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Resumen
En este trabajo se presenta un proceso econdmico y eficiente para preparar
nanoparticulas de hidroxiapatita (nHAp). El objetivo de este estudio fue sintetizar,
caracterizar y determinar el efecto del tipo de agitacion en la produccién y morfologia
de las nHAp, asi como la aplicacién de éstas en semillas de Raphanus sativus, para
determinar su efecto en germinacion y crecimiento de plantulas. La sintesis se
realizé mediante precipitacion quimica, aplicando agitacion mecanica y magnética.
Las imagenes del microscopio electronico de transmisiéon (TEM, por sus siglas en
inglés) indica que la agitacion mecanica produjo ~27% de particulas con diametro
entre 15-20 nm, mientras que la agitacion magnética produjo ~31%. Los
tratamientos aplicados en semilla (mg L") fueron: 25 (T2), 50 (T3), 100 (T4), 200
(T5), 500 (T6) y 1000 (T7). Las semillas de control (T1) se trataron con agua
destilada. Se observé que la nHAp afecto significativamente (p<0.01) el vigor de la
germinacién con (T6), al mostrase un efecto inhibidor, ya que esta variable se redujo
en 11.83% comparado con (T1). Para la variable germinacion, el (T7) mostré una
reduccion de 14.44% contra (T1). En cambio, con (T5), la longitud de plumula y
radicula revelaron un efecto promotor de crecimiento, con una diferencia positiva de
9.52 y 7.59%, respectivamente, contra (T1). Se considera que la nHAp tiene
potencial comercial como nanofertilizante, al observase que a menor tamano de
nanoparticula se requiriere menor cantidad de nHAp para generar un efecto

promotor del crecimiento en plantulas de rabano.

Palabras clave: Caracterizacidén, hidroxiapatita, morfologia, nanofertilizante,

nanoparticulas, nanotecnologia, Raphanus sativus,



Abstract
This paper presents an economical and efficient process to prepare nanoparticles of
hydroxyapatite (nHAp). The objective of this study was to synthesize, characterize
and determine the effect of the type of agitation on the production and morphology
of the nHAp, as well as the application of these in Raphanus sativus seeds, to
determine their effect on germination and seedling growth. The synthesis was
carried out by chemical precipitation, applying mechanical and magnetic agitation.
The images of the transmission electron microscope (TEM) indicate that mechanical
agitation produced ~27% of particles with a diameter between 15-20 nm, while
magnetic agitation produced ~31%. The treatments applied in seed (mg L") were:
25 (T2), 50 (T3), 100 (T4), 200 (T5), 500 (T6) and 1000 (T7). Control seeds (T1)
were treated with distilled water. It was observed that nHAp significantly affected
(p=<0.01) the germination vigor with (T6), as it showed an inhibitory effect, since this
variable was reduced by 11.83% compared to (T1). For the germination variable,
(T7) showed a reduction of 14.44% against (T1). In contrast, with (T5), the length of
the formula and radicle revealed a growth promoting effect, with a positive difference
of 9.52 and 7.59%, respectively, against (T1). It is considered that nHAp has
commercial potential as a nanofertilizer, observing that a smaller nanoparticle size
requires a smaller amount of nHAp to generate a growth promoting effect in radish

seedlings.

Key words: characterization, hydroxyapatite, morphology, nanofertilizer,

nanoparticles, nanotechnology, Raphanus sativus



Introduccion
Los fertilizantes desempefian un papel fundamental para mejorar la productividad
de los cultivos. Sin embargo, las eficiencias en el uso de nutrientes de los
fertilizantes convencionales apenas superan el 30-35, 18-20 y 35-40% para N, P
y K, manteniéndose estos valores constantes durante las ultimas décadas
(Subramanian et al., 2015).
La materia prima para la fabricacion industrial de los fertilizantes fosfatados solubles
en agua es la roca fosforica, la cual también es utilizada para la aplicacion directa
en la agricultura como fuentes de fésforo. Roca fosférica es el hombre comun
comercial de unos 300 fosfatos de diferentes calidades conocidos en el mundo,
también conocida como apatita (Zapata y Roy, 2007). Los compuestos fosfatados
se presentan de forma natural en el suelo principalmente como fosfatos de Ca?*,
Fe?*, Mg?* y AI®*, los cuales son poco solubles. Aunque la cantidad total de fosforo
en el suelo puede ser alta, en la mayoria de los casos no esta disponible para la
absorcion de la planta (Rincon y Gutiérrez, 2012).
El fésforo es extremadamente reactivo quimicamente y siempre existe como fosfato
mineral en la naturaleza; Se encuentran al menos 170 minerales diferentes. Estos
minerales varian mucho en su solubilidad y tienden a transformarse de formas poco
solubles a formas cada vez mas insolubles con el paso del tiempo. En
consecuencia, P en el suelo es el elemento mas inmovil, inaccesible e inviable de
todos los nutrientes. Estas caracteristicas hacen que el P sea resistente a la
lixiviacion en la mayoria de los suelos, pero al mismo tiempo causan una deficiencia
generalizada de P para la produccién agricola (Holford, 1997). La importancia del
fésforo en las plantas radica en su participacion como componente estructural de
las células, asi como su rol en la transferencia de energia (Covacevich et al., 1998).
Debido a la baja solubilidad de la roca fosférica, Alston y Chin (1974) porpusieron
reducir el tamafio de particula de la misma para su aplicacién en cultivos, con lo cual
demostaron que se mejoraba su efectividad agronémica.
De acuerdo con la idea anterior, con el uso de la nanotecnologia se podria reducir
a un diminuto tamano las particulas de hidroxiapatita, con lo que se aumentaria la

proporcion de area - volumen, y en consecuencia estas nanoparticulas podrian



disuelverse mas rapidamente que sus contrapartes a granel. La reduccion del
tamano de particulas conteniendo elementos nutritivos para la planta, constituye la
idea base para la fabricacién de nano fertilizantes (Giroto et al., 2015; Raliya et al.,
2017).

Los nano fertilizantes (NFs) aparecen como alternativa que puede mejorar las
propiedades fisicas y quimicas del suelo y mejorar la capacidad de conservacion
del agua y los fertilizantes, mejorando el rendimiento de los cultivos. Esta mejora en
la conservacion de fertilizantes puede reducir en gran medida la contaminacion del
suelo y de las aguas subterraneas (Teng et al., 2018).

El empleo de nanoparticulas (NPs) en las actividades agropecuarias, acufia el
termino nano-agricultura. Diversos estudios en esta nueva disciplina han
demostrado que las NPs pueden tener un efecto positivo en el crecimiento y
desarrollo de las plantulas (Li y Huang, 2014; Salachna et al., 2019). El éxito de las
NPs puede deberse al aumento en el area superficial de adsorcion de éstas (Elfeky
et al., 2013). Esta propiedad puede mejorar la eficiencia en el intercambio de
cationes o aniones, entre la solucion del suelo y las nanoparticulas. De esta forma,
las NPs retienen nutrientes que libera posteriormente, cuando pueden ser utilizados
por la planta (Noppakundilograt et al., 2015; Giroto et al., 2017).

Por otro lado, existen problemas asociados con algunas sales de fosfato solubles,
muy utilizadas en la agricultura como fertilizantes de fosforo (P), ya que causan la
eutrofizacion del agua superficial. Sin embargo, las nanoparticulas de apatita
sintética podrian hipotéticamente suministrar suficiente P a los cultivos con menos
movilidad en el ambiente y con menos biodisponibilidad para las algas en

comparacion con las contrapartes solubles (Liu y Lal, 2014).



Hipotesis
¢ El tipo de agitacion en la reaccion de precipitacion quimica humeda para fabricar
hidroxiapatita, afectara el rendimiento de la reaccién y la morfoligia de las particulas

producidas?

Justificacion
La sobre poblacion mundial y el cosnumo de alimentos que ésta necesita esta
generando una explotacion sin precedente de los recursos naturales. En la
actualidad existen cerca de mil millones de personas que sufren de desnutricion
cronica mientras que la tierra, el agua y la biodiversidad se degradan a escala
mundial (ONU, 2019). Aunado a los problemas anteriormente sefaldos, la
fertilizacion de los cultivos es otro factor que se debe considerar, ya que limita la
produccion agricola, pues los cultivos absorben sélo una fraccién del fertilizante
aplicado que oscila entre 10 y 60%. En México, en los ultimos 40 afos, el consumo
de fertilizantes N-P-K se ha incrementado de 5x10* Mg a mas de 5.5x10°® Mg
(Cabriales et al., 2002). Con la realizacién del presente estudio se pretende aplicar
la nanotecnologia en el sector agricola a fin de evaluar una posible mejoria en el
rendimiento de los cultivos, ya que las nanoparticulas de HAp tienen propiedades
fisicoquimicas distintas a las particulas de tamafos macroscopicos, asi como un
area superficial mucho mas grande que las hace mas reactivas. Por otro lado, el
tamano nano podria facilitar la penetraciéon de estas particulas por las células

vegetales, mejorando la abscorcion.

Objetivo general

» Analizar la efectividad del tipo de agitacion para producir NPs de HAp y el
potencial de éstas en la promocién del vigor de germinacién de semillas

y en el crecimiento de plantulas de Raphanus sativus.



