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INTRODUCCION

La nanotecnologia (NT) considerada una tecnologia con relevante importancia para
diferentes sectores (Patel et al., 2014), estd dedicada a la caracterizacion,
elaboracion 'y aplicacibn de materiales de dimensiones nanométricas
(nanomateriales), los cuales tienen un tamafo que oscila entre 1-100 nanémetros (Ali
et al.,, 2014). Existen diferentes compuestos para elaborar nanomateriales, tal es el
caso de las nanoparticulas (NPs) metalicas siendo las mas empleadas aquellas
provenientes de oro, plata, cobre, fierro, aluminio, cobalto, titanio y zinc (Khot et al.,
2012).

Las NPs de Oxido de zinc (NPs ZnO) son usadas en diferentes areas como la
industria de cosméticos, textiles, medicina, electricidad y en la agricultura (Chang et
al., 2012). En el sector agricola son estudiadas por su actividad antimicrobial (Fang
et al., 2013; Sabir et al., 2014), por su potencial como nanofertilizante, ya que puede
corregir las deficiencias de zinc en las plantas, promoviendo crecimiento y desarrollo
(Naderi y Shahraki, 2013; Raskar y Laware, 2014; Dimkpa et al., 2015).

Entre las mas destacadas aplicaciones de las NPs ZnO en la agronomia, Panwar et
al. (2012), sefialan un mayor crecimiento y produccion de biomasa seca en plantulas
de tomate cuando aplicaron 20 mg L™ al follaje. En pruebas de germinacion las NPs
ZnO en dosis de 250, 500, 1000 y 2000 mg L™, promovieron incrementos
significativos de clorofila y proteina en plantulas de trigo (Raliya y Tarafdar, 2013);
asi mismo, en plantas de soya la dosis de 1.0 g L™ de NPs ZnO promovié efectos

significativos en la germinacion y crecimiento (Sedghi et al., 2013).

Cabe mencionar que los insumos agricolas convencionales han tenido problemas a
la hora de incrementar la produccion de alimentos demandados globalmente, debido
a que se han tenido que requerir cada vez mas dosis elevadas de compuestos
guimicos, trayendo como consecuencias un impacto negativo para el sector agricola

y medio ambiental (Lira-Saldivar et al., 2014).



Por lo anterior, es necesario disponer de medidas que hagan frente a ese problema.
Este trabajo orient6 a la investigacion relacionada sobre el uso de nanoparticulas de
oxido de zinc (NPs ZnO) en la agricultura, y sus posibles aplicaciones como
promotores de germinacion y crecimiento de plantas, y a su vez en la potencial

mejora de los sistemas de produccién agricola convencionales.



HIPOTESIS

La aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc a bajas concentraciones, estimula la
germinacion de las semillas y el crecimiento de plantulas de Lycopersicum

esculentum, mientras que a altas concentraciones genera fitotoxicidad.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad in vitro e in vivo de nanoparticulas de 6xido de zinc, como una
opcion para mejorar la capacidad germinativa de semillas y el crecimiento en

plantulas de Lycopersicum esculentum.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Aplicar nanoparticulas de Oxido de zinc en semillas de Lycopersicum

esculentum, para conocer su efecto en las fases de la germinacion.

e Analizar el efecto de la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc en
plantulas de Lycopersicum esculentum en diferentes dosis, para identificar su
efecto promotor o fitotéxico en procesos relacionados con la germinacion y el

desarrollo de plantulas.

REVISION DE LITERATURA

Importancia del tomate

El cultivo del tomate (Lycopersicum esculentum L.) es una de las principales
hortalizas con importancia alimenticia y econdmica, tan solo en México se producen
96, 159 toneladas por hectarea, el estado de Sinaloa en conjunto con otros estados

aportan el



67.5 % del volumen de este producto (SIAP, 2015); es la hortaliza mas cultivada
después del chile verde. Segun la SAGARPA (2015), para el 2014 la produccién de
tomate habia superado los 2.8 millones de toneladas, indicando que las
exportaciones ascendieron a 20 mil mdp, estos datos por el momento posicionan a
México como el principal exportador de tomate en el mundo. Actualmente el precio
promedio del tomate present6 una variacion a la alza del 7.04 % (SNIIM, 2016) y se
encuentra 158.50 % por encima en comparacion con los registros del afio pasado

para estas mismas fechas.

Dada la importancia del tomate como una hortaliza, con una gran demanda a nivel

mundial, se requieren de tecnologias nuevas para aumentar su produccién agricola.

La nanotecnologia

La nanotecnologia es un area de la investigacion interdisciplinaria por el simple
hecho que abre una amplia gama de oportunidades en diversos campos como la
medicina, la industria farmacéutica, la electrénica y la agricultura. El uso potencial y
los beneficios de la nanotecnologia son enormes para revolucionar el sector salud,
textil, los materiales, las tecnologias de la comunicacion, y de la energia (Prasad et
al., 2014).

Sabourin y Ayande (2015), mencionan que la nanotecnologia puede impactar
dramaticamente en todos los sectores de la industria de los agronegocios en los
proximos 10 afios. Asi mismo, la nanotecnologia podria utilizarse para mejorar las
posibilidades de desarrollo de los recursos agroindustriales convencionales y
multifilares, centrados en las propiedades especiales de los nanomateriales que
tienen el potencial de revolucionar el sector agricola, la biomedicina, la ingenieria
ambiental, de seguridad y proteccion, los recursos hidricos, de conversion de

energia, y otras numerosas areas.

Es innegable que la nanotecnologia presenta beneficios y aplicaciones en la industria

alimentaria (Cushen et al., 2012) y que estara presente en el futuro como éarea
4



estratégica, hasta ahora algunos de las aplicaciones mas desarrolladas incluyen:
suplementos mejorados, nuevos alimentos envasados y pesticidas especificos de los
cultivos. Pero la falta de inversion en paises pobres podria significar que los
beneficios de esta tecnologia puedan limitarse a los paises desarrollados (Naderi y
Danesh-Shahraki, 2013), esto no significa que estos paises tengan que esperar a
que esta disciplina se consolide como mercado, sino que deberian formar
capacidades tecnoldgicas y humanas que permitan colocarse en el mercado mundial
(Yanez, 2010).

En materia de medio ambiente, se ha encontrado que en los ultimos afios, el uso de
la nanotecnologia para controlar la contaminacibn se ha incrementado
considerablemente, puesto que varios materiales nanoestructurados o con
dimensiones nanométricas han sido utilizados como vehiculos de transporte en la
liberacién controlada de productos agroquimicos debido a su biodegradabilidad, baja
toxicidad, de bajo costo, alta reproducibilidad y facil preparacion (Aouada y De
Moura, 2015).

