamente para el ambito agricola, por lo que la presente

investigacion se enfoca en el efecto de estas NPs en semillas de rabano y maiz.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del sitio experimental

El trabajo se condujo 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), ubicada en Buenavista, al

sur del municipio de Saltillo, Coahuila, México.

3.2 Material biolégico

El material biologico utilizado en este trabajo es una variedad sintética de
maiz denominada “GENEX-724" adaptada para ambientes de 0 a1000 metros sobre

nivel del mar, y semilla de rdbano “Champion” apropiada para climas calidos.

3.3 Disefio experimental

El bioensayo se establecié en un disefio al azar conformado por NPsHA de
tipo Ingenieria a siete concentraciones (0, 25, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm). Los
tratamientos se constituyeron de suspensiones preparadas con agua destilada,
empleada como vehiculo de aplicacion y NPsHA a diferentes concentraciones
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tratamientos de NPsHA aplicados para evaluar su efecto en la
germinacion y el vigor de semillas de maiz de la variedad GENEX-724, y de rdbano
variedad Champion.

Concentracion
(ppm)

0
25
50

100

200

500
1000

3.4 Tipo de nanoparticula

Se us6 un tipo de nanoparticula de ingenieria tipo redonda, elaborada a base
hidréxido de calcio [Ca(OH)2] y acido orto fosférico (HsPO4) (NPsHA), con un
tamafio entre 15 a 30 nanémetros, elaborada y caracterizada en el Laboratorio de
Materiales Avanzados del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA).

3.5 Establecimiento del Bioensayo

3.5.1 Germinacién de semillas

Para evaluar el efecto de la aplicacion de los materiales nanoestructurados
en la germinacion de semillas de maiz y de rabano, se establecieron dos
bioensayos, los cuales consistieron en siete tratamientos y de cuatro repeticiones

de 25 semillas cada uno, para semillas de maiz y 50 de rabano.
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Con la finalidad de evaluar la aplicacion de las suspensiones con NPsHA, se
utilizaron cajas de Petri, las cuales fueron esterilizadas de manera previa,
posteriormente, con ayuda de unas pinzas estériles se distribuyeron 100 semillas

de maiz en cada una de las cajas y en otras 200 (rabano).

Antes de la aplicacion de los tratamientos, cada solucion se sometio a un
proceso de sonicacidon durante quince minutos para obtener una dispersion
adecuada de las NPsHA, se utilizd un sonicador marca Autoscience modelo
AS2060B Ultrasonic Cleaner. Posteriormente se afiadié cada solucién con ayuda
de una micropipeta, empleando30 ml en cada caja de Petri, segun el tratamiento

correspondiente y realizando una dispersion uniforme sobre las semillas.

Posterior a la imbibicion por 22 horas de las semillas de maiz y por 24 las de
rabano, se procedié a la siembra para el ensayo de germinacion a través de la
técnica “Entre papel”. Se manejaron hojas de papel Anchor humedecidas en agua
destilada, sembrando con ayuda de unas pinzas, 25 semillas por repeticion de maiz,
y 50 semillas por repeticion en rAbano. Una vez sembradas de manera uniforme en
linea horizontal, se cubrieron las semillas con otra hoja de papel Anchor humedecida
con agua destilada, y se envolvié en forma de “taco”, esta accion se efectud para

las cuatro repeticiones de los siete tratamientos.

Una vez realizada la siembra, se colocaron los tacos en una bolsa de
polietileno de 25 x 40 cm, utilizando una bolsa por cada tratamiento, y ubicados en
una bandeja de plastico profunda. Las siete bolsas de semillas con los tacos de
maiz y las siete bolsas con tacos de semillas de rabano fueron rotuladas para
identificarlas al momento de su evaluacion, después fueron colocadas dentro de
una camara de germinacion marca Thermo Scientific, a una temperatura de 25 °C,
con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, una humedad relativa
de 75 %.
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3.6 Evaluacién del bioensayo

3.6.1 Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron el porciento de vigor de germinacion (%), el
porciento de germinacion (%), porciento de plantulas anormales (%), porciento de
semillas sin germinar, longitud de plumula (maiz) y de vastago (rabano) (cm),
longitud de radicula (cm), peso seco de plantulas (mg/plantula) y se calculdé un

indice de vigor.

