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El objetivo de esta investigacion fue determinar el impacto de la impregnacion de semillas
de cebada con diferentes compuestos de Zn como nanoparticulas metalicas (NPsZnO),
organicas de sintesis verde (GNPsZnO) y una sal (ZnSQOs) a concentraciones de 0, 5, 10,
15,20 y 25 mg L', sobre el nivel de biofortificacion de los germinados, ademas, de las
respuestas fisioldgicas, bioquimicas y antioxidantes. En primera instancia: la
caracterizacion de los nanomateriales indica que estan compuestos principalmente por Zn
y O, en las GNPsZnO el porcentaje de masa fue de Zn (79.93 %) y O (20.06 %), mientras
que las NPsZnO tienen un porcentaje de Zn (82.8%) y O (17.18%). Enseguida se realizo
la impregnacion de semillas y posteriormente su siembra. Al terminar el ensayo de
germinacion los datos indicaron que el crecimiento con GNPsZnO a 25 mg L', fue el
tratamiento mas efectivo para estimular positivamente la germinacion, mientras que el
ZnSO4 a 15 mg L™! presenté una disminucion del 14% con respecto al testigo, el impacto
negativo en la germinacion al aplicar ZnSO4 se reflejo en menor acumulacion de peso

seco con reducciones del 20y 22% a 10y 15 mg L.

La reduccion en el crecimiento de las plantulas sometidas a ZnSOj4 se asocia a una mayor
acumulacion de Zn. En cuanto a los parametros bioquimicos todos los materiales de Zn
aplicados mejoraron la concentracion de polifenoles en la plumula y radicula, lo que
resultdé en incrementos de la capacidad antioxidante. En cuanto a los componentes
primarios, para azicares totales el ZnSO4 a 20 mg L' supera al testigo en 51.81%, en
cambio las GNPsZnO a 15 mg L' fueron inferior al testigo en 10%. En azlcares
reductores se presentd un incremento en promedio del 37% entre las GNPsZnO a 10y 15

mg L1, no habiendo diferencias significativas entre ellas.

Palabras clave: Hordeum vulgare, nanofertilizantes, biofortificacion, absorcion del ion,

germinados, metabolitos secundarios, compuestos primarios.
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The objective of this research was to determine the impact of the impregnation of barley
seeds with different Zn compounds such as metallic nanoparticles (NPsZnO), organic
green synthesis (GNPsZnO) and a salt (ZnSO4) at concentrations of 0, 5, 10, 15, 20 and
25 mg L', on the level of biofortification of the sprouts, as well as the physiological,
biochemical and antioxidant responses. In the first instance: the characterization of the
nanomaterials indicates that they are mainly composed of Zn and O, in GNPsZnO the
mass percentage was Zn (79.93 %) and O (20.06 %), while NPsZnO have a percentage of
Zn (82.8%) and O (17.18%). The seeds were then impregnated and subsequently sown.
At the end of the germination trial, the data indicated that growth with GNPsZnO at 25
mg L was the most effective treatment to positively stimulate germination, while ZnSO4
at 15 mg L' presented a decrease of 14% with respect to the control. The negative impact
on germination when ZnSO4 was applied was reflected in lower dry weight accumulation

with reductions of 20 and 22% at 10 and 15 mg L.

The reduction in the growth of seedlings subjected to ZnSO4 was associated with a greater
accumulation of Zn. In terms of biochemical parameters, all Zn materials applied
improved the concentration of polyphenols in the plumule and radicle, which resulted in
increases in antioxidant capacity. As for the primary components, for total sugars, ZnSO4
at 20 mg L exceeded the control by 51.81%, while GNPsZnO at 15 mg L' was 10%
lower than the control. In reducing sugars, there was an average increase of 37% between

the GNPsZnO at 10 and 15 mg L', with no significant differences between them.

Keywords: Hordeum vulgare, nanofertilizers, biofortification, ion uptake, sprouts,

secondary metabolites, primary compounds.
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INTRODUCCION

La malnutricién en humanos por falta de micronutrientes afecta a mas de 3000 millones de
personas en todo el mundo (Gonzalez et al., 2020). El zinc (Zn), hierro (Fe) y yodo (I) son
elementos deficientes particularmente en las mujeres y los nifios de paises en desarrollo, estas
deficiencias se manifiestan en problemas como retraso en el crecimiento, falta de apetito,
dermatitis, alopecia, deterioro de la funcidon inmunolégica lo que puede provocar diarrea
frecuente y/o infeccion del tracto respiratorio superior, entre otras enfermedades (Alvarez
Ariza et al., 2019). Por esto se puede convertir en un problema de salud social, pues
lamentablemente, en los paises donde basan su alimentacion en el consumo de cereales
basicos (arroz, frijol, maiz trigo y sorgo), la ingesta de micronutrientes como el Zn y el Fe se
ve limitada, debido a la baja concentracion de estos nutrientes en los granos (Arreola et al.,
2015).

Dentro de los sistemas biologicos, el Zn juega un papel importante en procesos como en la
sintesis de proteinas y el ADN, ademas ayuda al sistema inmunologico a combatir bacterias
y virus (Lucero et al., 2014). Pero ademads interviene en procesos fisiologicos que se llevan a
cabo en las plantas como la fotosintesis, sintesis proteica y de fitohormonas, integridad de
las membranas celulares, vigor de la plantula, formacién de azucares y defensas contra
factores de estrés abidticos como sequias y enfermedades; por lo tanto la deficiencia de Zn
en los cultivos reduce tanto su valor nutrimental como el rendimiento (Almendros et al.,
2014).

En atencion a este problema, las investigaciones en agronomia han enfocado sus esfuerzos al
incremento de la concentracion de microelementos esenciales para la salud humana en tejidos
comestibles de las plantas a través de la mejora genética, la fertilizacion y la biofortificacion,
la cual se define como el proceso que contribuye al aumento de nutrientes esenciales como
el Zny el Fe biodisponibles en las partes comestibles de las plantas (Sainz, 2019), siendo un
proceso que favorece al aumento de contenido de nutrientes en una planta a través de la
aplicacion al suelo, semillas u hojas sin modificar la composicion genética de la misma
(Banuelos et al., 2008).

Algunos estudios han demostrado que existe un gran potencial en la explotacion de
variaciones genéticas que se han observado en semillas respecto a las concentraciones de

micronutrientes como el hierro (Fe) y el zinc (Zn), sin ver afectado el rendimiento de la



cosecha; este es el caso de la biofortificacion, en donde se obtienen alimentos vegetales que
son enriquecidos en micronutrientes biodisponibles; es decir, que los cultivos “se fortifican
asi mismos” y contienen altos niveles de vitaminas y minerales tanto en las raices como en
sus semillas, los que después son cosechados y consumidos por el hombre (Herrera, 2011).
No obstante, en los suelos agricolas un problema recurrente es la disponibilidad de Zn para
ser absorbido por las plantas, por lo que se utiliza ZnSO4 como fertilizante para contrarrestar
las deficiencias, sin embargo, se ha documentado que este compuesto presenta alta
solubilidad con baja eficiencia para ser absorbido en los tejidos de la planta (Gupta et al.,
2016). Por esto, es de suma importancia trabajar con nuevas tecnologias que permitan lograr
una fertilizacion mas eficiente del Zn en la produccion de alimentos. Considerada como una
tecnologia emergente, la nanotecnologia a través del uso de nanoparticulas (1-100 nm)
aplicadas como nanofertilizantes en cultivos, permite una mejor absorcion y asimilacion de
nutrientes especificos como el Zn, esto en comparacion con la fertilizacion comun ya que el
suministro de nutrientes se da en forma gradual y controlada con el fin de incrementar el
contenido de minerales de manera puntual (Garcia Lopez et al., 2019).

En este contexto, dentro de los métodos agronomicos para la biofortificacion, la
impregnacion de semillas con suspensiones de nanoparticulas es un método facil para
mejorar la concentracion de micronutrientes de interés alimentario en germinados (Kumar et
al., 2022). No obstante, la mayoria de los estudios de fertilizacion con nanoparticulas se ha
realizado para mejorar las respuestas agrondmicas y antioxidantes de hortalizas (Chaudhary
et al., 2025). En este estudio, la biofortificacion de germinados derivados de semillas
expuestas a suspensiones con diferentes nanomateriales de Zn, representa una propuesta
novedosa y viable para la obtencion de un alimento con bioaccesibilidad de micronutrientes
esenciales. Por lo anterior, el objetivo de este ensayo es determinar el impacto que tienen las
nanoparticulas tanto organicas como metalicas de Zn a diferentes concentraciones (5 a 25 mg
L), sobre el nivel de biofortificacion, las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y

antioxidantes en germinados de grano de cebada.



HIPOTESIS Y OBJETIVO

Hipotesis alterna

H;: La aplicacién de nanoparticulas metélicas de 6xido de zinc (NPsZnO), nanoparticulas
organicas de 6xido de zinc (GNPsZnO) y el sulfato de zinc (ZnSOs4) a concentraciones de 5
a25 mg L' durante la germinacion de semillas de cebada biofortificara el germinado, ademas

modificard las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y antioxidantes.

Hipoétesis nula

Ho: La aplicacion de NPsZnO, GNPsZnO y ZnSO4 a concentraciones de 5 a 25 mg L
durante en la germinacidn de semillas de cebada no biofortificara el germinado, ni modificara

las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y antioxidantes.

Objetivo general

Determinar el impacto de NPsZnO, GNPsZnO y ZnSOs a concentraciones de 5 a 25 mg L™!
sobre el nivel de biofortificacion, respuestas fisioldgicas, bioquimicas y antioxidantes del

germinado de cebada.



REVISION DE LITERATURA

Nanofertilizantes de ZnO en la impregnacion de semillas

Dentro de los alcances de la nanotecnologia, hoy en dia se lleva a cabo la impregnacion de
las semillas, la cual es apta para brindar nutrientes como el zinc (Zn) y el hierro (Fe) durante
las primeras etapas de la germinacion, a fin de obtener plantas mas vigorosas y que puedan

hacer frente a problemas bidticos y abidticos (Hotegni et al., 2024).

La impregnacion de las semillas desde la germinacion, permite que se absorban iones de Zn
que actuan en funciones importantes como componentes estructurales y en la intervencion
de la expresion génica, ademds también funcionan como catalizadores de metaloenzimas
(amilasas y maltasas) que durante el proceso de germinacidn trabajardn de manera mas
eficiente para aprovechar y/o desdoblar el reservorio energético y que este pueda ser utilizado
durante el desarrollo de la planta (King et al., 2016). Ademas, los iones de Zn son transferidos
a la plantula nueva donde se acumulan en tallo, raiz y hojas lo que resulta en funciones
fisiologicas en respuestas al estrés como la sintesis de proteinas, carbohidratos y auxinas de

una manera mas eficiente (Kuvelja et al., 2024).