Objetivos especificos

Establecer si existe alguna diferencia en la morfologia y tamano de NPs de
HAp fabricadas por medio de una reaccion de precipitacion quimica humeda
empleando agitacion mecanica contra agitacion magnetica.

Conocer el efecto de la aplicacion de las NPs de HAp sobre la germinacion
de semillas.

Determinar si existe alguna diferencia en respuesta del vigor de la semilla a
la aplicacion de NPs de HAp en Raphanus sativus.

Evaluar si a diferentes dosis aplicadas de NPs de HAp sobre las semillas de
Raphanus sativus se obtiene un efecto promotor o fitotoxico en procesos

relacionados con la germinacion y el crecimiento de las plantulas.



Revision de Literatura
1. El Desarrollo de la nanotecnologia.

Aunque el término nanociencia es nuevo, parte de la tecnologia no lo es ni es
exclusiva de la manipulacion humana. Por ejemplo, las nanoparticulas de
carbono se han utilizado para el refuerzo de neumaticos durante mas de 100
anos, las proteinas a nanoescala han sido parte de las vacunas desde principios
del siglo XX, el color rojo rubi de los vitrales fabricados en la Edad Media se debe
a la presencia de nanoparticulas de oro atrapadas en la matriz de vidrio, en el
mar, la brisa desprende nanoparticulas de agua con sal y las exhalaciones de

volcanes emiten particulas de ceniza a escala nano (Ashby et al., 2009).

Los registros historicos en la aplicacion de la nanotecnologia se remontan a 4500
anos atras, cuando una matriz ceramica se reforzé con nano fibras de asbesto
natural y los artesanos de Mesopotamia decoraron sus macetas con NPs de oro

y plata (Heiligtag y Niederberger, 2013).

Sin embargo, del pasado existen tres ejemplos con materiales a escala nano que

se deben destacar, por ser procesos accidentales con resultados sobresalientes:

I.  Los mayas mezclaron y cocinaron el tinte natural indigo con una arcilla
porosa que tiene huecos de tamafo nano que encapsularon el color y
produjeron el tinte conocido como azul maya, el cual ha perdurado por
miles de afos sin perder su coloracion.

Il. La copa de Licurgus, exhibida en el British Museum en Londres, esta
hecha con vidrio contaminado con nanoparticulas de oro y plata. La
caracteristica mas notable de esta copa es que, bajo condiciones
normales de iluminacion externa, el vidrio parece verde, pero cuando se
ilumina desde adentro, adquiere un color rojo intenso.

[ll.  El acero de Damasco, que se hiciera célebre por las espadas del Ejército
de Saladino en el siglo XIl, tiene propiedades sorprendentes de dureza y
elasticidad que se explicaron recientemente al comprobar que en su
proceso de elaboracion por accidente se produjeron nanotubos de

carbono que reforzaron su estructura (Garcia-Guerrero, 2019).



Con el tiempo, se lograria dar explicacion a estos fendmenos a travez de la idea
de las NPs, la cual fue concebida y desarrollada, por primera vez, por Michael
Faraday en 1857, en una explicacion cientifica de las propiedades de éstas en
su trabajo sobre las "Relaciones experimentales del oro y otros metales con la
luz". La idea de la manipulacién a nanoescala, esta vinculada a un discurso del
premio Nobel Richard Feynman en 1959, en una reunion de la American Physical
Society. El origen griego de la palabra "nano" significa "enano", y el término fue
introducido por primera vez por el profesor Norio Taniguchi de la Universidad de
Ciencias de Tokio (Gouda et al., 2019).

Las nanoparticulas pueden provenir de fuentes naturales como erupciones
volcanicas, polvo metedrico, meteorizacion y accion microbiana sobre la materia
organica del suelo. Las fuentes antropogénicas incluyen la produccion de
nanoparticulas disefiadas para una serie de aplicaciones por métodos
fisicoquimicos o biolégicos con la ayuda de microbios. Las NP disefiadas pueden
dividirse en cuatro categorias: materiales a base de carbono (nanotubos de
carbono de pared simple), NP a base de metales (puntos cuanticos, nano oro,
nano plata, etc.), dendritas (polimeros de nano tamafo compuestos por unidades
ramificadas sintetizadas para funcién quimica especifica) y compuestos (hechos

de dos o mas sustancias) (Kumar et al., 2018).

Sin embargo, el avance de la nanotecnologia se ha potencializado en las ultimas
tres décadas debido a la invencion de muchas técnicas/instrumentos que han
permitido la manipulacion y observacion del nanomundo. Hoy en dia, los
nanomateriales (NM) y/o NPs se utilizan para muchas aplicaciones en la vida
diaria, como en los campos de la electrénica, catalisis, optica, biologia y medicina
(Deshmukh, 2019). La nanotecnologia opera en la base misma de la materia, en
el primer nivel de organizacion de los sistemas vivos y antropogénicos. Los
beneficios potenciales son grandes, pero también lo son los riesgos percibidos
(Roco, 2005). La nanotecnologia puede estar en todas partes. Se puede
encontrar en neumaticos, pasta de dientes, bloqueador solar, raquetas y pelotas
de tenis, camisas, pantalones, reproductores de CD e incluso superficies de



baferas, inodoros y lavabos. Toda esta gama de productos ofrece nuevas
propiedades para mejorar los bienes de consumo, al ser mas compactos, mas
livianos, mas rapidos, mas baratos, resistentes al agua, a la suciedad y las
manchas. La humanidad se dirige hacia un nanofuturo, hacia un mundo con vida

eterna y recursos inagotables (Hullmann, 2007).

En su definicidn mas estricta de la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia de USA,
la nanotecnologia se refiere a estructuras de tamano aproximadamente de 1-100
nm, en al menos una dimensién. A pesar de esta restriccion de tamafo, la
nanotecnologia se refiere comunmente a estructuras que tienen un tamafo de
hasta varios cientos de nandmetros y que se desarrollan mediante ingenieria
“Top Down” (de arriba hacia abajo), lo cual significa partir de una macromolecula
y dividirla hasta la nanoescala, o “Bottom up” (de abajo hacia arriba) que significa
ensamblar atomos del material hasta el tamafio deseado (Farokhzad y Langer,
2009).

La nanotecnologia es multidisciplinaria y se necesita la participacion de
especialistas de las diferentes areas de la ciencia como fisicos, ingenieros,
bidlogos, médicos, etc., para poder analizar la informacion extraida del
nanomundo: los fisicos, por ejemplo, aportan dimensiones y propiedades, los
quimicos, composicién, reactividad y enlaces, los bidlogos toxicidad, interaccion
con células y microorganismos, asi como la estructura fisicoquimica final (Soriano
et al., 2018).

1.1 Uso de la nanotecnologia en el area agricola

Al exponer las aplicaciones agricolas de la NT, es necesario estudiar como las
plantas absorben y captan las nanoparticulas, cdmo se mueven dentro de la
planta, como interactian con la célula vegetal y cuan importantes son los
elementos nutritivos que necesitan las plantas para su desarrollo, a continuacion,

se detalla la importancia de los macronutrientes NPK:

El nitrégeno (N) constituye del uno al cuatro por ciento de la materia seca de las

plantas, es un nutriente vital y esencial para el crecimiento de éstas. El nitrégeno



forma parte de la estructura de las proteinas y los acidos nucleicos, asi como de
otros compuestos esenciales para los procesos de crecimiento de las plantas,
incluida la clorofila y muchas enzimas. También media la utilizacion de fésforo,
potasio y otros elementos en las plantas. Las cantidades optimas de estos
elementos en el suelo no pueden utilizarse de manera eficiente si el nitrégeno es
deficiente. Cuando hay deficiencia de nitrogeno, el crecimiento se reduce
(Onasanya et al., 2009).

Por su parte, el fosforo (P) juega un papel importante en muchos procesos
fisiolégicos que ocurren dentro de una planta en desarrollo y en proceso de
maduracion. Sin un suministro adecuado de P, una planta no puede alcanzar su
maximo potencial de rendimiento. El fésforo juega un papel importante en el
almacenamiento y la transferencia de energia en las plantas de un cultivo. El
difosfato de adenosina (ADP) y el trifosfato de adenosina (ATP), producidos a
través de la respiracion y la fotosintesis, son compuestos con grupos de fosfato
de alta energia que impulsan la mayoria de los procesos fisiolégicos en las
plantas, incluida la fotosintesis, la respiracion, la sintesis de acidos nucleicos de
proteinas y el transporte de iones a través de las membranas celulares. El fosforo
es una parte esencial de la estructura del nucleoétido de trifosfopiridina (DPN vy
TPN). EI DPN y el TPN actuan como portadoras de electrones o hidrogeno entre
los sitios de reacciones de oxidacién y reduccion, que ocurren en la respiracion,

la fermentacion y la fotosintesis (Fageria, 2016).

