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RESUMEN

El presente trabajo fue desarrollar en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de
Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con el objetivo de evaluar
mediante un bioensayo el efecto de la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de
cobre (NPsCuO), sobre parametros de calidad fisiol6gica en semillas de un hibrido
comercial de maiz, para determinar la germinacion y desarrollo de la plantula de

maiz.

El estudio consisti6 en un bioensayo donde se establecieron 3 repeticiones de 25
semillas para cada tratamiento con NPsCuO (0, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 ppm).
Las semillas fueron colocadas en cajas de Petri, y se imbibieron con 15 ml de
suspension de NPsCuO con la concentracion que se estableci0 para cada
tratamiento, para después ser colocadas en una camara bioclimatica a una
temperatura de 25 °C, durante 24 h. Después se sembraron, colocando 25 semillas
entre dos capas de papel Anchor humedecido con agua destilada, enrollados en
forma de taco, colocandolos en bolsas de polietileno trasparente, las cuales se
ubicaron dentro de una camara bioclimatica a una temperatura 25 °C y con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. Las variables evaluadas fueron
porcentaje de vigor de germinacion, porcentaje de germinacion, plantulas de alto
vigor, plantulas de bajo vigor, plantulas anormales, semillas sin germinar, longitud
de plumula, longitud de radicula, peso seco de plumula, peso seco de radicula y
contenido de clorofila. El experimento fue realizado bajo un disefio experimental
completamente al azar, los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza
para determinar diferencias estadisticas por concentracién, posteriormente se
realiz6 una comparacion de medias con la prueba de Tukey (P<=0.05), utilizando el
paguete estadistico SAS Institute (2004). Con los resultados obtenidos se observo
gue las concentraciones de 100, 500 y 1000 ppm de NPsCuO impactaron

positivamente en la variable porciento vigor de germinacion.

Palabras clave: Nanoparticulas, germinacion, vigor y clorofila.
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l. INTRODUCCION

La nanotecnologia (NT) representa una de las mas novedosas innovaciones
cientificas, y en muchos sentidos, la de mayor alcance en lo referente a la alta
tecnologia para la agricultura y los alimentos frescos. Se estima que en todo el
mundo hay mas de 300 nanoproductos alimenticios disponibles en el mercado y se
prevé que a futuro la NT se utilizara en el 40% de la industria alimentaria. El uso de
las NPs en laindustria alimentaria se debe a su actividad antimicrobiana, un ejemplo
es el dioxido de titanio, colorante que puede utilizarse como barrera de proteccion
en el envasado de alimentos. Las NPs organicas se emplean principalmente para
mejorar el valor nutritivo de los alimentos, utilizandose como vehiculo para la

liberacidon de vitaminas y otros nutrientes (nanocapsulas).

En términos generales se puede decir que hoy en dia podremos utilizar esta
tecnologia que nos puede ayudar para grandes beneficios en la agricultura ademas
de facilitar diversos usos potenciales de interés en la produccion agricola mediante
diversas estrategias por otra parte, la NT tiene aplicaciones en la agricultura; a
través del mejoramiento de la eficiencia de los nutrientes, desarrollo de pesticidas

de nueva generacion.

Al presente la agricultura es un area donde las nuevas tecnologias se aplican
para mejorar el rendimiento de los cultivos. Nanoagricultura implica el empleo de
NPs en la agricultura, considerando que estas tendran algunos efectos beneficiosos
para los cultivos. La aparicion de nuevos nanodispositivos y nanomateriales dan
oportunidad a aplicaciones potenciales y lineas de investigacion. Las NPs son
materiales lo suficientemente pequefios como para caer dentro del rango
nanomeétrico (10 a 100 nm). Estos materiales pueden ser usados para liberar
pesticidas o fertilizantes en un momento y sitio especifico, logrando de esta manera
aplicar suspensiones en aéreas muy localizadas, que podran disminuir el dafio a
otros tejidos de la planta y a la vez en cantidades pequenias, reduciendo asi el efecto

adverso al medio ambiente (Srilatha, 2011).



En este trabajo de investigacion, se estudio la respuesta de semillas y de
plantulas de maiz hibrido comercial, a la aplicacion de tratamientos con NPsCuO, a
diferentes dosis, en variables como porciento de germinacion, desarrollo de
plantula, acumulacién de biomasa y contenido de clorofila a, b y total.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Determinar la respuesta fisiolégica a la aplicacién de NPsCuO, en el proceso

germinativo y en el desarrollo de plantulas de maiz.

Conocer el efecto que tiene la aplicacion de diferentes concentraciones
NPsCuO durante la imbibicién de las semillas, en la acumulacion de biomasa y en
el contenido de clorofila.

1.1.2. Objetivos especificos

Evaluar la respuesta de la evaluacion del efecto de las NPsCuO para

determinar la germinacion y desarrollo de la plantula de maiz.

1.2. HIPOTESIS

Ho: La imbibicion de semillas con NPsCuO durante el proceso de
germinacién, no promueve el vigor de germinaciéon y el desarrollo de plantulas, ni

incrementa la biomasa y el contenido de clorofila.