3.6.2 Metodologia para la evaluacién de las variables

a) Vigor de germinacion

Al cuarto dia después de la siembra de semillas de rdbano, y al cuarto dia en
semillas de maiz se realizo el primer conteo para determinar el nUmero de plantulas
normales, a fin de conocer el vigor de germinacion de las semillas, ya que es un
parametro muy relevante, debido a que representa la velocidad y uniformidad de la
germinacion, el crecimiento de plantulas y la habilidad de conservar la capacidad de
germinacion después del almacenamiento. Se consideran plantulas normales las
qgue tienen la capacidad de germinar y continuar con su desarrollo de manera
adecuada, bajo condiciones favorables de luz, humedad y temperatura (Manfrini,
2004).

El vigor de germinacién se establecié de acuerdo con la siguiente formula:

Numero total de semillas normales x 100

Vigor de germinacion (%) = -
9 g (%) NUmero total de semillas sembradas

b) Porciento de germinacién

Al séptimo dia se efectuo la evaluacion final del bioensayo, se realizo el

segundo conteo para conocer el numero total de plantulas normales, plantulas
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anormales y el numero de semillas sin germinar. El porciento de plantulas normales
se tomo6 en cuenta como el dato util para evaluar el porcentaje de germinacion

utilizando la formula:

Numero de plantulas normales x 100
NuUmero total de semillas sembradas

Porciento de germinacion (%) =

c) Porciento de plantulas anormales

Con la finalidad de obtener el porcentaje de esta variable se evaluaron todas
las plantulas que presentaron un desarrollo irregular en la constitucién de esta,
como algunas plantulas con un tamafio dos veces menor al que presenta su semilla

0 gque la plumula o radicula no se desarrollaron correctamente.

d) Porciento de semillas sin germinar

Las semillas que no manifestaron la capacidad de germinar se registraron

para presentar esta variable en porcentaje.

e) Longitud de plumula (maiz) y de vastago (rdbano)

Para realizar la evaluacion de longitud de pliumula y de vastago se midieron
todas las plantulas normales de cada tratamiento y repeticién, manipulando una hoja

milimétrica graduada en cm.

f) Longitud de radicula

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

magnitud.

g) Peso seco de plantula

Una vez obtenida la evaluacion del bioensayo, se utilizaron las plantulas
normales por cada tratamiento, se colocaron en bolsas de papel de estraza

rotuladas para su identificacion, posteriormente se ubicaron en una estufa de
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secado marca Riossa modelo H-48, a una temperatura de 72 °C por un lapso de 24
horas.

Al término de este periodo de tiempo se retiraron las muestras de la estufa y
se colocaron en un desecador, con el fin de evitar que adquirieran humedad del
ambiente durante 10 minutos de enfriamiento. Posteriormente se pes6 cada
muestra en una balanza analitica marca AND modelo HR-200, para obtener el peso

de materia seca expresado en mg/plantula.

h) indice de vigor

El vigor, se basa en el comportamiento fisico o fisiolégico de un lote de
semillas, e incluye: 1) cambios en los procesos bioquimicos, 2) tasa y uniformidad
de la germinacion y el crecimiento de las plantulas, y 3) la germinacion o capacidad
de emergencia de las semillas al ser expuestas a condiciones de estrés. A
continuacion, se explica el porciento de plantulas normales que se tomé6 en cuenta
como el antecedente util para evaluar el porcentaje de indice de vigor (V) utilizando

la formula:

% Indice de Vigor = ((longitud de vastago + longitud de radicula) *10) * % de

germinacion

3.7 Andlisis del bioensayo

Con los datos obtenidos de las variables evaluadas del bioensayo realiz6 un
andlisis de varianza, para revelar la existencia de diferencias estadisticas entre las
distintas concentraciones de NPsHA, ademas se realiz6 una comparacion de
medias utilizando la Prueba estadistica de Tukey (P<0.05), para conocer el orden
de eficacia de los tratamientos. Todos los analisis estadisticos fueron efectuados

utilizando el programa SAS Inc. (2009).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en los cuadrados medios del
andlisis de varianza (Cuadro 2) para las variables evaluadas en el bioensayo de
germinacion de semillas maiz var. GENEX-724, sometidas a diferentes
concentraciones de NPsHA de tipo ingenieria, en la fuente de variacion tratamiento,
los resultados mostraron diferencia altamente significativa (P< 0.001) para la
variable de peso seco de plantula, mientras que para las variables longitud de

plumula e indice de vigor se encontraron diferencias significativas (P< 0.05).