El potasio (K) es un elemento nutritivo esencial para todos los organismos vivos.
Los vegetales necesitan cantidades elevadas de este nutriente siendo semejante
al requerimiento de nitrégeno. EI K cumple un rol importante en la activacion de
un numero de enzimas (conociéndose mas de 60 activadas por este cation), que
actuan en diversos procesos metabdlicos tales como fotosintesis, sintesis de
proteinas y carbohidratos; también tiene incidencia en el balance de agua y en el
crecimiento meristematico. Al participar de estos procesos metabdlicos el K actua
favoreciendo el crecimiento vegetativo, la fructificacion, la maduracion y la calidad

de los frutos. Las plantas obtienen el K del suelo que proviene de la meteorizacion



de los minerales, de la mineralizacion de los residuos organicos o el que proviene

de los abonos y fertilizantes (Conti, 2000).

Una vez que los macronutrinentes NPK penetran en la planta, existen dos formas
de moverse a través de los tejidos: el apoplasto y el simplasto (Figura 1). Estas
rutas de desplazamiento al interior de la planta son seguidas también por las NPs.
El transporte apoplastico tiene lugar fuera de la membrana plasmatica a través
de los espacios extracelulares, las paredes celulares de las células adyacentes y
los vasos del xilema, mientras que el transporte simplasico implica el movimiento
de agua y sustancias entre el citoplasma de las células adyacentes a través de
estructuras especializadas denominadas plasmodesmos y placas de tamiz. La
via apoplastica es importante para el movimiento radial dentro de los tejidos de
las plantas y permite que los NM alcancen el cilindro central de la raiz y los tejidos
vasculares, para un mayor movimiento hacia arriba de la parte aérea. Una vez
dentro del cilindro central, las nanoparticulas pueden moverse hacia la parte
aérea a través del xilema, siguiendo la corriente de transpiracion. Sin embargo,
alcanzar el xilema a través de la raiz implica cruzar una barrera a la via
apoplastica, la Banda de Caspary, que debe hacerse siguiendo una via sintética
a través de células endodérmicas. De hecho, algunos NM pueden detenerse y

acumularse en la franja de Caspary (Pérez-de-Luque, 2017).
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Figura 1. Factores que influyen en la absorcion, transporte y penetracion de las nanoparticulas
en las plantas. Fuente: Pérez-de-Luque (2017).

1.2 Nanotecnologia y agricultura sustentable.

Las propiedades unicas de los materiales a nanoescala los convierten en
candidatos idéneos para el disefo y desarrollo de herramientas novedosas en
apoyo de una agricultura sostenible, la amplia gama de aplicaciones potenciales
de la nanotecnologia ha propiciado una intensa investigacion tanto académica
como industrial. Algunas de estas posibles aplicaciones se describen en la Figura
2 (Fraceto et al., 2016).
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Figura 2. Aplicaciones agricolas de la nanotecnologia. (A) Incremento de la productividad
mediante el uso de nanopesticidas y nanofertilizantes; (B) Mejoramiento de la calidad de los
suelos usando nanozeolitas e hidrogeles; (C) Estimulacion del crecimiento de planta usando
nanomateriales (SiO2, TiOz2 y nanotubos de carbono); (D) Mediante el uso de nanosensores
inalambricos se puede monitorear el suelo. Fuente: Fraceto et al. (2016)

No existe un area de actividad humana mas esencial para la sociedad que un
sistema sostenible de agricultura, alimentacién y recursos naturales. El sistema
de produccion agricola existente ha proporcionado un suministro de alimentos
abundante, asequible y seguro, y muchos productos industriales y de consumo
enfrentan el enorme desafio de satisfacer las necesidades de una creciente
poblacion mundial de aproximadamente 9 a 10,000 millones de personas en 2050
con la necesidad de proporcionar aproximadamente un 25-70% mas de

alimentos que los que se producen en la actualidad (Scott et al., 2018).

Ante tal necesidad, los fertilizantes inorganicos han sido clave para la produccion
de cultivos durante décadas, por lo que se ha hecho un uso intensivo de los
mismos, con el fin de incrementar los rendimiento de los cultivos agricolas, sin
embargo, su aplicacién excesiva deteriora la salud del suelo y causan problemas
de contaminacién del ambiente, por otro lado, el uso excesivo de los

nanoplaguicidas estan relacionados directamente con el incremento de la
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resistencia de insectos y microorganismos fitopatdégenos a estos productos. La
nanotecnologia ofrece avances tecnoldgicos importantes capaces de mejorar las
practicas agricolas, deteccion rapida de enfermedades en los cultivos, asi como
el disefio de NFs, los cuales han demostrado que mejoran la productividad de los
cultivos y reducen las pérdidas de nutrientes al mejorar la capacidad de las

plantas para absorber los mismos (Saldivar et al., 2018).

Gracias a las ventajas anteriormente sefaladas de la NT y NFs, hemos entrado
en una etapa de transformacion de los sectores tradicionales de la alimentacion
y la agricultura. Sin embargo, la NT se sigue desarrollando y se han invetado
numerosos y novedosos NM capaces de mejorar la calidad y seguridad de los
alimentos, el crecimiento de los cultivos y el monitoreo de las condiciones
ambientales, a través de nanosensores, nanoplaguicidas y nuevas formulaciones
de NFs (He et al., 2019).

Otras ventajas confirmadas del desarrollo de los NM es que pueden mejorar con
éxito la inocuidad de los alimentos al mejorar la eficacia del envasado, el tiempo
de conservacion y el valor nutricional de los alimentos como aditivos sin cambiar
el sabor y las caracteristicas fisicas de los productos alimenticios (Bajpai et al.,
2018).

Por otro lado, los NM son parte clave en la fabriccion de nanosensores, utilizados
comunmente para medir la contaminacidén que existe en suelos y agua, gracias a
la rapidez con que arrojan resultados en el monitoreo ambiental. Otros ejemplos
de este tipo de tecnologia de nano deteccion son: biosensores, sensores
electroquimicos, sensores Opticos entre otros dispositivos, los cuales se
convertiran en los principales instrumentos para detectar metales pesados a gran

escala (Prasad et al., 2017).

El uso de NM en los diferentes sectores de la industria, incluyendo la agricultura,
comprende diferentes variedades de compuestos. De acuerdo con el volumen de
mercado, las categorias que mas se comercializan contienen NM inorganicos no
metalicos, NM basados en carbono, NPs metalicas y materiales poliméricos

organicos. Segun los registros, a nivel mundial la comercializacion anual de NM
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es de aproximadamente 11.5 millones de toneladas, con un valor de mercado de

casi $ 20 mil millones de ddlares (Vishwakarma et al., 2018).

1.3 Nanofertilizantes inteligentes o de liberacion lenta.

Las aplicaciones y beneficios de la nanotecnologia en el sector agricola han
atraido una considerable atencién, particularmente por la invencion de productos
unicos como los nanopesticidas y nanofertilizantes (Kah et al., 2018). Algunos de
los objetivos de la nanotecnologia agricola que necesitan atencion son el
desarrollo de nanocompuestos que puedan transportar agentes activos como

nutrientes, fertilizantes y pesticidas (Kim et al., 2018).

Los nanofertilizantes se sintetizan o modifican a partir de fertilizantes
tradicionales, fertilizantes a granel o se extraen de diferentes partes vegetativas
o reproductivas de la planta mediante diferentes métodos quimicos, fisicos,
mecanicos 0 biolégicos con la ayuda de la nanotecnologia. Estos
nanocompuestos pueden ser formulados con algun tipo de recubrimiento, donde
el compuesto a escala nano puede quedar encapsulado dentro del recubrimiento

en escala sub nano y regular la liberacién de nutrientes (Banotra et al., 2017).

Los fertilizantes formulados como nanocompuestos con recubrimiento polimérico
tienen el potencial de mejorar la eficiencia del uso de nutrientes. Rop et al. (2018)
formularon un compuesto fertilizante de liberacion lenta [Slow Release Fertilizer
(SRF, por sus siglas en inglés)], incorporando nHAp vy fertilizantes solubles en
agua como la urea, fosfato di amodnico [(NH4)2HPO4] y sulfato de potasio (K2SO4)
en una matriz de celulosa-injerto-poli (acrilamida). Como resultado se observo un
contenido significativamente mayor de nitrégeno mineral (MN, por sus siglas en
inglés, Mineral Nitrogen) en las primeras cuatro semanas en los fertilizantes
convencionales (CF, por sus siglas en inglés, Conventional Fertilizer) en
comparacion con los tratamientos SRF y el control. Sin embargo, el P disponible
alcanzd su punto maximo en la octava semana en todos los tratamientos y se
mantuvo constante en las semanas 12 y 16. La disponibilidad de P en las SRF
aumentd con el aumento del contenido de P soluble y la disminucion del

contenido de nHAp.
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2. Antecedentes de la nano hidroxiapatita

2.1 Caracteristicas y composicion de la hidroxiapatita

En 1788, Wener acufio el término “Ap atite” (del griego, "engafiar"), para
identificar un grupo de minerales con estructuras semejantes, pero
composiciones diferentes, los cuales por su color eran facilmente confundidos
con gemas preciosas. Dichos minerales cristalizan en forma de prisma rémbico
hexagonal (LeGeros y LeGeros, 2003; Farokhi et al., 2018).

