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El uso de las nanoparticulas (NPs) en la agricultura es una opcion para aplicar
compuestos en pequefias cantidades sin afectar el ambiente. El objetivo del
presente trabajo fue determinar el efecto de las NPs de oxido de fierro
(NPsFe203) y microparticulas de sulfato de hierro (MPsFeSOQOa), en la fisiologia
de la germinacion y en el desarrollo de plantas de chile poblano (Capsicum
annuum). Los objetivos especificos son: 1) Evaluar el efecto de diferentes dosis
de NPsFe:0s3, en semillas de chile poblano (Capsicum annuum), para
determinar su accién como promotor o inhibidor (fitotoxicidad) en la germinacion
y desarrollo de plantulas, 2) Comparar la respuesta a la aplicaciéon de
MPsFeSOa4 con las NPsFe20s, para dilucidar si el efecto es causado por el
tamano de particula, 3) Caracterizar las respuestas morfofisiologicas del cultivo
de chile poblano a la aplicacién de NPsFe203 y MPsFeSOa, bajo condiciones de
casa sombra (altura de planta, fecha de floracion, tasa fotosintética,
conductancia estomética, tasa de transpiracion y CO:2 intercelular). Las
NPsFe2O3 fueron proporcionadas por el Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA). Se realizaron estudios preliminares para determinar la calidad
fisiologica del material genético en estudio. Se obtuvo ademas una curva de
imbibicion, para determinar el periodo de imbibicion. Posteriormente se
realizaron dos estudios: 1) Estudio I. Ensayo de germinacion con la aplicacion
de NPsFe203 y MPsFeSOs4, en altas y bajas concentraciones, a semillas de
Capsicum annuum. 2) Estudio Il. Aplicacion de NPsFe203 y MPsFeSO4, en
altas y bajas concentraciones, para el desarrollo de la planta en casa sombra.
Se obtuvieron los resultados siguientes: Estudio I. Se encontraron diferencias
altamente significativas (P<0.01) en la variable peso seco de planula, longitud
media de vastago y longitud media de radicula, asi como diferencias
significativas (P<0.05) en las variables vigor de germinacién y porcentaje de
germinacion. Se obtuvo un vigor de germinacion superior estadisticamente con
las NPsFe203 (47%) en comparacion con las MPsFeSOa4 (38%), el porcentaje
de germinacién presentado por el efecto de las NPsFe203 (94%), fue

estadisticamente superior a la presentada por las MPsFeSOa4 (90%).



Estudio Il. En la fuente de variacién tipo de particula no se presentaron
diferencias significativas, lo cual indica que la aplicacion de NPsFe203 y
MPsFeSOa tuvieron el mismo efecto en el desarrollo del cultivo. En lo que
respecta a la fuente de variacién concentracion, se presentaron diferencias
altamente significativas (P<0.01) en las variables diametro de tallo (DT), indice
de clorofila (IC), numero de hojas y numero de frutos, indicando que la
concentracién puede tener un efecto promotor o inhibidor del crecimiento, en el
cultivo de chile poblano. También se reportaron diferencias altamente
significativas (P<0.01) en la fuente de variacion tipo de particula para las
variables tasa fotosintética, conductancia estomatica, transpiracion, Cond/CO: y
humedad relativa (RHS), lo cual indica que las NPsFe203 y MPsFeSO4 tienen
un efecto en la conversion de materia inorganica en materia organica, asi como
en la presién de vapor y el flujo de vapor sobre la superficie de la hoja ya que la
conductancia estomatica permite el intercambio fisico activo entre las partes

aéreas de la planta y la atmosfera.

Palabras clave: nanoparticulas, Capsicum annuum, germinacion, vigor.
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The use of nanoparticles (NPs) in agriculture is an option to apply compounds in
small quantities without affecting the environment. The objective of this work
was to determine the effect of iron oxide NPs (NPsFe203) and iron sulphate
microparticles (MPsFeSO4) on the physiology of germination and on the
development of Capsicum annuum plants.