Esta claro que ésta nueva tecnologia, si se gestiona y regula correctamente, puede
desempeiiar un papel central en la mejora del desarrollo de productos y procesos en
beneficio de la salud humana, alcanzando una relativa importancia en diversos
sectores. Por lo tanto, es evidente que la nanotecnologia puede desempefiar un

papel decisivo en el campo de la agricultura.

La nanotecnologia (NT) considerada una tecnologia con un auge importante para
diferentes sectores (Patel et al., 2014), estd dedicada a la caracterizacion,
elaboracion y aplicacion de materiales de dimensiones nanométricas
(nanomateriales), los cuales tienen un tamafio que oscila entre 1-100 nanometros

(Ali et al., 2014), lo cual equivale a la mil millonésima parte de un metro.

La nanotecnologia puede hacer que la industria sea considerablemente mas verde y

competitiva, con su actual tasa de crecimiento del 25 % (US $ 1.08billion) anual. La
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oportunidad para la aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura, ha surgido
como un avance tecnoldgico que podria desarrollar y transformar todo el sector
agroalimentario, con el potencial de aumentar la productividad agricola, la seguridad
alimentaria y el crecimiento econdomico para las industrias por al menos el 30 %
(Sabourin y Ayande, 2015).

Los usos actuales de esta tecnologia en el sector alimentario y agricola son escasos,
aun asi la aplicacion de la nanotecnologia a la agricultura y a la industria alimenticia
esta recibiendo la atencion debido a sus beneficios potenciales que van desde la
mejor calidad, mantener la inocuidad de los alimentos y la reduccion de insumos de

la agricultura (Prasad et al., 2014).

La nanotecnologia en la agricultura

La aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura comenzé con la idea de que las
tecnologias agricolas convencionales no podian ser capaces de lograr una
productividad més elevada ni restaurar los ecosistemas dafiados por las tecnologias
existentes. Debido a que los efectos a largo plazo de la agricultura con semillas
mejoradas genéticamente, en conjunto con riego, fertilizantes y pesticidas se han
cuestionado (Muckhopadhyay, 2014), la agricultura suele ser un sector donde nuevas

tecnologias se aplican a menudo para mejorar el rendimiento de los cultivos.

Cabe mencionar que el uso indiscriminado de pesticidas y fertilizantes sintéticos en
la agricultura convencional tiene su origen desde la revolucién verde, que provoco
grandes problemas como la contaminacion del medio ambiente, la aparicion de
plagas y patogenos resistentes a agroquimicos, asi como la pérdida de la
biodiversidad (Lira-Saldivar et al., 2014).

La aparicion de la nanotecnologia y el desarrollo de nuevos nanodispositivos y
nanomateriales tienen potencial para nuevas aplicaciones en la agricultura y en la
biotecnologia (Srilatha, 2011), por lo anterior la nanoagricultura como su nombre lo
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indica, se refiere a la aplicacion de particulas con tamafio nano en la agricultura,
puesto que estas particulas ofrecen grandes beneficios para los cultivos.

Ademas, con la intervencion de la nanotecnologia en la agricultura, ésta tiene
perspectivas brillantes para mejorar la eficiencia de uso de nutrientes a través
nanoformulaciones de fertilizantes, la vigilancia y el control de plagas, el desarrollo
de pesticidas e insecticidas comerciales de nueva generacién, reduciendo asi la
cantidad del producto por aplicar al suelo o al follaje, a dosis significativamente
menores que las requeridas convencionalmente, protegiendo al agroecosistema (Xue
et al., 2014).

Por otro lado, el uso de la nanotecnologia en poscosecha ayudara a la
conservacion, envasado de alimentos, al fortalecimiento de las fibras naturales, la
eliminacién de los contaminantes del suelo y el agua lo que mejora el tiempo de
conservacion de vegetales y flores, recuperacibn de suelos afectados por la
salinidad, y la estabilizacion de superficies propensas a la erosiéon (Muckhopadhyay,
2014).

Actualmente los nanodispositivos se consideran que tendran la capacidad de
detectar infestaciones de plagas y enfermedades en cultivos, la deficiencia de
nutrientes, o cualquier otro problema de fitosanidad, mucho antes de que los
sintomas sean evidentes en la escala macro (Scott y Chen, 2013). No obstante se
prevé un gran futuro a través de la exploracién y explotaciébn de los materiales
biologicos de origen agricola y natural en beneficio de una sociedad sustentable con
el estudio de los diversos nanomateriales y/o nanoparticulas (Faunce et al., 2013).
Las nanoparticulas son una opcién muy prometedora debido a su tamafio, volumen
de superficie y sus propiedades fisico-quimicas (Khot et al., 2012; Kardos et al.,
2014).

Absorcion, traslocacion y efecto de las nanoparticulas en plantas



Las nanoparticulas (NPs) son materiales que son lo suficientemente pequefio como
para caer dentro del tamafio nanométrico, al menos una de sus dimensiones es
inferior a unos pocos cientos de nanémetros (Srilatha, 2011), su uso ofrece menos
dafios colaterales al medio ambiente y salud humana (Pereira et al., 2014).

Cuando las NPs son aplicadas al suelo o en el agua de riego, penetran a través de la
epidermis de la raiz y llegan a la corteza via simplasto y/o apoplasto, posteriormente
atraviesan a la endodermis y finalmente entran al tejido conductivo del xilema para
ser traslocadas basipétalmente hasta las ramas y el follaje de las plantas (Peng et
al., 2015).

Algunos autores mencionan que el efecto promotor o inhibidor del crecimiento de las
NPs en las plantas esta relacionado con su concentracion, tamafio y las propiedades
inherentes del elemento involucrado, asi como la funcion fisiolégica y bioquimica que
desempefia en la planta, si actta como micronutriente tratdndose de cobre, zinc,
fierro, etcétera (Wang et al., 2015). Estos autores mencionan que algunas NPs como
las de oxido de cobre (CuO), muestran un efecto positivo sobre la reactividad de
fitohormonas, especialmente del acido indolacético (AIA), asi como del &cido

salicilico, esto hace que se facilite o incremente la accién fitoestimulante de las NPs.

Otras NPs como las de dioxido de titanio (TiO,) aplicadas al follaje, muestran un
incremento en la actividad de varias enzimas y promueven la absorcién del nitrato, el
cual acelera la transformacion del nitrdgeno inorganico a organico haciéndolo mas

asimilable, reflejandose esto en mayor crecimiento vegetativo (Capaldi et al., 2015).

Su tamafio nanométrico les da mayor facilidad de penetracibn a través de las
membranas biolégicas, en comparacion con los materiales con escala micrométrica;
en las plantas tienen mayor facilidad de penetrar la membrana y pared celular
causando cambios morfofisiolégicos (Eichert et al., 2008; Sabir et al., 2014).