Por ejemplo, un estudio realizado en impregnacion de semillas sobre el proceso germinativo
in vitro en semillas de quinua (Chenopodium quinoa), demostrd que las nanoparticulas
obtenidas mediante sintesis biogénica utilizando hojas de cilantro (C. sativum), lograron
estimular la tasa de germinacion e incrementar la velocidad y el desarrollo radicular, ademas
no se encontraron muestras de fitotoxicidad (Asmat-Campos et al., 2023). Otro estudio
realizado en semillas de lechuga romana (L. sativa), con la aplicacion de nanoparticulas de
Zn0O y ZnSO4 durante el proceso de germinacion, demostrd no solo mejores resultados en el
proceso germinativo, sino también de manera nutricional y nutraceutica en este cultivo

(Benavides-Mendoza et al., 2023).

Recientemente se evaluo la germinacion y las caracteristicas morfologicas de las plantulas
de pepino (Cucumis sativus) en laboratorio, donde las semillas fueron sometidas a diferentes

nanomateriales sintetizados de ZnO durante un periodo de remojo (dos horas),



posteriormente se sembraron y una vez germinadas, se llevé a cabo la evaluacion observando
que la aplicacion de estos materiales antes de la germinacion, mejoran el desarrollo temprano
de las plantas (Quirino Garcia et al., 2024). Las mejoras en la germinacion y crecimiento de
las plantulas por la aplicacion de nanomateriales de Zn se deben a la biofortificacion, lo que
resulta en mejoras agrondmicas y fisioldgicas. En el siguiente apartado se describe en qué

consiste la biofortificacion de plantas.

Biofortificacion de plantas con el uso de nanomateriales de Zn

La biofortificacion, es una técnica innovadora que se ha desarrollado para aumentar el
contenido de micronutrientes esenciales en las plantas de cultivos basicos que son
ampliamente consumidos por las personas. Existen diferentes técnicas agricolas para la
biofortificacion, entre ellas el mejoramiento genético y el manejo agrondmico que utiliza
fertilizantes y otros insumos para aumentar la absorcion de nutrientes por los cultivos. El
manejo agrondémico ofrece una solucion temporal pero rapida, mientras que el mejoramiento
genético es la solucion a largo plazo, sin embargo, es un proceso que requiere de mucho

tiempo para desarrollar una variedad rica en nutrientes (Avnee et al., 2023).

En los ultimos afios, mediante el uso de estas técnicas se han logrado obtener alimentos
vegetales enriquecidos con micronutrientes biodisponibles como el Fe y el Zn, sin ver
afectado el rendimiento de la cosecha, ademads, contienen altos niveles de vitaminas y
minerales tanto en las raices como en las semillas, los que después son cosechados y

consumidos por el hombre (Henao-Gonzalez et al., 2024).

Sin embargo, los suelos agricolas se ven mayormente afectados por la deficiencia de
micronutrientes como el Zn; por esta razon la molécula de ZnSO4 es la mas utilizada para
fertilizacion debido a su alta solubilidad y bajo costo (Gupta et al., 2016). En los sistemas
biologicos se encuentran gran cantidad de proteinas de las cuales aproximadamente el 10%
necesita del Zn para llevar a cabo sus funciones y estructura; ademas este interviene en
algunos procesos que se llevan a cabo en las plantas como la fotosintesis, sintesis proteica y
de fitohormonas, integridad de las membranas celulares, vigor de la plantula, formacion de

azucares y defensas contra factores de estrés abidticos, como sequias y enfermedades; por lo



tanto la deficiencia de Zn en los cultivos reduce tanto su valor nutrimental como el
rendimiento (Almendros et al., 2014). No obstante, a pesar de que el Zn es importante para
las plantas, aproximadamente el 50% de los suelos agricolas presenta carencias de este
elemento, por otra parte, los fertilizantes de Zn utilizados son poco eficientes (Alloway,

2008).

En atencion a esta problematica, la fertilizacion con nanomateriales representa una practica
agrondmica viable para la fertilizacion de cultivos y de esta forma lograr la biofortificacion
(Magdaleno-Garcia et al., 2023). A diferencia de los fertilizantes convencionales, los
nanofertilizantes ofrecen una serie de beneficios, que incluyen solubilidad variable, alta
consistencia, efectividad, actividad especifica mejorada con concentracion efectiva, ademas
son capaces de retener una cantidad generosa de iones nutritivos que se liberan de manera
analoga a los requerimientos del cultivo junto con ventajas como el aumento de nutrientes,

asi como la reduccion de las pérdidas por volatilizacion o por lixiviacion (Nitesh et al., 2023).

Impacto de los nanofertilizantes de ZnO en metabolitos secundarios de las plantas

No obstante, la impregnacion de las semillas con nanomateriales de ZnO ha reportado
resultados positivos y negativos, esto debido a que las nanoparticulas a nivel celular generan
estrés oxidativo ya que se ve afectado el mecanismo de defensa antioxidante 1o que resulta
en dafios o destruccion en la mitocondria y por ende dafios en la division celular, crecimiento

y desarrollo de las plantas (Tripathi et al., 2024).

Si bien, los nanomateriales se han utilizado para aumentar la concentracion de nutrientes,
también se ha documentado que generan estrés oxidativo, lo que se debe a que el mecanismo
de absorcion de los nanomateriales se lleva a cabo por endocitosis lo que permite que a nivel
celular se lleve una gran acumulacion de iones de Zn dentro de la célula (Stanton et al., 2022).
Derivado de esto, se generan bioproductos naturales del metabolismo oxidativo celular
llamadas especies reactivas de oxigeno (ERO), de las cuales las mas relevantes son el anién
superoxido (O2- ), radical hidroxilo (OH) y peréxido de hidrogeno (H>02) (San Miguel et
al., 2009). Los cuales desempefian funciones fisioldgicas importantes como la induccion de

genes de defensa y la movilizacion de los sistemas de transporte de iones, no obstante, la



produccion anormal y excesiva de estos compuestos puede ser nociva para los organismos
debido al desbalance entre la produccidn de éstos y la capacidad de las células para reducirlas,
esto afecta negativamente el mantenimiento y regulacion de funciones fisiologicas como la
oxidacion de proteinas, dafnos en el ADN, peroxidacion lipidica entre otras (Viada Pupo et
al., 2017). Es importante mencionar, que estos danos no dependen solo de la capacidad
oxidativa de las ERO, sino es realmente al desbalance intracelular entre estos compuestos y
la capacidad antioxidante de las plantas para producir metabolitos secundarios para

contrarrestarlas (Geraldo Ledn et al., 2022).

Las plantas eliminan las ERO a través de las acciones complejas y coordinadas de las enzimas
antioxidantes como la catalasa, superéxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y la peroxidasa;
por ejemplo, la peroxidasa descompone el perdxido de hidrégeno (H20z) en agua (H20)y O
molecular, mientras que la superoxido dismutasa facilita la conversion de radicales

superoxido en O™! (Deepti et al., 2023).

Por otro lado, también se lleva a cabo la acumulacion de metabolitos secundarios como los
polifenoles, los cuales tienen la capacidad de inhibir especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno al transferir electrones a los radicales libres, ademds de activar enzimas
antioxidantes y mejorar el estrés oxidativo (de Araujo et al., 2021). En este caso, utilizar
nanomateriales para biofortifcar la planta es bueno, ademas de incrementar la concentracion
de ERO en un nivel donde no sea dafiino para la planta, pero que si permita una mayor
acumulacion de metabolitos secundarios (Tripathi et al., 2024). Por otra parte, compuestos
del metabolismo primario también se ven modificados, en el siguiente apartado

documentamos al respecto.

Biosintesis de compuestos primarios en las plantas por la aplicacion de nanofertilizantes
de ZnO

El Zn se considera uno de los micronutrientes mas importantes para las plantas, aunque se
requiera en pequefias dosis (5-100 mg/kg), si no se dispone de la cantidad suficiente de este
elemento, las plantas sufren estrés fisiologico desencadenando fallas en los sistemas

enzimaticos y acciones metabolicas como la de carbohidratos y proteinas (Chen et al., 2021).



Un estudio realizado en frijol (Phaseolus vulgaris) sobre el efecto genotoxico de las NPsZnO
sobre el ADN gendmico y sobre la expresion de algunos genes que codifican proteinas,
encontr6 los mejores valores de los criterios de la planta como el nimero de ramas y hojas
por planta, el peso fresco y seco de ramas y hojas, asi como el mayor rendimiento de semillas
(Salama et al., 2019). Lo anterior, debido a que las NPsZnO modifican los procesos
fisioldgicos de las plantas, como el metabolismo de las proteinas, los hidratos de carbono y
las auxinas, ya que estos intervienen en la division celular, proceso que se ve afectado por el
aumento excesivo del nivel de Zn en la célula, alterando de esta manera los sistemas

biofisicoquimicos de las plantas (Estrada et al., 2023).

Por otra parte, las altas concentraciones de Zn pueden ocasionar que no se lleve a cabo la
correcta absorcion y transporte de otros nutrientes como el cobre (Cu) y el Fe, esto debido a
la competencia antagonica por el tamafio del radio i6nico del compuesto. La literatura, ha
documentado que ha concentraciones de 30 mg Kg™! se realiza una sintesis correcta de los
carbohidratos en los brotes de las plantas, mientras que a 6 mg Kg'! se presentan deficiencias,
causando de esta manera la alteracion de la actividad fotosintética, la conductancia
estomatica y muchas otras funciones metabolicas vitales. Estas tensiones pueden dar lugar a
cambios irreversibles que limitan la division y el crecimiento celular, disminuyen la
fertilidad, promueven la senescencia e incluso causan la muerte celular en casos extremos

(Chen et al., 2021).

Por lo que es conveniente que los cultivos agricolas tengan una buena fertilizacion de Zn,
dentro de las tecnologias emergentes los nanofertilizantes permiten mejorar respuestas
fisiologicas en germinados y plantas; de tal manera que los productos procedentes de estas
plantas den lugar a alimentos con mayores contenidos nutricionales. En este caso, las
nanoparticulas modifican respuestas fisioldgicas y agrondémicas mejorando el proceso de
germinacion, respuestas de vigor, crecimiento vegetativo, acumulacion de compuestos
bioactivos y tolerancia a estrés (Kadri et al., 2024). En el siguiente apartado se documentan

algunas alternativas de alimentos funcionales derivados de plantas biofortificadas.



Desarrollo de productos funcionales a partir de plantas sometidas a ZnO

Derivado de las aplicaciones que se han dado al uso de nanomateriales en la produccion de
plantas y sus frutos, se ha identificado que estos aportan mayor contenido nutricional y
nutraceutico. Es por esto, que debemos dar aprovechamiento al desarrollo de productos
funcionales procedentes o que han sido sometidos a nanofertilizantes. Por ejemplo, podemos
mencionar un estudio donde utilizaron extracto de Nigella sativa y acetato de Zn para
sintetizar nanoparticulas de Zn, que luego se utilizaron para biofortificar hongos (Pleurotus
pulmonarius), esto con el fin de producir un alimento nutricionalmente equilibrado y que sea
de un costo accesible para la poblacion mas vulnerable. El Pleurotus pulmonarius obtenido
demostr6 tener una capacidad muy peculiar para bioaculumar los metales que estaban en su
entorno externo, aumentando la absorcion de Zn por los cuerpos fructiferos de dicho hongo

(Ali et al., 2024).