Ha: Al menos uno de los tratamientos con NPSCuO durante la imbibicién,
promueve el vigor de germinacion y el desarrollo de la plantula, asi mismo

incrementa la biomasa y el contenido de clorofila.
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Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Qué es lananotecnologia

La nanotecnologia es un area de investigacién, asi como su aplicacion en la
fabricacion de dispositivos y productos, que estudia las propiedades de los
materiales que tienen entre uno y 100 nanémetros de tamafio. En segundo aspecto
es el estudio, disefo, creacion, sintesis, manipulacién y aplicacion de materiales,
aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a nanoescala.
Podriamos destacar que varios cientificos aprueban la NT para crear materiales y
sistemas de innovacion para garantizar materiales a escala muy pequefia de mejor
tamafo, y tener bajo costo en la tecnologia (Diaz, 2012). se hace necesario resaltar
gue la nanotecnologia le ha dado mayor alcance a la agricultura y a la produccion
de alimentos frescos, logrando un alto nivel de eficiencia y calidad de aquellos
cultivos (Lira et al., 2014). En términos generales, nos ayuda para facilitar el area
técnica y cientifica en garantizar informacion nueva con experimentos que brindan

resultados auténticos de laboratorio para procesos de produccion.

Se hace necesario resaltar que en la agricultura moderna han comenzado a
investigarse los nanomateriales, porque ofrecen incrementar la produccion de
alimentos; ademas la NT puede brindar la posibilidad de generar nanofertilizantes y
promotores de crecimiento. Debido a esto cientificos agricolas buscan la manera de
como innovar el estancamiento en el rendimiento de los cultivos, para un mejor
aprovechamiento en la baja eficiencia en el uso de nutrientes, materia organica del
suelo, nutrientes, cambio climatico, superficie agricolay escasez de agua para riego
(Dubey y Mailapalli, 2016).
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2.2. Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) ya sean de nanopolvo, nanoracimo, o nanocristal,
son particulas microscépicas con una caracteristica en particulas la cual por tener
una dimension menor de 100 nm 0 menos, y un gran nimero de atomos, les permite
una mayor superficie por peso, por lo tanto, comparten caracteristicas con varias
particulas (Alam et al., 2013). En cuanto a la agricultura, se puede decir que hay
varios experimentos realizados que han dado resultado en el tamafio 6ptico, forma
y concentracion de las NPs, para que estas puedan ser aplicadas a las plantas para
mejor penetracion y translocacion. Esto indica que las NPs son capaces de penetrar
los tejidos vegetales cuando se aplican sobre las hojas de las plantas, y estas se
desplazan hacia diferentes partes y tejidos. Asimismo, los resultados han
demostrado que tan solo 14.7 % del nanomaterial aplicado a las plantas, se pierde
mediante la técnica de aerosol (usando nebulizador) en comparacién con la pérdida
del 32.5 en técnicas convencionales. De este modo bajo concentraciones menores
a 5 ppm, las nanoparticulas se pueden absorber mejor y movilizarse a través de las
hojas de las plantas; por ello, a mayor tamafio de nanoparticulas menor sera la

penetracion en las plantas (Tarafdar et al., 2012).

A continuacion (Betancourt et al., 2013) menciona que las NPsCuO llegan
hacer muy interesantes en cuanto a sus caracteristicas y propiedades que contiene
tanto quimicas, fisicas y microbianas para un mejor metal semiconductor que puede
ayudar para facilitar en laboratorios o campo mediante su aplicacion en proyectos
gue puedan brindarnos informacion para tratar de mejorar areas de agricultura en
la produccién agricola o en otro ambito innovador. No obstante, el cobre ha sido de
interés particular porque presenta un aspecto amplio de accién contra bacterias y

hongos.
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2.3. Origen de las nanoparticulas (NPs)

La unidad de referencia del mundo Nano es el nanémetro (nm). El prefijo
“nano” proviene del griego “hannos” que significa enano. Esta escala es la del

atomo, el “ladrillo” elemental de cualquier materia.
1 nm=10-9 m = 0,000 000 001 m

Las nanoparticulas son consideradas un descubrimiento de la ciencia
moderna, pero en realidad tienen una larga historia. Ya que muchas de ellas estan
presentes en la naturaleza como las cenizas de los volcanes, la arena del desierto,

algunos microrganismos.
Las nanoparticulas que se descubrieron comienzan a utilizarse en 1999.

Si bien es cierto que existen algunos tipos de nanoparticulas que se derivan
de procesos industriales como la produccion de materiales a gran escala por
procedimientos a altas temperaturas (humo de silice, particulas ultrafinas de 6xido
de titanio y metales ultrafinos), por procesos de combustion (diésel y carbon), en la

obtencion, y en procesos domeésticos (Gutiérrez et al., 2013).

2.4. Antecedentes de la nanotecnologia.

La NT ha estado presente en la civilizacion desde la antigtiedad y con el paso
del tiempo ha ido creciendo a pasos agigantados, particularmente a partir de los
80s, manteniéndose hasta la fecha. Los origenes de la NT se dieron por primera
vez por el fisico estadounidense Richard Phillips Feynman ganador del premio
Nobel de Fisica, quien, en 1959 ante la Sociedad Americana de Fisica impartio la
conferencia “Hay mucho sitio en el fondo”. En la conferencia, Feynman propuso
manipular y fabricar artefactos con una precision de unos pocos &atomos; sus
ideas permanecieron en la obscuridad por mucho tiempo. Por otro lado, en 1974 se
produjo el primer registro de una patente de un dispositivo molecular por Aviram y
Seiden de la corporacion IBM, y en 1982 el suizo Gerd Binnig y el aleman Heinrich
Ruhrer inventaron el microscopio de barrido de efecto tanel, el cual permite ver

objetos de tamafio nanométrico. En 1985 se descubrieron las jaulas esféricas con
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60 atomos de carbono conocidas como fulerenos por Binnig y Ruhrer. En 1986, Eric
Drexler publicé el libro “Los motores de la creacién”, con una amplia visién de futuro
de lo que se llamaria Nanotecnologia Molecular; en 1989, dos cientificos de IBM
hicieron posible la grabacién de datos a escala manométrica y en 1991 el japonés
Sumio Lijima informé de la existencia de nanotubos de carbono, de amplio uso en
la actualidad. Por otra parte, la aplicacion de la NT en la agricultura y en la industria
alimentaria se tratd por primera vez en el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA), en septiembre de 2003.