Existen reportes indicando que las NPs ZnO incrementan el nivel de AIA en raices y

en los brotes apicales, promoviendo de esta forma la velocidad de crecimiento en las
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plantas (Shyla y Natarajan, 2014), esto es debido a que el zinc es uno de los
nutrientes esenciales y un componente muy importante de varias enzimas
responsables de muchas reacciones metabdlicas; también desempefia una
importante funcion en la produccion de clorofila, germinacion de semillas, produccion
de polen y de biomasa (Pandey et al., 2010). El efecto de las NPs ZnO en el
crecimiento vegetal podria relacionarse ademas a la actividad que tiene el zinc como
precursor en la produccion de auxinas reguladoras del crecimiento, las cuales

también promueven la elongacion y division celular (Rehman et al., 2012).

Diversas nanoparticulas tienen potenciales aplicaciones en el sector agricola,
ejemplo de ello son las NPs CuO, NPs TiO, y entre otras destacan las nanoparticulas

de 6xido de zinc.

Nanoparticulas de 6xido de zinc

Existen diferentes compuestos para elaborar nanoparticulas, tal es el caso de
materiales metalicos que sirven para generar nanoparticulas metélicas siendo las
mas empleadas aquellas provenientes de oro, plata, aluminio, cobalto, cobre, titanio,
fierro y zinc (Khot et al., 2012).

Las NPs de Oxido de zinc (NPs ZnO) son usadas en diferentes areas como la
industria de cosméticos, textiles, medicina, electricidad y en la agricultura (Chang et
al., 2012). En el sector agricola son estudiadas por su actividad antimicrobial (Fang
et al., 2013; Sabir et al., 2014) y por su potencial como nanofertilizante, corrigiendo
las deficiencias de zinc en las plantas y promoviendo crecimiento y desarrollo (Naderi
y Shahraki, 2013; Raskar y Laware, 2014; Dimkpa et al., 2015).

Algunos estudios sefialan que concentraciones elevadas (1000 mg L™) causan
fitotoxicidad e inhibicion de la germinacion (Kyung-Seok y Kong, 2014; Zhang et al.,
2015); mientras que dosis bajas (< 50 mg L™) han confirmado efectos significativos
en el crecimiento y desarrollo (Prasad et al.,, 2012), reflejandose en una mayor

9



biomasa seca y area foliar. Este efecto promotor ha sido atribuido al zinc, por ser
éste uno de los micronutrientes esenciales demandados para la division celular y por
su importancia como componente de varias enzimas (Pandey et al., 2010); también
esta implicado en la sintesis de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos
(Tarafdar et al., 2014).

Trabajos desarrollados en diversas especies de plantas confirman que las NPs ZnO
promueven la germinacion y crecimiento de plantulas (Siddiqui et al., 2014). Panwar
et al. (2012), sefialan un mayor crecimiento y produccion de biomasa seca en
plantulas de tomate cuando aplicaron 20 mg L™ al follaje, ademas, encontraron altas
concentraciones de Zn en las hojas, confirmando con ello que ocurri6 la penetracion
en los estomas y su traslocacidon basipétala via floema. Otro estudio realizado por
Prasad et al. (2012), indica que en semillas de cacahuate una concentracion de 1000

mg L™ de NPs ZnO promueven la germinacion, asi como la elongacion de raiz y tallo.

Zhao et al. (2014), trabajando con plantas de pepino obtuvieron incrementos
significativos en longitud y biomasa seca de la raiz; con la incorporacion al suelo de
400 y 800 mg kg™ de NPs ZnO, estos investigadores confirman que concentraciones
elevadas no afectaron negativamente a las plantas. En pruebas de germinacion las
NPs ZnO en dosis de 250, 500, 1000 y 2000 mg L™, promovieron incrementos
significativos de clorofila y proteina en plantulas de trigo (Raliya y Tarafdar, 2013),
mientras que concentraciones bajas (10 y 20 mg L) de estas mismas NPs

mejoraron la germinacion en semillas de cebolla (Ramesh et al., 2014).

En plantas de goma guar (Cyamopsis tetragonoloba L.), una concentracion de 10 mg
L' de NPs zZnO aplicada foliarmente promovié mayor produccién de biomasa,
contenido de clorofila, longitud y area radicular asi como la sintesis de proteinas
(Raliya y Tarafdar, 2013). En plantas de soya la dosis de 1.0 g L™ de NPs znO,
promovié efectos significativos en la germinacion y crecimiento (Sedghi et al., 2013).
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La aplicacion foliar de 1.5 y 10 mg L™ de NPs ZnO durante 15 dias en plantas de
garbanzo (Cicer arietinum), promovieron mayor altura y biomasa seca. Se ha
destacado que la aplicacion de zinc en forma de nanofertilizante aplicado al follaje en
bajas dosis es mas eficiente para promover el crecimiento de las plantas. Se ha
sugerido que esto se debe a que el zinc es requerido para la produccion de biomasa
y también porque este microelemento tiene una funcidn muy importante como
cofactor de enzimas involucradas en el proceso fotosintético, asi como en la
integridad y mantenimiento de las membranas celulares de las plantas (Burman et
al., 2014).

El zinc como nanofertilizante en dosis de 10 mg L™ ha promovido mayor crecimiento
en plantas de mijo (Pennisetum americanum), mas produccion de biomasa seca,
longitud de raiz, contenido de clorofila y rendimiento de grano (Tarafdar et al., 2014).
La aplicacion foliar de nanoquelato de zinc como fertilizante promovié un incremento
significativo en la altura de plantas de algodon (Gossipium hirsutum), asi como

biomasa seca y clorofila (Rezaei y Abbasi, 2014).

Produccidén de especies reactivas de oxigeno en plantas por
nanoparticulas

Dentro del metabolismo aerébico de las plantas, al utilizar el oxigeno como aceptor
final de electrones, se producen especies reactivas de oxigeno (ERO). La produccion
de ERO se ha establecido como uno de los primeros eventos de sefializacion
implicadas como respuesta de la planta al estrés bidtico (Fraire-Velazquez y
Balderas-Hernandez, 2013) y abiotico (Mizoi et al., 2012). En algunos casos, cuando
el estrés excede el limite de tolerancia y la capacidad para adaptarse a €l es baja,
puede ocurrir dafio celular permanente o incluso la muerte de la planta (Foyer y
Noctor, 2005; Gill y Tuteja, 2010).

Las plantas continuamente producen ERO en diferentes organelos celulares como

mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, reticulo endoplasmico y en la membrana
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plasmatica (Karuppanapandian et al., 2011) y son removidas por un complejo
sistema antioxidante, en el que participan enzimas y otros metabolitos que permiten
mantener la homeostasis celular. ElI control de los niveles oxidantes se logra
mediante la induccion de mecanismos antioxidantes de defensa que se componen de
metabolitos como el ascorbato, el glutation, el tocoferol, diversos metabolitos
secundarios y los limpiadores enzimaticos de ERO, como la superédxido dismutasa,

catalasa y peroxidasa (Foyer y Noctor, 2005).