En cuanto al porcentaje de vigor de germinacion, germinacién, plantulas
anormales, semillas sin germinar y longitud de radicula en semillas de maiz no

presentaron diferencias estadisticas.

Por otra parte, los resultados obtenidos en los cuadrados medios del andlisis
de varianza (Cuadro 3) para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacién
de semillas de rdbano var. Champion, sometidas a diferentes concentraciones de
NPsHA de tipo ingenieria, en la fuente de variacién tratamiento, los resultados
mostraron diferencias significativas (P< 0.05) para las variables porciento de vigor
de germinacién, germinacion, longitud de vastago, longitud de radicula, peso seco

e indice de vigor.

No se observaron diferencias altamente significativas, de igual forma, las
variables como plantulas anormales y semillas sin germinar no presentaron

diferencias estadisticas (Cuadro 3).

Lo anterior hace referencia, a que las nanoparticulas es un factor
fundamental que influye en la expresion de algunas de las variables fisioldgicas, en
ambas semillas, relacionadas con la germinacion y que fueron evaluadas en este
estudio. Méndez-Arguello, et al. (2016) mencionan que otro factor que puede
contribuir a los efectos positivos de las NP aplicadas, es su tamafio micrométrico,
ya que el tamafio 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.
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Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de
semillas de maiz tratadas con NPsHA.

FV Vigor de Germinacion PA SSG LP LR PS INVIGOR
germinacion (%)
(%)
Tratamiento 17.90ns 14.28ns 4.57ns 19.81ns 2.13*  0.37ns 76.87**  8107578.46*
Error 22.86 26.48 8.57 16.76 0.56 0.85 1091  3277707.2
CV (%) 5.15 5.51 136.62 89.56 6.31 3.63 4.24 5.22

F. V= Fuente de variacion; Vigor= Plantulas normales al primer conteo; Germinaciéon= Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas
anormales; SSG= Semillas sin germinar; LP= Longitud de plumula; LR= Longitud de radicula; PS= Peso seco; INVIGOR= indice de vigor; ERROR=
Error experimental; CV= Coeficiente de variacion; NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05). **=Diferencias altamente

significativas (P<0.001).
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Cuadro 3. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de
semillas de rabano tratadas con NPsHA.

FV Vigor de Germinacién PA SSG LVAS LR PS INVIGOR
germinacion (%)
(%)
Tratamiento 40.80* 70.66* 9.14\s 11.57ns 0.45* 2.49* 876809.537* 6513146.88*
Error 13.66 28.04 10.52 11.57 0.12 0.83 282605.95 2416773.49
CV (%) 4.25 6.26 46.82 44.50 4.72 6.59 7.50 8.70

F. V= Fuente de variacion; Vigor= Plantulas normales al primer conteo; Germinacién= Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas
anormales; SSG= Semillas sin germinar; LVAS= Longitud de vastago; LR= Longitud de radicula; PS= Peso seco; INVIGOR= indice de vigor;

ERROR-= Error experimental; CV= Coeficiente de variacion; NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05). **=Diferencias
altamente significativas (P<0.001).
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Al efectuar la comparacion de medias por tratamiento (Cuadros4 y 5) en
semillas y plantulas de maiz, se demostré que la aplicacion de NPsHA, genera una
alteracion en respuesta fisioldgica para las variables longitud de plumula y peso
seco de plantula, identificando diferencias estadisticas en las concentraciones de

los tratamientos empleados.