The specific objectives were: 1). To evaluate the effect of different
concentrations of NPsFe203, on seeds of Capsicum annuum, and to determine
its function as a promoter or inhibitor (phytotoxicity) in the germination process
and the development of seedlings. 2). To compare the response to the
application of MPsFeSO4 with the NPsFe20s3, to elucidate if the effect is caused
by the particle size or the composition of the particle. 3) To characterize the
morphophysiological response of Capsicum annuum plants, to the application of
NPsFe203 and MPsFeSOs4, under shaded greenhouse conditions (plant height,
flowering date, biomass, photosynthetic rate, stomatal conductance,
transpiration rate and intercellular CO2). The NPsFe20s were provided by the
Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA). Preliminary studies were
conducted to determine the physiological quality of the seed, in addition to an
imbibition curve, to determine the imbibition time. Then two studies were carried
out: 1). Study I. Capsicum annuum seed germination test with the application of
NPsFe2Os4 and MPsFeSOa, in high and low concentrations. 2). Study II.
Application of NPsFe204 and MPsFeSOs, in high and low concentrations, to
plants grown in the shadehouse. Results: Study I. Highly significant differences
(P<0.01) were found for seedling dry weight, stem and radicle average length,
as well as significant differences (P<0.05) for vigor of germination and
germination percentage. Higher germination vigor was obtained when seed was
imbibed with NPsFe203 (47%), in comparison with the MPsFeSO4 (38%), the
germination percentage with NPsFe203 (94%) was statistically superior to that
presented by the MPsFeSOs (90%). Study Il. There were no significant
differences for the particle type, which indicates that the application of
NPsFe2Os3 and MPsFeSOs4 had the same effect in the crop development.

Regarding the particle concentration, there were highly significant differences

xii



(P=<0.01) in the variables stem diameter (DT), chlorophyll index (Cl), number of
leaves and number of fruits, indicating that the concentration may have a
promoter or growth inhibitory effect, in the Capsicum annuum crop. Highly
significant differences (P<0.01) were also reported in the source of variation
particle type, for photosynthetic rate, stomatal conductance, transpiration,
stomatal conductance/CO2 and relative humidity (RHS). Indicating that the
NPsFe203 and the MPsFeSO4 had an effect in the conversion of inorganic into
organic matter, as well as in the vapor pressure and the vapor flow on the
surface of the leaf, since the stomatal conductance allows the active physical
exchange between the aerial parts of the plant and the atmosphere.

Key words: nanopatrticles, Capsicum annuum, germination, vigor
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INTRODUCCION

Capsicum annuum es uno de los cultivos més importantes a nivel mundial por
su volumen de produccion, se produce alrededor del mundo y es utilizado para
el consumo humano. México es el segundo productor de chile verde en el
mundo teniendo como principales productores a los estados de Coahuila, Baja
California y Sinaloa.

La nutricion en el cultivo de chile forma parte esencial para su desarrollo, dentro
de la nutricion tenemos macro y micronutrientes que se complementan entre si
para lograr un maximo rendimiento en la planta. Dentro de los micronutrientes
existen elementos que son esenciales para el desarrollo de la planta como es el
hierro, el cual participa en funciones basicas como la fotosintesis, respiracion,
sintesis de cloroplastos, entre otras.

Este elemento, aunque es muy abundante en la tierra, no siempre se encuentra
de manera disponible para las plantas, por tal motivo existen problemas por
deficiencia, ocasionando amarillamiento en las hojas, también conocido como
clorosis. En consecuencia, a la deficiencia de este elemento, la planta puede
detener su crecimiento llegando a la muerte, causando menores rendimientos
por hectarea, ademas de ocasionar pérdidas, si no se controla a tiempo. Por el
lado contrario, existen condiciones ambientales, principalmente cuando el pH de
los suelos es bajo y encharcamiento, en las cuales el hierro se encuentra en
exceso, causando toxicidad en las plantas. Esta toxicidad se manifiesta con la
inhibicion de crecimiento de las raices, hojas necroticas, floracion retardada
ademas de causar deficiencias de otros elementos.

En la actualidad se han realizado trabajos para mejorar el rendimiento de los
cultivos, aplicando nanoparticulas (NPs), estas son usadas para liberar
pesticidas o fertilizantes en un momento especifico, y que puedan ayudar en el
desarrollo de la planta, para obtener un mayor rendimiento del cultivo. Nano es
un prefijo que significa “enano”, cuyas dimensiones son de una millonésima

parte de un milimetro.