2.5. Aplicaciones de la nanotecnologia en la agricultura.

La NT puede llegar a tener un gran avance en el are del campo agricola sea
por diferentes aplicaciones en desarrollo potencial con la biotecnologia y la
agricultura donde pueden destacar encapsulamiento de ingredientes activos como
fertilizantes, herbicidas, fungicidas, insecticidas y nutrientes, los cuales se pueden
incorporar en matrices de liberacion lenta o controlada en materiales naturales como
la zeolita (Lateef et al., 2016).

Los cientificos agricolas se enfrentan a diversos desafios, entre ellos los
bajos incrementos en el rendimiento de los cultivos, la reducida eficiencia del uso
de nutrientes, la disminucion de materia organica del suelo, deficiencias
multinutricionales, el cambio climatico, la reduccion de la disponibilidad de tierras
cultivables y la falta de agua para riego. Para dar solucién a algunos de estos
problemas, existe la necesidad de explorar las tecnologias de vanguardia, tal como
la NT, por ejemplo, para aplicar la cantidad correcta de nutrientes y plaguicidas que
promueven la productividad, y al mismo tiempo garantizar la seguridad del

ambiente.

En la Figura 1 se muestra un esquema que ilustra las diferentes aplicaciones
potenciales de la NT en diversos aspectos de la agricultura moderna (Ghormade et
al., 2011).
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Las NPs también estan siendo empleadas para el control de enfermedades
en plantas, y en este contexto, la NT ofrece una gran oportunidad para desarrollar
nuevos productos (Begum et al., 2010).

2.6. Caracteristicas del cobre

El cobre es uno de los metales que la humanidad utiliza desde hace mas
tiempo. Todavia hoy dia, el cobre es junto al aluminio el metal no férrico mas
importante, es un metal de transicion de un caracteristico color rojizo y con
tonalidades brillantes blando y ddctil, sus elevadas conductividades térmica y
eléctrica son solo inferiores a las de la plata. Es por esta razén que entre las
caracteristicas que tiene este material, asi como las del resto de metales de
transicion, se encuentra la de incluir en su configuracién electrénica el orbital d,
parcialmente lleno de electrones. Propiedades de este tipo de metales son su
elevada dureza, el tener puntos de ebullicion y fusién elevados y ser buenos

conductores de la electricidad y el calor.

En tal sentido varias proteinas que contienen Cu desempefian un papel
fundamental en procesos como la fotosintesis, respiracidon, desintoxicacion de

radicales superoéxido y lignificacion. Sin Cu no habria fotosintesis ya que este
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elemento es necesario para la formacion de clorofila. Cuando se presenta una
deficiencia de Cu, la actividad de estas enzimas se reduce drasticamente. La
reduccioén del transporte fotosintético de electrones como consecuencia de menores
contenidos de plastocianina, una proteina que contiene Cu, disminuye la tasa de
fijacion de CO2, de modo que el contenido de almidén y de carbohidratos solubles

(especialmente sacarosa) también se reduce (Ledn y Sepulveda, 2012).

2.7. Nanoparticulas de cobre

Se estima que el cobre tiene importancia biol6gica en el proceso de
fotosintesis de las plantas, aunque no forma parte de la composicion de la clorofila.
El cobre ha tenido un gran interés por presentar un amplio espectro contra bacterias
y hongos, el cual la eficiencia de este elemento depende de las condiciones del
medio ambiente, la concentracion de iones y el tipo de microorganismo a combatir.
Dada la efectividad del cobre contra organismos patdégenos asociados con
enfermedades de plantas, ha sido utilizado ampliamente en el sector agropecuario
en forma de pesticida desde ya hace bastante tiempo y hoy en dia como promotor

de crecimiento vegetal.

Por otro lado, el cobre desempefia un papel vital ya que es considerado uno
de los metales mas importantes en las tecnologias modernas. Las nanoparticulas
de cobre han sido sintetizadas por diversas técnicas a partir de las cuales se puede
tener control en el tamafio y morfologia de estas, los parametros mas importantes
a considerar son la relacion molar, temperatura, pH, velocidad de agitacion, entre
otros. Asimismo, existen diversos métodos de obtencidén de nanoparticulas entre los
gue se encuentran: micro emulsién, deposicion al vacio, método de poliol,

descomposicion térmica, entre otros mas.
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2.8. Funciones del cobre en las plantas y semillas

El cobre es un elemento que se requiere en cantidades muy pequefias para
el buen desarrollo y salud de las plantas. Se le conoce como “microelemento”
(Richter, G.1980). Es asi como el cobre se necesita solo en trazas, pero es por
completo esencial por formar parte de diversas enzimas aportando citocromo-
oxidasa, que estima la oxidacién respiratoria final. Para tal efecto las plantas la
mayor parte del cobre se encuentra combinado con las proteinas, ejemplos de estos
catalizadores organicos son la tirosinasa, la lacasa y la oxidasa ascorbica (Richter,
1980). El cobre esta presente en los cloroplastos, desempefiando un papel esencial
en la fotosintesis de la cual depende la agricultura y, por lo tanto, todos los tipos de
vida animal y humana (Fueyo, 1986). La planta toma del suelo el cobre que necesita,
bien en estado ionico o en cualquier otra forma de cobre soluble. Una pequefia
cantidad de cobre en el suelo (4 partes por millon de suelo seco), es suficiente para
satisfacer las necesidades de la mayoria de las plantas cultivadas. Si el cobre "util"
es menor, generalmente se producen cambios fisiologicos en la planta, cuya
intensidad depende de la magnitud de la deficiencia. Ademas, todas las plantas,
incluidos arbustos y arboles, expresan rapidamente la falta de cobre; la mayoria de
los cereales como la avena, la cebada y el trigo, son especialmente sensibles
(Fueyo, 1986). Al mismo tiempo, el tomate, el tabaco y la cebolla son menos
sensibles. Entre los frutales, los ciruelos, los papayos, los manzanos y los perales
son muy sensibles a la falta de cobre. Dicho de otro modo, es dificil diagnosticar las
carencias de cobre con la simple observacion exterior de la planta, por lo que,
muchas veces el trastorno observado puede no ser debido a la simple carencia de
cobre util, sino estar complicada con la falta o exceso de otros microelementos. Un
ejemplo es la carencia de manganeso, o0 eventualmente anormal exceso de
molibdeno en el suelo. Ademas, las necesidades minimas de cobre de las diferentes
especies de plantas no son las mismas, variando también en los diferentes estados