En el caso de la longitud de plumula en plantulas de maiz (Cuadro 4), se
encontré que el suministro de NPsHA en concentraciones de 0 a 500 ppm durante
la imbibicién, genera el mismo efecto, ya que son estadisticamente iguales. Sin
embargo, numéricamente se observa una reduccion gradual del crecimiento. El
tratamiento con 1000 ppm particularmente mostro la menor longitud en centimetros,

con una media de 10.46cm (Anexo 1).

En general se observo para esta variable, una reduccién en el crecimiento de
la plamula al incrementar la concentracion de las NPsHA, indicando posiblemente

un efecto negativo en la division o elongacion celular.

Respecto a la variable peso seco de plantula de maiz (Cuadro 4), se
encontré que entre las concentraciones de 50 y 200ppm son los tratamientos con la
media de mas miligramos por plantula en peso seco, en cambio el segundo
tratamiento (25 ppm) mostr6 un valor medio estadisticamente igual a las

concentraciones del testigo ya 500,100 y1000ppm (Anexo 2).

Por otra parte, y de acuerdo con el ANOVA, la comparacion de medias de las
variables evaluadas en maiz, porcentaje de vigor de germinacion, germinacion,
plantulas anormales, semillas sin germinar, longitud de radicula e indice de vigor,

no presentaron diferencias estadisticas significativas (Cuadros 4 y 5).
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Cuadro 4. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de maiz (Zea
mays) tratadas con NPsHA.

Tratamiento Vigor de Germinacién PA SSG LP LR PS
(ppm) germinacion (%) (%) (%) (cm) (cm) (mg/plantula)
(%)
0 94 a 94 a 2a 4 a 12.29 a 25.05a 75.59 c
25 93 a 94 a la 5a 12.68 a 26.04 a 79.09 abc
50 94 a 93 a 4a 3a 12.36 a 26.04 a 83.62 a
100 89 a 90 a 2a 8a 11.94 ab 25.13 a 7254 c
200 95 a 96 a 2a 2a 11.74 ab 25.15a 83.44 a
500 94 a 94 a 3a 3a 11.51 ab 25.21a 75.88 bc
1000 91 a 92 a la 7a 1046 b 24.80 a 7440 c
Media 92.86 93.29 2.14 4.57 11.85 25.35 77.94
Tukey (0=0.05) 10.99 11.83 6.73 9.41 1.72 2.097 7.59

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P< 0.05); ppm= partes por millén; Vigor= plantulas normales al primer conteo;
Germinacién= plantulas normales al segundo conteo; PA= plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar; LP= Longitud de plumula; LR= longitud de
radicula. PS= peso seco de plantula.
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Cuadro 5. Comparacion de medias de la variable indice de vigor evaluada en el bioensayo de germinacion de semillas de

maiz (Zea mays) tratadas con NPsHA.

Tratamiento indice de vigor

(ppm) (%)

0 35091 a

25 36409 a

50 35704 a

100 33362 a

200 35410 a

500 34522 a

1000 32301 a

Media 34685.57

Tukey (0=0.05) 4161.6

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P< 0.05); ppm= partes por millén
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Al efectuar la comparacion de medias por concentracion en semillas de
rabano (Cuadro 6 y 7), se evidencié que la aplicacion de NPsHA, genera una
modificacion en la respuesta fisioldgica para las variables vigor de germinacion,
porciento de germinacion, longitud de vastago, longitud de radicula y peso seco de

plantula identificandose diferencias estadisticas entre los tratamientos empleados.

En el caso del porciento de vigor de germinacion se encontré6 que el
suministro de NPsHA en concentracion de 500ppm durante la imbibicién, genera un
efecto de inhibicién ya que mostré un menor porciento de vigor de germinacion en
comparacién a los otros tratamientos e incluso el testigo, que particularmente

mostro el mayor porcentaje, con una media de 93 % (Anexo 3).

De igual manera en el porciento de germinacion (Cuadro 6) se observo que
en la aplicacion de NPsHA en concentracion de 1000ppm durante la imbibicion,
generd el mismo efecto negativo, ya que se obtuvo un menor porciento de
germinacion en comparacion a los otros tratamientos e incluso el testigo, que
particularmente mostr6 el mayor porcentaje, con una media de 90% (Anexo 4).
Mientras que la variable peso seco de plantula a una concentracion de 1000ppm
obtuvo un mayor peso seco de 8.08mg/plantula, en comparaciéon a las demas

concentraciones (Anexo 5).