Objetivo General

Determinar el efecto de las nanoparticulas de oxido de fierro (NPsFe203) y de

las microparticulas de sulfato de hierro (MPsFeSOQa), en variables fisioldgicas de

la germinacién, desarrollo de plantula y parametros fisiolégicos y agronémicos

en plantas de chile poblano (Capsicum annuum).

Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de la aplicacién durante la imbibicién de diferentes
dosis de NPsFe203, a semillas de chile poblano (Capsicum annuum),
para determinar su accién como promotor o inhibidor (fitotoxicidad)
de la germinacion y desarrollo de plantulas.

Determinar la respuesta a la aplicacion de MPsFeSOs4, durante la
imbibicion de semillas de chile poblano, en variables fisioldgicas
relacionadas con la germinacion y desarrollo de plantulas.

Comparar la respuesta a la aplicacion de NPsFe20s3, con las
MPsFeSO4 durante la imbibicién de semillas, de variables fisioldgicas
relacionada con la germinacién y desarrollo de plantulas de chile
ancho, para explicar si el efecto es causado por el tamafio de las
particulas.

Caracterizar las respuestas morfofisiologicas del cultivo de chile
poblano a la aplicacion de NPsFe:03 y de MPsFeSO4, bajo
condiciones de casa sombra, por medio de la evaluacién de las
variables altura de planta, fecha de floracion, biomasa, fotosintesis,

conductancia estomatica, tasa de transpiracion y CO: intercelular.



Hipotesis

El uso de NPsFe203 en pequeiias dosis mejora la germinacion y el
vigor en semillas de chile poblano.

Las NPsFe203 en dosis altas reducen el vigor y la germinacion en
semillas de chile poblano.

El uso de NPsFe203 en plantas de chile poblano mejora la expresion

de variables fisiolégicas y agrondmicas.



REVISION DE LITERATURA

De acuerdo a las estadisticas de la organizacién para la alimentacion y la
agricultura (FAO, 2014), la produccion de chile fresco o verde en el mundo, fue
de 32,324,347 t, cultivado en ciento veintidds paises alrededor de la superficie
terrestre, siendo China el primer productor mundial, al cosechar el 49.8% de los
chiles, seguido de México con 8.4%, Turquia con 6.5% e Indonesia 5.8%.
Segun las estadisticas del servicio de informacion agroalimentaria y pesquera
(SIAP, 2017) en 2016, México produjo 1,302,174 t de chile fresco o verde, en
una superficie de 161,615 ha, con un rendimiento de 26 t/ha, en los estados de
Coahuila, Baja California y Sinaloa, siendo estos los estados de mayor
rendimiento debido a que se produce bajo condiciones de invernadero y malla
sombra, ademas de un consumo doméstico per capita de aproximadamente
15.7 kg (Quadratin, 2017).

Para obtener un mayor rendimiento en el cultivo de chile, es de gran
importancia contar con un programa equilibrado de fertilizacion con macro y
micronutrientes. Dentro de los elementos de una solucion nutritiva para una
mejor calidad, tenemos los macronutrientes (N, P, K) asi como los
micronutrientes (Zn, Cu, Fe, entre otros) (Cruz et al., 2014).

En la planta, los micronutrientes juegan un papel importante en la produccion y
la productividad. Entre los micronutrientes, el hierro (Fe) es un cofactor para
aproximadamente 140 enzimas que catalizan reacciones bioquimicas Unicas,
algunas de ellas implicadas en la sintesis de hormonas vegetales
(lipoxigenasas y enzimas formadoras de etileno) y a la vez estan relacionadas
en diversas vias que controlan tanto los eventos de desarrollo como las
respuestas a multiples variaciones ambientales (Brittenham, 1994; Hasset et al.,
1998; Francaois et al., 1995).

