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RESUMEN

El uso de la nanotecnologia en distintos campos ha tenido un repunte en los
altimos afios, y en la agricultura no es la excepciéon, ya que existen diversos
reportes del uso de nanomateriales en beneficio de los cultivos agricolas,
destacando sus efectos en la nutricion y proteccion de los cultivos. Ante este
panorama, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo estudiar el
efecto de aplicaciones foliares de nanoparticulas (NPs) de zinc, cobre y hierro
en las variables agrondmicas vy fisiolégicas en plantulas. Las NPs empleadas
fueron sintetizadas por un método de quimica verde en el Departamento de
Materiales Avanzados del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA),
mientras que la evaluacion en campo de las NPs se realizé en el invernadero
del Departamento de Horticultura, en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN), utilizando como modelo biologico plantulas de tomate. La
aplicacion de las NPs en plantulas de tomate 15 dias después del trasplante
(DDT) consté de cinco tratamientos tal y como se describen a continuacion: 1)
testigo absoluto, 2) NPs de ZnO a 0.6 mg L™ 3) NPs.de CuO a 0.3 mg L™, 4)
NPs de Fe,O; a 0.6 mg L™ y 5) NPs de CuO+ZnO+Fe,03a 0.6,0.3y 0.6 mg L™
Respectivamente. A los 21 DDT se realizd el primer muestreo de variables
agronomicas Y fisiolégicas, llevando acabo a los 30 DDT el segundo muestreo
en el que ademas de variables mencionadas previamente se determiné la
vitamina C, proteinas totales en hoja y la biomasa fresca y seca de la parte
aérea y de la raiz. En esta investigacién se encontré que la aplicacién de las
NPs genero el crecimiento e incremento del diametro del tallo y favorecio la

floracion.
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ASTRACT

The use of nanotechnology in different fields has seen a rebound in recent
years, and in agriculture is no exception, as there are various reports of the use
of nanomaterials to benefit agricultural crops, highlighting their effects on
nutrition and protection of crops. The objective of this research is to study the
effect of foliar applications of nanoparticles (NPs) of zinc, copper and iron on the
agronomic and physiological variables in seedlings. The NPs used were
synthesized by a green chemistry method in the Department of Advanced
Materials of the Applied Chemistry Research Center (CIQA), while field
evaluation of NPs was carried out in a greenhouse of the Department of
Horticulture, University Autonomous Agrarian Antonio Narro (UAAAN), using
tomato seedlings as biological model. The application of NPs to tomato
seedlings was 15 days after transplantation (DAT) and consisted of five
treatments as described below: 1) absolute control, 2) NPs of ZnO 0.6mg L™, 3)
NPs of CuO 0.3 mg L™, 4) NPs of Fe,03 0.6 mg L™ and 5) NPs of CuO + ZnO +
Fe,03 0.6, 0.3 and 0.6 mg L™ respectively. The first sampling of agronomic and
physiological variables was carried out at 21 DAT, and the second sampling was
carried out at 30 DAT, taking previously mentioned variables and C vitamin, total
leaf proteins and fresh and dry biomass of aerial and root were determined. In
this research, we was found that the application of the NPs generated the
growth and increase the stem diameter and favored the flowering.

XVi



INTRODUCCION
La nanotecnologia (NT) es considerada una tecnologia de gran importancia
para un sin numero de sectores (Patel et al., 2014, su actividad consiste en la
elaboracion, caracterizacion y aplicacion de materiales de dimensiones
manomeétricas, con tamafios entre 1-100 nm (Ali et al., 2014). Se han probado
un gran nimero de compuestos para la elaboracion de nanomateriales, como
las nanoparticulas (NPs) metélicas siendo las mas usadas las elaboradas con
oro, plata, cobre, hierro, aluminio, cobalto, titanio y zinc (Khot et al., 2012).
Las NPs de oxido de zinc (NPs de ZnO) son utilizadas en diferentes areas y la
agricultura no es la acepcion (Chang et al., 2012). En el sector agricola son
estudiadas por su propiedad antifingica, y por su uso potencial como
nanofertilizante, promoviendo el crecimiento y desarrollo de las plantulas.
También, se han empleado NPs de 6xido de cobre (NPs de CuO) para el
control de microorganismos patégenos en las plantas y para el tratamiento de
semilla de diversas hortalizas, mejorando la emergencia altura y calidad de las
plantulas (Rico et al., 2015). Otras NPs utilizadas son las de 6xido de hierro
(NPs de Fe;O3) empleadas como estimuladores de crecimiento de plantas de
tomate.
El uso de Nano-fertilizantes (NFs) es una oportunidad, debido a que las nano-
estructuras permiten la liberacién localizada de los nutrientes, dosificando
lentamente los elementos que las plantas necesitan y en un estado disponible
para su absorcion reduciendo las pérdidas por lixiviacion.
El desarrollo de esta tecnologia en el estudio de las ciencias agricolas permite
su aplicacion en sanidad, proteccién vegetal y en la nutricibn de cultivos
hortofruticolas, tal es el caso del tomate que es una hortaliza de importancia
mundial. En el 2012 la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura reporto una produccion de 3,433,567 toneladas de
tomate a nivel mundial (FAO, 2012).
En México, para el cierre del ciclo otofio-invierno y primavera-verano 2016 en la
modalidad de riego y temporal se obtuvo una produccion de tomata
de3,349,154.22 Ton de tomate con una derrama economica de 23,871,404.14



pesos en la produccién nacional de este ciclo. Los principales estados
productores son Sinaloa, Michoacan y Baja California con 924,152.51,
235,784.89, y 226,062.10 Ton respectivamente, Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, ((FAO, 2012).

En el presente trabajo de investigacion se llevaron a cabo aplicaciones foliares
de NPs de ZnO, CuO y Fe203 en plantulas de tomate para estudiar su efecto

en las variables agronémicas vy fisiolégicas.



OBJETIVO
Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion foliar de NPs de ZnO, CuO y Fe,O3 en el

desarrollo de plantulas de tomate con fertilizacion convencional.
Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar las nanoparticulas de ZnO, CuO y Fe,Oscon empleo

de un método de quimica verde y alto rendimiento quimico.