Los nanomateriales son considerados un factor de estrés en las plantas, puesto que
existe la posibilidad de que pueden modificar la estructura y constitucion de las
membranas y pared celular en plantas (Liu et al., 2013). Diversas investigaciones
han demostrado que las NPs son capaces de producir estrés en las plantas,
generando un exceso de ERO, que puede afectar las proteinas, lipidos,
carbohidratos y ADN. Las NPs alteran la eficiencia fotosintética, la fluorescencia
fotoquimica y el rendimiento cuantico en las plantas, debido a las interacciones de
estas con los fotosistemas | y Il, puesto que estudios han demostrado que las

clorofilas transfieren la energia a las NPs (Olejnik et al., 2013; Rico et al., 2015).

Esa perturbacion en la actividad fotosintética se traduce en estrés oxidativo de las
plantas. El estrés oxidativo en plantas provocado por las NPs se ha investigado a
través de técnicas que miden produccion de ERO como H,0,, la activacion de los
mecanismos de defensa enziméticos, la peroxidacion lipidica y pérdida de
electrolitos, entre las mas importantes. Sin embargo, ain no se entiende
completamente cémo las propiedades quimicas de las NPs inducen la produccion de

ERO y el dafio a las membranas en las plantas (Huang et al., 2011).

Algunas NPs metalicas como Cu, Ni y Zn tienen la capacidad de producir ERO via
reacciones Fenton y otras como el TiO, y el CeO, debido a la capacidad de alternar
entre estados de oxidacion (Fenoglio et al., 2009; Mclaren et al., 2009; Perreault et
al., 2010; Boghossian et al., 2013). Otras NPs tienen efectos contrarios, puesto que

pueden disminuir las concentraciones de H,O, intracelular y la peroxidacion lipidica.
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Algunos reportes hipotetizan que las NPs incrementan la eficiencia de las reacciones
de oxidacién-reduccion (REDOX), al actuar como centro de retrasmision de
electrones (Mallick et al., 2006) ademas de que tienen capacidad antioxidante y sus
mecanismos imitan la actividad de enzimas involucradas en los sistemas de defensa
en plantas (Tyagi et al., 2014).

En el trabajo de Wei y Wang (2013), se reporta que NPs como CeO,, Fe304, C030,
realizan reacciones que imitan la actividad de la catalasa, al catalizar la
descomposicion del H,O, en oxigeno y agua; al igual que NPs de MnO,, CuO y Au,
las cuales exhibieron actividad de peroxidasa; NPs CeO, y fullerenos demostraron
tener la capacidad de llevar a dismutar el ion superdxido tal y como la realiza la
superéxido dismutasa. A pesar de los avances tecnoldgicos resulta dificil poder
comprobar la capacidad antioxidante de las NPs dentro de la planta, puesto que los

estudios anteriores fueron realizados in vitro.

La fitotoxicidad que pueden tener las NPs considerando las diferencias en
actividades enzimaticas, no permiten seflalar con certeza que los cambios
observados sean debidos a las interacciones enzimas-NPs (Xia et al., 2008).
Diversos estudios muestran que la fitotoxicidad causada por algunas NPs genera un
comportamiento impredecible e irregular sobre el estrés oxidativo, que a su vez
depende del tipo, concentracién, propiedades y medios de exposicion de las NPs (Lei
et al., 2008; Foltete et al., 2011; Song et al., 2012).

Aunque el modo de accidon no estd muy claro, ha sido destacado que en altas
concentraciones provocan ruptura de membranas, oxidacion de proteinas,
genotoxicidad y formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo cual
incrementa el estrés oxidativo provocado por algunos iones que afectan la sintesis de
proteinas, ADN y ARN (Golinska et al., 2014).

Dutta et al. (2012), han sefialado que las NPs y sus iones (por ejemplo, cobre, plata 'y

zinc) pueden producir radicales libres, lo que resulta en la induccion de estrés
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oxidativo reflejandose en alta produccion de ERO (Figura 1). Las ERO pueden dafiar
irreversiblemente las membranas celulares, el ADN y las mitocondrias provocando

dano celular. Se ha determinado que las NPs de plata se pueden adherir a la

membrana
celular, con lo que
alteran su

permeabilidad y funciones respiratorias (Hajipour et al., 2012), ademas, éstos autores
mencionan que dichas NPs no sélo ejercen accion con la superficie de las
membranas, sino que también penetran a su interior, interactuando con los diferentes

organelos a nivel del ADN en el nucleo.
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Figura 1. Conjunto de efectos tdxicos de las nanoparticulas metalicas a nivel celular.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizo en dos fases, la primera se realiz6 en el Laboratorio de
Fisiologia del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada a 6 km al sur de
Saltillo, Coahuila, México; y la segunda etapa (in vivo) se llevé a cabo en el
invernadero “A” con orientacion norte-sur del Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA), cuyas instalaciones estan en Bulevar Enrique Reyna 140, Colonia
San José de los Cerritos, Saltillo, Coahuila, México. Este trabajo se llevd a cabo

durante los meses de enero a junio del 2015.

Bioensayos in vitro

Germinacion de semillas

Para determinar el efecto de la aplicacion de nanoparticulas en la germinacion de
tomate (Lycopersicum esculentum) var. Floradade, se establecieron bioensayos in
vitro, que constaron de cinco tratamientos, incluyendo un testigo, con cuatro
repeticiones de 25 semillas cada uno. Cada repeticion consistio de 25 semillas. La
siembra se realizo en contenedores de PET (15 x 20), sobre dos capas de papel filtro
tipo Whatman, y con ayuda de pinzas para diseccion se colocaron las semillas

previamente lavadas y desinfectadas. En seguida, con un aspersor de 20 ml de
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capacidad se aplic6 10 ml de cada tratamiento correspondiente. Los tratamientos
consistieron de soluciones de nanoparticulas de 6xido de zinc puras (NPs ZnO), en
concentraciones de 0 (agua destilada/testigo), 5, 10, 15 y 20 ppm (partes por millén);
asi mismo, se implementd un doble testigo al llevar a cabo un segundo bioensayo
con las mismas concentraciones pero de 6xido de zinc de tamafio micro (bulk). Los

bioensayos se establecieron en un disefio completamente al azar.

Los contenedores PET con las semillas fueron colocados después de la siembra en
una camara biocliméatica marca Thermo Scientific, a una temperatura de 25 °C y un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad. La aplicacion de las soluciones de NPs

se realiz6 cada 48 h en dosis de 10 ml por tratamiento.

Las soluciones fueron preparadas y sonicadas en el Laboratorio de Materiales

Avanzados del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA).