de desarrollo (Trocme y Gras, 1985).
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2.9. Deficienciay toxicidad del cobre

La concentracion de Cu en el suelo presenta una amplia variacion,
encontrandose concentraciones menores de 5 yg g* en paises como Bélgica,
Croacia o Grecia, mientras que valores superiores a 100 ug g* se han encontrado
en paises como lItalia, Noruega o Espafia (Heijerick et al., 2006). EI Cu se encuentra
principalmente de manera insoluble en los suelos, adsorbido a arcilla, o materia
organica, lo que se ve incrementado en suelos alcalinos, que representan
aproximadamente el 30% de los suelos del mundo (Bradl, 2004; Palmer y Guerinot,
2009). Es por esta razon que, en el medio ambiente, la deficiencia de Cu es mas
comun que la toxicidad, aunque en condiciones de campo, es poco frecuente la
deficiencia de un solo elemento, siendo mas comun que la deficiencia sea multiple
(Barcelo et al., 2001). La cantidad de Cu presente en los tejidos fotosintéticos de las
plantas se encuentra en el rango de 5-20 ug gde peso seco, dependiendo de la
especie. Este amplio rango de Cu en las plantas sugiere una necesidad variable de

Cu por parte de éstas (Fernandez y Henriquez, 1991; Marschner, 1995).

2.10. Deficiencia de cobre

Tanto la deficiencia de Cu como la toxicidad pueden ocasionar dafios en las
plantas, apreciables por la aparicion de sintomas caracteristicos. Una cantidad
insuficiente de Cu en las plantas puede producir fenébmenos que afectan, en primer
lugar, a los tejidos jovenes y reproductivos; posteriormente las plantas sometidas a
deficiencia de Cu sufren una reduccion en el crecimiento, clorosis de las hojas
jovenes, curvatura de los margenes de las hojas, dafio en los meristemos apicales,
disminucién de la formacion de frutos, defectos en la pared celular, disminucion del
desarrollo y viabilidad del polen y desarrollo embrionario incorrecto (Dell, 1981,
Barcel6 et al., 2001; Burkhead et al., 2009). La deficiencia de Cu produce también
una reduccién de la actividad fotosintética y aumento de la movilizacion y

adquisicién de Cu. Otro de los problemas derivados del desequilibrio nutricional, es
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el hecho de que la deficiencia de Cu puede causar el exceso relativo de otros
metales en la célula y, consecuentemente, las proteinas que carecen de su cofactor
nativo son susceptibles de incorporar un metal incorrecto (LOpez-Maury et al., 2012;
Blaby-Haas y Merchant, 2014).

2.11. Exceso de cobre

No obstante, el Cu también puede aparecer en exceso en el suelo de
determinadas areas. Los metales pesados se encuentran de manera natural en el
suelo y éstos pueden aparecer en niveles toéxicos de manera inherente o debido a
actividades antrépicas como la mineria o el uso excesivo de fertilizantes y fungicidas
(Fernandez y Henriques, 1991; White y Brown, 2010; Wuana y Okieimen, 2011). El
exceso de Cu puede producir una reduccion en la biomasa de la parte aérea
y radicular de las plantas (Wojcik y Tukiendorf, 2003; Lequeux et al., 2010), clorosis
y necrosis de las hojas (Drazkiewicz y col., 2004; Bouazizi et al., 2010), disminucion
de la viabilidad de las células de la raiz (Rodrigo-Moreno et al., 2013), redisefio
del sistema radicular, alteracion del patron de auxinas, cambios en la deposicion
de lignina (Lequeux et al., 2010) e inhibicion de la germinacion. El exceso de Cu
también afecta a la actividad fotosintética (Yruela, 2013), causa peroxidacion de
lipidos, dafios en el ADN y proteinas, afecta a la adquisicion de otros nutrientes
esenciales (Adrees et al., 2015) y favorece la produccion de ROS y estrés oxidativo
(Yruela, 2009; Chaffai y Koyama, 2011; Sethy y Ghosh, 2013). Las especies de
oxigeno parcialmente reducidas se producen cuando el oxigeno molecular acepta
electrones de otras moléculas (Mittler, 2002; Apel y Hirt, 2004; Ravet y Pilon, 2013).
Las zonas de mayor generacion de ROS son los centros de reaccion del
Fotosistema | (PSI) y el Fotosistema Il (PSIl) en los tilacoides (Asada, 2006).
Algunos procesos dependientes de Cu reducen el oxigeno a superoxido (O2-) o
peroxido de hidrégeno (H202), moléculas que tienen, por si mismas, una
citotoxicidad limitada, pero que pueden ser sustratos para la produccion de radicales
hidroxilos (OH-), que no pueden ser eliminados enzimaticamente y son los mayores
responsables del dafio oxidativo en los sistemas bioldgicos (Robinson y Winge,
2010; Ravety Pilon, 2013).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del sitio experimental

El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Fisiologia de
Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, en las
instalaciones de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Con
coordenadas 25° 23" 42”" de latitud norte, 100° 50" 57°" de longitud oeste y a una
altitud de 1742 msnm en Buenavista; Saltillo, Coahuila, México durante el ciclo
primavera-verano 2020.