Otro producto elaborado mediante el uso de granos de trigo agrondmicamente biofortificados
con Zn y selenio (Se), fue un pan de masa madre, al cual se le hicieron evaluaciones fisicas,
fisicoquimicas y nutricionales. Las concentraciones de zinc y selenio de los panes cumplieron
con las cantidades diarias recomendadas. Por otra parte, el contenido fendlico total y la
actividad antioxidante aumentaron en los panes, donde también se evalu¢ la efectividad de
algunas levaduras que se mezclaron con estas harinas ricas en Zn y Se, obtenidas por
biofortificacion agronomica de trigo, esto con el fin de eliminar la deficiencia de estos

microelementos en panes de masa madre locales (Karaduman et al., 2024).

Un estudio realizado en aplicacion foliar de complejos orgdnicos de Zn mostré una mejora
sustancial en el crecimiento, el rendimiento, la calidad de la fruta, el contenido de nutrientes
y antioxidantes de manzana (Malus x domestica Borkh), en comparacion con el sulfato de
Zn. El aumento de los rasgos de crecimiento vegetativo de la manzana se atribuye al papel
fundamental del Zn en la elongacion celular, la funcionalidad de la membrana celular y la

sintesis de proteinas (Saini et al., 2024).
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MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental y material genético

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Ensayo de Semillas, del Centro de
Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Granos y Semillas, Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro (Saltillo, Coahuila., México). La semilla utilizada fue variedad
certificada Prunella (Semillas El Trébol, Santa Maria Huecatitla, México).

Fuentes y caracterizacion de materiales de Zn

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) y el sulfato de Zn (ZnSO4) se adquirieron en
Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, USA). Las hojas de Moringa oleifera que se utilizaron para
sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de zinc (GNPsZnO) se recolectaron en General

Escobedo, Nuevo Ledn, Méx, en las coordenadas (25°49'30”"N 100°21'29"0).

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de ZnO

Las hojas de Moringa oleifera fueron secadas a temperatura ambiente y se molieron en un
molino planetario Pulverisette 6 (Idar-Oberstein, Renania-Palatinado, DE). Posteriormente,
el polvo se pasod por un tamiz de 250 um usando tamices Tyler (WS Tyler, Guadalajara,
Jalisco, Méx.), después se pesaron 6 g que se mezclaron con 600 mL de etanol absoluto (96
%), esta mezcla fue colocada en un matraz de tres bocas provisto con un refrigerante y reflujo
durante 2 h a 70 °C. Finalmente, el extracto se filtr6 con malla de naylon de 400 micras de
grado alimenticio (127 x 76.2 cm), seguida de un filtro Whatman (110 mm didmetro) y se

guard6 en refrigeracion a 4 °C para su posterior uso.

Sintesis de GNPsZnO mediante quimica verde

La sintesis de GNPsZnO se llevo a cabo en un matraz bola de tres bocas, donde se colocaron
13.7 g de acetato de Zn (Zn(AcO)>) y 600 mL del extracto obtenido en la etapa anterior. Esta
solucion fue agitada constantemente a una temperatura de 75 °C en reflujo durante 2 h.
Después, se agregd una solucion acuosa 0.2 M de NaOH en forma de goteo para ajustar el
pH de reaccién a 8. Se continud con agitacion constante durante 24 h. Posteriormente, la
solucion obtenida fue centrifugada a 17608 g durante 5 min para separar la materia insoluble.

El precipitado fue lavado dos veces con etanol absoluto (96 %) y luego secado en una estufa
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de secado RIOSA H-33 (RSU, Monterrey, Méx.) a 60 °C por 24 h. Enseguida, el precipitado
obtenido fue calcinado en una mufla a 600 °C y finalmente triturado en un mortero para

obtener un polvo fino (Neira-Vielma et al., 2022).

Caracterizacion de los nanomateriales de ZnO

La morfologia y microestructura de las muestras fueron examinadas por microscopia
electronica de transmision de alta resolucion (TEM y HRTEM), y difraccion electronica de
area (SAED) utilizando un microscopio FEI-TITAN 80-300 kV (Fisher Scientific, Hillsboro,
Oregén, USA), operado a una tension de aceleracion de 300 kV. Las micrografias se
procesaron utilizando un software de transformacion rapida de Fourier (Digital Micrograph

3.7.0, Gatan Software, Pleasanton, California, USA) (Neira-Vielma et al., 2022).

Curva de imbibicién y tiempo de exposicion a las soluciones/suspensiones con

Nanoparticulas (NPs)

Las semillas seleccionadas para el estudio se colocaron en cajas de Petri (cuatro repeticiones
de 100 semillas), y se afiadieron 10 mL de agua destilada a cada repeticion, enseguida se
colocaron en una camara Equitec EGCS 3S, con ambiente controlado (Equitek Guadalajara,
Méx.) a 25 °C £ 1 °C, con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Antes de anadir
el agua se registro el peso inicial de las semillas, posteriormente se pesaron cada hora durante
24 h en una balanza analitica AND HR-200 (ELC, Itagiii, Antioquia, Col). La imbibicion de
la semilla se expresd como incremento del peso por absorcion de agua con respecto al peso
inicial, y con relacion a la curva de imbibicion se determind que este proceso dura 17 h
(Figura 1), tiempo seleccionado para someter las semillas a imbibicion con los tratamientos

de NPs. A continuacion, se presentan los valores registrados (Cuadro 1) y la curva obtenida.
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Cuadro 1. Incremento de peso de las semillas por imbibicioén de agua en funcién del tiempo.

1 4.605 )
D) 4.619 Curva de imbibicion

3 4.623

4 4.629 107

5 4.932

6  5.605 87

7 5.984 —_

8 6.416 2 6-

9 6.843 @

10 7.104 o 47

11 7.198

12 7.211 24

13 7.224

14 7.225 0 +rrrrrrrr
15 7.221 0 10 20 30
16 7.208 Tiempo (h)

17 7.226

18 6.965

19 6.724 Figura 1. Curva de imbibicion de agua en semillas de cebada.
20 6.554

21 6.321

22 6.245

23 6.201

24 6.165

Preparacion y aplicacion de tratamientos

Las soluciones/suspensiones a base de Zn se prepararon en una soluciéon madre de 100 mg L~
! en agua desionizada y homogeneizada con un sonicador Bransonic M1800H (Emerson,
Branson Ultrasonics Bath, Brookfield, USA) durante 30 min a 110 voltios-3 amperios y 50
Ghz. Posteriormente, las suspensiones se diluyeron para preparar concentraciones a 5, 10,
15, 20y 25 mg L para cada fuente de Zn, ademas de un testigo con agua destilada, las cuales
fueron utilizadas como tratamientos aplicados durante la imbibicion de semillas (periodo de
17 h, Figura 1) que fueron colocadas en cajas de Petri con ocho repeticiones de 50 g de

semillas y 50 mL por tratamiento, enseguida se colocaron en la camara de crecimiento con
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las especificaciones anteriores para el fotoperiodo. Durante el proceso de la germinacion, la
fase | es la imbibicién y esta involucra una rdpida absorcion de agua debido al potencial
hidrico de las semillas a los espacios apoplasticos, por esta razon se aplicaron los tratamientos
en esta fase, a fin de que influyan en el metabolismo de la semilla en las fases Il y 111 en las

cuales se sintetizan proteinas y comienza la divisién celular.

Figura 2. Preparacion y aplicacion de tratamientos con las fuentes de Zn a concentraciones
de 0 a 25 mg L! durante la germinacion de semillas de cebada.

Siembra y condiciones de crecimiento

Después de la imbibicion de las semillas con los tratamientos de Zn, las semillas se colocaron
sobre una hoja de papel Anchor previamente humedecida con agua destilada acomodandolas
en hileras, dejando espacio suficiente entre ellas y respetando 6 cm del borde superior y de 2
a3 cm en los costados. Luego se cubrieron con otra hoja de papel humedecida y se enrollaron
en forma de “taco”, después se colocaron los “tacos” en una bolsa de polietileno y se
instalaron sobre una bandeja de plastico profunda que se llevé a la cdmara de crecimiento
Equitec EGCS 38, con ambiente controlado (Equitek Guadalajara, Méx.) a 25 °Cy 75 % de
humedad relativa por siete dias (Barone et al., 2016). Una vez obtenidos los germinados, se
determinaron los siguientes parametros: porcentaje de germinacion, longitud de plimula y
radicula (cm), acumulacién de biomasa seca en miligramos por plantula (mg plantula L)
Posteriormente, se procedid a separar cada parte de las estructuras cortando con un bisturi
plumula, radicula y cariopside, luego se llevaron a congelacion para la acumulacion de
germinados, una vez obtenida una cantidad considerable de muestras (10 g), se sometieron a
secado en una estufa a 50 °C durante 48 h. Posteriormente las muestras secas se molieron

con un molino eléctrico pulverizador Cgoldenwall HC-500 (Xia Cheng, Zhejiang, CHN), la
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harina se tamizé para obtener particulas de <0.50 mm (malla estdndar 35), la cual se utilizo

para los andlisis bioquimicos y la determinacion de Zn.

Determinacion de Zn en los germinados por espectrometria acoplada al plasma de

induccion de emisién atdbmica ICP-AES

Después del secado y tamizado de las muestras se tomaron 0.2 g y se secaron a 60 °C en un
horno Yamato Scientific DX 602C (Santa Clara, California, EUA) durante 72 h. El resultante
fue triturado y sometido a digestion acida en una mezcla de acido perclérico (HCIO4) y acido
nitrico (HNO3). Las concentraciones de Zn en los tejidos se llevaron a cabo con el uso del
extracto de digestion acida utilizando un espectrometro acoplado al plasma de induccion de
emision atomica ICP-AES Agilent 725-ES (Santa Clara, California, EUA) Para el control de
las lecturas, se empled una solucion estandar multi elemental de 1 mg/L (Ruiz-Torres et al.,

2021).
Extraccion y cuantificacion de polifenoles en los germinados

De la harina que fue tamizada, se tomaron 0.3 g de muestra y se mezclaron con 3 mL de
metanol al 80 % en un tubo de cultivo de tapon de rosca y se agitaron durante 1 ha 3.13 g
(Lopez- Contreras et al., 2015). Enseguida, las muestras se centrifugaron a 1585 g, los
sobrenadantes se recuperaron y almacenaron en -20 °C hasta que fueron utilizados para el
analisis fenolico y de capacidad antioxidante. Se tomaron 0.2 mL del extracto y se afiadieron
2.6 mL de agua destilada y 0.2 mL de reactivo Folin-Ciocalteu. Después, se dejaron reposar
durante 5 min y posteriormente se agregaron 2 mL de carbonato de sodio (Na,CO3) al 7 % a
la solucidn agitando durante 30 s. La solucion se colocod en oscuridad durante 90 min, y
posteriormente se midid la absorbancia a 750 nm. El contenido total de fenoles se expreso en
miligramos de 4cido gilico equivalente por kilogramo de muestra (mg GAE kg™!), calculado
a partir de la curva de calibracion del acido galico de 0 a 200 mg L™ (Mufiiz-Mérquez et al.,

2013).
Cuantificacion total de flavonoides

La determinacion del contenido de flavonoides se baso en la reaccion del complejo AlICIz—
NaNO.-NaOH, para esto se tomaron 0.2 mL del extracto y se agregaron 3.5 mL de agua



15

destilada. Posteriormente, se agregaron 0.15 mL de NaNO> al 5 %, 0.15 mL de AICIs al 10
%y 1 mL de NaOH 1 M, a intervalos de 5 min cada uno. La reaccion se dejo durante 15 min
y después se midio la absorbancia a 510 nm. El contenido total de flavonoides se informé en
miligramos equivalentes de (+)-catequina por cien gramos de muestra (mg CE/100 g),
calculado a partir de la curva de calibracion de (+)-catequina de 0 mg L* a 200 mg L
(Zhishen et al ., 1999).