Es un elemento esencial para las plantas, ya que acepta y dona electrones,
ademas realiza un papel importante en las cadenas de transporte de electrones
asociadas con la fotosintesis, respiracion, fijacion de nitrogeno, sintesis de

clorofila y ADN (Rout y Sahoo, 2015; Sawan et al., 2001). Es requerido por las



plantas en pequefias cantidades, ademas de ser capaz de influir directamente
en el desarrollo y crecimiento de las mismas (Grillet et al., 2014). También es
uno de los elementos mas abundantes en el planeta, pero de dificil asimilacion
por parte de estas, debido a su baja solubilidad (Chen y Barak, 1982).

Existen distintos mecanismos mediante los cuales las plantas pueden absorber
al Fe, uno de ellos es por medio de las raices, estas pueden absorber al
elemento dependiendo en la forma en que se encuentre y en gran medida de su
estado de reduccién-oxidacion (redox). Las raices pueden absorber
directamente el Fe, cuando se encuentra como hierro ferroso (en condiciones
reductoras, Fe*?), mediante un transportador especifico localizado en la
membrana plasmatica. Por el contrario, el Fe no puede ser absorbido bajo
condiciones medioambientales oxidadas, ya que se encuentra en su mayoria
como hierro férrico (Fe*®) y este solo es soluble cuando se combina con
guelatos naturales o artificiales (Bienfait, 1984; Grusak et al., 1990).

La participacion de Fe en la sintesis de clorofila es la razén de la clorosis
(coloracion amarillenta de hojas jovenes), asociada con la deficiencia de este
elemento (Hochmuth, 2011). Esta deficiencia, se debe a que las plantas tienen
qgue lidiar con la disponibilidad de Fe en el medio ambiente en el que se
encuentran, ademas, la falta o el exceso de este elemento, pueden ocasionar
trastornos nutricionales graves que afectan de manera importante la fisiologia
de las plantas (Gris, 1884).

Landsberg (1986) encontré que la deficiencia de Fe produce cambios en la
morfologia de las plantas, tanto en brotes como en raices, dichos cambios se
hacen presentes en la zona de las raices apicales, aumentando la formacion de
bellos y volviendo la corteza de estas mas gruesa, mientras que en la parte de
los brotes se presentan rayas intervenales color amarillo en hojas mas jovenes
(Gris, 1884).

El antes mencionado color amarillo de las hojas, es consecuencia de una
alteracion en la formaciébn de los pigmentos de los cloroplastos,
especificamente las clorofilas relativas a los carotenoides (Arton, 1993). Las

deficiencias se encuentran tipicamente entre especies sensibles a la falta de



este elemento, cultivados en suelos calcareos, estos abarcan aproximadamente
mas del 30% de la superficie terrestre (Chen y Barak, 1982).

Terry (1983) mencion6 que la deficiencia de Fe no sélo retarda la sintesis de
clorofila, sino también la sintesis del aparato completo de recoleccion de luz,
incluyendo las membranas de cloroplasto y los complejos de clorofila-proteina,
carotenoides, centros de reaccion y portadores de electrones asociados con
ellos.

Possington (1971) encontré que el estrés por deficiencia de Fe en espinacas
(Spinacea oleracea L.), reduce tanto el nimero de cloroplastos por célula, como
el contenido de clorofila por cloroplasto; mientras que Terry (1980), encontrd
que el estrés de Fe en remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), provocé una
disminucién en el contenido de clorofila y en la tasa maxima de absorcién de
COz2 por area, estando estrechamente relacionados con la clorofila por area.

Asi como hay deficiencias de Fe en las plantas, también existen casos en
donde se encuentra en niveles altos produciendo toxicidad, este elemento
puede actuar cataliticamente a traveés de la reaccion de Fenton para generar
radicales hidroxilos, que pueden dafiar los lipidos, las proteinas y el ADN (Rout
y Sahoo, 2015). Estas reacciones llevan a una serie de sintomas morfoldgicos
afectando de manera seria a los cultivos; Ponnamperuma et al., (1955)
observaron cambios morfoldgicos en el cultivo de arroz (Oriza sativa L.), el cual
comenz0 a presentar un color marron en las hojas mas longevas, hasta llegar a
secarse por completo debido a que en suelos encharcados, las condiciones
anaerobias y el bajo pH conducen a la reduccion del hierro férrico y la
estabilizacion del hierro ferroso, que es facilmente absorbido por las plantas.
Howeler (1973) menciona algo similar llamado “anaranjamiento” debido a la
toxicidad del hierro, presentdndose después de 3 a 10 semanas de crecimiento
normal. Estas condiciones comienzan con el amarillamiento en las puntas de
las hojas inferiores, moviéndose hacia la base de la hoja. Seguido de esto, las
hojas méas altas se afectan y muchas de las hojas inferiores mueren
completamente. En algunos casos la floracion se retrasa teniendo rendimientos

muy bajos y en casos mas extremos, las plantas no florecen.