A la hidroxiapatita se le considera como un material ceramico, y las NPs basadas
en materiales ceramicos han ganado recientemente mas atencion en el campo
de la administracion de farmacos, estas NPs pueden disefiarse para poseer
propiedades de interés, como por ejemplo propiedades eléctricas (ferroeléctricas
y diaeléctricas), mecanicas (propiedades piezoeléctricas, ultra alta dureza),
magnéticas (superparamagnéticas) y Opticas (fototérmicas, propiedades de
electroluminiscencia). Esta versatilidad en el disefio es poco comun en NPs

metalicas o poliméricas (Mozafari, 2014).

La hidroxiapatita (HAp), con férmula Ca10(PO4)s(OH)2, pertenece a los fosfatos
calcicos, o para ser mas precisos a los ortofosfatos calcicos. El fosfato calcico se
encuentra de manera natural en el cuerpo humano, pero también en la naturaleza
en forma de roca mineral. Este mineral también puede ser sintetizado, usando
una relaciéon molar Ca/P que puede variar de 0.5 hasta 2. La HAp es el
componente principal del hueso y durante los ultimos 30 afios se ha estudiado
intensamente. En 1769 se descubrié que los huesos estan compuestos por
fosfato calcico. En 1920 se utilizo el fosfato tricalcico (TCP) por primera vez como
biomaterial, en una cirugia realizada por el cirujano estadunidense F.H. Albee,
para reparar un defecto en el hueso de un conejo. Posteriormente se realizaron
pruebas en humanos, usando la HAp principalmente en implantes Oseos,
limitandose en gran medida a las partes del esqueleto que no soportan mucha

carga debido a sus pobres propiedades mecanicas (Pawtowski, 2018).
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2.2 La nano hidroxiapatita en la medicina

La ciencia ha tenido grandes avances en areas como la quimica, la medicina y
los materiales, esto ha generado una nueva era de diagnostico y terapia de
enfermedades. Estas ciencias en conjunto deben de colaborar para el suministro
eficiente de medicamentos y agentes terapéuticos que sean seguros, sin riesgo
de interaccion no deseada en el organismo de las personas. Los cientificos
quimicos y de materiales han dedicado sus esfuerzos para desarrollar
medicamentos combinados con materiales biolégicamente seguros, estudiando
el efecto de diferentes tamafos, formas, composiciones quimicas y propiedades

fisicoquimicas (Mohammadi et al., 2017).

La nHAp es un mineral ceramico que genera un gran interés debido a que ofrece
de forma natural una excelente biocompatibilidad, osteoconductividad,
bioactividad y no toxicidad (Miroiu et al., 2010), caracteristicas ideales que son
aprovechadas en varias aplicaciones biomédicas, por ejemplo, ingenieria de
tejido 6seo (Zhou y Lee, 2011), reparacién de hueso (Shepherd et al., 2012),
regeneracion de hueso (Thomson et al., 1998), fijacién de implantes en hueso
(Kjeld, 1993), y recubrimiento de implantes metalicos para hueso (Habibovic et
al., 2004), ya que los huesos son un sistema complejo compuestos por HAp y
fiboras de colageno tipo |I. La HAp corresponde al 70% del hueso, 20%

corresponde al colageno y alrededor de un 10% es agua (Szczes et al., 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que los fosfatos de calcio nanoestructurados
(nFC) también nombrados hidroxiapatita, debido a su alta area superficial
especifica, tienen una alta capacidad de atrapar en su estructura farmacos,
genes y proteinas, ademas de un alto rendimiento de liberacion controlada de
estos mismos elementos. Por esta razdbn son reconocidos como

nanotransportadores prometedores por la industria farmacéutica (Qi et al., 2019).

Investigaciones recientes muestran la mejora en los tratamientos terapéuticos
contra el cancer a través de sistemas de administracion de farmacos dirigidos a
tumores, mediante el uso de nHAp, una tecnologia cada vez mas utilizada. La

solubilidad de la HAp es sensible al pH, esta caracteristica la hace excelente



16

candidata para localizar un tumor y liberar un farmaco, ya que el tumor tiene
valores de pH acido. Esta capacidad de respuesta al pH permite que las nHAp
también se pueden aplicar para la administracion intracelular de agentes
sensibles a la degradacion, como las proteinas. En el caso de los lisosomas que
poseen ambientes acidos, la nHAp puede suministrar proteinas a las células al
degradarse, esto promueve el escape endo-lisosémico de las proteinas dentro

del lisosoma de las células (Mohammadi et al., 2017).

Sun et al. (2018) desarrollaron nanorods de HAp cargados con doxorrubicina
(DOX) y acido folico (FA) (DOX @ HAP-FA) para un tratamiento antitumoral. Los
nanorods inhibieron la proliferacién de células diana. Mas importante aun, en
pruebas con ratén que habia desarrollado tumor, el tratamiento con DOX @ HAP-
FA demostré una excelente inhibicion del crecimiento de éste, sin observarse
efectos secundarios aparentes durante el tratamiento. Estos resultados sugieren
que DOX @ HAP-FA puede ser un agente nano terapéutico prometedor para el

tratamiento efectivo del cancer in vivo.

Li et al. (2013) también utilizaron HAp con fines anticancerigenos al desarrollar
un proceso simple para sintetizar gelatina anfifilica con nucleo de 6xido de hierro,
recubierto por una capa de HAp, aplicando eficientemente este compuesto como
un sistema de liberaciéon de farmacos anti-cancer. Supova (2015) realizd una
revision de documentos que evidencian el creciente interés en mejorar el
rendimiento biolégico de la HAp para aplicaciones biomédicas, a través de
sustituciones ionicas, los cuales generaban cambios estructurales vy
morfoldgicos, pudiendo afectar sus caracteristicas quimicas. Banerjee et al.
(2018) desarrollaron un nano compuesto hibrido con erbio, HAp y quitosano,
resultando en un potente antimicrobiano contra Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, inhibiendo por contacto su crecimiento en placas de agar. Matinfar et al.
(2019) fabricaron fibras porosas de quitosano y carboximetilcelulosa reforzadas
con fosfato calcico bifasico y trifasico para ingenieria del tejido 6seo. Sus
resultados mostraron que las fibras trifasicas fueron mas efectivas para reforzar

las estructuras 6seas.
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2.3 Aplicacion de nano hidroxiapatita en sistemas agropecuarios

Desde los inicios de la Revolucion Verde impulsada en la década de 1960, el uso
de fertilizantes inorganicos ha aumentado notablemente, contribuyendo a un
aumento significativo de la produccion mundial de alimentos. Sin embargo, las
reservas existentes de roca fosférica que se utilizan para fabricar los fertilizantes
de P son finitos, habiéndose estimado que las reservas se habran de agotar en
los proximos 50—-125 afios (Cordell y White, 2015). Se pronostica que el pico
global esperado en la produccion de fosforo ocurrira alrededor de 2030. El
problema actual en la industria de fertilizantes radica en que la calidad de la roca
fosforica que queda en los yacimientos esta disminuyendo y los costos de
produccion estan aumentando. Sin embargo, esta problematica del futuro
suministro de fosforo recibe poca o ninguna atencion internacional. (Cordell et al.,
2009).

Como una alternativa para mitigar la posible escaces futura de fosforo, se ha
propuesto el uso de la roca fosforica sintetizada en laboratorio (hidroxiapatita)
como nanoparticula aplicada directamente al cultivo, ya que puede aumentar la
disponibilidad del fosforo en la planta, porque se evita su fijacion en el suelo. A
escala nanométrica, las propiedades fisicas y quimicas de los materiales son
diferentes a las del material a granel. El uso de nano fertilizantes para la liberacion
y control preciso de nutrientes permitira el desarrollo de una agricultura sostenible
y compatible con el ambiente (Banotra et al., 2017). De acuerdo con Marchiol et
al. (2019) la principal ventaja de usar nHAp o nFC como nanofertilizante con
respecto a otros NM, es que son ampliamente reconocidos por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad intrinseca. Por lo tanto, cuando se
considera su aplicacién en campo abierto, el perfil biolégico seguro de la nHAp
no debe plantear ninguna preocupacion sobre la salud humana y ambiental.
Con respecto a la aplicacion de la nHAp en la agricultura Rane et al. (2015)
documentaron que este tipo de NPs pueden mejorar la vitalidad del Zea mays al
mejorar el contenido y el rendimiento de la clorofila, incrementar el crecimiento
de las plantas y la proliferacion de raices. Montalvo et al. (2015) utilizaron las

nHAp en plantas de trigo (Triticum aestivum), mostrando que éstas pueden actuar
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como fertilizante fosfatado, ya que su tamano permite que se muevan con
facilidad en el suelo y alcancen las raices de las plantas a través del flujo masivo
de agua creado por la transpiracion.