Capacidad antioxidante

Los ensayos para determinar la capacidad antioxidante se realizaron de acuerdo con
Rodriguez-Salinas et al. 2020. La capacidad antioxidante de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) se evalu6 utilizando una solucion de trabajo 60 pM en metanol al 80 %, con
una absorbancia ajustada a 0.7 a 517 nm. El ensayo se llevo a cabo mezclando 50 pL del
extracto fendlico con 1.5 mL de la solucién de trabajo DPPH, la reaccion se dejo durante 30

min en la oscuridad y se determin la absorbancia.

La capacidad antioxidante de ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]
se llevo a cabo utilizando una solucion de trabajo obtenida mezclando 1 mL de ABTS al 7.4
mM y 1 mL de persulfato de potasio (K2S20s) al 2.6 mM, permitiéndoles reaccionar durante
12 h en oscuridad. Después, la absorbancia de la solucion de trabajo se ajusté a 0.7 a 734 nm
diluyendo con metanol. El ensayo ABTS se realizo mezclando 50 pL del extracto fendlico
con 1.5 mL de solucion de trabajo ABTS. La reaccion se dejo durante 30 min en la oscuridad

y se medi6 la absorbancia.

La capacidad antioxidante de FRAP (poder antioxidante reductor férrico) se determiné
utilizando una solucion de trabajo preparando una mezcla de 300 mM-C>H3NaO»-3H,O (pH
3.6), 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triacin, en HCI 40 mM) y 20 mM de FeCl3;-6HO en
proporcion 10:1:1 (V:V:V). El ensayo FRAP se preparé mezclando 50 pL del extracto con
1.5 mL de solucion de trabajo FRAP, la reaccion se dejo durante 30 min en la oscuridad a 37
°Cy la absorbancia de las muestras se tom6 a 593 nm. La capacidad antioxidante para DPPH,
ABTS y FRAP se reportd en micromoles de trolox (&cido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) equivalente por cien gramos de muestra (umol TE/100 g),

con base a la curva de calibracion con trolox en concentraciones de 0 a 500 pmol/L.
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Analisis nutricionales en cariopsides

Las cariopsides fueron secadas en una estufa a 60 °C durante 72 h, hasta alcanzar el peso
constante. El material se moli6 en un molino planetario (Pulverisette 6 Idar-Oberstein,
Renania-Palatinado, DE) con un tamiz de 1 mm de didmetro. Las muestras se envasaron en
frascos de cristal con cierre hermético, debidamente identificados y se almacenaron a

temperatura ambiente hasta su analisis.
Proteinas solubles

Se llevo a cabo mediante la técnica Bradford, se preparo el reactivo disolviendo 100 mg del
colorante Azul de Comassie G-250 que se adquirié en Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri,
USA), en 50 mL de etanol al 95%. Se agregaron 100 mL de éacido fosférico al 85% y
posteriormente se aford con agua destilada a 1 L. De manera paralela se prepar6 una curva
patrén utilizando Albumina Sérica Bobina (Sigma-Aldrich. San Luis, Misuri, USA). Luego
se colocaron 100 pL de muestra del extracto de la cariopside, se le agregaron 5 mL del
reactivo de Bradford, se agitd y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 h. Se
prepar6 simultaneamente un tubo con el blanco agregando 100 pL de agua destilada con 5
mL del reactivo de Bradford. Posteriormente se tomo la lectura en un espectrofotometro a

595 nmy el resultado se expresé en mg/L.
Azlcares totales

Se llevd a cabo mediante la técnica Fenol-Sulfurico, se tomaron 0.5 g de cada una de las
muestras obtenidas en el proceso anterior, luego se afiadieron 1.5 mL de agua destilada y se
sometieron a bafio maria a 60 °C y se mantuvieron asi durante dos h, posteriormente se
centrifugaron a 489 g durante tres min para poder recuperar el sobrenadante. Enseguida, se
prepar6 una solucion madre con 10 mg de dextrosa anhidro d-glucosa en 100 mL de agua
destilada, se realizo la curva de calibracion de glucosa de 0 a 1000 mgL™! y luego se tomaron
50 pL de cada uno de los extractos de los germinados y se agregaron 950 pL de agua
destilada, luego se agregaron 2 mL de fenol al 5 % y posteriormente 5 mL de acido sulfurico,

seguido de esto, se colocaron las muestras a ebullicion durante 5 min a bafio maria, se dejo
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enfriar por unos minutos y se ley6 en un espectrofotometro a 490 nm, el resultado se reporto

en mg/L. (DuBois et al., 1956)
AzUcares reductores

Se llevo a cabo mediante la técnica del DNS, la solucién madre se prepar6 del DNS (acido
3,5-dinitrosalicilico) y se realizo la curva de calibracion de glucosa de 0 a 1000 mg Lty
luego se tomaron 5 L del extracto y se afiadieron 495 pL de agua destilada, posteriormente
se agregaron 500 pL de la solucién DNS, se llevo a ebullicion a bafio maria durante tres min,
luego se agregaron 5 mL de agua destilada y se paso a leer en un espectrofotometro a 540

nm, el resultado se reportd en mg/L.

Disefio experimental y analisis estadistico

El estudio se estableci6 bajo un disefio completamente aleatorio con arreglo factorial 3x5,
considerando al factor “F” como las fuentes de Zn (NPsZnO, GNPsZnO y ZnSOy4), y el factor
“C” las diferentes concentraciones (0, 5, 10, 15, 20 y 25 mg L. La diferencia estadistica
entre muestras se analiz6 mediante un andlisis de varianza (ANOVA), y las medias se
compararon con la prueba de Tukey (p < 0,05) utilizando el paquete estadistico SPSS version
21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Los resultados se informaron como valores medios de
cuatro muestras + desviacion estandar.

Modelo estadistico
Yijk = U+ F+ G+ (FC)ji + €iji

Donde:

(1352}

Yiji = observacion de la fuente de Zn *”, en la concentracion “k™ y la

311
1

media general.
u = media general de la variable observada.

F; = efecto de la fuente “j” (NPs ZnO, GNPs ZnO y ZnSO4)

Cy = efecto de la concentracién (0, 5, 10, 15y 20 mg L)

(FC) ji = efecto de la interaccion fuente *§” con concentracion “k”
&;jx = error experimental
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de Zn

La pureza de las nanoparticulas fue determinada mediante Energy Dispersive X-ray (EDX).
Los espectros de ambas nanoparticulas muestran picos intensos del pertenecientes al Zn y O,
los cuales se observan en la Figura 3. El porcentaje de masa en GNPsZnO fue de Zn (79.93
%) y O (20.06 %). Las NPsZnO tienen un porcentaje de Zn y O 82.8 % y 17.18 %
respectivamente. De acuerdo con el peso molecular de cada elemento, el porcentaje tedrico
esperado para Zny O es de 80.3 %y 19.7 %. Estos resultados confirman que ambas NPsZnO

poseen alta pureza.

La morfologia y tamafio de las nanoparticulas fue determinada mediante TEM (Figura 4). En
la micrografia de la izquierda se observan las GNPsZnO las cuales poseen una morfologia
esférica con un tamafo promedio de 70 nm (Figura 4). Mientras que en micrografia de la
derecha se observan las NPsZnO las cuales tienen una morfologia heterogénea, en la cual se

destacan particulas esféricas y bastones con un tamafio promedio de particula de 41 nm.

B
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Figura 3. Analisis EDX de GNPsZnO y NPsZnO.
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Figura 4. Micrografias obtenidas mediante TEM de a) GNPsZnO y b) NPsZnO.

Germinacién y crecimiento de plantulas por tipo de fertilizante de Zn

En el Cuadro 2, se puede observar que las fuentes de variacion nanoparticulas, concentracion
y la interaccion entre ellas, afectaron significativamente (p<0.01) la germinacion y el
crecimiento de las plantulas. El efecto observado se debe a que el Zn puede intervenir en las
primeras etapas de la germinacion al ser considerado como una metaloproteina, que activa
enzimas como o y f amilasa que intervienen en la degradacion del contenido de reserva de
la semilla. En el siguiente apartado (comparacion de medias), discutimos a detalle los

impactos generados por fuente de variacion y la interaccion.

Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza para la germinacion y el crecimiento
de plantulas de semillas de cebada sometidas a compuestos de Zn.

FV GL Germinacion Peso Seco GL LP LR
(%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Nanoparticulas 3 412.04%* 0.00001652* 30 142.79%%  13.05*
Concentracion 4 177.24% 0.00000192* 4 32.48 13.36
Nps*Conc 8 184.71%* 0.00000359* 8 34.58% 6.47*
Error 38 111.53 0.00000551 694  11.11 436
C.V. 20.08 18.37 26.33 18.02

* **= Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV= Fuentes de variacion; GL=
Grados de libertad; LP= Longitud de plumula; LR= longitud de radicula; C.V= Coeficiente de variacion.
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Para la comparacion de medias (Cuadro 3), los resultados muestran que, en la germinacion y
acumulacion de peso seco, las GNPsZnO y NPsZnO presentaron los resultados mas
favorables con incrementos promedio del 13 y 7% en comparacion con el testigo,
respectivamente. Mientras que, el ZnSO4 resulta menos eficiente para estos parametros,
siendo 0.9 y 12.3% inferior al testigo. Por otra parte, para LP y LR los mismos tratamientos
(GNPsZnO y NPsZnO) presentaron en promedio los mejores resultados con incrementos del
11.5 y 5%, respectivamente, no obstante, con ZnSOs no se observaron diferencias

significativas en comparacion con el testigo.

Cuadro 3. Comparaciéon de medias por el tipo de fertilizante para germinacion y el
crecimiento de plantulas de semillas de cebada sometidas a compuestos de Zn.

Tipo de Germinacion  Peso Seco LP LR
fertilizante (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Testigo 4844 b 0.01291 b 11.75 b 11.26 b
ZnSOq4 48.00 b 0.01132 b 11.74 b 11.64 ab
NPsZnO 52.53 ab 0.01344 ab 13.53 a 11.73 ab
GNPsZnO 59.73 a 0.01387 a 13.07 a 11.89 a

LP= Longitud de plumula; LR= longitud de radicula. Letras diferentes significa que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

En un ensayo de germinacion donde evaluaron la impregnacion de semillas sobre el proceso
germinativo in vitro en semillas de quinua (Chenopodium quinoa), se demostrd que las
nanoparticulas orgénicas lograron estimular la tasa de germinacion habiendo diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones utilizadas (C=10.14, C2=0.053 vy
C3=0.035 unidades de absorbancia), sin embargo, la muestra control superé a los
tratamientos con ZnO en este pardmetro con 4.16%. También se evaluaron la velocidad y el
desarrollo radicular, logrando el tratamiento C1 una longitud radicular final mayor (50.05
mm), respecto a la muestra control (44.95 mm), sin encontrar muestras de fitotoxicidad

(Asmat-Campos et al., 2023).