Variables evaluadas en las semillas germinadas:

e indice de vigor (IV): el primer conteo de plantulas normales se realiz6 a los 5
dias después de la siembra y se expresd en porciento, esta evaluacion es un
indicador del vigor que posee la semilla para germinar en menor tiempo y
establecerse en condiciones de campo. Se entiende por plantulas normales
aguellas que presentan el potencial para continuar desarrollandose en plantas
satisfactorias, cuando crecen bajo condiciones favorables de humedad,
temperatura y luz. La formula utilizada para calcular ésta variable de acuerdo

a Peretti (1994) fue la siguiente:

Numero de semillas normales
= x 100

"~ Total de semillas sembradas
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e Porcentaje de germinacion (segundo conteo): al final del bioensayo se realizo
un conteo de plantulas normales y se expresd en por ciento. La férmula

empleada para obtener el porcentaje de germinacion fue la siguiente:

o, Numero de plantulas normales
%Germinacion = - x 100
Total de semillas sembradas

e Longitud media de plimula (LP) y longitud media de radicula (LR). Se
midieron todas las plantulas normales, esto es, que no presentaron rasgo

alguno de anormalidad y se expresé en cm.

Al concluir la evaluacion en laboratorio, las plantulas normales se pusieron en bolsas
de plastico sobre hielo y se usaron para determinar la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) mediante la cuantificacion de la actividad de enzimas

antioxidantes como catalasas y peroxidasas, de acuerdo a los siguientes protocolos.

Extraccion de proteina

De las plantulas normales del ensayo de germinacion, y de acuerdo a la metodologia
reportada por Bradford (1976), se tomaron 200 mg de muestras de tejido vegetal, el
material se congelé en nitrégeno liquido, se tritur6 en un mortero con el 5 % de
Polivinilpirrolidona (PVP); las muestras se homogenizaron en 500 pl de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH 7.8, adicionada con 0.1 mM EDTA (acido
etilendiaminotetraacético). En seguida las muestras fueron centrifugadas a 14000
rom por 5 min a 4 °C. El sobrenadante se almacend a -20 °C hasta su uso. La
proteina total se cuantificod con el reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich), utilizando
albumina de suero de bovino (BSA) como estandar.

Actividad peroxidasa
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La actividad de peroxidasas se realiz6 utilizando como sustrato pirogalol, de acuerdo
a la metodologia reportada por Kwak et al. (1995). El volumen de reaccion fue de 3
ml, el cual contenia: 5 pl de extracto proteico, 320 ul de una solucién de pirogalol al 5
%, 160 pl de una solucién de H,0O, (0.147 M) en 100 mM de amortiguador de fosfatos

pH 6. La reaccion empez6 cuando se agrego el H,0..

Las muestras se leyeron en el espectrofotometro, a una longitud de onda de 420 nm

por un tiempo de treinta segundos.

Actividad catalasa

Para determinar la actividad de catalasa, enzima que cataliza la descomposicion de
H,O,, se siguid la descomposicion de éste de acuerdo a lo sefalado por Aebi (1984).
En este caso, el volumen de reaccién fue de 1.5 ml, el cual contenia 100 ul de
extracto proteico, 400 pl de una solucion de H;O, (30 mM) en 50 mM de
amortiguador de fosfatos pH 7. La reaccién empezé cuando se agrego el H,0.

Las muestras se leyeron en el espectrofotometro a una longitud de onda de 240 nm

por un tiempo de 60 segundos.

Bioensayos in vivo

En los bioensayos in vivo se trabajé con plantulas de tomate variedad Floradade de
ciclo determinado, estas plantulas fueron otorgadas por el Departamento de Plasticos
en la Agricultura del CIQA, las cuales se obtuvieron en condiciones de invernadero
durante el ciclo otofio-invierno de 2014. EIl trasplante se realiz0 en macetas de
polietileno y cuando las plantulas presentaron el primer par de hojas verdaderas con
una altura promedio de 9.0£3 cm. Antes del trasplante se aplicd una fertilizacion
empleando la formula 150-80-80 (N-P-K). Se utiliz6 como sustrato peat-moss y

perlita con una relacion volumen/volumen (70:30 v/v). El periodo de evaluacion fue
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de cuatro semanas, durante el desarrollo del cultivo se aplicé un riego con sistema

automatizado, cada tercer dia se fertilizé con una solucién Hogland.

El bioensayo se establecié en un disefio completamente al azar, conformado por
cuatro tratamientos con 10 repeticiones cada uno (se consideré cada planta como
una repeticion). Los tratamientos constaron de soluciones de nanoparticulas de
oxido de zinc con diferentes concentraciones (0, 50, 100 y 200 ppm) previamente
elaboradas en el Laboratorio de Materiales Avanzados del CIQA. La aplicacion de
tratamientos se realiz6 semanalmente, asperjando las plantulas de tomate. Se aplico
1 ml de cada uno de los tratamientos con un aspersor, el testigo se asperjé con agua

destilada.

Se evaluaron las siguientes variables: altura final de la plantula (cm) diametro del
tallo (mm), biomasa fresca (g), area foliar (cm?), longitud de la raiz (cm), peso seco

de la raiz (g) y peso seco de la planta (g).

Los datos de las variables evaluadas en cada uno de los bioensayos, se sometieron
a un andlisis de varianza (ANVA) de manera independiente, para determinar la
posible existencia de diferencia estadistica entre tratamientos, posteriormente, se
prosiguié a realizar una comparacion de medias utilizando la Prueba de Tukey, para
establecer el orden de eficiencia de los tratamientos, utilizando el software JMP-SAS
version 5.01 (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION
Germinaciéon de semillas

Se obtuvo el andlisis de varianza de las semillas de L. esculentum expuestas a
concentraciones diferentes de NPs ZnO (Anexo 1), y se observo los efectos de los

tratamientos del bulk de 6xido de zinc (Anexo 2). La mayoria de las variables
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evaluadas en los bioensayos, presentaron una respuesta positiva y estadisticamente
significativa (Cuadro 1).

Con respecto al porcentaje de germinacion, ésta variable presenta diferencia
numeérica, indicando con ello un efecto positivo, lo cual tiene una relacién a lo
reportado por Sedghi et al. (2013), al observar efectos positivos en la germinacion de
semillas de soya al estar sometidas a concentraciones bajas de NPs ZnO; por otro
lado Ramesh et al. (2014), indican que bajas concentraciones de NPs mejoraron el
proceso de germinacion en semillas de Allium cepa. Aunque en este trabajo,
estadisticamente el porcentaje de germinacion no presenta diferencia significativa,
los resultados obtenidos son mas altos que los resultados al tratar las semillas con el
bulk de oxido de zinc, indicando que este dltimo presenta un efecto fitotéxico al

detectar diferencia estadistica.