El reporte de Tagkin et al. (2018) sefialaron que la biomasa seca de plantas de
lechuga (Lactuca sativa) cultivadas en suelos calcareos se incrementaron
significativamente por el P contenido en las nHAp, siendo este tratamiento mas
efectivo que la fuente ordinaria de fertilizante usada (H3PO4-P). En plantas de
Solanum lycopersicum, Marchiol et al. (2019) encontraron que el alargamiento de
la raiz debido a la aplicacion de nHAp fue vigorosamente estimulado, ademas las
plantas de tomate cultivadas en hidroponia no sufrieron efectos fitotoxicos. Con
base en esos resultados los autores concluyeron que las nHAp tuvieron efectos
promotores no toxicos y, por lo tanto, podrian usarse como aportadores de P, asi

como de otros elementos y moléculas.
3. Fitotoxicidad generada por nanoparticulas

A pesar de que hay mucha informacién disponible sobre NM individuales, el nivel
de toxicidad de muchas nanoparticulas es todavia imperceptible. Ya que existen
pocos estudios al respecto, investigacion en evaluaciones de riesgo y efectos en
la salud humana por la aplicacion de estos NM tienen una gran area de
oportunidad. Actualmente se tiene una apreciacion basica de como los NM,
interactuan con las células y sus consecuencias biolégicas estdn comenzando a
evolucionar con muchos alcances y esperanzas en la agricultura (He et al., 2019).
Se considera que muchas propiedades de las nanoparticulas tienen un riesgo
potencial para la salud humana y las plantas, en las cuales se han observado
efectos en la germinacién, crecimiento de plantula, citotoxicidad y genotoxicidad
(Antisari et al., 2018), por lo que se recomienda desarrollar estrategias para
evaluar y gestionar los riesgos que conlleva el uso de esta tecnologia, asi como
también encontrar formas sostenibles de fabricar NM para su uso en la agricultura
(Raliya et al., 2017) asi como también investigar mas a fondo el mecanismo de
interaccion entre las nanoparticulas con las plantas (Shojaei et al., 2019).
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La toxicidad de las nanoparticulas puede explicarse de dos maneras: (a)
toxicidad por la composicién quimica, por ejemplo, liberacion de iones metalicos
téxicos, e (b) inhibicidn o estimulaciéon causada por la morfologia, estructura, y/o
tamafio de las nanoparticulas. (Lee et al., 2010; Manke et al., 2013).
Relacionado con lo anterior, Rui et al. (2017), realizaron un trabajo donde
evaluaron NPs Ag en mani (Arachis hypogaea L.), observandose que estas NPs
inhibieron notablemente el crecimiento de las plantas y la formacién de vainas.
Los tratamientos de 500 y 2000 mg kg~' disminuyeron en un 21.92 y 29.66%
respectivamente la altura de planta en comparacion con el control mientras que
para la biomasa fresca y seca se mostré una respuesta de acuerdo con la dosis,
reduciéndose el rendimiento por planta en 86.62 y 90.63% respectivamente, lo
que puede estar relacionado con la inhibicion por el tamafo de la particula.
Otros estudios con NPs de oxidos metalicos [CuO, NiO, TiO2, 6xido de hierro
(Fe203) y Co304] redujeron la germinacion de semillas de lechuga, rabano y
pepino mediante la adsorcion de éstas sobre las superficies de las semillas y la
liberacion de iones metalicos, sefialando que los efectos toxicos de las NPs sobre
la germinacién de semillas varian con los cultivos y el tamafio de la semilla
(Rizwan et al., 2017).

Otros estudios muestran los efectos adversos de las nanoparticulas metalicas en
diversos cultivos, por ejemplo, Landa et al. (2016) en su trabajo evaluaron el
efecto de NPs ZnO en semillas de Sinapis alba, encontraron un efecto téxico
debido al Zn iénico (Zn?*) liberado por las NPs en el medio de cultivo, sus
resultados mostraron que 1000 mg L' de ZnO libera 7.90-11.42 mg L' Zn?* y
reduce el crecimiento de raiz en 35.5-41.8%, lo que indica en este caso, que el
efecto inhibidor depende de la dosis aplicada.

Jain et al. (2017), evaluaron la fitotoxicidad de NPs ZnO en mijo perla
(Pennisetum glaucum), tomate (Solanum lycopersicum) y trigo (Triticum aestivum
L.) seleccionando estos cultivos por ser representativos de zonas aridas,
vegetales y cereales respectivamente, ademas de analizar el efecto de las NPs
sobre las caracteristicas de las semillas como su tamafio y anatomia superficial.

Sus resultados mostraron que una concentracion de 1,000 mg L™ redujo la
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germinaciéon en 18, 30 and 60% para el mijo perla, tomate y trigo
respectivamente. Se descubrié que el mijo perla, debido a la presencia de una
cuticula gruesa y lisa en la testa, era relativamente menos sensible a las
nanoparticulas de ZnO en comparacion con el trigo y el tomate, que tienen una
capa de semilla relativamente delgada y arrugada.

En las semillas con pliegues es mas probable que las NPs se fijen y se mejore la
posibilidad de interaccion con las NPs, al aumentar la atraccion electrostatica y
las interacciones hidrofébicas en la superficie de la semilla afectando la
fitotoxicidad (Wu et al., 2012).

La cubierta de una semilla se desarrolla principalmente a partir de los tegumentos
interno y externo del rudimento seminal, los cuales se convertiran en el tegmen y
la testa de la semilla, respectivamente. El tegmen por lo general es delgado y
flexible, mientras que la testa es dura (Megias et al., 2015). En la superficie de la
testa existe una capa de células a modo de epidermis que desarrollan una
cuticula que supone una barrera fisica para el agua y agentes externos como las
nanoparticulas, pero es semipermeable a los gases. Histoldgicamente hay una
gran variedad en la organizacién de la cubierta de las semillas segun las
diferentes especies de plantas (Bewley et al., 2013).

Por otro lado, como alternativa para disminuir los posibles efectos fitotoxicos de
las NPs, se ha propuesto la biosintesis de éstas, su aplicacion es mas eficiente y
ambientalmente amigable. Estas nanoparticulas biosintetizadas presentan una
toxicidad relativamente menor en comparacion con las nanoparticulas producidas
quimicamente. En consecuencia, debido a la creciente preocupacion publica por
la nanotoxicidad y su impacto ambiental directo o indirecto, se requiere una
atencion considerable para el empleo de nanoparticulas biosintetizadas con fines
agricolas. Sin embargo, hay una falta completa de estudios dirigidos a la
toxicidad, los factores de riesgo asociados y el impacto ambiental de las
nanoparticulas biosintetizadas. Se considera que la aplicacion meticulosa de las
nanoformulaciones biosintetizadas en el sistema agricola eventualmente

eliminara su percepcion negativa (Mishra et al., 2017).
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3.1 Fitotoxicidad generada por nano hidroxiapatita

Para el caso de las NPs de hidroxiapatita, existen a la fecha tres trabajos que
trataron de evidenciar el posible efecto fitotoxico de dichas NPs, sin embargo,
sus resultados indican que este efecto es nulo para diferentes cultivos. De
acuerdo con Bala et al. (2014), es poco probable que la nHAp genere
fitotoxicidad, pues en su trabajo con Cicer arietinum (garbanzo), se observo un
aumento en la tasa de crecimiento de la planta con respecto al control y solo se
detectaron trazas del material en los tejidos de las plantas tratadas con 1 mg mL-
' a través de micrografias High Resolution Transmission Electron Microscopy
(HRTEM, por sus siglas en inglés), por lo que se cree que la mayor parte de las
NPs aplicadas fueron utilizadas por la planta para sus procesos metabdlicos. Por
otro lado, Marchiol et al. (2019), reporta que las nHAp no tuvieron efectos
fitotoxicos en plantas de S. lycopersicum cultivadas en hidroponia. Sus
resultados muestran que el porcentaje de germinacion no se vio afectado por
ninguna concentracion aplicada, mientras que la elongacion de raiz si se vio
claramente afectada, siendo el mejor tratamiento a 500 mg L-' con un aumento
del 97% con respecto al control. Por su parte, Ortiz et al. (2017) indica que la
nHAp en solucion no tiene efectos toxicos en la germinacion de semillas de L.

sativa.

Sin embargo, contrario a los resultados anteriormente descritos, en el presente
estudio se observo que los tratamientos con nHAp afectaron significativamente
(p<0.01) la germinacién y vigor de las semillas, ya que se observo un efecto
inhibidor en el vigor de la germinacion a 500 mg L' ya que esta variable se redujo
en 11.83% comparado con el tratamiento control. Para la variable germinacion
(%) el tratamiento con 1000 mg L' mostré una reduccion de 14.44% contra el
control. En cambio, con 200 mg L™ la longitud de plumula y radicula revelaron un
efecto promotor de crecimiento, con una diferencia positiva de 9.52 y 7.59%

respectivamente, comparados con el tratamiento control.

Las diferencias antes senaladas pueden estar relacionadas con el tamafio y la

morfologia de las NPs utilizadas, Bala et al. (2014) utilizo nHAp en forma de varilla
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con una longitud entre 40 y 80 nm y un diametro entre 15 a 30 nm, mientras que
Marchiol et al. (2019) utilizo nHAp con forma de platos irregulares con tamanos
entre 94 a 163 nm. Para este trabajo de tesis, las nHAp utilizadas tenian forma
de varilla con una longitud entre 10 a 25 nm y un diametro promedio de 19.13

nm.
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Results: The characterization of the powder obtained indicates that it is nHAp with a size between
10-45 nm. The treatments with nHAp significantly affected (p<0.01) the gemmunation and vigor of
the seeds, since an inhibitory effect on the germination vigor was observed at 500 mg o (T6) since
this variable was reduced by 11.83% compared to the control treatment (T1). For the germination
variable (%) the treatment with 1000 mg 1! showed a reduction of 14.44% against the control. In
contrast, with 200 mg 1 (T5) the length of the formula and radicle revealed a growth promoting
effect, with a positive difference of 9.52% and 7.59% respectively, compared to the control
treatment.