Lo anterior indica que, tratando la semilla con 500 ppm, se disminuye el
porcentaje de vigor de germinacion de 93% (Testigo) a 82%, también a una
concentracion de 1000ppm se reduce el porciento de germinacion de 90% (Testigo)
a 77%. Por lo que, aportar a la semilla de rabano, durante la imbibicion

concentraciones altas de NPsHA, afecta el vigor y emergencia de plantula.

No obstante respecto a las variables longitud de vastago y de radicula en
rabano, se not6 un cambio favorable con la aplicacion de NPsHA a una
concentracion de 200ppm, mostrando un mayor desarrollo con 7.71cm de longitud

de vastago y 14.45cm longitud de radicula (Anexos 6y 7).
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Cuadro 6. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de rabano
(Rhapanus sativus) tratadas con NPsHA.

Tratamiento Vigor de Germinacion PA SSG LVAS LR PS
(ppm) germinacion (%) (%) (%) (cm) (cm) (mg/plantula)
(%)
0 93 a 90 a 55a 5 a 7.04 ab 13.43 ab 6.75 b
25 87 ab 84 ab 9 a 75a 6.74 b 1223 b 7.10 ab
50 88 ab 86 ab 6 a 8 a 7.44 ab 14.29 ab 681 b
100 87 ab 87 ab 7 a 6 a 7.46 ab 14.02 ab 7.08 ab
200 88 ab 87 ab 5 a 8 a 7.71a 14.45 a 6.72 b
500 82 b 82 ab 85a 10 a 7.44 ab 14.29 ab 7.03 ab
1000 87 ab 77 b 75a 9 a 7.06 ab 14.25 ab 8.08 a
Media 87 85 6.93 7.64 7.27 13.85 7.08
Tukey (0=0.05) 8.4 12.17 7.46 7.82 0.79 2.097 1.22

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P< 0.05); ppm= partes por millén; Vigor= plantulas normales al primer conteo;
Germinacién= plantulas normales al segundo conteo; PA= plantulas anormales; SSG= semillas sin germinar; LVAS= longitud de vastago; LR= longitud de
radicula. PS= peso seco.
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Cuadro 7. Comparacion de medias de la variable indice de vigor determinada en el bioensayo de germinacion de
semillas de rabano tratadas con NPsHA.

Tratamiento indice de vigor

(ppm) (%)

0 18359 a

25 15824 a

50 18674 a

100 18680 a

200 19284 a

500 17748 a

1000 16447 a

Media 17863.71

Tukey (a=0.05) 3573.5

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P< 0.05); ppm= partes por millén



Con relacion a lo mencionado, se calcularon coeficientes de correlacion de
Pearson para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas
de maiz con NPsHA (Cuadro 8).

Los resultados mostraron correlacion positiva entre la variable vigor de
germinacion con porciento de germinacién (r=0.94**) e indice de vigor (r=0.75 **),
en cambio la relacion con la variable semillas sin germinar fue negativa, mientras
que para la variable plantulas anormales se encontré correlacion negativa
significativa (r=-0.42*); las variables como peso seco, longitud de plimulay longitud
de radicula no presentaron correlaciones significativas con el porciento de vigor de

germinacion (Cuadro 8), para semillas y plantulas de maiz..

lgualmente, los resultados manifestaron correlaciobn negativa altamente
significativa entre germinacion y plantulas anormales(r=-0.52**) y semillas sin
germinar (r=-0.82**), y una correlacion positiva con el indice de vigor (r=0.74**); en
cambio las demds variables como peso seco, longitud de plumula y longitud de
radicula no presentaron correlacion significativa con el porciento de germinacion
(Cuadro 8).