2. Evaluar el efecto que tiene la incorporacion de nanoparticulas de ZnO, CuO,
Fe,O; individuales y la mezcla de las mismas en variables agronémicas,

fisiolégicas y de biomasa en plantulas de tomate.

3. Evaluar proteinas totales y vitamina C de las plantulas de tomate tratadas

con nanoparticulas de ZnO, CuO, Fe,03,

HIPOTESIS
El uso de nanoparticulas de zinc, cobre y hierro actuaran como estimulante en

el desarrollo de plantulas de tomate mejorando su calidad.



JUSTIFICACION

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) tiene altas necesidades
nutricionales. Las aplicaciones de los fertilizantes deben ser frecuentes vy
apropiadas; la solucione nutritiva debes ser adecuadas y en tiempos precisos
para obtener los maximos rendimientos del cultivo. El uso de fertilizantes
convencionales o quimicos provoca una gran contaminacion a los suelos y
corrientes de agua, generando ademas altos costos de produccion para los
agricultores. En la actualidad, estas son algunas de las razones por las que se
han desarrollado nuevas tecnologias como el uso de nanoparticulas (NPs),
debido a que el empleo de nano-materiales presenta ventajas sobresalientes,
ya que de su aplicacién se promueve la liberacion y dosificacion de nutrientes
en un estado que favorece la absorcion, reduciendo las cantidades nutricionales

requeridas con respecto a los fertilizantes convencionales.

Debido al tamafio que presentan las NPs, es posible que ésta ingresen por las
vias de absorcion de las plantas (via foliar, apoplasto y simplasto), favoreciendo
la eficiencia al poseer un tamafio similar al de los poros de las hojas y las raices

de las plantas.

El uso de NPs es una alternativa viable, novedosa y podria representar de
cierta manera hasta atractiva econdmicamente, teniendo en cuenta que se
requieren cantidades muy pequefias para cubrir las necesidades nutricionales
de las plantas sin que se vea afectada la calidad de la plantula. Aunado a lo
anterior, las estructuras y funciones de la plantula de tomate se ven mejoradas
ampliamente con el uso de NPs, debido a que las rutas de absorcién no solo
aprovechan las NPs sino que también optimizan su actividad metabdlica,

mejorando procesos en la estructura de la planta que le aportan vigor y calidad.

Ante este panorama se espera que la aplicacién de NPs de ZnO, CuO y Fe,03;
promueva el desarrollo de las variables agrondmicas vy fisiologicas de plantulas

de tomate.



REVISION DE LITERATURA

El cultivo de tomate

El tomate posee sus origenes en la regidon andina de América del Sur,
concretamente en Peru, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo, este cultivo fue
domesticado en México. El nombre de jitomate procede del nahuatl xictli;

ombligo y tomatl; tomate, que significa tomate de ombligo (SAGARPA, 2010).

El comienzo de la especie lycopersicum se localiza en la region andina que se
extiende desde el sur de Colombia al norte de Chile. Probablemente desde alli
fue llevado a Centroamérica y México, donde luego se domesticé y ha sido por
siglos bésico en la dieta humana, posteriormente llevado por los conquistadores
a Europa. Durante el siglo XVI se consumian en México tomates de distintas
formas y tamafios e incluso rojos y amarillos, ya para entonces habian sido
llevados a Espafia y después a ltalia, paises en donde también servirian como

alimento (Escalona et al., 2009).
Importancia del cultivo de tomate

China es el pais que tiene la mayor cantidad de hectareas sembradas con
1,005 millones de ha, su rendimiento es de 50.12 millones de toneladas, el
segundo lugar lo ocupa India; México se encuentra en el décimo lugar con
96,651 ha dedicadas al cultivo del tomate (FAO, 2012).

El cultivo de tomate es de gran importancia en México. La produccion para el
cierre del 2014 fue de 2,838.4 millones de toneladas de acuerdo al SIAP, siendo
el estado de Sinaloa el principal productor con un 23.4 % un poco mas del doble
de la produccién de Baja California la cual es de 11.2 %, seguidos por los
estados de Jalisco, Baja California Sur, Zacatecas y Michoacan con 8.8, 5.5, 5.1
y 4.0% respectivamente, el resto del pais aporta el 4.21% de la produccion, el
precio promedio para esta hortaliza es de 13.4 pesos por kg. Los Fideicomisos
Instituidos en Relacion con la Agricultura (FIRA, 2014).



En México el cultivo del tomate es de suma importancia, ya que es uno de los
principales cultivos que se producen en condiciones protegidas este ocupa el
70%, seguido por el pimiento (16%) y pepino (10%) (SAGARPA, 2012). Aunado
a esto, México es el principal exportador a nivel internacional, exportando el
producto a Estados Unidos de América, Canada y El Salvador. Tan sé6lo en
2011 se produjeron 1,872,000 toneladas (Juarez-Maldonado et al., 2015).

Nutricion convencional del cultivo de tomate

Los nutrientes juegan un papel importante en la nutricion rendimiento y calidad
de las plantas de tomate (Dadomo et al., 1994; Dumas et al., 1994 y Rodriguez
et al., 1994).

Las extracciones de macronutrientes que realiza la planta de tomate estan
relacionadas con las condiciones de desarrollo del cultivo (suelo, clima y
técnicas de cultivo), con el destino de la produccién, la variedad sembrada y el
rendimiento agricola. La necesidad de fertilizantes del cultivo va a depender de
la disponibilidad de nutrientes del suelo de acuerdo al pH, el contenido de
materia organica, la humedad, la variedad, la produccion y la calidad esperada
del cultivo. Por eso las aplicaciones de fertilizantes estaran sujetas al resultado
del analisis quimico del suelo, el analisis foliar, las observaciones de campo y

las recomendaciones del asistente técnico.