Discussion or Conclusion: Differences in the effect of nHAp on germination and seedling growth
may be determined by the morphological and structural characteristics of the seeds, as well as by
the size and concentration of the hydroxyapatite nanoparticles. The relationship between the size
of the nHAp and its effect on germination and germination vigor in radish seeds had not been
reported so far, nor were there records of the relationship between the size of the nHAp and the
growth promoting effect of the seedlings. In this work it was reported that a smaller nanoparticle

size requires a smaller amount of nHAp to generate a growth promoting effect in radish seedlings.
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Efectos del tamatio y morfologia de nanoparticulas de hidroxiapatita en la germinacién y crecimiento de plintulas de Raphanus
sanwis

Introduccién

Entre una amplia gama de posibles aplicaciones de la nanotecnologia (NT) en la agricultura, hay
un interés particular en el desarrollo de nuevos nano agroquimicos. Diversos autores han expresado
algunas preocupaciones con respecto al riesgo potencial de esos nuevos nanoproductos, pero
muchos otros prevén su gran potencial para apoyar de manera sostenible al aumento requerido en

la produccién mundial de alimentos (Kah et a/., 2018).

La NT aplicada al sector agricola promete optimizar el uso de los agroquimicos como plaguicidas
v fertilizantes, va que debido a su tamafio nano son requeridos en menores cantidades (Zulfigar et
al., 2019), permitiendo reducir los costos y algunos efectos adversos por las menores cantidades
que se aplican alos cultivos (Sun et @/, 2019). Ademas, las NPs pueden penetrar mas facilmente
al interior de las plantas por las raices y/o estomas, incrementando la fotosintesis y produciendo

mas biomasa y rendimiento (Qureshi & /., 2018).

Las nanoparticulas de hidroxiapatita (hnHAp) se han propuesto recientemente como un nuevo
fertilizante de fosforo (P), ya que pueden proporcionar una mayor eficiencia ¥y minimizar los
impactos ambientales adversos de los fertilizantes convencionales (Xiong et a/., 2018). Las nHAp
pueden actuar como fertilizante fosfatado en plantas de trigo (Triticum aestivum), lo cual se
atribuye al hecho de que se movilizan con facilidad en el suelo ¥ alcanzan las raices de las plantas

a traves del flujo masivo de agua creado por la transpiracidon (Montalvo et al., 2015).

El reporte de Taskin e a/. (2018) sefiala que la biomasa seca de plantas de lechuga (Zactuca sativa
L) cultivadas en suelos calcareos se incrementaron significativamente por el P contenido en las
nHAp, siendo este tratamiento mas efectivo que la fuente ordinaria de fertilizante usada (HiPOy-
P). En plantas de Solanum lyccpersicum, Marchiol & al. (2019) encontraron cue el alargamiento
de la raiz debido a la aplicacién de nHAp fue vigorosamente estimulado, ademas las plantas de
tomate cultivadas en hidroponia no sufrieron efectos fitotéxicos. Con base en esos resultados los
autores concluyeron que las nHAp tuvieron efectos promotores no téxicos y, por lo tanto, podrian

usarse como aportadores de P, asi como de otros elementos y moléculas.

N° 00, Vol. 0 (0, 2018, ISSN 2007 - 0705, pp.: 00 - 00
_00-

46



Flores-Hemindez, Eduardo Arén efal.

Desde los inicios de la Revolucién Verde mpulsada en la década de 1960, el uso de fertilizantes
quimicos imorganicos ha aumentado notablemente, contribuyendo a un aumento significativo de la
produccién mundial de alimentos. Sin embargo, las reservas existentes de roca fosforica que se
utilizan para fabricar los fertilizantes de P son finitos, habiéndose estimado que las reservas se
habran de agotar en los proximos 50-125 afios (Cordell y White, 2015). Ademas, el incremento de
800 % en el precio de los fertilizantes fosfatados ocurrido en el afio 2008, sirve como recordatorio

de la interaccién muy importante entre el P v la humanidad (Cordell & al., 2009).

Por lo antes sefialado, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivos evaluar el efecto de
tratamientos de nHAp como fertilizante fosfatado y calcico, en la germinacién y desarrollo de
plantas de rabano (Raphanus sativus); ademas, se validd un proceso para la sintesis de nHAp,

mediante una reaccion sencilla de precipitacién quimica himeda.

Método

Material vegetal

El genotipo de R. sativus empleado en este trabajo fue la variedad Champion, de polinizacidén
abierta, semilla de forma redonda, que produce alta calidad con bulbos extremadamente uniformes
y tamafio grande, de colorrojo brillante, siendo este cultivar excelente para el ciclo otofio-invierno,

e ideal para el mercado de manojos.

Sintesis de nanoparticulas de fosfato de calcio (nHAp)

La sintesis de nHAp se realizd mediante un procedimiento similar al descrito por Kottegoda et al.
(2011), empleando una solucién acuosa de hidréxido de calcio [Ca(OH):] ¥ &cido orto fosférico
(HaPOs), con una relacion estequiométrica de Ca/P = 1.67. La mezcla se mantuvo en agitacion
constante y se calentd a 95 °C para activar la reaccién quimica, la cual se gjecutd de acuerdo con
la siguiente ecuacion:

6 H3P Oy + 10 Ca{O0H); - Ca5(P0,)s(0H); + 18 H,0 Eq(1)

Una vez realizada la reaccion de sintesis de nHAp, la solucién resultante se dejd reposar durante
72 h hasta que el producto esperado se precipitd, observando la separacién de fase al final del

tiempo indicado.
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Caracterizacién de las nHAp por difraccién de Rayos X (XRD)

Las nHAp se examinaron mediante un difractémetro XRD (Rigaku, Ultima IV). Los patrones de
difraccién de XRD se registraron en un rango de 268 de 10 a 80 °, obteniendo un tamafio de NPs en
el rango de 10 a 45 nm. El calculo para obtener el tamafio promedio de las particulas de cristalita,

se realizd mediante el software instalado en ese equipo, empleando el método Halder-Wagner

(zumi y Takuji, 2015).

Caracterizacién de las nHAp con microscopio electronico de transmision (TEM)

La morfologia y la microestructura de las nHAp se determinaron utilizando un microscopio FEI-
TITAN 80-300kV (Fisher Scientific, Hillsboro, OR, USA), operado aun voltaje de aceleracion de
300 kV. Las muestras para estos analisis se prepararon depositando ¥ evaporando una gota de la
solucién coloidal en rejillas de encaje de carbono y cobre. El procesamiento de micrografias de
TEM se interpretd utilizando el software Digital Micrograph 3.7.0 (Gatan Software, Inc., Pleaston,
CA, USA) La descripcidén de las nHAp se realizé con imagenes de microscopia electronica de

transmision y alta resolucién (CTEM y HRTEM), asi como por difraccidn de electrones (SAED).

Tratamientos

Las suspensiones con nHAp se prepararon con un tamafio entre 10 y 45 nm. La concentracién
inicial fue de 5000 mg L™, suspendida en agua desionizada estéril y dispersada durante 30 minutos
con un sonicador Tianjing Autoscience AS2060 Instrumental Factory, Tianjing, China. La

suspensidn se diluyé y se aplicaron siete tratamientos: 0, 25, 50, 100, 200, 500 y 1000 mg L.

Germinacion de semillas y crecimiento de plantulas

Las semillas se contaron en lotes de 75 para cada tratamiento y se utilizaron pinzas de diseccidn
sin dientes para colocar las semillas en cajas Petri. Las semillas del tratamiento testigo o control
(T1) se trataron solo con agua destilada. Los tratamientos se aplicaron por unica vez durante la
etapa de imbibicidn con una pipeta agregando 10 mL de suspensién de nHAp a las concentraciones
mencionadas anteriormente para cada tratamiento. Las semillas de rabano se colocaron durante 4
h en una camara de crecimiento para plantas, modelo Equitec EGCS 38, 301 3SHR (Equitek,
Guadalajara, México)a 25 *C+ 2 ° C con un fotoperiodo de 16 h de luz ¥ 8 h de oscuridad.
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Una vez que se completd el periodo de imbibicién de la semilla, se sembraron tres réplicas de 25
semillas por tratamiento en papel Anchor (Seedburo Equipment Company, Hidalgo, TX, U.S.A).
El papel Anchor se humedeci6 con agua destilada, luego se colocaron 25 semillas horizontalmente
sobre el papel, con el embrién de la semilla ubicado hacia abajo; luego se humedecid otro papel
del mismo tamafio para cubrir las semillas. Posteriormente, se plegaron en un rollo de 4 cm de
ancho, se colocaron en cestas de polietileno de 20 cm de ancho x 45 cm de altura y se regresaron a

la camara de crecimiento durante 7 dias.