Las semillas tratadas con diferentes tratamientos de NPs ZnO mostraron un efecto
superior y significativo para longitud media de plimula y longitud media de radicula,
en comparacion con las semillas tratadas con el bulk de 6xido de zinc, ambas
variables relacionadas con el vigor de las semillas. Las dosis de 5y 10 ppm de NPs
ZnO promovieron la germinacion, reflejandose en un aumento en crecimiento de la
plumula y de la radicula con respecto al testigo. En el tratamiento de 15 ppm,
también se observdé mayor longitud de raiz al compararlo con el testigo, indicando
con esto un efecto de promocién de division celular en la tercera fase germinativa de

las semillas de tomate.

Lo anterior confirma lo reportado por Liu y Lal (2015), al indicar que estos
compuestos pueden mejorar el crecimiento vegetal en ciertos intervalos de
concentraciones y que pueden ser utilizados como nanofertilizantes, mejorando el
rendimiento de los cultivos, y al mismo tiempo reducir la contaminacién del medio

ambiente.
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Sin embargo, en este estudio también se observdo que al incrementar la
concentracion de las NPs ZnO a 20 ppm, se induce un efecto de inhibicion en la
germinacion y en el crecimiento de la radicula y del tallo. Lo anterior se puede deber
a que concentraciones elevadas de NPs ZnO generan fitotoxicidad, en donde las
plantulas se encuentran sometidas ante un estrés quimico y en algunos casos
cuando el estrés excede el limite de tolerancia y la capacidad para adaptarse a él es
baja, puede ocurrir dafio permanente e incluso llegar a muerte celular (Foyer y
Noctor, 2005; Gill y Tuteja, 2010). Otros reportes indican que concentraciones
elevadas de zinc pueden inhibir la actividad mitética en células de las raices,
generando un déficit en el desarrollo de éstas, al mismo tiempo que reduce la
elongacion del tallo. Lo anterior ya ha sido reportado por Moukrad et al. (2014), al
comprobar la actividad fitotdbxica de NPs ZnO en germinacion de semillas y

crecimiento radicular de Lepidium sativum.

El incremento en la longitud de la radicula y de la plumula, pudiera deberse a que en
cada uno de los tratamientos inicialmente emerge el sistema radicular. Pero al estar
en contacto con altas concentraciones de las soluciones con nanoparticulas
metalicas, éstas inhiben su desarrollo, impidiendo la divisibn y/o la elongacion
celular, causando efectos contrarios a la promocién del crecimiento, al mismo tiempo
que inhibe la elongacion de la plumula lo cual repercute en un desarrollo anormal de
la plantula, situacion por la cual no hubo diferencia estadistica en vigor. Lo anterior
también pudiera deberse a que la semilla no era nueva o se almacendé de manera

incorrecta provocando una pérdida de su vigor.
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Cuadro 1. Comparacion de medias de variables evaluadas en bioensayos in vitro de L. esculentum.

indice de vigor (%)  Germinacion (%) Longitud de radicula (cm) Longitud de plumula (cm)

concentracion 7,5 gyk NPsznO ZnOBuk NPsznO ZnOBuk  NPsznO  znOBulk  NPsZnO

(ppm)

0 78+(1.4)a 90+(1.5)a 3.93+(0.3)b 2.51+(0.2)b

5 71+(4.7)a 67+(5.9)a 88+(0.0)ab 93+(1.9)a 6.43+(0.9)ab 13.35+(0.4)a 3.02+(0.4)a 3.26+(0.1)a
10 63+(4.4)ab 73+(1.0)a 81+(1.9)b 90+(1.1)a 3.81+(0.3)b 12.08+(0.2)a 2.24+(0.1)b 3.27+(0.1)a
15 71+(3.0)a 66+(7.4)a 86+(2.0)ab 86+(5.0)a 8.42+(1.6)a 9.40+(2.3)a 3.16+(0.1)a 3.00+(0.3)a
20 51+(4.1)b 76+(2.3)a 89+(3.4)ab 81+(1.0)a 3.85+(0.7)b 8.70+(1.0)a 2.17+(0.2)b 2.83+(0.1)a
P>F 0.0015* 0.268ys  0.045*  0.1285ys  0.0027* 0.0001**  0.0173* 0.02*

NS=No significativo; *Diferencia significativa (P>0.05) entre tratamientos; **Diferencia altamente significativa (P>0.05)
ppm=partes por millon. Valores con la misma literal no son significativos entre si

22



Por lo anterior, Bidwell (1990) menciona que durante el proceso de germinacion, las
semillas pueden presentar algun tipo de latencia, ya sea enddgena (inherente a las
caracteristicas internas de la semilla) o exdgena (por factores ambientales que
determinan el proceso de germinacion de la semilla) y al hablar de latencia
enddgena, ésta puede atribuirse por mecanismos que inhiben la fase metabdlica del
proceso de germinacion, tal es el caso del acido abscisico (ABA) el cual es un
fitorregulador. En cambio otros fitorreguladores como las auxinas, ayudan a
desequilibrar las concentraciones endogenas de ABA ayudando a romper la latencia,
por lo tanto esto podria estar relacionado con el zinc, el cual es un precursor para

una mayor produccién de auxinas (Rehman et al., 2012).

Por otra parte, las NPs ZnO pudieran estar actuando como nanofertilizante al estar
relacionado con la actividad que tiene en la sintesis de triptéfano, el cual es
precursor en la produccién de auxinas fitoreguladoras del crecimiento, promoviendo
elongacion y division celular (Rehman et al., 2012). Ademas, se debe sefalar que el
Zn es uno de los siete micronutrientes esenciales para las plantas, siendo necesario
en pequefias cantidades, pero es crucial para algunas reacciones metabolicas y
enzimaticas para el buen desarrollo vegetativo (Pandey et al.,, 2010) ademas, es

requerido para la produccion de clorofila, hormonas del crecimiento y carbohidratos.

Produccién de especies reactivas de oxigeno

Para poder relacionar el efecto fitotoxico de las NPs ZnO, se evalué la actividad
enzimatica de las peroxidasas y catalasas involucradas en la produccion de ERO.
Estas enzimas participan en los mecanismos de defensa, al desdoblar el peroxido de
hidrégeno (H.O2) en agua y oxigeno. Radicales libres como el H,O, son moléculas
gue se producen de forma inmediata ante condiciones de estrés, y puede actuar
como una sefial para la activacion de los mecanismos de defensa involucrados en

tolerancia a metales pesados en plantas, en este caso las nanoparticulas metalicas.
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Es bien sabido que la cadena de produccion de radicales libres tales como el anion
superoxido, el radical hidroxilo y el peroxido de hidrogeno, se inicia en las

mitocondrias como parte del metabolismo celular.