Una fertilizacién eficiente es aquella que, con base en los requerimientos
nutricionales de la planta y el estado nutricional del suelo, proporciona los
nutrientes en las cantidades suficientes y en épocas precisas para el cultivo.
Una buena fertilizacion no solamente implica aplicar el elemento faltante, sino
también mantener un balance adecuado entre los elementos, tanto en el suelo

como en las diferentes estructuras de la planta.

Se debe tener en cuenta que el tomate es una planta exigente en nutrientes;
requiere una alta disponibilidad de macronutrientes como N, P, K, Ca, Mg, S, y
micronutrientes como Fe, Mn, Cu, B, Zn. Aunque la exigencia de N es alta, un

exceso de este elemento puede llegar a un exagerado desarrollo vegetativo con



bajo porcentaje de formacion de frutos. Desde el momento del trasplante hasta
la floracion, la relacion de fertilizacién de N y K debe ser 1:1; cuando comienza
el llenado de fruto, se requiere una cantidad mayor de K, ya que este elemento
contribuye con la maduracion y el llenado de frutos; la relacion de estos

nutrientes debe ser 1:2 o0 1:3 (Jaramillo et al., 2007).
Nanotecnologia

La nanotecnologia es una disciplina de la investigacion multidisciplinaria que
abre una importante gama de oportunidad en diversos campos como la
medicina, la industria farmacéutica, la electrénica y la agricultura. Los beneficios
de la Nanotecnologia son enormes para mejorar diversas ramas de la industria
(Prasad et al., 2014).

Sabourin y Ayande (2015), mencionan que la nanotecnologia puede impactar
en todos los sectores de la industria de los agronegocios en los proximos afios.
Asi mismo, la Nanotecnologia podria utilizarse para mejorar el desarrollo de los
recursos agroindustriales convencionales con potencial en el sector agricola y

otras multiples areas.

En materia de medio ambiente, se ha encontrado que en los ultimos afios, el
uso de la Nanotecnologia ha aumentado ampliamente, puesto que varios
materiales nanoestructurados o con dimensiones nanometricas se han utilizado
como transporte en la liberacion controlada de productos quimicos debido a su

amplia degradacion y baja toxicidad (Aouada y De Moura, 2015).

Los usos actuales de esta tecnologia en el sector alimentario y agricola son
escasos, aun asi la aplicacion de la Nanotecnologia en la agricultura e industria
alimentaria tienen un amplio potencial que van desde mejorar la calidad,
inocuidad en los alimentos y la disminucion de insumos agricolas (Prasad et al.,
2014).



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 mas elevada ni restaurar los ecosistemas dafiados por las
técnicas existentes, debido a que los efectos a largo plazo de la agricultura con
semillas mejoradas genéticamente, en conjunto con el riego, fertilizantes y
pesticidas se han cuestionado (Muckhopadhyay, 2014), la agricultura suele ser
un sector donde nuevas tecnologias se aplican para mejorar el rendimiento de

los cultivos.

La aplicacién de la nanotecnologia y el desarrollo de nuevos nanodispositivos y
nanomateriales tiene un amplio potencial en la agricultura y en la biotecnologia
(Srilatha, 2011), por lo tanto la nanoagricultura como su nombre lo dice, se
refiere a la aplicacion de particulas con tamafio nano en la agricultura, puesto
gue estas particulas ofrecen grandes beneficios para los cultivos. Ademas, con
la intervencidn de la Nanotecnologia en la agricultura, se tiene grandes
expectativas por ejemplo para mejorar la eficiencia del uso de los nutrientes a
través de nanoformulaciones de fertilizantes, el manejo y control de plagas, el
desarrollo de pesticidas e insecticidas comerciales de nueva generacion
disminuyendo asi la cantidad de producto a aplicar al suelo o al follaje, en dosis
significativamente menores que las que se utilizan de manera convencional, de

esta manera se busca proteger el agroecosistema (Xue et al., 2014).

Nanofertilizantes

Un nanofertilizante (NFs) es un producto que libera nutrientes a los cultivos en
alguna de las siguientes formas: 1) se encapsulan dentro de nano tubos o
materiales nanoporosos, 2) cubierto por una nanopelicula polimérica y 3) como

particulas o emulsiones de escala manométrica (INTAGRI, 2016).

A nivel mundial estdn comenzando a funcionar estas estrategias
nanotecnoldgicas, un ejemplo es que se han usado compuestos de dobles cepa

de hidrogeno de zinc-aluminio para la liberacion controlada de compuestos



guimicos gue regulan el crecimiento vegetal como se muestra en la figura 1, se
han mejorado los rendimientos mediante el uso de fertilizantes incorporados en
nanotubos (INTAGRI, 2016).

Figura 1. Modelo conceptual de liberacion de NPs de ZnO de acuerdo a la

demanda del cultivo. (Adaptada de Monreal, 2015).
Absorcion, translocacion y efecto de los nanoparticulas en las plantulas.

Las nanoparticulas (NPs) son materiales muy pequefios que se ubican dentro
del tamafio nanometrico menor a los 100 nm. (Srilatha, 2011), su uso y
aplicacidon muestra menos dafios colaterales al medio ambiente y a la salud
humana (Pereira et al., 2014). Cuando las NPs son aplicadas al suelo o agua de
riego, penetran a través de la epidermis de la raiz y llegan a la corteza via
simplasto y/o apoplasto, posteriormente atraviesan la endodermis y finalmente
entran al tejido conductivo del xilema para ser translocadas basipétalmente
hasta la parte aérea de las plantulas (Peng et al., 2015).

El tamafio manométrico de las NPs les da mayor facilidad de penetracion a
través de las membranas biolégicas, en comparacion con los materiales a
escala micrométrica; las nanoparticulas tienen mayor facilidad de penetrar la
membrana y pared celular causando cambios morfofisioligicos (Eichert et al.,
2008; Sabir et al., 2014).

Algunos autores mencionan gue el efecto promotor o inhibidor en el crecimiento
de las plantulas con las NPs esta relacionado con la concentracion, tamafio y

las propiedades inherentes del elemento involucrado, asi como la funcion
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fisiol6égica y bioquimica que desempefia la plantula, esto es, si actia como
micronutriente tratdndose de Cu, Zn, Fe entre otras (Wang et al., 2015).