3.2 Material genético

En esta investigacion se utilizé semillas de un hibrido comercial de maiz

(Zea mays).

3.3 Aplicacién de nanoparticulas, imbibicién y germinacion

El experimento consistio en el establecimiento de un bioensayo con el fin de
determinar el efecto de las NPs de Oxido de cobre con un tamafio de 40-60 nm
(NPsCuO), en la germinacion, desarrollo de plantula, contenido de clorofila y
acumulacioén de biomasa. Para cada concentracion (0, 50, 100, 250, 500, 750, 1000
ppm), se contaron 700 semillas de maiz, cien por cada tratamiento (4 repeticiones
de 25 semillas) establecido en cajas de Petri. La preparacion de las suspensiones
de NPsCuO consistio en pesar el producto de acuerdo en la concentracion deseada
en una balanza analitica (AND modelo HR-200), posteriormente se depositaron las
NPsCuO en tubos tipo Falcon con tapa de rosca, aforando con agua destilada a 50
ml. Enseguida los tubos Falcon fueron ultrasonicados en un equipo Ultrasonic
Cleaner (AS2060B), por dos tiempos de 15 minutos para homogeneizar la

suspension con NPsCuO. Al concluir con el proceso de sonicacion, se acomodaron
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las semillas de acuerdo a cada tratamiento, realizando la aplicacion de 15 ml de
suspension de NPsCuO. Posteriormente las cajas de Petri fueron ubicadas en una
camara bioclimatica a una temperatura de 25°C £ 2 °C, con una humedad relativa
de 50% y un fotoperiodo de 16/8 h luz/obscuridad, durante 24h.

Una vez trascurrido este tiempo, se sembraron las 4 repeticiones de 25
semillas de maiz de cada tratamiento, sobre el papel Anchor humedecido con agua
destilada, en linea y de forma horizontal, con el embrién en la misma direccion.
Después de la siembra de la semilla, se cubri6 con un pliego mas de papel
previamente humedecido, enrollando ambos para formar un taco. Las 4 repeticiones
de cada tratamiento se colocaron en posicién vertical, dentro de un recipiente de
plastico, y este en una camara de germinacion, a una temperatura de 25°C £ 2 °C,

con una humedad relativa 50% y un fotoperiodo de 16/8 h luz/obscuridad.

3.4. Variables evaluadas

El primer conteo se realizé al cuarto dia después de iniciar el proceso de
imbibicion, determinando la variable Vigor de Germinacion (Vigor), para lo cual se
contaron todas las plantulas normales, esto es, que desarrollaron plumula y radicula
normal, y que ambas estructuras median de manera independiente 2 cm o mas.

Esta variable se expreso en porciento.

Germinacion (Capacidad germinativa): correspondio al segundo conteo al
séptimo dia; realizando un conteo de plantulas normales, considerando a aquellas
gue presentaban todas las estructuras bien desarrolladas y se expreso en

porciento.

Plantulas de alto vigor (PAV): En esta variable se cuantificaron las plantulas
normales que sobresalieron en su crecimiento, que presentaron un sistema apical
bien desarrollado, al igual que el sistema radicular, incluyendo la primer y segunda

hoja.
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Plantulas de bajo vigor (PBV): se consideraron aquellas plantulas normales, que
presentaron sus estructuras bien desarrolladas, sin embargo, con un menor

crecimiento.

Plantulas Anormales (PA): Para esta variable se tomaron en cuenta las plantulas
gue no lograron desarrollar alguna de las estructuras esenciales, limitando su

Optimo crecimiento.

Semillas sin Germinar (SSG): Semillas que no presentaron indicios de emergencia

de raiz o tallo (coleoptilo).

Longitud de Plumula y de Radicula (LP) y (LR): Para determinar estos
parametros, se midi6é cada una de las estructuras y se reporto en centimetros (cm),

estas dos variables se consideran un indicativo del vigor de plantula.

Peso seco de plumula (PSP) y de radicula: Cada plantula normal (de alto y de
bajo vigor), se separaron con un bisturi en plumula y en radicula, y se pusieron en
bolsas de papel estraza perforadas e identificadas, luego se sometieron a una
temperatura de 70°C durante un periodo de 24 horas en una estufa marca RIOSA
modelo H-24, posteriormente se colocaron en un desecador para evitar que la
humedad del ambiente afectara el valor real, en seguida se peso cada repeticion en
una balanza analitica (AND modelo HR-200), para conocer el valor del peso seco

representado en mg plumula*y mg radicula .

Determinacion de clorofila a, b y total.