Las semillas que son impregnadas con nanofertilizantes de ZnO, presentan alteraciones en
los procesos fisioldgicos, esto debido a que, las semillas tienen la capacidad de sintetizar de
manera eficiente los nuevos materiales nutritivos que son absorbidos al interior de las
semillas facilitando la transferencia del nuevo producto al embridn, permitiendo de esta

manera que la acumulacion de iones de Zn estimule la sintesis de triptéfano, que a su vez,
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estimula la génesis de auxinas, citoquininas y giberelinas, todas ellas hormonas implicadas

en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Asmat-Campos et al., 2023).
Efecto de la concentracion de Zn sobre la germinacion y el vigor

En el Cuadro 4, se muestran los resultados obtenidos segin la concentracion de los
nanomateriales, los cuales indican que para el pardmetro de germinacion resulta mas eficiente
la aplicacion de nanofertilizantes a concentracion de 25 mg L', superando al testigo en 18%,
siendo la concentracion a 20 mg L' dénde se observd una disminucion del 2.7% en
comparacion con el testigo. Mientras que para la acumulacion del peso seco los mejores
resultados se obtuvieron con las concentraciones 15y 25 mg L™}, siendo superiores al testigo
en 4 y 8%, respectivamente. En cambio, a 20 mg L se observd una disminucién de 4.5%
respecto al testigo. Para la evaluacién de LP y LR, el tratamiento de 20 mg L™! presentd los
mas altos valores con incrementos del 9 y 4% superior al testigo, respectivamente. La
concentracion a 10 mg L! en ambas estructuras, presentd los mas bajos promedios siendo

solo 4.2% superior al testigo en la plimula y 3.3% inferior al testigo en la raiz.

Cuadro 4. Comparacion de medias por el nivel de concentracion para germinacion y el
crecimiento de plantulas de semillas de cebada sometidas a compuestos de Zn.

CONCENTRACION Germinacién Peso seco LP LR
(mg L) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Testigo 48.44 c 0.012753 ab 11.75 b 11.57 ab
5 53.33 ab 0.012303 ab 12.86 ab 11.75 ab
10 55.55 ab 0.012291 ab 1227 b 11.18 b
15 52.00 ab 0.013286 a 12.53 ab 11.22 b
20 47.11 c 0.012174 b 13.60 a 11.98 a
25 59.11 a 0.013871 a 12.93 ab 11.89 a

LP= Longitud de plumula; LR= longitud de radicula. Letras diferentes significa que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Un ensayo realizado en sintesis de nanomateriales de ZnO por diferentes métodos y su efecto
en la germinacion de semillas de pepino (Cucumis sativus), indica diferencias significativas
en el indice de vigor y germinacion en el tratamiento con ZnSOs, el cual superd en 12% los
valores obtenidos para el tratamiento con nanoestructuras de ZnO. Para longitud de la raiz,

la aplicacién de ZnSO4 también superd en 11% al tratamiento con nanoestructuras de ZnO,
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por lo que la respuesta positiva o negativa dependerd del tamafio de las nanoparticulas,

método de sintesis, concentracion utilizada y de la especie (Quirino-Garcia et al., 2024).

Interaccion del tipo de fertilizante y la concentracion en la germinacion y acumulacion

de peso seco

En la Figura 5, se presenta la interaccion de los tratamientos con las diferentes
concentraciones aplicadas a las semillas de cebada, se puede observar que, para la
germinacion (Figura 5A), los mejores valores se obtuvieron con el tratamiento GNPsZnO a
una concentracién de 25 mg L', superando por 35% al testigo, y siendo el ZnSOs el
tratamiento con los mas bajos resultados, observando una disminucion del 14% con respecto
al testigo. Para la acumulacion de peso seco (Figura 5B), en general, no se registraron
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados. Sin embargo, el ZnSOs a
concentraciones de 10 y 15 mg L' tuvieron un impacto negativo siendo 20 y 22% inferiores

al testigo, respectivamente.
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Figura 5. Porcentaje de germinacion (A) y acumulacion de peso seco (B) de germinados de
cebada sometidos a diferentes tratamientos de Zn con concentraciones de 0 a 25 mgL™'. Los
valores son el promedio de las cuatro repeticiones (n=4). Las barras representan la desviacion
estandar de la media. Letras diferentes en cada barra significa que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Interaccion del tipo de fertilizante y la concentracion para la elongacion de plumula y
radicula

Los resultados indican que para LP (Figura 6A), todos los tratamientos a concentracion de

20 mg L lograron el mayor crecimiento de plumula, superando en promedio en 13% al
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testigo, siendo el ZnSO4 a concentraciones de 5, 10 y 15 mg L donde se observd una
disminucion en promedio del 8.3% respecto al testigo. De igual manera, para LR (Figura 6B)
la concentracion de 20 mg L' para todos los compuestos de Zn, es donde se observaron los
mejores resultados, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en comparacion
con el testigo. Por otra parte, se observo que en todos los tratamientos a concentracion de 10

mg L se obtuvo una disminucion en promedio del 6% en comparacion con el testigo.
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Figura 6. Longitud de plimula (A) y radicula (B) de germinados de cebada sometidos a
diferentes tratamientos de Zn con concentraciones de 0 a 25 mgL™!. Los valores son el
promedio de las cuatro repeticiones (n=4). Las barras representan la desviacion estandar de
la media. Letras diferentes en cada barra significa que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Un estudio realizado en Capsicum annuum L., donde aplicaron nanoparticulas de 6xido de
Zn a concentraciones de 100, 200 y 500 ppm durante la germinacion, revel6 que no hubo
diferencias significativas entre tratamientos para el porcentaje de germinacion, pero en el
vigor de germinacion hubo un incremento de 129.40% a 200 ppm, mientras que a 500 ppm
hubo una disminucion del 15.4% en comparacion con el mejor resultado. De igual manera,
para los parametros de crecimiento de las plantulas observaron que para longitud de plimula
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, pero para la longitud de la radicula
se observo una disminucion significativa a medida que se aument6 la concentracion, lo que
promovié la acumulacion de compuestos fendlicos por un efecto fitotoxico (Garcia Lopez et

al., 2018).
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Los nanomateriales a diferencia de los fertilizantes comunes presentan una serie de
beneficios, entre ellos la capacidad de retener una cantidad generosa de iones nutritivos que
se liberan de manera andloga a los requerimientos del cultivo junto con ventajas como el
aumento de nutrientes (Kumar et al., 2023). Por otra parte, los nanomateriales a base de
metales pesados, incluidos los compuestos basados en Zn a una dosis adecuada, tienen
impactos positivos en la germinacion de semillas al actuar como estimulador del crecimiento
de las plantulas debido a su forma y tamafo, en comparacion con otras sales que se utilizan
como fertilizantes (Xu et al., 2022). En este caso, segun la literatura y los resultados del
estudio, se sugiere que la respuesta germinativa de semillas y la morfologia de plantulas por
exposicion a NPsZnO depende del tiempo de exposicion, tipo de fertilizante y la

concentracion (Benavides-Mendoza et al., 2023).

Contenido de Zn en plantulas de cebada

En el Cuadro 5, se observa como las fuentes de variacion nanoparticulas, concentracion, asi
como la interaccion entre ellas, afectaron significativamente el contenido de Zn en las
plantulas de cebada que fueron sometidas a diferentes compuestos de Zn. Las diferencias
observadas se deben a que el Zn independientemente de la fuente utilizada logr6 absorberse
a través de las membranas de las semillas y acumularse a nivel celular. A continuacion,
presentaremos el efecto de las fuentes principales de variacion para identificar qué tipo de

fertilizante y concentracion fueron mas efectivos para la acumulacion de este microelemento.

Cuadro 5. Cuadrados medios del analisis de varianza para el contenido de Zn en plantulas
de semillas de cebada sometidas a compuestos de Zn.

FV GL Contenido de Zn
(ppm)
Nanoparticulas 3 539.591%**
Concentracion 4 735.163**
Nps*Conc 8 295.325%*
Error 32 5.349
C.V. 9.49

*, **= Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV= Fuentes de variacion; G.L.=
Grados de libertad; C.V.= Coeficiente de variacion.
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Para la comparacion de medias por el tipo de fertilizante (Cuadro 6), los resultados muestran
que el ZnSOy4 fue el fertilizante donde se obtuvo la mayor concentracion de Zn, siendo
superior al testigo 66% y superando en promedio 31% a las NPsZnO y GNPsZnO.

Cuadro 6. Comparacion de medias por el tipo de fertilizante para el contenido de Zn en las
caridpsides de semillas de cebada sometidas a compuestos de Zn.

Tipo de fertilizante Contenido de Zn (ppm)
Testigo 10.837 ¢
ZnSO4 32.037 a
NPsZnO 21.685 b
GNPsZnO 22.068 b

Letras diferentes significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

En la comparacion de medias por el nivel de concentracion (Cuadro 7), los resultados indican
que el mayor contenido de Zn se obtiene al aplicar una concentracion de 25 mg L!, siendo
esta superior al testigo en 72%. Mientras que, al aplicar una concentracion de 5 mg L™ solo

se logra aumentar el contenido de Zn en un 33%.

Cuadro 7. Comparacion de medias por el nivel de concentracion para el contenido de Zn en
las caridpsides de semillas de cebada sometidas a compuestos de Zn.

CONCENTRACION  Contenido de Zn (ppm)

1 10.837 ¢
5 16.355 ¢
10 18.199 ¢
15 24767 b
20 27948 b
25 39.048 a

Letras diferentes significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

En cuanto al impacto fisiologico y bioquimico que se puede generar en las plantas, la
diferencia entre las NPsZnO y el ZnSO4 se atribuye a una liberacion gradual del Zn™"
contenido en la formula. La disolucion de las NPsZnO en agua desionizada (DI) es
relativamente lenta y gradual, con solo el 2% de Zn disuelto comenzando después de 24 h
(Reed et al., 2012). Por el contrario, el ZnSO4 es altamente soluble por lo que durante la
impregnacion e imbibicion de semillas puede ser eficiente para incrementar la concentracion

de este microelemento. En un estudio realizado en semillas de Zea mays L. donde se aplico

ZnSO4 como tratamiento a diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1 y 2%) durante un periodo
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de remojo, indica que se logré aumentar 77 veces el contenido de Zn en comparaciéon con
semillas sin tratar, ademas de aumentar el porcentaje de germinacion hasta en un 90%
(Choukri et al., 2022). Los incrementos en el porcentaje de germinacion se deben a que el Zn
es considerado como una metaloproteina, que durante la germinacion puede activar
diferentes enzimas metabolicas con fines cataliticos, division celular, sintesis de proteinas y
mantenimiento de la estructura y funcioén de la membrana plasmatica, lo que resulta en mayor
vigor (Hanif et al., 2024). A continuacidon, se presenta la interaccion entre el tipo de

fertilizante y las concentraciones aplicadas para la evaluacion del contenido de Zn.