Oxido de Zinc

Las NPs de 6xido de zinc (NPs ZnO) se han usado en distintas disciplinas como
la industria cosmética, textil, medica, eléctrica y 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 nanofertilizantes,
corrigiendo las deficiencias de Zn en las plantas y promoviendo su crecimiento y
desarrollo (Naderi y Shahraki, 2013; Raskar y Lawer, 2014; Dimkpa et al.,
2015).

Algunos estudios sefialan que concentraciones elevadas (1000 mg L ) causan
fitotoxicidad e inhibicion en 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 biomasa seca y area foliar. Este efecto promotor ha sido atribuido
al Zn, por ser un elemento esencial para la division celular y por su importancia
como componente de varias enzimas (Pandey et al., 2010); aunque también
esta implicado en la sintesis de proteinas, carbohidratos, lipidos y &cidos

nucleicos (Tarafdar et al., 2014).

Algunos estudios realizados en diversas especies de plantas demuestran que
las NPs de ZnO promueven la germinacion y crecimiento de plantulas (Siddiqui
et al., 2014). Panwar et al. (2012), sefialan un mayor crecimiento e incremento
en la produccion de biomasa seca en plantulas de tomate cuando se aplicaron
al follaje 20 mg L™, ademés se encontré alta concentracién de Zn en las hojas,
confirmando con ello que la penetracion se lleva por la via de los estomas y su

translocacién basipétala via floema.

La aplicacion foliar de 1.5 y 10 mg L * de NPs de ZnO durante 15 dias en
plantas de garbanzo (Cicer arietinum), promovio mayor altura y biomasa seca.

Cabe sefalar que la aplicacion de Zn en forma de nanofertilizantes aplicado al
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follaje en bajas dosis, es mas eficiente para promover el crecimiento de las
plantas. Se menciona que esto es debido a que el Zn es necesario para la
produccion de biomasa ademas este elemento tiene una funcibn muy
importante como cofactor de enzimas involucradas en el proceso fotosintético
(Burman et al., 2014).

El Zn como nanofertilizante en dosis de 10 mg L " promovié mayor crecimiento
en plantas de mijo (Pennisetum americanum), obteniendo mayor cantidad de

biomasa seca, longitud de raiz y contenido de clorofila (Tarafdar et al., 2014).
Cobre

El cobre (Cu) es uno de los elementos metalicos de transicion, que se producen
de forma nativa en la corteza terrestre (Alder, 1981). Las nanoparticulas de Cu
se han aplicado en diversas industrias como la agricultura, la ganaderia, los
electrodomésticos y la medicina debido a sus propiedades antimicrobianas
(Borkow y Gabbay, 2009).

Las NPs de cobre (NPsCu) han llamado mucho la atencién en los ultimos afios
por ser un metal semiconductor, por las propiedades fisicas, quimicas,
antimicrobianas, asi como por su abundancia (Betancourt et al., 2013). Ademas,
el cobre posee un importante papel bioldgico en el proceso fotosintético de las
plantas (Baba, 2006).

Hierro

El hierro (Fe) es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Su papel fundamental es en la formacién de la clorofila y su ausencia o
deficiencia puede causar un desorden conocido como clorosis. Las NPs de Fe
se han comenzado a investigar como Nanofertilizantes con un enfoque

prometedor (Siva y Benita, 2016).
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Proteinas totales

La purificacion y extraccion de proteinas se remonta a los afios 200; los
primeros reportes que existen de aislar sustancias a partir de plantas con
propiedades similares a la albumina del huevo se llevaron a cabo por Foucroy
en 1789; durante el siglo XIX se purificaron gran cantidad de proteinas (Andreu,
1997).

Las proteinas son moléculas organicas estas son las mas abundantes en la
célula, forman parte de mas del 50% del peso seco de la célula. Cada tipo
celular, tiene un rol especifico determinado por su composicion proteica. Con la
posibilidad de que 20 (o 22) aminoacidos diferentes puedan estar unidos en
cualquier orden para conformar polipéptidos de cientos de aminoacidos, tienen
el extraordinario potencial de producir una gran cantidad de variantes en su
conformacioén. Esta variedad genera funciones tan refinadas como las de las
enzimas que estan involucradas en el metabolismo celular. La composicién
proteica de las células en un determinado momento depende del conjunto de
genes que se estén activando y esto estd relacionado directamente con las
sefiales que recibe la célula, de su micro ambiente y de las caracteristicas

celulares que le son propias (UNQ, 2017).

Vitamina C o acido asco6rbico

El &cido ascoOrbico se encuentra en abundancia en los tejidos vegetales,
interviene como reductor de numerosos radicales libres, reduce los dafios
causados por el estrés oxidativo, ademas, puede eliminar directamente
radicales libres de oxigeno con o sin catalisis enzimatica y también puede
hacerlo reciclando tocoferol a su forma reducida. El ascorbato protege a las
macromoléculas del dafio oxidativo, y esta presente en cloroplastos, citosol,
vacuolas y en componentes extracelulares. También se produce en la pared
celular donde es la primera linea de defensa contra el ozono y la radiacion

ultravioleta (Smirnoff et al., 2000).
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Su concentracién intracelular puede crecer hasta el nivel milimolar. El acido
ascorbico puede eliminar directamente superoxido, radicales hidroxilos vy
oxigeno singlete (O2) y reduce H;O, hasta agua por la via ascorbato
peroxidasa. Esto muestra que al existir un menor contenido de vitamina C en
las plantas, ocurre una menor remocion de radicales libres (Smirnoff et al.,
2000).
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MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del experimento