Para la determinacion de la clorofila se utiliz6 el método espectrofotométrico
descrito por Hiscox e Israelstam (1979), consistio en cortar finamente hojas en tiras
de 0.5 cm?, posteriormente se pesaron 0.5 g de muestra y se maceraron en un
mortero adicionando 5 ml de solucion de acetona al 80%, hasta extraer toda la
clorofila de la muestra. En seguida se colocé cada muestra en un tubo para

centrifuga, y se centrifugdé a 2000 rpm por 10 minutos, se separ6 el sobrenadante
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gue contenian los pigmentos, se ajusté cada tubo a 6 ml con acetona al 80%, se
tomo 0.5 ml del sobrenadante de cada uno de los extractos y se diluy6é hasta 5 ml
con acetona al 80%. Se midié en un espectrofotometro a longitudes de onda de 645
y 663 nm utilizando una muestra de acetona al 80% como blanco. Los analisis
fueron realizados por duplicado. Para la determinacion de clorofila a, b y total se
utilizaron las ecuaciones descritas por Arnon (1949), usando los coeficientes de
absorcion especificos dados por Mackinney (1941) estas fueron:

Clorofila A= (12.7 x Abs 663) — (2.69 x Abs 645)
Clorofila B= (22.9 x Abs 645) — (4.68 x Abs 663)
Clorofila Total= (20.2 x Abs 645) + (8.02 x Abs 663)

3.5. Disefo experimental.

El experimento se establecié bajo un disefio experimental completamente al
azar, con 7 tratamientos y 4 repeticiones por tratamiento, después se llevé a cabo,
una comparacion de medias con la Prueba de Tukey (P<0.05), para lo cual se utilizd
el paquete estadistico SAS Institute (2004).

Modelo estadistico
Yij= M+ Ti+ g
Doénde:

Yij = Valor observado
pu= Media
Ti= Efecto de los tratamientos

&ij = Error experimental

24



IV.RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en el andlisis de varianza del
bioensayo de germinacion y de vigor en semilla de maiz (Zea mays), tratadas con
NPsCuO, para la fuente de variacion concentracion, los resultados mostraron
diferencias altamente significativas (P<0.01) para las variables plantulas de alto
vigor, plantulas de bajo vigor, longitud de plumula, longitud de radicula y peso seco
de radicula, mientras que para las variables vigor de germinacion y peso seco de
plumula indicaron diferencia significativas (P<0.05). Las variables porciento de
germinacién, plantulas anormales y semillas sin germinar, no presentaron

diferencias estadisticas significativas (Cuadro 1).

Estos resultados muestran que la aplicacion de NPsCuO influyé en la
respuesta de algunas de las variables evaluadas en este bioensayo, teniendo
relacion directa con el proceso de germinacion. Mas adelante en el escrito, al revisar
la comparacion de medias, se tendra certeza en cuanto a la respuesta a la

aplicacion de NPsCuO a semillas, en diferentes concentraciones.

Importante es destacar que el vigor de las semillas es el conjunto de
propiedades que determinan la actividad y desempefio en la germinacion y el
crecimiento favorable de las plantulas en lotes de semillas. Navarro (2009) indica
gue el vigor es considerado como la interaccion que tienen las propiedades bidticas
y abidticas que poseen un efecto en las semillas, ademas de que determina su
comportamiento a través del tiempo, y el nivel de actividad que presentan. Es por
eso por lo que el vigor no puede ser desvinculado como parte esencial de la calidad

de semillas.

En el Cuadro 2 se incluyen los cuadrados medios del andlisis de varianza

para las variables contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total.
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Cuadro 1. Cuadrados medios de andlisis de varianza para variables evaluadas en bioensayo de semillas de maiz
tratadas con NPsCuO.

VIGOR GER PAV PBV PA SSG LP LR PSP PSR
" o (%) (%) (%) (%) %) (%) (cm)  (cm) mg/plimula mg/plamula
CONCENTRACION 7 211.30*% 15.49ns 1587.30** 1503.49** 5.33ns 22.60ns 4.80** 13.12%** 11.80%* 25.05%*
ERROR 14  49.52 10.66 88.38 99.80 7.61 8.38 0.65 1.31 2.18 2.87
CV% 9.32 3.48 13.16 44.82 103.50 79.99 4.97 6.67 4.44 9.43

** = Altamente significativo (P<=0.01); * = Significativo (P<=0.05); ns= No significativo; F.V.= Fuente de variacion; GL=
Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacion; GER=Germinacion; PAV= Plantulas de alto vigor; PBV= Plantulas
de Bajo vigor; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; LP= Longitud de plumula; LR= Longitud de
radicula; PSP= Peso seco de plumula; PSR= Peso seco de radicula.

26



Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza de variables evaluadas en
bioensayo para determinar clorofilas en plantulas derivadas de semillas tratadas
con NPsCuO.

CLO a CLOb CLOT
FV (bg/g) (Mg/g) (Mg/9)
CONC 479.9* 5760.58** 7516.29*
ERROR 118.7 714.85 564.72
CV % 6.78 8.41 4.96

** = Altamente significativo (P<=0.01); * Significativo (P<=0.05); FV = fuente de
variacién, CLO a = clorofila A, CLO b = clorofila B, CLO T = clorofila total.

Se observaron diferencias significativas en las respuestas de las hojas
procedentes de plantulas obtenidas de semillas tratadas con las NPsCuO, para
ambos pigmentos, clorofila a) y clorofila b), asi como para clorofilas totales. Esto
indica que las NPsCuO modificaron el metabolismo de sintesis de estos pigmentos.
Es conocido que el cobre es un micronutriente esencial para el crecimiento y
reproduccion de las plantas, permite una correcta accion del magnesio que forma la
clorofila, por lo tanto, tiene influencia en la fotosintesis. La diferencia entre ambas
clorofilas es que, la clorofila a presenta un grupo metilo (-CHs) en el perimetro del
anillo tetrapirrélico, mientras que en Clorofila b, este grupo ha sido oxidado para
formar un grupo formol (-CH=0), también conocido como grupo formilo. Esta
diferencia permite que las clorofilas a y b absorban luz de longitudes de onda
ligeramente diferentes dentro del espectro visible. La clorofila es sintetizada en el
cloroplasto.

En el Cuadro 3 se presenta la comparacién de medias para las variables

evaluadas en el bioensayo de semillas tratadas con NPsCuO.
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Cuadro 3. Comparacion de medias de variables evaluadas en bioensayo de germinacion, desarrollo de plantula y acumulacion
de materia seca, con la aplicacion de NPsCuO a semillas durante la imbibicion.