Interaccion del tipo de fertilizante y la concentracion para el nivel de Zn

En la Figura 7, se presentan los resultados obtenidos para la interaccion de los tipos de
fertilizantes de Zn y las concentraciones, podemos observar que a concentraciones en el
rango de 5 a 15 mg L' el ZnSO4es estadisticamente igual que las otras fuentes de fertilizante,
sin embargo, a partir de la concentraciéon de 20 mg L' el ZnSOs presenta incrementos
considerables en cuanto al contenido de Zn en la plantula, se observa que a 25 mg L™! se logra
superar al testigo en 83%, mientras que las NPsZnO a 20 mg L' logran superar en 61% al

testigo, y las GNPsZnO a 15 y 25 mg L' superan en promedio al testigo en 61%.
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Figura 7. Contenido de Zn en ppm en plantulas de cebada sometidas a diferentes tratamientos
de Zn con concentraciones de 0 a 25 mg L. Los valores son el promedio de las cuatro
repeticiones (n=4). Las barras representan la desviacion estdndar de la media. Letras
diferentes en cada barra significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes
(Tukey, P < 0.05).
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Un estudio realizado en guisantes (Pisum sativum L.) y girasol (Helianthus annuus L.) con
tres fuentes de Zn (ZnSO4, Zn-EDTA, nanopolvo de ZnO) con soluciones/suspensiones a 25,
50, 100 y 200 mg L aplicadas por un periodo de 12 h, reportd que las semillas de guisante
tratadas con ZnSO4 a 200 y 100 ppm y el ZnO aplicado a 200 ppm aumentaron el contenido
de Zn en la plantula de guisante en un 126%, 86.7% y 84.7%, respectivamente, en
comparacion al testigo. Por otra parte, la mayor acumulacion de Zn en los brotes de girasol
se logré aplicando ZnSO4 a 200 ppm, seguido de ZnSO4 a 100 ppm y ZnO a 200 ppm,
resultando en contenidos de Zn que fueron 3.32, 2.58 y 2.2 veces mayores en comparacion

con el control, respectivamente (Poudel et al., 2023).

La alta translocacion de Zn en la plantula con la aplicacion de ZnSO4 (ion Zn'™"), en
comparacion con las fuentes en forma de nanoparticulas (NPsZnO y GNPsZnO) se debe a la
alta solubilidad del ZnSO4 (aproximadamente 305.42 mg L), que es mucho mayor que la
solubilidad de las nanoparticulas a base de Zn (89.81 mg L), que presentan una
disponibilidad lenta y gradual de Zn disuelto (Reed et al., 2012). En conjunto, estos
resultados indican una mayor absorcion de Zn cuando se utiliza el sulfato de zinc
monohidratado (ZnSOs-H>0), ya que es altamente soluble en agua, por esta razon, los
nanofertilizantes pueden ser mas efectivos que los fertilizantes convencionales cuando el

sistema de exposicion es prolongado.

Dentro de las desventajas del uso de nanoparticulas para la impregnacion de semillas se
encuentra la posibilidad de una disminucion en la acumulacion de iones de Zn durante la
germinacion de semillas, esto debido al corto tiempo que involucran las fases de la
germinacion y la disponibilidad de los iones de Zn que son liberados gradualmente durante
un tiempo prolongado por los nanocompuestos (Choukri et al., 2022). Sin embargo, el Zn es
un microelemento esencial en las plantas, pero este se demanda en pequefias cantidades (5-
100 mg/kg de tejido seco) (Chen et al., 2021), por lo que la acumulacion excesiva de estos
iones puede causar estrés oxidativo en el organismo, lo que resulta en una mayor acumulacion
de metabolitos secundarios, en el siguiente apartado se presentan los resultados de las

evaluaciones realizadas para estos parametros bioquimicos.

Concentracion de polifenoles y capacidad antioxidante en plumula y radicula
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Los resultados indican (Cuadro 8) que en plumula hay una influencia significativa (p<0.01)
para la concentracion de polifenoles y la capacidad antioxidante por el tipo de nanoparticula,
concentracion y la interaccion. En el caso de la radicula (Cuadro 9), se puede observar que
los nanomateriales afectaron significativamente (p<0.01) la concentracién de flavonoides y
la capacidad antioxidante por todos los métodos evaluados. Esto puede ser debido a una
mayor actividad del sistema de defensa antioxidante inducida por la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO). En el siguiente apartado (comparacion de medias), discutimos

a detalle los impactos generados por fuente de variacion y la interaccion.
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Cuadro 8. Cuadrados medios del analisis de varianza para la concentracién de polifenoles y capacidad antioxidante de germinados
(plumula) sometidos a diferentes tratamientos y concentraciones con compuestos de Zn.

FV GL Fen. P Flav.P Tan. P DPPH.P ABTS.P FRAP.P
(mg GAE kg') (mg CE/100 (mg/100g) (umolTE/100g) (umolTE/100g) (umolTE/100g)
g

Nanoparticulas 2 342115.41%** 839.61* 105285.79** 7340119.71%* 748632.51** 179340041.8%*
Concentracion 5 513836.75%* 1298.08** 79659.16** 5089875.85%* 3106469.02** 46025238.4**
Nps*Conc 10 163970.39** 878.72%* 45298.79** 8340002.40%* 3942579.96** 38415988.8**

Error 36 8196.75 3345 465.16 30152.1 60860.18 149563.8
C.V. 8.75 11.48 5.83 4.47 4.80 6.29

* **= Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV= Fuentes de variacion; G.L.= Grados de libertad; Fen.P= Fenoles en Plumula;
Flav.P= Flavonoides en Plimula; Tan.P= Taninos en Plumula; DPPH.P= DPPH en Plumula; ABTS.P= ABTS en Plimula; FRAP.P= FRAP en Plumula; C.V.=

Coeficiente de variacion.

Cuadro 9. Cuadrados medios del analisis de varianza para la concentracion de polifenoles y capacidad antioxidante de germinados (raiz)

sometidos a diferentes tratamientos y concentraciones con compuestos de Zn.

FV GL Fen. R Flav.R Tan. R DPPH.R ABTS.R FRAP.R
(mg GAE kg') (mg CE/100 (mg/100g) (umolTE/100g) (umolTE/100g) (umolITE/100g)
g)
Nanoparticulas 2 126730.05 735.21%* 41577.33 41302040.82** 3702967.95%* 92145717.9**
Concentracion 5 321445.79 1203.24%* 36190.74 6370408.13** 1687618.94** 25220412.5%*
Nps*Conc 10 561380.48* 1135.06%* 97280.41 6171608.99** 2732087.21** 11705126.9%*
Error 36 264338.67 38.83 52886.69 1259275.7 622035.21 1325032.9
C.V. 56.18 8.72 50.93 25.33 15.21 20.92

* **=Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV= Fuentes de variacion; G.L.= Grados de libertad; Fen.R= Fenoles en Raiz; Flav.R=
Flavonoides en Raiz; Tan.R= Taninos en Raiz; DPPH.R= DPPH en Raiz; ABTS.R=ABTS en Raiz; FRAP.R= FRAP en Raiz; C.V.= Coeficiente de variacion.
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En este estudio, la acumulacion de metabolitos secundarios y la capacidad antioxidante se
vio afectada por la aplicacion de nanomateriales en las plantulas (Cuadro 10). Se observa que
para el contenido total de fenoles en la estructura de la plamula las NPsZnO superaron al
testigo en 38%, mientras que las GNPsZnO solo fueron superiores al testigo en 19.3%. En
cambio, para la raiz no se observan diferencias significativas entre los tratamientos y el
testigo. Para la concentracion de flavonoides en plimula, las NPsZnO fueron superiores al
testigo 36%, y con el ZnSOy4 solo se observa un incremento del 15.9% en comparacion con
el testigo, para la raiz se observé que no hay diferencias significativas entre las NPsZnO y el
ZnSOs, sin embargo, estos fueron superiores en promedio 22%, con respecto al testigo,
siendo las GNPsZnO donde solo se obtiene un incremento de 9% con respecto al testigo. En
la concentracion de taninos en plimula, se encontré que las GNPsZnO superaron al testigo
en 56%, mientras que las NPsZnO solo superaron al testigo en 35%, para raiz no hay
diferencias significativas para ningun tratamiento, sin embargo, las GNPsZnO obtuvieron el

mayor valor.

En las evaluaciones de capacidad antioxidante, para DPPH en ambas estructuras (plimula y
raiz) las GNPsZnO superaron al testigo en 50% y 59%, respectivamente, siendo el ZnSO4 el
tratamiento con los valores mas bajos resultando en 26% superior al testigo (Cuadro 10). Para
ABTS en plumula no hubo diferencias significativas entre el ZnSO4 y las NPsZnO, con
incrementos en promedio del 16% superiores al testigo, mientras que las GNPsZnO lograron
un aumento del 11.1% en referencia al testigo. En cambio, para la raiz el ZnSO4 supero al
testigo en 22%, no habiendo diferencias significativas entre las GNPsZnO, NPsZnO y el
testigo. Para FRAP en plimula, las GNPsZnO fueron superiores al testigo en 31%, mientras
que en las NPsZnO se observa una disminucion del 59.8% respecto al testigo. En el caso de
la raiz, el ZnSO4 resulté mejor que el testigo en 15%, en cambio, las NPsZnO redujeron en

un 51.9% en comparacion con el testigo.
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Cuadro 10. Comparacion de medias para concentracion de polifenoles y capacidad antioxidante por el tipo de fertilizante aplicado en

plimula y radicula.

Tipo de Fen. Fen. Flav. Flav. Tan. Tan. DPPH. DPPH. ABTS. ABTS. FRAP. FRAP.
fertilizante P R P R P R P R P R P R
Testigo 717.10d 778.64a 3627d 5850c 180.14c¢ 347.02a 2281.60d 24592c¢ 4352.28c 4422.7b 61593c¢ 6192.8b
ZnSO4 1050.04b 845.6 a 43.17c 75.14a 41222a 41550a 3341.14c 3119.5c¢c 527131a 56959a 6711.8b 7337.1a
GNPsZnO 889.52¢ 1008.3a 51.16b 64.02b 415.04a 506.04a 4583.26a 6083.4a 4900.85b 5016.1b 8977.6a 61952b
NPsZnO 116393 a 891.3a 56.76a 75.04a 281.18b 432.83a 3704.88b 4081.5b 5233.87a 48359b 2741.8d 2974.1c

Fen.P= Fenoles en Plumula; Fen.R= Fenoles en Raiz; Flav.P= Flavonoides en Plumula; Flav.R= Flavonoides en Raiz; Tan.P= Taninos en Plimula; Tan.R= Taninos
en Raiz; DPPH.P= DPPH en Plumula; DPPH.R= DPPH en Raiz; ABTS.P= ABTS en Plumula; ABTS.R= ABTS en Raiz; FRAP.P= FRAP en Plumula; FRAP.R=
FRAP en Raiz. Letras diferentes significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05)
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En el Cuadro 11, se pueden observar los resultados obtenidos por los niveles de concentracion
aplicados, para el contenido total de fenoles en la estructura de la plumula, la concentracion
a 20 mg L' obtuvo el mayor valor, siendo superior al testigo en 16%, en cambio, en la
concentracién 10 mg L' se observa una disminucién del 31%, respecto al testigo. Para
fenoles en radicula no hay diferencias significativas entre las concentraciones aplicadas y el
testigo. En flavonoides en plumula, se observa que no hay diferencias significativas entre la
concentracion a 20 mg L' y el testigo, siendo estos los valores mas altos obtenidos en esta
prueba, sin embargo, a 10 mg L™! se observé una disminucién del 46%, en comparacion con
el testigo. Para flavonoides en la raiz, el testigo fue superior a todas concentraciones, pero a
15 mg L! tan solo fue inferior al testigo en 10%, mientras que a 10 mg L™ se observa una
disminucion del 35%, respecto al testigo. En la concentracion de taninos en la plumula, las
concentraciones a 15 y 20 mg L' mostraron los mejores resultados, siendo superiores al
testigo en 55 y 56%, respectivamente, mientras que a 25 mg L' se observa un aumento del
42% respecto al testigo. Para la concentracion de taninos en raiz no hubo diferencia

significativa entre las concentraciones aplicadas.