El bioensayo se desarrolld de acuerdo con las normas de ISTA (2004). El vigor de germinacion (V
%) se determind como el porcentaje de plantulas normales del namero total de plantulas, v la tasa
de germinacidn (G %), fue el porcentaje de semillas germinadas del nimero total de semillas
registradas 4 dias después de la siembra; la biomasa fresca por plantula se determind después de
los 7 dias. Las plantulas normales fueron aquellas que tenian raiz y plimula, cada una de ellas con
un desarrollo total de 2.0 cm. La longitud de la plimula se midié desde la interseccidn raiz-
hipocétilo hasta la base del cotileddén, mientras que la longitud de la radicula se midid desde la base
del hipocétilo hasta el apice de la radicula. La biomasa fresca de plantulas normales se determind

al final del bicensayo con una balanza analitica.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se empled un disefio completamente al azar con siete tratamientos y tres repeticiones, el modelo
lineal general fue ¥ij = u + ai + eyj, donde la variable de respuesta es Y1y, 1 el promedio general,
a1 el efecto de las concentraciones de nHAp y eij el error experimental. La unidad experimental
consistié en un rollo de papel anchor que contenia 25 semillas. Las evaluaciones de los datos se
evaluaron mediante analisis de varianza y la comparacién promedio de los tratamientos mediante

la prueba de Tukey (P<0.05) (SPSS Statistics, 21 Version).

Resultados
Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita
Las nHAp se obtuvieron por agitacion mecanica con un tamafio promedio entre 10 y 45 nm. Estas

dimensiones estan dentro del rango deseable para aplicaciones biomédicas, principalmente para
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Con respecto a la morfologia de las nanoparticulas, en la agitacién mecénica predominaron las
nanoparticulas en forma de varilla, que tienen un tamafio entre 15 y 25 nm; que esta de acuerdo
con Alvear et al. (2017), ya que estos autores informaron que la velocidad de agitacidn en el caso

de la agitacién mecanica indujo tamafios de particulas mas pequefios.

Efecto de las nanoparticulas de HAp en la germinacion y vigor de las semillas

En la Figura 3 se muestra el efecto de las nanoparticulas de HAp sobre las variables asociadas al
crecimiento de plantula en semillas de R sativus.

El efecto de las nanoparticulas de hidroxiapatita aplicadas a las semillas de R sativus tuvieron una
diferencia estadistica significativa en el vigor y porciento de germinacidn, ya que todos los
tratamientos mostraron una disminucidn en estas variables. Se observa un posible efecto inhibidor
del vigor de la germinacion probablemente por un efecto fitotdxico con la representacion mas clara
a los 500 mg L7 con un valor de 82 %, mientras que el control mostro un valor de 93 %, esto
significa una reduccidn del 11.83 % contra el tratamiento control, como lo muestra la Figura 3 (c).
Para el porciento de germinacion el tratamiento de 1000 mg L mostro el porciento de germinacion
mas bajo, con un valor de 77 % contra el 90 % del tratamiento control, esto significd una reduccidn
de 14.44 %, como lo muestra la Figura 3 (d). Se observa claramente la toxicidad generada por las

nanoparticulas de hidroxiapatita en las semillas durante el proceso de imbibicidn.

Longitud de plamula, radicula y biomasa seca

Para el caso de longitud de vastago en plantulas de R. sativus se observd el maximo incremento de
longitud con el tratamiento de 200 mg L}, mostrando una longitud de 7.71 cm contra 7.04 cm del
tratamiento control, esto representa una diferencia de 9.52, de acuerdo con la Figura 3 (b). El
tratamiento de 25 mg L7 mostro un efecto inhibidor al mostrar el valor minimo de longitud con
6.74 cm, lo que representa una diferencia negativa del 4.26 %.

De manera similar a lo antes expuesto, en el caso de la longitud de radicula el mejor tratamiento
resulto ser el de 200 mg L}, con una diferencia positiva en la longitud de 7.59% contra el control,
mientras que el tratamiento de 25 mg L7 mostro un efecto inhibidor del crecimiento con una

diferencia negativa de 8.94 % con respecto del control, tal como se observa en la Figura 3 (a).
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Por su parte, el peso seco mostro incrementos en la mayoria de los tratamientos, excepto con el
tratamiento de 200 mg L'! que mostro una ligera disminucién del 0.48% con respecto al control,
mientras que el mejor tratamiento para este parametro resulto ser el de 1,000 mg L con un

incremento de 19.66 % con respecto al control, como se muestra en el Cuadro 1.

(a) (b)
ab ab 3 ab

z%1ab ab ap 2 ab ab Es ab b ab
214 b %7
ERY 26
FRU a5
L 4
36 20
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22 51
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Figura 3. Efecto de nanoparticulas de hidroxiapatita en semillas y plantulas de Rapahus sativus.
(a) Longitud de radicula, (b) Longitud de hipocétilo o vastago, (c) Vigor de germinacion de
semillas ¥ (d) Porcentaje de germinacion de semillas.
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Cuadro 1. Comparacion de medias para la biomasa seca de plantulas de Rhapanus sativus tratadas
con nanoparticulas de hidroxiapatita

Dosis aplicada
de nHAp Pezo Seco
(mg L (g pléntulaTy
0 6738+506.55 b
25 7102+532.75 ab
50 681351107 b
100 TJ088+531.70 ab
200 6723550447 b
500 T034+527.65 ab
1000 2086160657 a
Media 7086
Tukey
(e=0.05) 1222

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

Discusién

En las proximas décadas los sistemas alimentarios mundiales tendran el desafio de proporcionar
seguridad alimentaria a una poblacién mundial en crecimiento sin afectar la seguridad ambiental.
El uso de tecnologias moderas aplicadas a los agroecosistemas sefa necesario para asegurar el
suministro de alimentos y minimizar impactos negativos sobre el medio ambiente. La combinacion
de biotecnologia y nanotecnologia tiene el potencial de revolucionar los sistemas agricolas al
desarrollar fertilizantes inteligentes con liberacién controlada de nutrientes, capaces de solucionar
problemas actuales y futuros de seguridad alimentaria (Calabi-Floody et al., 2018).

Sin embargo, se considera que muchas propiedades de las nanoparticulas tienen un riesgo potencial
para la salud humana y las plantas, en las cuales se han observado efectos en la germinacidn,
crecimiento de plantula, citotoxicidad y genotoxicidad (Antisari @ a/, 2018), por lo que se
recomienda desarrollar estrategias para evaluar y gestionar los riesgos que conlleva el uso de esta
tecnologia, asi como también encontrar formas sostenibles de fabricar nanomateriales para su uso

en la agricultura (Raliya et af.,, 2017).
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La toxicidad de las nanoparticulas puede explicarse de dos maneras: (a) toxicidad por la
composicidén quimica, por ejemplo, liberacién de iones metalicos toxicos, e (b) inhibicidén o
estimulacidn causada por la morfologia, estructura, y/o tamafio de las nanoparticulas. (Lee e al.,

2010; Manke et al., 2013).

Relacionado con lo anterior, Rui & a/. (2017), realizaron un trabajo donde evaluaron NPs Ag en
mani (Arachis kypogaea L), observandose que estas NPs inhibieron notablemente el crecimiento
de las plantas v la formacién de vainas. Los tratamientos de 500 y 2000 mg kg™' disminuyeron en
un 21.92 y 29.66% respectivamente la altura de planta en comparacidn con el control mientras que
para la biomasa fresca y seca se mostrd una respuesta de acuerdo con la dosis, reduciéndose el
rendimiento por planta en 86.62 y 90.63% respectivamente, lo que puede estar relacionado con la

inhibicién por el tamafio de la particula.

Otros estudios con NPs de 6xidos metalicos (CuO, NiO, TiO;3, éxido de hierro (Fe;O3) y CoaO4)
redujeron la germinacidn de semillas de lechuga, rtabano (Raphanus sativus L.) y pepino mediante
la adsorcidén de estas sobre las superficies de las semillas y la liberacién de iones metalicos,
sefialando que los efectos téxicos de las NPs sobre la germinacidén de semillas varian con los

cultivos y el tamafio de la semilla (Rizwan e al., 2017).

Otros estudios muestran los efectos adversos de las nanoparticulas metalicas en diversos cultivos,
por ejemplo, Landa e /. (2016) en su trabajo evaluaron el efecto de NPs ZnO en semillas de
Sinapis alba L, encontraron un efecto tdxico debido al Zn iénico (Zn®*) liberado por las NPs en el
medio de cultivo, sus resultados mostraron que 1000 mg L™ de ZnO libera 7.90-11.42 mg L Zn®*
v reduce el crecimiento de raiz en 35.5-41.8%, lo que indica en este caso, que el efecto inhibidor

depende de la dosis aplicada.