Concentracion VIGOR GER PAV PBV PA SSG LP LR PSP PSR
(ppm) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (cm) (cm) mg/plumula mg/plimula
0 59 b 93a 41 b 52a la 6a 1430 c 13.76 ¢ 2862 b 11.00 b
50 79a 96 a 93a 2 b la 4a 17.72 a 20.82 a 34.28 ab 2091a
100 73 ab 96 a 80a 16 b 4a Oa 16.86 ab 17.43 b 31.96 ab 18.33 a
250 84 a 93a 89a 4 b 3a 3a 15.82 abc 17.74 ab 35.15a 21.40a
500 76 ab 95a 87a 8 b 4a la 16.53 abc 17.54 b 35.95a 20.03 a
750 83a 89a 72a 17 b 3a 8a 17.63 a 16.40 bc 33.79ab 17.12 ab
1000 75 ab 93a 37 b 56a 2a 5a 15.19 bc 16.70 bc 32.99ab 16.93 ab
Media 75 94 72 22 2 4 16.29 17.19 33.24 17.96
Tukey (P=0.05)  19.62 9.1 26.21 27.85 7.69 8.07 2.26 3.19 5.86 6.71

ppm = partes por millon; GER=Germinacion; PAV= Plantulas de alto vigor; PBV= Plantulas de Bajo vigor; PA=
Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; LP= Longitud de plumula; LR= Longitud de radicula; PSP= Peso
seco de plumula; PSR= Peso seco de radicula.
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En la variable vigor de germinacion, que se refiere a la velocidad con la que
germinan las semillas una vez que imbiben agua, se observo que al tratar las
semillas con NPsCuO a 50 ppm, se increment6 considerablemente el porcentaje,
aumentando de 59 a 79 %. Con el resto de los tratamientos se obtuvo una respuesta
estadisticamente igual al tratamiento con 50 ppm. Por lo tanto, el vigor de
germinacion es una variable que responde favorablemente a este tratamiento,
posiblemente mejorando la actividad de algunas enzimas, como las oxidasas,

ademas el cobre es un poderoso antioxidante (Marschner, 2012).

En cuanto al porcentaje de germinacién, no se observaron diferencias
estadisticas, pero si numéricas, las concentraciones de 50 y 100 ppm, presentaron
el mayor valor con 96 %, seguido de las concentraciones de 1000 ppm (95 %),

mientras que la respuesta mas baja fue con 750 ppm, con 89 % de germinacion.

Las plantulas normales se clasificaron como de alto y de bajo vigor. En cuanto
a las de alto vigor, la concentracion de 50 ppm fue la que presento el valor mas alto
con 93 % y el mas bajo fue 37 % con la concentracion de 1000 ppm, de esta manera
se observo que las NPsCuO también pueden tener un efecto de toxicidad (1000
ppm). Exceso de cobre puede inhibir el crecimiento de la planta, causar un dafio
oxidativo a las células e interferir con el proceso de fotosintesis. Cuando se
encuentra en exceso, el cobre puede reemplazar al Mg*? en la molécula de clorofila,
e interferir en la fotosintesis. La toxicidad por exceso de cobre puede causar
interacciones antagonicas con otros nutrientes, como manganeso Yy zinc
(Marschner, 2012).

Para la variable plantulas de bajo vigor, el valor mas alto se mostré con 1000
ppm, (53 %), asimismo el valor mas bajo (3 %) se observé con 50 ppm. Los sintomas
de toxicidad pueden incluir ademas de retraso en el crecimiento, inhibicién del

crecimiento radicular e inhibicion del crecimiento de los brotes (Marschner, 2012).

La variable plantulas anormales no reporté diferencias estadisticas, pero si
numeéricas, el menor porcentaje lo obtuvo el testigo con 50 ppm con 1 %, se observé
gue al aumentar la concentracion de NPsCuO, se incremento la tasa de plantulas

anormales, los porcentajes mas altos se obtuvieron con la concentracion de 100 y
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500 ppm, con un 4 %, las demas concentraciones se mantuvieron entre estos
valores. Como se indico anteriormente, altas concentraciones de Cu*?, inhiben el

crecimiento de brotes, y reducen el crecimiento de la radicula.

Igualmente, para la variable semillas sin germinar no hubo diferencias
estadisticas, pero si diferencias numeéricas, el mayor porcentaje se obtuvo en la

concentracion de 750 ppm con un 8 %, y 0 % con la concentracion de 100 ppm.

Con relacién a la variable longitud de plumula, la comparacion de medias
indic6 que la concentraciéon de 50 ppm origind mayor crecimiento con 17.72 cm,
mientras que el testigo origind menor longitud, con 14.30 cm. El resto de los
tratamientos resultaron ser estadisticamente iguales a 50 ppm, excepto el de 1000
ppm, que redujo en gran medida el crecimiento. De acuerdo con INTAGRI (2020),

el Cu*?, incrementa el crecimiento de los cultivos.

La longitud de radicula es una caracteristica de gran importancia para el
productor, por lo que, a mayor longitud, mayor sera la capacidad de absorcion de
agua y de nutrientes por la plantula, lo que facilita el trasplante, tanto en la
agricultura protegida como a campo abierto. La concentracién de 50 ppm obtuvo la
mayor longitud con 20.82 cm, mientras que la concentracion de 250 ppm obtuvo el
segundo lugar con 17.74 cm; sin embargo, las concentraciones 500, 100, 1000, 750
y testigo ppm, se mantuvieron, con valores de 17.54, 17.43, 16.70, 16.40 y 13.76

cm, respectivamente.