Snowden y Wheeler (1993) han reportado la toxicidad de Fe como un problema
en plantas. El efecto toxico del Fe en altas concentraciones inhibe el desarrollo
de las raices, lo que puede deberse a posibles mecanismos de toxicidad como
la produccion inducida por el Fe de superdoxido (O2), ademas, las altas
concentraciones de Fe, también pueden causar deficiencias de nutrientes

esenciales como Mn, P, K, Cay Mg (Howeler, 1973).

Nanotecnologia
La nanotecnologia es la ciencia, ingenieria y tecnologia llevada a cabo en
nanoescala. Constantemente se estan creando nanomateriales (NMs) a escala
atémica en un rango de dimensiones entre 1 y 100 nanémetros (1° a 101?)
denominados nanoparticulas (NPs) (Srilatha, 2011).
Las NPs son ampliamente utilizadas en diversos productos industriales,
tecnoldgicos, médicos, agricolas, entre otros. Dentro de los procesos en los
cuales participan las NPs estan la purificacion del agua, tratamiento de aguas
residuales, remediacién ambiental, procesamiento y envasado de alimentos,
aplicaciones industriales y domésticas, medicina entre otras (Wei et al., 2007;
Byrappa et al., 2008; Zhang y Webster, 2009).
El uso de las NPs en la agricultura, es una de las muchas areas de oportunidad
poco exploradas por el ser humano. Se han utilizado en la agricultura para el
mejoramiento de los cultivos y liberacién de diferentes compuestos como
pesticidas logrando aplicar en partes especificas de la planta sin afectar otros
tejidos en pequefias cantidades. También son empleadas para mejorar el valor
nutritivo de los alimentos, ya que se utlizan como vehiculos para llevar
vitaminas entre otros nutrientes (Lira et al., 2014; Duncan, 2011; Begum et al.,
2011).
Existen diferentes estudios que demuestran el potencial de las NPs en la
mejora del vigor, germinacion, crecimiento de las semillas, proteccion de las
plantas entre otras multiples aplicaciones (Khot et al., 2012; Siddiqui y Al-
Whaibi, 2013). Actualmente se estan realizando diversos estudios en donde se

aplica las NPs como promotor de la germinacion, con el fin de acelerar y



mejorar este proceso. Algunos trabajos coinciden que las NPs tienen un
impacto diferente en la germinacion dependiendo del tipo y especie de cultivo
con la que se esté trabajando.

La germinacion de las semillas es un fenémeno importante en la agricultura
moderna, ya que es uno de los principales procesos de la vida de las plantas
gue garantizan su supervivencia. EI aumento en el porcentaje de germinacion
de las semillas y el establecimiento temprano de las plantulas, puede modular la
reproduccién, productividad y valor nutricional de los cultivos alimenticios (Zhao
et al., 2012).

Siddiqui y Al-Whaibi (2013) comentan que el uso de las NPs podria
proporcionar una fuente alternativa de fertilizantes que puede mejorar la
agricultura sustentable por su efecto en el proceso de germinacién. La clave
para aumentar la tasa de germinaciéon de las semillas, es la penetracion de los
NPs en estas (Khot et al., 2012).

Feizi et al. (2011) reportaron una mejor germinacion en el trigo (Triticum
aestevum L.) tratado con NPs de oxido de titanio (NPsTiO2), comparado con el
TiO2 a granel. El tratamiento de NPsTiO2, en la concentracion adecuada,
acelera el proceso de germinaciéon en semillas de espinacas (Spinacia oleracia
L.), ademas, las semillas tratadas con NPsTiO2 producen plantas con un peso
seco mas alto, tasa fotosintética mas alta, y un aumento en la formacion de
clorofila, et al., 2005).