El presente trabajo se llevo a cabo en tres etapas: 1) Sintesis de NPs, la cual se
realiz6 en el Departamento de Materiales Avanzados del Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA), 2) Evaluacién de NPs en campo,
que se llevé a cabo en el invernadero del Departamento de Horticultura y 3)
Determinaciones en laboratorio, la cual se desarroll6 en el Laboratorio de
Fisiologia del Departamento de Horticultura, de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), Saltillo, Coahuila, México. La ubicacion

geografica de las instituciones en mencion se presenta en la Figura 2

Médico
tonio

Centro De Investigacion
Centro De Investigacion En Quimica A En Quimica Aplicada

2 2 B B

b=

niversidad Auténoma
Agraria Antonio Narro

Universidad Auténoma Agraria Antoni

ok hkky

Figura 2 Ubicacion geogréafica de las instituciones en donde se desarrollé el

experimento.
Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de NPs se llevo acabo en tres etapas, las cuales se describen a

continuacion:

1. Molienda mecanica de materiales
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Los reactivos utilizados se colocaron en un mortero de 6xido de circonio (ZrO,)
con bolas del mismo material en una relacion 10:1 (peso de bolas: peso
reactivos). ElI mortero se colocé en un molino FRITSCH pulverisette tipo
planetario que emplea movimientos de rotacion y traslacion. Se realizaron 3
segmentos de molienda de 30 min a una velocidad de 350 rpm cada uno; entre
cada segmento el material fue despegado del mortero para homogenizar la
mezcla. Al término de las moliendas el mortero se coloco en una estufa a 100
°C por una hora para facilitar el retiro del material en su totalidad.
Posteriormente, el material retirado del mortero de molienda se coloc6 en una
caja de teflon para someterlo a un tratamiento de secado a 80°C. Enseguida, se
puso en una parrilla a 100 °C para evitar su hidratacion mientras se efectuaba
la molienda manual en un mortero de vidrio precalentado. El material molido fue
colocado en un vial, con peso conocido que permiti6 determinar la cantidad

obtenida.

2. Tratamiento térmico del precursor.

Para el tratamiento térmico de los precursores obtenidos en molienda, se
realiz6 el pesado y la colocacién en crisoles previamente identificados,
colocandolos posteriormente en una mufla a 400 °C durante 2 h, empleando

velocidades de calentamiento y enfriamiento de 5y 10 °C/min respectivamente.

3. Lavado y caracterizacion de las NPs.

Seguido a lo anterior, se procedi6 a realizar operaciones de lavado
aprovechando la alta solubilidad del LINO3 y NaNO3; en agua desionizada,
operacion en la cual se lleva a cabo disolucion de los nitratos en cuestion y la
recuperacion de las NPs preparadas. Los lavados se realizaron usando un vaso
de precipitado y una parrilla de agitacion, en donde por cada gramo de material
precursor se colocaron 20 ml de agua desionizada. La operacion se realizo
durante 1 h, seguido a lo cual se permitié la sedimentacion de las NPs y la
remocién del agua de lavado, repitiendo la operacién por cuatro ocasiones. Se
efectué un quinto lavado con etanol en una relacion de 20 ml por cada gramo

de material precursor, empleando 80 °C como temperatura de evaporacion del
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solvente y por el tiempo necesario hasta conseguir su evaporacion parcial. Las
NPs obtenidas se colocaron en una caja de teflon y se continué con la
evaporacion total del solvente. Finalmente, las NPs fueron sujetas a un
tratamiento de secado en una estufa a 100 °C por 1 h, homogenizado
homogenizadas manualmente en un crisol de vidrio y colocadas en un vial para

su almacenaje.

Las NPs sintetizadas fueron analizadas por la técnica de difraccién de rayos X

(DRX) para conocer la constitucion de las fases cristalinas presentes.

En el cuadro 1 se muestran los materiales, reactivos y equipos utilizados en la

sintesis de las NPs de la etapa 1.

Cuadro. 1 Materiales, reactivos y equipos utilizados para la preparacion de los

nanoparticulas.

Materiales Reactivos Equipos

Vasos de precipitado Agua desionizada Molino planetario
Mortero de agata C,HeO Mufla

Mortero ZrO; LiOH

Pipetas pasteur NaOH

Parrilla de agitacion Zn (NOg) 2.6H,0

Cajas de teflon Hg(NO3), * H,O

Agitadores KOH

Sanitas KNO3

Crisoles

Espétulas
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Experimento en campo

Cuadro. 2 El cuadro 2 muestra los materiales que se utilizaron para la etapa 2

del trabajo experimental en campo.

Materiales

Semillas de tomate

Sustrato

Vasos de poli-estileno

Fertilizantes (solucion Steiner)
Tambo de 200 L para agua

Vaso de 1L para aplicar riego
Cintra métrica

Vernier

Medidor de Clorofila SPAD Minolta
502

Porémetro modelo SC-1

El dia 7 de marzo del 2017 se realiz6 la siembra, de tomate de la variedad Rio
Grande de crecimiento determinado. Se colocaron las semillas en charolas de
poli-estireno con 200 cavidades, previamente fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 10 %, la charola fue llenada con sustrato perlita:peat
moss en proporcion 1:1 (v:v) los cuales fueron mezclados previamente y
humedecidos. Se coloco la semilla a 1 cm de profundidad posteriormente se
colocé una fina capa de sustrato y recubierta con una bolsa negra para
favorecer la germinacion. Las primeras plantulas aparecieron a los siete dias de
la siembra con un porcentaje de germinacion de 70 %. Las plantulas fueron

regadas 2 veces al dia hasta su trasplante.

El trasplante se realizo el dia 6 de abril del 2017en vasos de poli-estileno con
capacidad de LI, con sustrato perlita: peat moss en proporcion 1:1 (v:v).

Posteriormente se acomodaron los vasos por tratamientos previamente
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identificados. El riego se realizé de forma manual con solucion nutritiva Steiner
al 25%.

La aplicacién de NPs se realiz6 a los 15 después del trasplanté (20 de abril),
mediante aplicaciones foliares. La homenclatura empleada para los tratamiento
fue la siguiente: TO=Sin aplicacién, T1= ZnO (0.06 mg L™), T2=, CuO (0.06 mg
L), T3= Fe,03(0.06 mg L™) y T4= ZnO+Cu+Fe,05(0.06, 0.06 y 0.06 mg L™?).