El porcentaje de plantulas anormales solo mostré una correlacion positiva
significativa con la variable del peso seco de plantula (r=0.35*). Las variables
restantes no presentaron diferencias estadisticas en correlacién con la variable
plantulas anormales (Cuadro 8). En cuanto a las semillas sin germinar de maiz, se
manifestdé solo una correlacion negativa altamente significativa con indice de

vigor(r=-0.67**), las variables restantes no presentaron diferencias estadisticas.

Por otro lado, se mostraron un par de correlaciones positivas significativas
entre la variable de peso seco de plantula con longitud de plumula (r=0.35%) y con
longitud radicula (r=0.34") (Cuadro 8).

La variable longitud de vastago presenté una relacién positiva significativa
con el indice de vigor (r=0.38"). Por ultimo, respecto al bioensayo con semillas de
maiz la longitud de radicula presento una correlacion significativa con el indice de
vigor (r=0.43").
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Cuadro 8. Coeficientes de correlacion Pearson de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de

maiz (Zea mays) tratadas con NPsHA.

Variables Germinacion PA SSG PS LP LR INVIGOR
(%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Vigor (%) 0.94** -0.42* -0.82* -0.07ns -0.17ns 0.00ns 0.75**
Germinacion (%) -0.52** -0.82* -0.14ns ~0.21ns -0.13ns 0.74**
PA (%) 0.06ns 0.35* 0.08ns 0.30ns 0.29ns
SSG (%) -0.07ns 0.19ns -0.05ns -0.67**
PS (mg/pléantula) 0.35* 0.34* 0.17ns
LVAS (cm) 0.29s 0.38*
LR (cm) 0.43*

Vigor= Plantulas normales al primer conteo; Germinacion= Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas anormales;
SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco; LP= Longitud de plimula; LR= Longitud de radicula; INVIGOR= indice de vigor;

NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05). **=Diferencias altamente significativas (P< 0.001).
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Para las variables evaluadas en semillas y plantulas de rabano, también se

obtuvieron los coeficientes de correlacién de Pearson (Cuadro 9).

La informacion generada en este trabajo mostré0 una correlacion positiva
altamente significativa entre vigor de germinacion con porciento de germinacion
(r=0.69™), en cuanto a la relacién con la variable semillas sin germinar fue negativa
altamente significativa (r=-0.79™); mientras que para la variable plantulas anormales
(r=-0.46") se encontré correlacion negativa significativa e indice de vigor se encontré
correlacién positiva significativa (r=0.45"); las variables como peso seco de plantula,
longitud de vastago y longitud de radicula no presentaron diferencias estadisticas

en correlacidn con el porciento de vigor de germinacion.

La correlacién entre la variable porciento de germinacion y plantulas
anormales (r=-0.67"), semillas sin germinar (r=-0.68**) y peso seco(r=-0.69")
resultaron negativas y significativas; pero, habiendo una correlacion positiva con
indice de vigor (r=0.79™); en cambio, las demas variables como longitud de vastago
y longitud de radicula no presentaron correlacion significativa con el porciento de

germinacion.

El porciento de las plantulas anormales mostré una correlacion positiva
altamente significativa con la variable del peso seco de plantula (r=0.56") y una
relaciéon negativa altamente significativa con el indice de vigor(r=-0.72™). En relacién
con longitud de vastago (r=-0.33") y con la longitud de radicula (r=-0.38"), se
observé una correlacién negativa significativa y no se obtuvo relacion estadistica

con respecto a la variable semillas sin germinar.

En cuanto a las semillas sin germinar se manifestd solo una correlacién
negativa significativa con indice de vigor de germinacién (r=-0.45"), las variables

restantes no presentaron relaciones estadisticas.

En cambio, con la variable peso seco, se obtuvo una correlacién negativa
altamente significativa entre la variable de indice de vigor (r=-0.54™). Las variables

restantes no presentaron correlaciones estadisticas con el peso seco de plantula.
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La longitud de vastago presentd un par de correlaciones positivas
significativas con longitud de radicula (r=0.43") y con el indice de vigor (r=0.47").

Por dltimo, respecto al bioensayo con semillas de rabano la longitud de
radicula presentd una correlacién altamente significativa con el indice de vigor
(r=0.69™).