El mecanismo a través del cual las mitocondrias producen energia celular, va desde
la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa, ésta ultima posee cinco
complejos enzimaticos de los cuales cuatro son cadenas de transporte de electrones.
La funcién del oxigeno en esta etapa es inofensiva y solo recibe a los electrones
involucrados en la oxidacion fisioldgica de las coenzimas. Durante este proceso, una
pequefia parte del oxigeno utilizado, es convertido en radicales libres, es asi que las
primeras lesiones celulares causadas por los radicales libres, tienen lugar en los
componentes mitocondriales como el ADN, y es a partir de ahi que se establece un
factor determinante en la formacion de radicales libres y del dafio celular: a mayor
metabolismo, mayor gasto y una tasa elevada de produccion energética, generando
grandes cantidades de radicales libres y con ello un incremento en la toxicidad de las

plantas.

Lo anterior se traduce en un dafio de las mitocondrias, reduciendo de esta manera su
actividad fisiologica como la principal fuente generadora de energia para la célula,
debido al desbalance entre los agentes oxidantes y los sistemas antioxidantes

generado por las nanoparticulas.

La aplicaciéon de NPs ZnO permitid la activacion de las peroxidasas y catalasas;
siendo este efecto mayor en los tratamientos de 10, 15y 20 mg L™, en los cuales los
procesos de germinacion fueron reducidos (Figura 2), conforme se aumentan los
niveles de concentracibn de nanoparticulas metalicas, se aumenta la actividad
enzimatica antioxidante, estos datos concuerdan con lo reportado por Yasur y Usha
(2013), los cuales dieron a conocer el impacto de nanoparticulas metalicas sobre la

germinacion de semillas y crecimiento en plantulas de Ricinus communis.
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Esta respuesta puede atribuirse a que dichas nanoparticulas y sus iones pudieron
haber generado un aumento de radicales libres, lo que resulta en la induccién de
estrés oxidativo tal y como lo mencionan Dutta et al. (2012), al comprobar que en
células que se encuentran ante condiciones de estrés se lleva a cabo un proceso
denominado peroxidacion lipidica, proceso por el cual un aumento de radicales libres
logran capturar electrones de los lipidos en las membranas celulares y que en
células vivas este proceso lo inician las ERO, ademas es probable que estas
nanoparticulas debido a su tamafio y forma pudieran haber alterado o modificado la

estructura de diversos organelos celulares de las plantas (Liu et al., 2013).

En la figura 2, se distingue una activacion diferencial de las enzimas, es decir,
cuando la actividad de las peroxidasas logra un aumento de 26 Ul/mg, la actividad
catalasa se encuentra por debajo de ese valor (entre 0.2 y 0.3 Ul/mg), en cambio,
cuando la actividad catalasa aumenta su actividad a un rango de 0.4 y 0.5 Ul/mg, la
actividad de las peroxidasas se reduce a 4 Ul/mg. Esta situacién es debido a que
debe existir un balance de las actividades enziméticas para suprimir los niveles
fitotoxicos de ERO en la célula, por ello el comportamiento de la actividad de dichas
enzimas. Cuando la actividad de una enzima se ve detenida o inhibida
inmediatamente se dispara la actividad de otras enzimas, asi se logra un balance
crucial segun lo reportado por Benezer-Benezer et al. (2008), estos autores
mencionan que si llegara a cambiar ese balance de enzimas se inducen mecanismos
compensatorios que involucran a otras enzimas, por ejemplo, cuando se reduce la
actividad de catalasa (CAT) otras enzimas como ascorbato peroxidasa (APX) y
glutation peroxidasa (GPX) son inducidas.

Debe reiterarse que metales pesados como el Zn causan fitotoxicidad a altas
concentraciones al reaccionar con lipidos, acidos nucleicos, pigmentos y proteinas,
esto puede ocasionar una reduccion en su desarrollo vegetativo e incluso al

incrementar la concentracion de NPs se pudiera llegar a una muerte definitiva, de
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acuerdo a lo reportado por Israr et al. (2011), este suceso puede resultar en un dafio
a las membranas celulares e inactivacion de enzimas, y por consiguiente en una falta

de viabilidad de las células vegetales.
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Figura 2. Relacion de la produccion de enzimas antioxidantes (Peroxidasa vy
Catalasa) como respuesta al estrés ocasionado por las NPs ZnO en el proceso de
germinacion de L. esculentum.

Bioensyos in vivo

A continuacion se presentan los resultados obtenidos durante la fase de evaluacion
in vivo o la fase de crecimiento en plantulas de tomate. Se muestran resultados del

analisis de varianza (Anexo 3) de las variables evaluadas, indicando que los
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tratamientos con NPs ZnO en L. esculentum, no tuvieron un efecto significativo en la

promocion de crecimiento, con respecto al testigo.

Por lo anterior, se hizo una observacion en la comparacion de medias (Cuadro 2),
para identificar posibles diferencias numéricas entre tratamientos, con respecto al
testigo y efectivamente, se logra observar que NPs ZnO a 50 mg L™ promueven un
ligero aumento en la produccion de biomasa fresca, este resultado concuerda con lo
reportado por De la Rosa et al. (2013), al observar incremento en la produccion de
biomasa cuando las plantulas de tomate fueron tratadas a 50 ppm de NPs ZnO; no
obstante, un aumento en la produccion de biomasa de las plantulas con respecto al
testigo, indica un aumento en variables como la longitud de la raiz, diametro de tallo
e inclusive el peso seco de la raiz logra tener un aumento comparado con el testigo,

asi mismo la altura de la planta tiene un aumento a 100 mg L™,

Los anteriores autores, trabajaron con diferentes cultivos con el afan de ver el
comportamiento que cada uno de ellos presentaba con respecto a las NPs ZnO, y
observaron que en plantulas de pepino se noté un pequefio aumento en la longitud
de la raiz a 50 ppm, estos resultados se ven identificados en este trabajo al obtener
aumentos en la longitud radicular de L. escuentum. Otros autores indicaron el efecto
promotor de NPs ZnO, al demostrar que estas aumentaron la produccion de biomasa
reflejandose en mayor crecimiento de plantas de tomate cuando fueron asperjadas

foliarmente con 50 mg L™ (Panwar et al., 2012).

No obstante los resultados obtenidos en estos bioensayos, en los cuales no se
aprecian efectos significativos, pudiera deberse al tiempo de evaluacion que se llevd
a cabo y a la aplicacion prolongada, puesto que en otros trabajos relacionados si se
logra obtener diferencias significativas entre tratamientos, tal es el ejemplo de lo
reportado por Raliya y Tarafdar (2013), quienes evaluaron durante seis semanas el
efecto de 10 mg L de NPs ZnO, asperjadas foliarmente sobre plantulas de
Cyamopsis tetragonoloba L., en donde reportan diferencias significativas en la
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produccion de biomasa y especificamente en longitud de tallo, longitud de raiz y area

radicular.
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Bioensayos in vivo

Cuadro 2. Comparacion de medias de las variables evaluadas en bioensayos in vivo de L. esculentum.