Tres semanas después del trasplante se evaluaron las variables agronémicas
(numero de hojas, altura, tamafio de raiz, didmetro de tallo, peso fresco y seco
de tallo y raiz) y fisiolégicas (conductancia y unidades SPAD). Un mes después
del trasplante se realizé una segunda evaluacion de las variables agronémicas
y fisiolégicas. El dia 18 de mayo del 2017 se evalué vitamina C y proteinas

totales.
Cuantificacion de Proteinas Totales

El cuadro 3 muestra los materiales, reactivos y equipos que se utilizaron en la

tercera y Ultima etapa del trabajo experimental en el laboratorio.

Cuadro.3 Materiales reactivos y equipos utilizados en el andlisis bioquimico de

las muestras.

Materiales Reactivos Equipos

Morteros Reactivo Bradford Espectrofotometro
Micropipetas H.0, Centrifuga

Tubos Ependor H,S40;3 Congelador
Vasos de KMnOy4 Estufa de secado
precipitado

Papel filtro Nitrégeno liquido Lector de placas

Placas Acido clorhidrico al 2%

C12H/NCI,0,
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Para la cuantificacibn de proteinas totales se determind por la técnica
colorimétrica de Bradford (1976), a partir de la ecuaciébn de una curva de

calibracion de albumina de suero bovino (BSA).
Reactivo Bradford (1976):

Se pesaron 100 mg de azul brillante de Comasi G250 (C47H50N3Na0O7S2) que
fueron disueltos en 50 mL de Etanol (98%), posteriormente se agregaron 100
mL de H3PO, (diluido al 85%) (Reaccion exotérmica, reposar), se aforaron a 1L
con agua destilada para ser filtrado dos veces con papel filtro N° 11, en seguida

se almacend en un frasco ambar a 4°C hasta su uso.
Curva de calibracién de BSA:

Se prepar6 solucion ABS madre (1000 ppm). Considérese que 1000 ppm =1
mg/1 mL. Y se prepararon patrones de 100, 300, 500, 700 y 1000 mg L™ a partir
de la solucion madre se tomaron 5 pL de la muestra patron y se colocarlo en
pocillo de microplaca, se afiadieron 250 puL de reactivo Bradford y se mezclo
ligeramente en seguida se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente y
fueron analizados en un lector de placa ELISA a 630 nm. Se graficaron las

absorbancias contra la concentraciones para obtener la ecuacion de la recta
Cuantificaciéon de proteinas totales:

Se tomaron 5 pL de extracto enzimatico y colocarlo en pocillo de microplaca
afiadiendo 250 pL de reactivo Bradford, se mezclé ligeramente y se incubo
durante 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente fueron leidos en
lector de placa ELISA a 630 nm para interpolaran los resultados de las
absorbancias en la ecuacion x= (y-b)/a. Donde y= absorbancia. Los resultados

se expresan en mg g-1.

Determinacion de vitamina C en hojas

El contenido de vitamina C se determind por el método de titulacion con 2,6
diclorofenolindofenol (Padayatt et al., 2001).
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Consideraciones

Tomando en cuenta que el &cido ascorbico (vitamina C) junto con el glutation
son los mas importantes y principales antioxidantes de las plantas y frutos, es
necesario considerar que al momento de realizar el muestreo del material
vegetal, éste se a colocado en un recipiente con hielos y almacenado en
refrigeracion para detener y/o minimizar el proceso de respiracion del fruto y
evitar el consumo de estos antioxidantes. Si la determinacion no se realizara de
manera inmediata seria recomendable liofilizar el tejido. La medida anterior nos
permitird determinar un estado mas cercano del contenido de estos

antioxidantes
Metodologia

Se pesé 1 g de en hoja y se macero en un mortero con 10 mL de acido
clorhidrico (HCI) al 2% (v/v).homogenizando se filtr6 a través de una gasa
absorbente estéril sobre un matraz de aforacién y se aforo a 100 mL con agua
destilada tomando una alicuota de 10 mL del filtrado para ser titulado con 2-6

diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracion rosacea persistente.
Cuantificacion

La cuantificacion del contenido de vitamina C se realiz6 con la siguiente
ecuacion:

Vit. C = (mL utilizado de 2-6 diclorofenolindofenol * 0.088 * volumen total * 100)

(Volumen alicuota * peso de muestra)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio experimental

El disefio experimental que se utilizé en este trabajo fue el de completamente al
azar. Se realizd un analisis de varianza y una prueba de comparacion de
medias segun la prueba LSD de Fisher (p<0.05) con el programa InfoStat
versién 2016. Los tratamientos evaluados consistieron en un control y la
aplicacion de NPs de ZnO, CuO y Fe,O3 separadas y su combinacion,
ZnO+CuO+Fe;0s.

En el cuadro 4 se observan los tratamientos, concentraciones y repeticiones

gue fueron evaluadas en el trabajo experimental en campo.

Cuadro 4. Tratamientos, concentracion de NPs, aplicaciones y repeticiones

evaluadas en el experimento.

Tratamientos Concentracion de Aplicaciones Repeticiones
NPs

TO=Sin/NPs 0, mgL?

T1=NPs. de ZnO 0.6, mgL* 1 15

T2=NPs. de CuO 0.3mglL? 1 15

T3=NPs deFe,0s3 0.6mgL* 1 15

T4=NPs de ZnO+ CuOFe,03 0.6, 0.3, 0.6 mg Lt 1 15

Con relacion en la preparacion de las NPs, en la Figura 3 se presenta el
difractograma de rayos X obtenido para la preparacion de ZnO. Para facilitar la
identificacion de las especies cristalinas, se incluyen en la parte inferior de la
figura el difractograma reportado en el banco de datos del ICDD (International
Centre for Diffraction Data). En el difractograma estdn contenidas las
reflexiones caracteristicas de la fase ZnO con estructura de tipo Wurtzita y
simetria hexagonal (PDF 75-0576). El tamafio de cristalita determinado a través

delmétodo Halder-Wagner implementado en el software PDXL2 (PDXL2,
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Advanced integrated X-ray powder diffraction suite, version 2.4.2.0, Rigaku

Corporation) fue de 45 nm.
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Figura 3. Difractograma de rayos X de las NPs de ZnO preparadas.