Jain et al. (2017), evaluaron la fitotoxicidad de NPs ZnO en mijo perla (Pennisetunt glavcun (L))
R Br.), tomate (Lyccpersicon esculentum Mill) y trigo (Triticum aestivum L) seleccionando estos
cultivos por ser representativos de zonas aridas, vegetales y cereales respectivamente, ademas de
analizar el efecto de las NPs sobre las caracteristicas de las semillas como su tamafio y anatomia

superficial. Sus resultados mostraron que una concentracién de 1,000 mg L' redujo la germinacién
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en 18, 30 and 60% para el mijo perla, tomate y trigo respectivamente. Se descubrid que el mijo
perla (planta xerofitica), debido a la presencia de una cuticula gruesa y lisa en la testa, era
relativamente menos sensible a las nanoparticulas de ZnO en comparacion con el trigo y el tomate

(plantas mesofilicas) que tienen una capa de semilla relativamente delgada y arrugada.

Los pliegues en la semilla pueden ayudar a que las NPs se fijen y se mejore la posibilidad de
interaccidn con las NPs, al aumentar la atraccion electrostatica y las interacciones hidrofébicas en
la superficie de la semilla afectando la fitotoxicidad (Wu & al., 2012).

Lacubierta de una semilla se desarrolla principalmente a partir de los tegumentos interno y externo
del rudimento seminal, los cuales se convertitin en el tegmen y la testa de la semilla,
respectivamente. El tegmen por lo general es delgado y flexible, mientras que la testa es dura
(Megias et al., 2015). En la superficie de la testa existe una capa de células a modo de epidermis
que desarrollan una cuticula que supone una barrera fisica para el agua y agentes externos como
las nanoparticulas, pero es semipermeable a los gases. Histoldgicamente hay una gran variedad en
la organizacidén de la cubierta de las semillas segin las diferentes especies de plantas (Bewley et

al., 2013).

Se sabe que la forma, tamafio y arquitectura de semilla afectan varios aspectos en la evolucidn de
una planta. Especies de semillas pequefias han evolucionado para producir grandes cantidades de
progenie, pero pocas completan su ciclo de vida; sucediendo lo contrario con las especies de
semillas grandes, que producen pocas semillas, pero sus plantulas generalmente son
suficientemente robustas para asegurar que la mayoria complete su ciclo de vida (Borisjuk et al.,

2013).

El rabano es un vegetal subterraneo, su fase vegetativa consiste en 35 dias v la fase reproductiva
de 50 dias (Singh y Kumar. 2018). Sus tejidos comestibles entran en contacto directo con el suelo
¥, en consecuencia, con los contaminantes que puedan estar presentes, por gjemplo, material nano
particulado, existiendo el riesgo de acumulacién en sus tejidos comestibles en altas
concentraciones. Un estudio demostrd que ribano crecido en un suelo arenoso arcilloso con 250 y
500 mg kg de NPs de CeO; acumularon altas concentraciones de Ce. Otro trabajo similar mostro

que el rabano tratado con 500 mg lcg'1 acumuld una concentracidon diez veces mayor de Ce
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predominantemente en la periderma pigmentada de las raices de almacenamiento en comparacidn

con el control, lo que plantea riesgos potenciales para la exposicién humana (Zhang et al., 2017).

Las NPs derivadas de metales y 6xidos metalicos han mostrado reducir o mejorar la germinacidn
de semillas de muchas plantas. La respuesta de estas plantas varid significativamente entre el tipo
de NPs y se correlaciond parcialmente con la dosis y el tamafio de las NPs. Sin embargo, los
mecanisios detras de la germinacién aun no se conocen bien, especialmente en el suelo (Rizwan
etal., 2017).

Para el caso de las NPs de hidroxiapatita, existen a la fecha dos trabajos que trataron de evidenciar
el posible efecto fitotéxico de dichas NPs, sin embargo, sus resultados indican que este efecto es
nulo para diferentes cultivos. De acuerdo con Bala et al. (2014), es poco probable que nHAp genere
fitotoxicidad, pues en su trabajo con Cicer arietinum (garbanzo), se observd un aumento en la tasa
de crecimiento de la planta con respecto al control ¥ solo se detectaron trazas del material en los
tejidos de las plantas tratadas con 1 mg mL™7 a través de micrografias HRTEM, por lo que se cree
que la mayor parte de las NPs aplicadas fueron utilizadas por la planta para sus procesos
metabdlicos. Por otro lado, Marchiol et af. (2019), reporta que las nHAp no tuvieron efectos
fitotéxicos en plantas de tomate cultivadas en hidroponia. Sus resultados muestran que el
porcentaje de germinacidn no se vio afectado por ninguna concentracion aplicada, mientras que la
elongacion de raiz si se vio claramente afectada, siendo el mejor tratamiento a 500 mg L™! con un

aumento del 97% con respecto al control.

A pesar de la similitud entre los resultados de los trabajos anteriormente sefialados, existen
diferencias entre la morfologia y tamafio de las nanoparticulas aplicadas, por ejemplo, Bala & a/.
(2014) utilizo nHAp en forma de varilla con una longitud entre 40 y 80 nm y un didmetro entre 15
a 30 nm, mientras que Marchiol et a/. (2019) utilizo nHAp con forma de platos irregulares con
tamafios entre 94 a 163 nm. Para este trabajo las nHAp utilizadas tenian forma de varilla con una

longitud entre 10 a 25 nm y un diametro promedio de 19.13 nm.

De acuerdo con estas observaciones, es evidente que, de los tres trabajos, en el presente se utilizaron
las nHAp con el menor tamafio, ¥y también donde se presentd un efecto adverso en la semilla al
inhibirse la germinacidn y vigor de germinacion de todos los tratamientos, contrario a lo observado

por Bala & al. (2014) y Marchiol et a/. (2019). De acuerdo con Rizwan et al. (2017), este resultado
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es propio de NPs metalicas, donde existe una correlacidn parcial entre la respuesta de una planta
con la dosis y el tamafio de las NPs aplicadas, sin embargo, hasta ahora no se habia reportado este
comportamiento en nanoparticulas de hidroxiapatita, mostrandose por primera vez un efecto

fitotoxico relacionado con el tamafio de estas.

Mientras que para Bala & al. (2014) el mejor tratamiento fue a 1000 mg L v para Marchiol e a/.
(2019) el mejor tratamiento fue a 500 mg L™} para nosotros el mejor tratamiento fue a 200 mg L7,
va que las plantulas de R. safivus mostraron un incremento en el crecimiento de el vastago y la
radicula de 9.52% y 7.59% respectivamente contra el tratamiento control. Este resultado muestra
que la eficiencia de las nHAp como nanofertilizante esta relacionado también con el tamatfio de las

NPs, lo cual tampoco habia sido reportado previamente para este compuesto en particular.

Conclusiones

El presente estudio muestra evidencia de un efecto nocivo en las semillas de rabano por la
aplicacidn de distintas concentraciones de nHAp. La germinacidn y el vigor de germinacion fueron
inhibidos por dosis moderadas de esta nanoparticula, mientras que la plantula de esta especie
mostro un efecto promotor de crecimiento.

Los efectos adversos pueden estar relacionado con la morfologia de las semillas, entendiéndose
que apesar de que lanHAp contiene P en su composicidn, y este elemento es uno de los principales
nutrimentos necesarios para el desarrollo de cultivos, el tamafio nanométrico ¥ la concentracidén
pueden estar afectando a nivel celular los procesos fisiolégicos de los mismos.

Se recomienda la realizacién de estudios mas profundos para evaluar los efectos de las NPs y su
interaccidn con en el suelo y las diferentes partes de las plantas a fin de identificar los mecanismos

de toxicidad de NP en las plantas y el suelo.
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CONCLUSION GENERAL
Se determino que el tipo de agitacion para producir nHAp influye en la morfologia
y tamano de nanoparticula. El rango de tamafios obtenidos para ambos tipos de
agitacion fue de 10 a 45 nm, con un tamano predominante de 15 a 20 nm. Con
respecto a la morfologia, la agitacion mecanica produce particulas alargadas
similares a bacilos, mientras que la agitacion magnética produce particulas mas
esféricas. Es posible que el campo magnético del agitador interactue en la
formacion de las particulas de HAp, haciendo que estas adquiran la forma
esférica, sin embargo, en la literatura no existe algun reporte sobre esta

interaccion, por lo que se recomiendan trabajos en este sentido.

Por otro lado, se muestra evidencia de un efecto nocivo en las semillas de rabano
por la aplicacion de distintas concentraciones de nHAp. La germinacion y el vigor
de germinacion fueron inhibidos por dosis moderadas de esta nanoparticula, este
resultado es contrario a otros trabajos reportados, mostrandose por primera vez
un efecto fitotoxico de nHAp en semillas. Sin embargo, la plantula de esta especie

mostro un efecto promotor de crecimiento.

Los efectos adversos pueden estar relacionado con la morfologia de las semillas,
entendiéndose que a pesar de que la nHAp contiene P en su composicion y este
elemento es uno de los principales nutrimentos necesarios para el desarrollo de
cultivos, el tamano nanométrico y la concentracién pueden estar afectando a nivel

celular los procesos fisiolégicos de los mismos.

Se recomienda la realizacion de estudios mas profundos y de campo en
diferentes cultivos para evaluar los efectos de las NPs HAp y su interaccion con
en el suelo y las diferentes partes de las plantas, a fin de identificar los

mecanismos de toxicidad, o bien, comprobar una promocion de crecimiento.