Considerando la informacién obtenida en estos bioensayos con dos especies
agricolas, podemos sefialar que el uso de la NT y su aplicacién en el area agricola
puede aportar innovacion necesaria para mejorar algunos procesos de produccion,
gue coadyuven en la obtencion de mayores producciones y de alta calidad, asi como

incrementar la competitividad y desarrollo del sector agropecuario.

El trabajo realizado por Niranjan et al. (2014), menciona que hasta ahora se
han realizado pocos estudios sobre el efecto favorable de las NPsHA en el sistema
de la planta. Sin embargo, sus resultados han demostrado que las NPs de
hidroxiapatita mejoraron la germinacion y la tasa de crecimiento de las semillas de

garbanzo (Cicer arietinum).

En el presente trabajo se evalué el efecto de nanoparticulas de hidroxiapatita
(NPsHA), a diferentes concentraciones sobre el proceso de germinacion en semillas
de maiz var. GENEX-724 y de radbano var. Champion, asi como su respuesta en
pardmetros de calidad fisioldgica. En este trabajo se observd que la aplicacion de
NPsHA durante la fase de imbibiciébn de la semilla, inhibe la germinacion, pero
mejora la expresion de algunas variables evaluadas. Esto permite sugerir que estas
NPs poseen un efecto positivo al aplicarse a diferentes cultivos siempre y cuando

se utilicen en las dosis adecuadas para evitar problemas de fitotoxicidad.

Ya se ha sefalado que la concentracion optima de cualquier tipo de NPs por
aplicar depende de la especie en estudio. No obstante, los estudios efectuados
hasta ahora revelan que las NPsHA generan un incremento en algunas respuestas
fisiologicas en las semillas, pero de igual manera estas respuestas son diferentes,

dependiendo de la especie estudiada.
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Cuadro 9. Coeficientes de correlacion Pearson de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de

rabano (Rhapanus sativus) tratadas con NPsHA.

Variables Germinacion  PA SSG PS LVAS LR INVIGOR
(%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)

Vigor (%) 0.69* -0.46* -0.79*  -0.21ns -0.26ns  0.012ns 0.45*
Germinacion (%) -0.67* -0.68** -0.69** 0.08ns 0.15ns 0.79**
PA (%) 0.14ns 0.56** -0.33* -0.38* -0.72**
SSG (%) 0.15ns 0.30ns  -0.06ns -0.45*
PS (mg/plantula) -0.29vs  -0.009ns -0.54%
LVAS (cm) 0.43* 0.47*
LR (cm) 0.69**

Vigor= Plantulas normales al primer conteo; Germinacion= Plantulas normales al segundo conteo; PA= Plantulas anormales;
SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco; LVAS= Longitud de vastago; LR= Longitud de radicula; INVIGOR= indice de

vigor; NS= Diferencias no significativas; *= Diferencias significativas (P< 0.05). **=Diferencias altamente significativas

(P< 0.0001).
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que las NPsHA
aplicadas a semillas de maiz var. GENEX-724 y a semillas de rabano var.
Champion, a través de suspensiones durante el proceso de imbibicion, promueven
un aumento en la longitud de vastago, longitud de radicula yen el peso seco de

plantula, debido posiblemente al incremento en la division y elongacion celular.

Las NPsHA aplicadas en semillas de maiz variedad GENEX-724, generaron
una expresion positiva en la variable peso seco de la plantula al imbibir en 50 y 200

ppm.

En maiz, se obtuvo correlacion positiva significativa entre el indice de vigor y
las siguientes variables: vigor de germinacion, germinacion, longitud de vastago y

longitud de radicula.

Las plantulas de rAbano mostraron una mejor respuesta al imbibir semillas
en NPsHA, ya que el peso seco de plantula, la longitud de vastago y de radicula, al

aplicar 200ppm, presentaron un incremento, con respecto a los otros tratamientos.

En rabano se observo una correlacion positiva y significativa entre la variable
porciento de vigor de germinacion y porciento de germinacion, asi mismo entre
longitud de radicula y longitud de vastago. Otra correlacion positiva y significativa
se presento entre indice de vigor y longitud de vastago y longitud de radicula.