En la variable peso seco de plumula, se obtuvieron los siguientes resultados,
tratar las semillas con 500 ppm tuvo el mayor peso, con 35.95 mg/plantula, seguido
de la concentracion de 250 ppm con 35.15 mg/plantula, sin embargo, el testigo
obtuvo el menor valor con 28.62 mg/plantula, y las demas concentraciones
presentaron valores intermedios, pero estadisticamente iguales a 50 ppm. Las
NPsCuO presentaron efecto positivo en la variable de peso seco de plantula con

250 y 500 ppm, y fueron estadisticamente diferentes al testigo.

La variable peso seco de radicula obtuvo con la concentraciéon de 250 ppm,

la mayor acumulacibn de materia seca (21.40 mg/radicula), seguido la
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concentracion de 50 ppm con 20.91 mg/ plantula. Sin embargo, todos los
tratamientos excepto el testigo, resultaron estadisticamente iguales. En tal sentido,
el testigo obtuvo el menor valor con 11.00 mg/ plimula, y las demas

concentraciones presentaron valores mas altos.

El cobre es un metal esencial para el crecimiento y desarrollo normal de las
pantas. El contenido en sus tejidos es de 10 pg™, participa en procesos bioquimicos
como la fotosintesis, respiracion, respuesta al estrés oxidativo, metabolismo de la
pared celular y sefalizacion de hormonas, cofactor de varias enzimas como la
superéxido dismutasa, citocromo oxidasa, amino oxidasa, lacasa, plastocianina y
polifenol oxidasa, ademas juega un papel esencial de sefalizacién de transcripcion
y trafico de proteinas (Yruela, 2005).

Los resultados de las comparaciones de medias para las variables clorofila
a, b y total, con la aplicacion de NPsCuO en diferentes concentraciones, mostraron
resultados estadisticamente significativos. Para clorofila a, el valor mas alto se
observo con 750 ppm 179.82 ug/g, por otro lado, el testigo obtuvo 144. 57 (ug/g) de

clorofila, siendo la mas baja de todas las concentraciones.

Cuadro 4. Comparacion de medias de variables evaluadas en bioensayo para
determinar clorofilas, en plantas obtenida de semillas tratadas con NPsCuO.

CONCENTRACION CLO a CLOb CLOT
(ppm) (Mg/9) (Mg/9) (Mg/9)
0 14457 b 24833 ¢ 39277 ¢
50 169.03 a b 393.85a 562.68 a
100 167.32ab 320.21abc 48736 b
250 153.26 a b 332.33ab 48541 b
500 162.79 a b 32429 ab 48691 b
750 179.82 a 293.04 bc 4727 b
1000 148.01 b 31148 bec 459.33 b
Media 146.29 279.905 426.05
Tukey (P=0.05) 30.37 74.54 66.25

ppm = partes por millon, CLO a = clorofila a, CLO b = clorofila b, CLO T = clorofila
total.
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La clorofila b, resultd mas alta (393. 85 ug/g) con la concentracion de 50 ppm
de NPsCuO, esto indica que, a menor concentracion, mayor cantidad de clorofila se
sintetiza, seguido de 250 ppm con 332.33 pg/g. El resultado méas bajo se observo
en el testigo con 248.33 ug/g de clorofila.

Para la variable clorofila total, tratar las semillas con 50 ppm NPsCuO resulto
en superior contenido de clorofila (562.68 pg/g), y estatistamente diferente al resto
de los tratamientos. Por otro lado, la concentracion mas baja fue el testigo con
392.77 ug/g de clorofila, las demas concentraciones presentaron valores

intermedios.

El contenido de clorofila en las hojas es un parametro muy Util para evaluar
el estado fisiologico de las plantas. Todas las hojas verdes presentan mayor
capacidad de absorcion en el rango de 400 - 700 nm, en donde sucede la
transmision de electrones entre clorofilas y carotenos (Zhang et al. 2007). Por otra
parte, la clorofila tiene una funcién primordial, absorber energia luminica, que
depende en gran medida de la concentracion de clorofila y de otros pigmentos
accesorios. Pero también depende de la cantidad de luz disponible y de la calidad
de esta, esto es, que contenga suficiente radiacion comprendida en la banda de
absorcion. El cobre (Cu) es un micronutriente fundamental para las plantas. Su
actividad principal se desarrolla en el campo de las enzimas, aunque también forma
parte de la plastocianina contenida en los cloroplastos, y participa en la cadena

transportadora de electrones en la fotosintesis (Dominguez, 1997).
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que la aplicacion
de NPsCuO a semillas de maiz durante el proceso de imbibicion, modifica la
respuesta fisiologica del proceso germinativo, principalmente a través de las
variables vigor de germinacion, plantulas de alto vigor, longitud de plimula, longitud
de radicula, peso seco de radicula y de plumula, asi como el contenido de clorofilas.

Una mejor respuesta, en comparacion con el testigo, se obtuvo al aplicar a
semillas 50 ppm NPsCuO durante el proceso de imbibicion, resultando en mayor
expresion de vigor, indicado por la velocidad de germinacion, el mejor desarrollo de
plantulas (raiz y plamula) y mejor peso seco de plumula y de radicula.

El contenido de clorofila a fue superior al tratar semillas con 750 ppm, sin
embargo, estadisticamente igual a 50 ppm. Por otra parte, para clorofila b y clorofila
total, plantulas desarrolladas de semillas tratadas con 50 ppm de NPsCuO,

superaron estadisticamente al testigo y al resto de los tratamientos.

Este estudio permite concluir sobre la importancia del cobre en procesos
fisiologicos relacionados con el proceso germinativo, principalmente como cofactor

de enzimas.
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