En la Figura 4 se presenta el difractograma de rayos X de las NPs de CuO. Las
reflexiones que integran el difractograma corresponden a la fase cristalina del

CuO (PDF 72-0629). El tamafio de cristalita calculado fue de 30 nm.
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Figura 4. Difractograma de rayos X de las NPs de CuO.

En la Figura 5 se presenta el difractograma de rayos X de las NPs de Fe;Os.
Las reflexiones cristalinas presentes corresponden a la faseFe,O3; (PDF 86-
2368). Ahi mismo, se aprecia un pico sefialado con el simbolo asterisco (*) y
relacionado con la existencia de la fase adicional Fe3O, (PDF 89-0950). La
proporcion de fases determinada para dichas NPs bifasicas resulté de 68 y 32

% para Fe,O3 y FezO4 respectivamente. El tamafio de cristalita calculado para

la fase mayoritaria fue de 16 nm.
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Figura 5. Difractograma de rayos X de las NPs de Fe,O3 y Fe30,.

Las variables agronémicas evaluadas a las 3 semanas de la aplicacién de las
NPs se muestran en el Cuadro 5. De acuerdo con los datos obtenidos puede
comentarse que para la variable de altura el tratamiento de NPs de Fe,03, T3,
T3, fue el que mostr6 un mayor crecimiento en comparacion con los otros
tratamientos. En cuanto a la variable niumero de hojas, no existi6 diferencia
estadistica entre tratamientos, mientras quepara los tratamientos de didmetro

de tallo el TO y T1 fueron los que presentaron un diametro mayor.

Panwar et al., 2012 encontraron que la aplicacion de NPs favorece el
crecimiento de las plantulas de tomate a dosis de 50 mg L™ de de Fe,Os, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo pues a dosis de

0.6 mg L™ se encontré un mayor crecimiento en las plantulas evaluadas.
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Cuadro 5: Variables agrondémicas registradas en plantulas de tomate tratadas

con NPs. Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05).

Tratamientos Altura # Hojas Diametro de tallo
Cm Mm

Sin NPs 1346 ab 6.80a 0.58 a

NPs de ZnO 13.17ab 7.07 a 0.56 a

NPs. de CuO 12.93 b 7.07 a 0.47c

NPs de Fe,03 14.00 a 7.20 a 0.50 bc

NPs ZnO+CuO+Fe;03 13.23ab 7.20a 0.55 ab
Coeficiente de variacion. 10.37 9.43 14.62

Los resultados obtenidos para el indice indirecto de clorofila (Unidades Spad)

se muestran en la Figura 6. Se puede observar que no existe diferencia

significativa entre el tratamiento TO, aun cuando es importante sefialar que

existe diferencia estadistica entre el tratamiento de NPs de ZnO y dede CuO,

T1 y T2. Estos resultados pueden deberse a que las unidades Spad al medir

indirectamente la cantidad de clorofila, indica el contenido de nitrégeno que se

encuentra en la planta, y al no haberse aplicado una cantidad superior de este

elemento en los tratamiento no se presenta incremento que muestre variabilidad

en la evaluacion de esta variable.
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Figura 6: Unidades SPAD evaluadas en plantulas de tomate tratadas con NPs.
Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05).

Escalona et al., (2009) menciond que las unidades Spad estan directamente
relacionadas con el contenido de nitrégeno en las plantas por lo cual en este

estudio no se muestra diferencia para los tratamientos evaluados.

En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos para la conductancia
estomatica. Se puede observar que no existe diferencia significativa entre el
tratamiento TO el resto de los tratamientos, aun cuando es importante sefalar
qgue los tratamientos T1 y T2 presentan una diferencia entre si. Esto puede
deberse a la etapa fenoldgica de las plantulas, pues a menor area foliar menor
sera la transpiracion. Con base a esto se puede mencionar que el tratamiento
T2 es el que muestra una mayor conductancia estomatica, ya que es el

tratamiento con mayor altura y numero de hojas.
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Figura 7: Conductancia estomatica evaluadas en plantulas de tomate tratadas

con NPs. Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05).

Lo anterior concuerda con lo reportado DelllAmico et al., (2009), donde

menciona que a mayor area foliar mayor sera la conductancia estomatica.

En el Cuadro 6, se muestras las variables agrondmicas evaluadas en el
segundo muestreo, (11 de mayo del 2017). Para la variable de altura se
muestra diferencia significativa entre el tratamiento TO y el resto de los
tratamientos, presentando un mayor crecimiento los que fueron tratados con las
NPs. En cuanto el nimero de hojas, no existe diferencia significativa, sin
embargo, se presenta diferencia numeérica entre los tratamientos, mostrando
una mayor cantidad en los tratamientos evaluados con las NPs. En la variable
diametro de tallo se presenta diferencia estadistica entre el tratamiento TOy T2,
mientras que el resto de los tratamientos no muestran diferencia con respecto
aT0. Para este segundo muestreo se tomo la variable de numero de flores
donde se presenta diferencia estadistica principalmente entre el tratamiento TO
y T3. T3 presenté mayor nimero de flores, esto puede atribuirse a la aplicaciéon

de NPs de Fe,;03, y su actuacion como inductores en la floracion.
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Cuadro 6: Variables agrondmicas registradas en plantulas de tomate tratadas
con NPs. Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05), para el dia 11
de mayo de 2017.

Tratamiento AlturaCm # Hojas Diametro de # Flores
tallo Mm
Sin NPs 24.47 b 7.67b 7.68 b 1.13c
NPs de ZnO 26.60 a 8.07 ab 7.93 ab 1.93 ab
NPs. de CuO 26.73 a 8.47 a 7.44 b 1.53 bc
NPs de Fe,0O3 27.33 a 8.27 a 8.62a 2.13 ab
NPs ZnO+CuO+Fe,0O3 26.73 a 8.20 ab 753b 2.40a
Coeficiente de 9.23 9.67 15.15 54.64
variacion.