Los resultados anteriores permiten concluir que la aplicacion de NPsHA a
ciertas concentraciones funcionan como promotoras de desarrollo, al evidenciar un
mayor tamafo de plantulas y un incremento en el crecimiento y en el peso seco de

estas.

Mejia- de Tafur y Menjivar-Flores (2010) sugieren que el fosforo participa en
los procesos metabdlicos, tales como la fotosintesis, la transferencia de energia y
la sintesis y degradacion de los carbohidratos. Por lo que en conjunto con el calcio
tienen una relacion para el mejor desarrollo de las plantulas; sin embargo, no

mejoraron la germinacion de las semillas.
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RECOMENDACIONES

Cabe destacar que el empleo de NPsHA pueden fomentarse para su uso en
los diversos sistemas de produccion agricola en dosis moderadas, para poder
reducir el impacto ambiental derivado del excesivo uso de fertilizantes agricolas
empleados para abastecer la demanda que los cultivos, por estos y otros elementos

esenciales para una optima nutricién y desarrollo.

Por otro lado, las NPsHA al ser aplicadas pudiesen fortalecer los sistemas de
produccion para obtener una mejor respuesta en el crecimiento de las especies
vegetales, a través las diferentes etapas de desarrollo, a fin de incrementar al

méaximo la productividad y el rendimiento de cada especie en particular.

En este trabajo el motivo de estudio fue el cultivo del rabano y maiz, debido
a que son especies agricolas de importancia por considerarse en el sustento de la
alimentacion de millones de personas, ademas son la materia prima estratégica de
la ganaderia y la industrializacion de alimentos. Si bien la tendencia se orienta a la
basqueda de encontrar las concentraciones 6ptimas de NPs para cada especie en
particular, que promuevan un crecimiento y desarrollo positivo a través de las
diferentes etapas fenologicas del cultivo, para explotar al maximo su potencial

genético y su productividad.

Siendo la NT una ciencia novedosa que ya se aplica en todos los sectores de
la industria alimenticia, médica, electronica, mecanica, aeroespacial, etc., es
importante que, en los Centros de Investigacion e Instituciones de Educacion
Superior, se experimente e investigue, la manera de disefar y sintetizar
nanoparticulas con caracteristicas especificas, ademas que se hagan valoraciones
del efecto que causan en sistemas bioldégicos como son plantas de interés
econdémico y agronomico. Por ultimo, la metodologia y los tratamientos aqui
aplicados deben repetirse en estas y otras condiciones, asi como en otras especies
agricolas, con la finalidad de validar los resultados obtenidos y para posteriormente
hacerlos del conocimiento publico y tratar de transferirlos para su uso en sistemas

de produccion en condiciones de agricultura protegida, asi como en campo abierto.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Longitud de plumula (cm) por concentracion en plantulas de Maiz (Zea
mays) tratadas con NPsHA.

' Longitud de Plimula (cm) ‘
10.46
0 25 50 100 200 500 1000 PPM

k ® Longitud de Plumula (cm) ‘

Anexo 2. Peso seco (mg/plantula) por concentracion en plantulas de Maiz (Zea
mays) tratadas con NPsHA.

' Peso Seco (mg/plantula) ‘
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Anexo 3. Porciento de vigor de germinacion por concentracion en semillas de
rabano (Rhapanus sativus) tratadas con NPsHA.

r

Vigor de Germinacion (%)
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k m Vigor de Germinacion (%)

25 50 100 200
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Anexo 4. Porciento de germinacion por concentracion en semillas de rabano
(Rhapanus sativus) tratadas con NPsHA.

r
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Anexo 5. Peso seco (mg/plantula) por concentracion en plantulas de rdbano
(Rhapanus sativus) tratadas con NPsHA.

3
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Anexo 6. Longitud de vastago (cm) por concentracion en plantulas de rabano
(Rhapanus sativus) tratadas con NPsHA.
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Anexo 7. Longitud de radicula (cm) por concentracion en plantulas de rabano
(Rhapanus sativus) tratadas con NPsHA.

Longitud de Radicula (cm)

14.29
13.43
12.23
25 50 100 200 500

1000 PPM

® Longitud de Radicula (cm)