NPs 7nO Altura final D(ljameltlro B]:omasa Area foliar Longltgd de P((ajso sgco PesoI seco de
(ppm) (cm) e tallo resca (sz) raiz e raiz planta
(mm) (9) (cm) ()] (9

0 36.4+(1.2)a 8.7+(0.7)a 98.8+(6.8) a 1592.7+(123.5)a 24.5+(1.00a 3.6+(0.3)a 11.3+(0.7)a

50 35.5+(1.2)a 9.8+(0.5)a 99.4+(6.2)a 1571.0+(118.3)a 24.7+(0.9)a 3.7+(0.4)a 11.0+(0.6) a

100 36.7+(0.7)a 8.4+(0.4)a 97.4+(5.0)a 1544.6+(107.8)a 25.0+(0.8)a 3.7+(0.3)a 10.6+(0.7) a

200 36.2+(1.2)a 8.4+(0.6)a 84.2+(6.8)a 1270.6+(107.5)a 23.4+(09)a 3.7+(0.4)a 10.2+(0.7)a
P>F 0.9019 s 0.3513 s 0.3293 \s 0.2144 \s 0.6757 ns 0.9897 ns 0.7375ns

NS= No significativo; valores con la misma literal no son significativos entre si.
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CONCLUSION

En este trabajo se observaron los efectos de NPs ZnO en pruebas de germinacién de

semillas y crecimiento de plantulas de Lycopersicum esculentum.

La aplicacion de NPs ZnO en concentracién de 5 mg L™ tiene potencial para ser
utilizadas como promotoras de crecimiento, puesto que mejoran caracteristicas de
las plantulas como elongacion de plumula y de radicula, ademéas de promover la
germinacion. A concentraciones superiores causan fitotoxicidad al inhibir el desarrollo
de las plantulas, esto puede estar relacionado con un incremento en la produccion de
ERO.

Se observo la efectividad de aplicacion de ZnO en nanoparticulas al compararlo a las
mismas concentraciones con el bulk de ZnO, teniendo mejores resultados con las
NPs ZnO.

Durante la fase de crecimiento en plantulas de tomate, los datos recabados indicaron
un efecto no tan prometedor de NPs ZnO, puesto que se presencié un ligero
aumento en el desarrollo de las plantas cuando fueron asperjadas foliarmente con 50

mg L™

Por lo anterior, se recomienda dar seguimiento a la fase experimental de
nanoparticulas metalicas y encontrar las concentraciones Optimas para incrementar

la produccién in vivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza (ANVA) para variables

evaluadas en bioensayos in vitro de L. esculentum con NPs ZnO.

indice Germinacion Longitud  Longitud
FV GL de Vigor (%) GL pliamula radicula
(%) ’ (cm) (cm)
NPs ZnO (ppm) 4  157.2xs 82.8ns 4 4.77* 1534**
Error 15 4.71 3.19 433 0.60 42.09
CcVv 12.98 7.28 25.22 70.28

F.V.= Fuente de variacion; GL= Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacion;
NS=No significativo; *Diferencia significativa; **Diferencia altamente significativa
(P>0.05) entre tratamientos.

Anexo 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza (ANVA) para variables

evaluadas en bioensayos in vitro de L. esculentum con ZnO a granel.

indice Germinacion Longitud  Longitud

FV GL  devigor (%) GL plumula  radicula
(%) (cm) (cm)

ZnO bulk (ppm) 4 319.2* 58+ 4 23.33*  418.71*
Error 15 60.8 18.4 431 1.75 6.16
Cv 11.89 4.93 52.19 47.92

F.V.= Fuente de variacion, GL= Grados de libertad; CV= Coeficiente de

variacion; NS=No significativo; *Diferencia significativa; (P>0.05) entre tratamientos.
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Anexo 3. Cuadrados medios del andlisis de varianza (ANVA) para variables evaluadas en bioensayos in vivo de L.
esculentum con NPszZnO.

Altura Diametro  Biomasa Area foliar Longitud Peso Peso
FV GL final de tallo fresca (cm?) deraiz secoraiz seco planta
(cm) (mm) (@) (cm) Q) @)
NPs ZnO (ppm) 3 2.99\s 5.16ns 595.91ys 262231.44ys 5.26ns 0.07ns 2.48\s
Error 44 15.66 4.61 506.18 168894.26 10.27 1.70 5.86
CcvV 10.95 24.14 23.19 27.33 13.14 35.6 22.31

FV= Fuente de variacion; GL= Grados de libertad; NPs ZnO= Nanoparticulas de 6xido de zinc; ppm= partes por millon;

Cv= Coeficiente de variacion; NS= No significativo.
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RESUMEN

Los insumos agricolas convencionales han tenido problemas a la hora de
incrementar la produccion de alimentos debido a que se han tenido que requerir cada
vez mas dosis elevadas de compuestos quimicos, trayendo como consecuencias un
impacto negativo para el sector agricola y medioambientetal. Por lo anterior, este
trabajo oriento a la investigacion relacionada sobre el uso de nanoparticulas de oxido
de zinc (NPs ZnO) en la agricultura y sus posibles aplicaciones como promotores de
germinacion y crecimiento de plantas de Lycopersicum esculentum. El trabajo se
realizo en dos fases, y en ambas se implemento un disefio completamente al azar,
en la primera fase invitro estuvo conformada por cinco tratamientos y cuatro
repeticiones. Los tratamientos constaron de soluciones de NPs ZnO en
concentraciones de O (testigo/agua destilada), 5, 10, 15y 20 ppm, ademas, se
implemento un segundo testigo a las mismas concentraciones pero esta vez con el
bulk de ZnO, las variables a evaluar fueron indice de vigor, porcentaje de
germinacion, longitude de plumula y redicula y actividad enzimética; en la segunda
etapa (in vitro) los tratamientos fueron concentraciones de NPs ZnO en dosis de
0.50, 100 y 200 ppm con 15 repeticiones cada uno y las variables evaluadas fueron
altura final, diametro de tallo, biomasa fresca, area foliar, peso seco de la planta
longitud y peso seco de la raiz. Los resultados obtenidos indicaron que NPs ZnO en
dosis de 5 y 10 ppm mejoraron el proceso de germinacion con respeto al bulk de
ZnO y el testigo y se vio reflejado en un incremento en la longitud de radicula y
plumula al presenciar significancia y demostrando asi, su actividad como
nanofertilizantes. No obstante conforme se aumentaba las concentraciones, se
inhibia la germinacion y el desarrollo de las plantulas, motivo por el cual se observo
una mayor actividad enzimatica de catalasas y peroxidas. En la face de crecimiento,
NPs ZnO lograron un ligero incremento en la produccién de biomasa fresca en
concentraciones de 50 ppm reflejandose en un aumento en el didmetro de tallo,
longitud y peso seco de la raiz, inclusive NPs ZnO al 100 ppm incremento la altura de

la planta y el peso seco.
Palabras calve: nanoparticulas, oxido de zinc, nanofertilizantes.
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