Para DPPH en plumula, se observa que la concentracién a 5 mg L' fue superior 37% al
testigo, mientras que a 10 mg L™ solo se observa un aumento del 7.48% respecto al testigo.
Para DPPH en raiz, la concentracion a 20 mg L™ super6 al testigo en 29% y a 10 mg L™ se
presentd una disminucion del 14% en comparacion con el testigo. Para ABTS para ambas
estructuras (plumula y raiz) se observa que la concentracién a 20 mg L™! obtiene los mejores
resultados siendo superior al testigo en un 9 y 16%, respectivamente, en cambio para plimula
hay una disminucion del 18% a 25 mg L' y en raiz a 10 mg L! hay una disminucién del
4.98% respecto al testigo. Para FRAP en la estructura de la plimula, los resultados indican
que la concentracion a 10 mg L' fue la mejor, siendo superior al testigo en 52%, mientras
que a 20 mg L se observa una disminucion del 26% en comparacion con el testigo. En
cambio, en la estructura de la raiz el mejor valor se obtuvo a una concentraciéon de 5 mg L™,
siendo este valor 40% superior al testigo, por otra parte, a 10 mg L! hay una reduccién del

6.7% comparado con el testigo.
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Cuadro 11. Comparacion de medias de la concentracion de polifenoles y capacidad antioxidante por el nivel de concentracion para
plumula y radicula.

Concentracién Fen. Fen. Flav. Flav. Tan. Tan. DPPH. DPPH. ABTS. ABTS. FRAP. FRAP.
P R P R P R P R P R P R
Testigo 1200.30b 1291.0a 68.31a 89.67a 203.52c 5694a 312480 ¢ 4049.2 be 54974b 4964.9ab 4231.3e¢ 4479.2 bc
5 888.33cd 800.9a 50.79b  69.19¢c 36290b 462.7a 5027.18a  4287.2abc 5130.2c¢ 5076.2ab 82249b  86939a
10 826.91d 8650a 36.35d 5822d 380.30b 401.1a 3377.44d 34733 ¢ 4664.3de 47173 b 8827.0 a 4178.2 c
15 95790c 780.8a 4524bc 80.06b 45593a 4060a 3668.89 ¢ 3930.1bc  4953.7cd 53703ab  6995.1c 5224.1 bc
20 1443.05a 8954a 60.14a 6833c 463.00a 456.2a 457749b 57733 a 6088.3 a 5955.7 a 3109.2f  5845.7Db
25 890.49cd 8574a 4137cd 6293cd 35127b 4134a 3482.77cd  5065.6ab 44783 e 5011.2ab  5474.8d  4591.5be

Fen.P= Fenoles en Plimula; Fen.R= Fenoles en Raiz; Flav.P= Flavonoides en Plimula; Flav.R= Flavonoides en Raiz; Tan.P= Taninos en Plumula; Tan.R= Taninos
en Raiz; DPPH.P= DPPH en Plumula; DPPH.R= DPPH en Raiz; ABTS.P= ABTS en Plimula; ABTS.R= ABTS en Raiz; FRAP.P= FRAP en Plumula; FRAP.R=
FRAP en Raiz. Letras diferentes significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Un estudio realizado en plantas de cilantro (Coriandrum sativum), demostrd que la absorcioén
de Zn en raices y brotes a concentraciones de 0, 100, 200, 300 y 400 mg de Zn/Kg de suelo,
resultd en altos niveles de peroxido de hidrogeno (H20z), estos resultados fueron mas
efectivos con el uso de NPsZnO para aumentar la capacidad antioxidante, sugiriendo que este
efecto se debio a la acumulacion de Zn en los tejidos mediante la absorcion de iones de Zn

disueltos (Ruiz Torres et al., 2021).

En todos los sistemas bioldgicos debe existir un equilibrio redox, esto para que haya un
equilibrio entre las reacciones oxidativas y reductoras, con la finalidad de lograr las
condiciones adecuadas para la vida. Las alteraciones en la homeostasis redox son causadas
por una acumulacion de moléculas oxidantes, ya sea por sobreproduccion o pérdida de la
capacidad reductora celular (San Miguel et al., 2009). Las ERO son algunos de los oxidantes
mas comunes en las células, estas se forman por la reduccion parcial del oxigeno molecular
a superdxido (O%), peroxido de hidréogeno (H20), perdxidos lipidicos (ROOH), o los
correspondientes radicales hidroxilos (OH), entre otros. Dado que los lipidos son
responsables de mantener la integridad de las membranas celulares, la peroxidacion extensiva
de los lipidos altera el ensamblaje, la composicion, la estructura y la dindmica de las
membranas lipidicas. Como compuestos altamente reactivos, los perdxidos lipidicos también
son capaces de propagar una mayor generacion de ERO, o degradarse en compuestos

reactivos capaces de entrecruzar el ADN y las proteinas (Gaschler et al., 2017).



35

Interaccion del tipo de fertilizante y la concentracion en el contenido total de fenoles

Los resultados de la interaccion de las fuentes de variacion (Figura 8), muestran que para la
plumula (Figura 8A) el mejor tratamiento son las NPsZnO a 20 mg L' siendo superiores al
testigo en un 25%, mientras que las GNPsZnO a 10 mg L™ es donde se observa una
disminucion del 32.6% respecto al testigo. En la raiz (Figura 8B), no se observan diferencias
significativas entre la mayoria de los tratamientos, sin embargo, las NPsZnO a 10 mg L™! es
donde se obtiene el valor mas alto siendo 57% superior al tratamiento con GNPsZnO a la

misma concentracion.
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Figura 8. Concentracion de fenoles en plimula (A) y raiz (B) de germinados de cebada
sometidos a diferentes tratamientos de Zn con concentraciones de 0 a 25 mg L. Los valores
son el promedio de las cuatro repeticiones (n=3). Las barras representan la desviacion
estandar de la media. Letras diferentes en cada barra significa que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

En la Figura 9 se presentan los resultados para la concentracion de flavonoides, se observa
que para la estructura de plimula (Figura 9A), las NPsZnO a 20 mg L! obtuvieron los valores
mas altos, siendo superiores al testigo en 56%. En cambio, con las GNPsZnO y las NPsZnO
a 10 mg L' se observa una disminucién en promedio del 24.5% respecto al testigo. Para
estructura de raiz (Figura 9B), el mejor resultado se obtuvo con el ZnSO4 a 15 mg L,

superando al testigo en 22%, mientras que con las GNPsZnO a 10 mg L' hay una reduccién

del 63.5% respecto al testigo.
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Figura 9. Concentracion de flavonoides en plumula (A) y raiz (B) de germinados de cebada
sometidos a diferentes tratamientos de Zn con concentraciones de 0 a 25 mg L!. Los valores
son el promedio de las cuatro repeticiones (n=4). Las barras representan la desviacion
estandar de la media. Letras diferentes en cada barra significa que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Segtin los resultados obtenidos se muestra que, para la concentracion de taninos (Figura 10)
en la estructura de plimula (Figura 10A), el ZnSO4 a una concentracion de 20 mg L', resulta
con los valores mas altos comparados con el testigo, siendo este superior en un 84%, mientras
que con las NPsZnO a esta misma concentracion se redujeron en 68.9% en comparacion con
el ZnSOq. Por otra parte, en la estructura de raiz (Figura 10B) no hay diferencia significativa
para la mayoria de las interacciones, sin embargo, las NPsZnO a una concentracion de 20 mg
L-! obtuvieron el valor més alto, superando al testigo en 36%, en cambio con las GNPsZnO

a 10 mg L' se observa una reduccién del 20% en comparacion con el testigo.
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Figura 10. Concentracion de taninos en plimula (A) y raiz (B) de germinados de cebada
sometidos a diferentes tratamientos de Zn con concentraciones de 0 a 25 mg L. Los valores
son el promedio de las cuatro repeticiones (n=4). Las barras representan la desviacion
estandar de la media. Letras diferentes en cada barra significa que los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Interaccion del tipo de fertilizante y la concentracion en la capacidad antioxidante

En la Figura 11, se presentan los resultados obtenidos de la interaccion del tipo de fertilizante
y las diferentes concentraciones para la capacidad antioxidante de los germinados de cebada
sometidos a nanomateriales, se puede observar que, para DPPH en la estructura de plimula
(Figura 11A) las mejores concentraciones se presentaron con las NPsZnO a 20 mg L', siendo
superiores al testigo en 67%, en cambio, el ZnSO4 a 25 mg L™! tan solo supera al testigo en
1.5%. En la raiz (Figura 11B), se observd que las GNPsZnO a concentraciones de 20 y 25
mg L fueron superiores en 77 y 76% en comparacion con el testigo, mientras que el ZnSO4
solo fue superior en 43% al testigo. Para ABTS en plumula (Figura 11C), el mejor valor se
obtuvo con las NPsZnO a de 20 mg L', siendo superiores en 47% al testigo, en cambio, las
GNPsZnO muestran una reduccion del 6.7% en comparacion con el testigo. En la raiz (Figura
11D), el ZnSO4 a 15 mg L' superd al testigo en 40%, mientras que las GNPsZnO a 10 mg
L-! presentaron una reduccion del 14.7% comparado con el testigo. Para FRAP en plimula
(Figura 11E), los resultados indican que las GNPsZnO a 10 mg L™! son superiores al testigo
en 67%, en cambio, las NPsZnO a 10,20y 25 mg L revelaron una disminucion en promedio
del 37.6% en comparacion con el testigo. En la raiz (Figura 11F) resulté mejor el ZnSOsa 5
mg L superando al testigo en 85%, sin embargo, no hay diferencias significativas entre el

testigo y las NPsZnO a 10 y 25 mg L™}, siendo estos valores los mas bajos.
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Figura 11. Capacidad antioxidante por el método DPPH en plimula (A) y raiz (B), capacidad
antioxidante por el método ABTS en plumula (C) y raiz (D), capacidad antioxidante por el
método FRAP en plimula (E) y raiz (F) de germinados de cebada sometidos a diferentes
tratamientos de Zn con concentraciones de 0 a 25 mg L. Los valores son el promedio de las
cuatro repeticiones (n=4). Las barras representan la desviacion estandar de la media. Letras
diferentes en cada barra significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes
(Tukey, P < 0.05).