Para la segunda evaluacion de unidades Spad realizada a las 4 semanas de la
aplicacion de las NPs se observo la misma tendencia que en el muestreo
anterior, esto se puede apreciar en la Figura 8, donde los tratamientos T1y T3
muestran diferencia en comparacion del tratamiento T2, aunque no con el resto
de los tratamientos. Con estos resultados se puede interpretar que las NPs no

interfieren en el indice de clorofila.
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Figura 8: Unidades SPAD evaluadas en plantulas de tomate tratadas con NPs.

Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05), para el muestreo 2.

La Figura 9 muestra los resultados obtenidos para la variable de conductancia
estoméatica evaluadas 4 semanas posteriores a la aplicacién de las NPs, y
donde se presentd diferencia estadistica significativa. Entre el tratamiento T3 y
T1 se observd la mayor diferencia en comparacion con el resto de los
tratamientos. El T3 presenté mayor conductancia en comparacion con T1. Estas
variaciones se pueden relacionar con las condiciones climaticas, la etapa
fenoldgica del cultivo, debido a que como se mencioné anteriormente la altura y
ndamero de hojas juegan un papel importante en la conductancia estomatica,

esto es a menor area foliar menor serda su conductancia.
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Figura 9: Conductancia estomatica evaluadas en plantulas de tomate tratadas
con NPs. Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05) para el

segundo muestreo.

En la Cuadro 7 se muestra los resultados obtenidos de peso fresco y seco de
planta y raiz, los cuales fueron evaluados el dia 11 y 15 de mayo
respectivamente. Del analisis de varianza y comparacion de medias, solo se
encontré diferencia estadistica significativa en PFTyH. El tratamiento T3
presentd el mayor peso fresco de tallo y hoja. De la Rosa et al.,, (2013)
menciond que la aplicacion de NPs favorece el incremento de biomasa en
plantulas de tomate a dosis de 50 mg L™ de lo cual se puede rescatar que en
esta evaluacion se favorecid el incremento de biomasa a concentraciones

menores, 30 mg L™ de Fe,0s.
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Cuadro 7: Variables de peso fresco y seco de tallo, hoja y raiz registradas en
plantulas de tomate tratadas con NPs. Letras iguales no tienen diferencia
estadistica (p<0.05).

TratamientoS PFTyH PSTyH PFR PSR

Sin NPs 53.26 b 12.78 a 26.67 a 12.99 a
NPs de ZnO 53.97 b 12.15a 26.76 a 12.88 a
NPs. de CuO 55.11 b 11.83 a 27.83 a 14.01 a
NPs de Fe;03 61.84 a 12.72 a 30.17 a 14.04 a
NPs ZnO+CuO+Fe,03 57.90 ab 12.82 a 28.35a 13.06 a
Coeficiente de variacion. 11.0 9.03 12.51 a 15.75 a

PFTyH: peso fresco tallo y hoja, PSTyH: peso seco tallo y hoja, PFR: peso fresco raiz, PSR:
peso seco de raiz.

La variable de proteinas totales se presenta en la Figura 10. Ahi se puede
apreciar que existe diferencia significativa ente los tratamientos TO y T2 son los
que presentan un mayor contenido de proteinas, mientras que el tratamiento
T3presentd el valor mas bajo, esto puede deberse a que al realizar una
combinacion de NPs estas interfieren entre si, sin que se permita una optima
accion. Las NPs. de CuO indujeron una mayor concentraciébn de proteinas
debido a que el CuO actia como coadyuvante en el proceso metabdlico de
carbohidratos y proteina en las plantas ademas de formar parte del proceso
fotosintético. Li et al., 2009 mencionaron que en estudios realizados a plantas
de Phaseolus vulgaris y Brassica napus se obtuvo un incremento en el

contenido de proteinas en la parte aérea de la planta por la aplicacion de CuO.
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Figura 10: Contenido de proteinas totales evaluadas en plantulas de tomate
tratadas con NPs. Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05) para

el segundo muestreo.

La Figura 11 muestra el contenido de vitamina C presente en las plantulas de
tomate. Del analisis es importante sefialar que la diferencia que se encontro es
numérica para esta variable, cabe resaltar ademas, que el T3 fue el que
presentdé un mayor contenido de vitamina C, mientras que en el caso del
tratamiento T1 se obtuvo el menor contenido de Vitamina C en comparacion
con el resto de los tratamientos. Lo que se menciona coincide con Smirnoff et
al., (2000) quien encontré que al aplicar NPs de ZnO el contenido de vitamina C
es reducido hasta un 30%, en comparacion con el resto de los tratamientos

evaluados en su investigacion.

Esta vitamina influye en los procesos fisiologicos de la planta de tal manera que
a menor contenido de Vitamina C ocurre menor remocién de radicales libres en
la planta. Esto concuerda con lo descrito por Smirnoff et al., (2000). Quien
menciona que la menor cantidad de radicales disminuye la vida de la planta ya

sea por estrés biotico o abidtico.
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Figura 11 Contenido de vitamina C evaluada en plantulas de tomate tratadas
con NPs. Letras iguales no tienen diferencia estadistica (p<0.05) para el

segundo muestreo.
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CONCLUSIONES
Se comprobé la viabilidad del método de quimica verde empleado en la
preparacion de NPs de ZnO, CuO y Fe;Os; Las particulas sintetizadas

mostraron tamafios de cristalita de 45, 30 y 16 nm respectivamente.

El uso de NPs de ZnO, CuO y Fe,O3 mostré un desarrollo favorable en las
plantulas de tomate, sobre todo en altura y didmetro de tallo, ademéas de
estimular la floracion temprana en todos los tratamientos en comparacion con el

control.

El incremento en la biomasa fresca se vio favorecido para el tratamiento NPs de
Fe,O3 siendo las particulas de hierro las que estimulan mejor el incremento en

esta variable.

La aplicacion de las NPs en las plantulas de tomate no tuvo efecto sobre las

variables de conductancia estomatica y unidades Spad.

La aplicaciéon de NPs de CuO aumento el contenido de proteinas totales en las

plantulas tratadas.

La vitamina C se vio reducida hasta en un 30 % por la aplicacion de NPs de
Zn0.
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