Un estudio realizado en semillas de garbanzo (Cicer arietinum) con la aplicacion de
nanoparticulas de plata (NPsAg), revel6 que las NPsAg generaron un importante incremento
de radicales libres debido al estrés oxidativo, resultando en una mayor acumulacion de
compuestos fenolicos, logrando una inhibicidn del 58% y del 70% en los ensayos de H2O: y
DPPH, respectivamente. Ademads, las NPsAg mediadas por alantoina promovieron la

germinacion en las semillas, lo que indica su potencial como estimulantes del crecimiento de

las plantas (Pustake et al., 2024). Si bien, los nanomateriales pueden llegar a generar estrés
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oxidativo en plantas, es conveniente aplicar una dosis que permita estimular el crecimiento

y rendimiento, ademas de los metabolitos secundarios sin llegar a causar fitotoxicidad.

Las nanoparticulas debido a su diminuto tamafo tienen una mayor eficiencia en la
generacion de ERO, como los radicales superdxido y los radicales hidroxilos que inducen
estrés oxidativo dentro de las células, lo que resulta en el dafio de componentes celulares y
finalmente la muerte celular. Frente al estrés oxidativo, se activan mecanismos de defensa
como enzimas antioxidantes que a través de catalisis descomponen las ERO en moléculas no
dafiinas en sistemas bilogicos, por ejemplo; las catalasas descomponen el H>O; en agua y
oxigeno, por su parte los metabolitos secundarios como los polifenoles en su estructura
quimica cuentan con un grupo hidroxilo que puede ceder un atomo de hidrégeno para
estabilizar radicales libres y de esta forma para contrarrestar el dafio oxidativo. Con base en
lo anterior, se ha demostrado que la aplicacién de nanomateriales modifica las respuestas
agrondmicas, fisioldgicas y bioquimicas con relacion a componentes sintetizados a partir del
metabolismo primario y modificar la calidad nutricional de las plantas mediante la alteracion
del contenido de carbohidratos, proteinas y minerales. En el siguiente apartado presentamos

los resultados para las evaluaciones quimicas.

Componentes quimicos en las cariopsides después de la germinacion

En el Cuadro 12, se puede observar como las fuentes de variacidon nanoparticulas,
concentracion y la interaccion entre ellas afectd significativamente el contenido de total de

proteinas solubles, azlicares totales y azucares reductores en las cariopsides de cebada.

Cuadro 12. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el contenido de compuestos
quimicos en las caridpsides que fueron sometidas a compuestos de Zn.

FV GL  Proteinas Solubles Azucares Totales Azucares Reductores
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Nanoparticulas 3 30138.81 ** 1861916.85 ** 908550695 **
Concentracion 4 14245.64 ** 431531.91 ** 1895531795 **
Nps*Conc 8 31065.71 ** 162867.91 ** 1142081219 **
Error 35 1743.69 18315.96 15772666
C.V. 3.37 12.99 421

* **= Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; F.V.= Fuentes de variacion; G.L.=
Grados de libertad; LP= Longitud de plumula; LR= longitud de radicula; C.V.= Coeficiente de variacion.
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En el Cuadro 13, se presentan los resultados para la comparacion de medias por el tipo de
fertilizante. Para el contenido total de proteinas solubles, se observa que las GNPsZnO son
superiores al testigo en 7.25%, mientras que, entre las NPsZnO y el ZnSO4no hay diferencias
significativas respecto al testigo. Para el contenido de azlcares totales, el ZnSO4 logra
superar al testigo en 68%, mientras que las GNPsZnO y las NPsZnO superaron en promedio
con 47.5% al testigo. Para el contenido de azlicares reductores, se observa que las NPsZnO
logran un incremento del 23.93%, en comparacion con el testigo, en cambio las GNPsZnO y

el ZnSO4 solo superan en promedio 9.7% al testigo.

Cuadro 13. Comparacion de medias por el tipo de fertilizante para el contenido de
compuestos quimicos en las caridpsides que fueron sometidas a compuestos de Zn.

Tipo de Proteinas Solubles Azucares Totales Azicares
fertilizante (mg/L) (mg/L) Reductores (mg/L)
Testigo 1204.00 b 48120 ¢ 78367 ¢
ZnSO4 122693 b 1504.53 a 92406 b
NPsZnO 1195.07 b 878.13 b 103028 a
GNPsZnO 1298.13 a 96587 b 93661 b

Letras diferentes significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Para la comparacion de medias por el nivel de concentracion aplicada (Cuadro 14), se observa
que en el contenido de proteinas solubles el valor més alto se obtiene al aplicar 20 mg L™,
superando al testigo en 5.5%, ademas, se observa un efecto negativo con la concentracion a
15 mg L, resultando 2.63% inferior al testigo. Para azcares totales, las concentraciones 10,
20 y 25 mg L presentaron los valores mas altos siendo en promedio 61% superiores al
testigo. Por otra parte, a 5y 15 mg LI, se observa un incremento en promedio del 45%, en
comparacion con el testigo. Para el contenido de azlicares reductores, el mejor valor se
observa a 15 mg L' superando 29% al testigo, en cambio, a 20 mg L' se present6 una

reduccion de 7.8% respecto al testigo.
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Cuadro 14. Comparacion de medias por el nivel de concentracion para el contenido total de
proteinas solubles, azicares totales y azicares reductores en las cariopsides después de la
germinacion.

Concentracion Proteinas Solubles Azucares Totales Azucares
(mg/L) (mg/L) Reductores (mg/L)

1 1204.00 bc 481.20 ¢ 78367 ¢

5 1246.22 ab 902.31 b 96024 b

10 1262.00 ab 1338.76 a 101043 b

15 117222 ¢ 87253 b 110839 a

20 1274.44 a 1164.53 a 72228 d

25 1245.33 ab 1302.76 a 101691 b

Letras diferentes significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Interaccion del tipo de fertilizante y la concentracion en el contenido de proteinas
solubles, aziicares totales y azilicares reductores en las cariopsides después de la
germinacion

En la Figura 12, se presenta la interaccion entre el tipo de fertilizante y las concentraciones
aplicadas, se puede observar que para proteina soluble (Figura 12A), los mejores resultados
se presentan con las NPsZnO a 5y 20 mg L' siendo superiores al testigo en 13.3%, sin
embargo, con este mismo tratamiento, pero a concentracion de 15 mg L' se presenta un
efecto negativo de 9.46% respecto al testigo. Para azicares totales (Figura 12B) el ZnSO4a
20 mg L' supera al testigo en 51.81%, en cambio las GNPsZnO a 15 mg L! fueron inferior
al testigo en 10%. En azlcares reductores se presentd un incremento en promedio del 37%
entre las GNPsZnO a 10 y 15 mg L', no habiendo diferencias significativas entre ellas. Por
otro lado, las GNPsZnO y NPsZnO a 20 mg L™ lograron una reduccion en promedio del
9.28% respecto al testigo.
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Figura 12. Interaccion del tipo de fertilizante y la concentracion en el contenido de proteinas
solubles (A), azucares totales (B) y aztcares reductores (C) en las cariopsides después de la
germinacion de semillas de cebada sometidas a diferentes tratamientos de Zn con
concentraciones de 0 a 25 mg L', Los valores son el promedio de las cuatro repeticiones
(n=4). Las barras representan la desviacion estandar de la media. Letras diferentes en cada
barra significa que los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

En un estudio realizado en semillas de fenogreco (7rigonella foenum-graecum L.), donde
aplicaron concentraciones del0, 20, 30, 40 y 50 mg L' durante 24 h. Se observé que el
contenido de carbohidratos aument6 significativamente con el aumento de la concentracion
de NPsZnO, después de eso, se detectd una tendencia a la disminucion, pero aun superior al
control. En cuanto al contenido de proteina total, se logré una tendencia creciente y luego
decreciente similar con el aumento de la concentracion de NPsZnO, excepto a 50 mg L' que
disminuyé no significativamente en relacion con el control. El tratamiento con 30 mg L' de
NPsZnO fue el més efectivo, y aument6 los contenidos de carbohidratos y proteinas en un

50.6 y 52.8%, respectivamente, con respecto al control (Elsherif et al., 2023).

Los incrementos en el contenido de carbohidratos y azucares, se debe a que el Zn es un

microelemento esencial parala nutricion de las plantasy se considera un componente


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plant-nutrition
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fundamental de varios sistemas enzimaticos. Este micronutriente es el unico metal que se
requiere en las seis clases de enzimas, y contribuye a la regulacion del crecimiento, la sintesis
de proteinas, la produccion de energia, la activacion de enzimas, la expresion génica, la
actividad fitohormonal, la fotosintesis, el metabolismo de carbohidratos, la fertilidad, la
produccion de semillas y la defensa contra enfermedades. El metabolismo de las proteinas,
los hidratos de carbono y las auxinas, asi como el correcto funcionamiento de los procesos

reproductivos, se ven afectados negativamente por la falta de Zn (Almendros et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/protein-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/protein-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enzyme-activation
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photosystem
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/carbohydrate-metabolism
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que la aplicacion de compuestos de Zn durante la
imbibicion de semillas es un método efectivo para lograr la biofortificacion de Zn, ademas
de modificar la germinacién y las respuestas bioquimicas de los germinados. Las GNPsZnO
a 25 mg L fue el tratamiento mas efectivo para estimular positivamente la germinacion,
mientras que el ZnSO4 a 15 mg L' present6 una disminucion del 14% con respecto al testigo.
La disminucién en la germinacion al usar ZnSOy se reflejé en menor acumulacion de peso
seco con reducciones del 20 y 22% a 10 y 15 mg L!. La respuesta negativa del ZnSO4
posiblemente se debi6 a una mayor acumulacion de Zn, ya que fue el compuesto que mas se
absorbid y pudo eso resultar en un efecto fitotéxico. Por consecuencia de la absorcion de Zn,
todos los materiales de Zn aplicados mejoraron la concentracion de polifenoles en la plumula
y radicula, lo que result6 en incrementos de la capacidad antioxidante. Cabe sefalar, que la
aplicacion de GNPsZnO a concentraciones de 10, 20 y 25 mg L' disminuyeron
considerablemente los flavonoides en raiz, esto en comparacion con el testigo y lo demas
tratamientos. En cuanto a los componentes primarios, se logréo modificar la concentracion de
proteina soluble con las NPsZnO a 5 y 20 mg L', mientras que, para aziicares totales el
ZnSO4 a 20 mg L' resulta més favorable y para aziicares reductores se presentd un mayor
incremento con GNPsZnO a 10y 15 mg L', Si bien, las respuestas fisioldgicas y bioquimicas
de los germinados se vieron modificados por la imbibicion de las semillas con los compuestos
de Zn, no se identific6 una tendencia condicionada por la aplicacion del tratamiento y/o la
concentracion, por ello consideramos necesario realizar mas investigaciones para evaluar la
eficacia de enfoques alternativos de biofortificacion agrondémica con el uso de

nanofertilizantes.

Parte de la metodologia de este trabajo de investigacion fue reportada como articulo de
divulgacion titulado “Impregnacion de semillas con nanomateriales metalicos de 6xido de
Zn”, publicado en la revista Agro-divulgacion con el numero de DOL:

https://doi.org/10.54767/ad.v416.410.
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