El efecto de algunas NPs metélicas en bajas concentraciones, como paladio
(Pd), oro (Au), silicio (Si) y cobre (Cu), tuvieron un efecto significativo en el
proceso de la germinacién sobre las semillas de lechuga (Lactuca sativa L.)
(Shah y Belozerova, 2009).

Entre otros materiales con lo que se ha trabajado para mejorar el proceso de
germinacion, estan los nanotubos de carbdén, en un trabajo realizado por
Khodakovskaya et al. (2009), mencionan que estas particulas mejoraron la
germinacion en semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.), ademas de tener
un efecto en el crecimiento de las raices, penetrando en la capa gruesa y

apoyando la captacion de agua dentro de las mismas. En trabajos anteriores



con nanotubos de carb6n, Cafias et al. (2008) reportaron un mayor
alargamiento de la raiz en el cultivo de cebolla (Allium cepa L.) y pepino
(Cucumis sativus L.).

Najafi et al. (2016) utilizaron como fertilizantes NPsFe/SiO2 en dosis bajas,
reportando efectos significativos en la germinacion y aumento de longitud del
brote en los cultivos del maiz (Zea mays L.) y la cebada (Hordeum vulgare L.).
El nivel 6ptimo de concentracion de NPs de Fe ayuda a aumentar la
germinacion y la respuesta al crecimiento de las plantulas de trigo (Triticum
aestevum L.) (Jahangir et al., 2015).

Por otra parte, se han aplicado NPs durante el desarrollo de la planta para
obtener un mejor rendimiento en el menor tiempo posible. Zhu et al. (2008)
mencionan que las plantas pueden absorber, acumular y colocar las NPs en
lugares especificos dentro del tejido vegetal, lo que estimula el crecimiento de
las mismas, promoviendo su desarrollo en menor tiempo.

Liscano et al. (2000) mencionan que la reduccion del tamafio de particula
aumenta el numero por unidad de peso y la superficie de contacto con la planta,
lo que conduce a un aumento en la absorcién de nutrientes.

Li et al. (2015) realizaron experimentos con semillas oleaginosas aplicando NPs
TiO2, obteniendo como resultado una mejora en el rendimiento de los sistemas
morfologicos (longitud de raiz, altura de planta, biomasa fresca), fisiol6gicos
(intercambio de gases fotosintética, contenido de clorofila, actividad nitrato
reductasa) y en el sistema antioxidante (super O6xido dismutasa, SOD;
peroxidasa, POD; catalasa, CAT).

Se determind, que a una concentracion adecuada las NPs TiO2 mejor6 el
crecimiento de espinacas, promoviendo la fotosintesis y el metabolismo del
nitrégeno (Hong et al., 2013; Yang y Watts, 2005).

Javadimoghadam et al. (2015) sugieren que la aplicacion foliar de
nanofertilizantes podria mejorar el crecimiento de las plantas y el rendimiento
de los cultivos. Ghafari y Razmjoo (2013) encontraron que la fertilizacion del Fe
aumento las actividades de las enzimas antioxidantes, el contenido de clorofila,

el rendimiento, los componentes del rendimiento y la calidad del grano del trigo
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(Triticum aestevum L.), destacando que la aplicacion de 2 ppm de NPs de éxido
de hierro (NPsFe203) fue més efectiva que la de otros fertilizantes de Fe. El uso
de fertilizantes de Fe en forma foliar, tiene un efecto significativo sobre el
rendimiento del cultivo de cartamo (Carthamus tinctorius L.) y cacahuate
(Arachis hypogaea L.) (Zareie et al., 2011; Abdzad y Noorhosseini, 2010).
Ademas, en un trabajo realizado por Singh y Dayal (1992) concluyeron que la
aplicacién del Fe en forma foliar causé un aumento en el rendimiento del
cacahuate (Arachis hypogaea L.), en suelos alcalinos.

Dentro de la aplicacion de las NPs existen diferentes riesgos, ya que su efecto
sobre las plantas puede ser positivo 0 negativo (Castiglione y Cremonini, 2009).
Una de las preocupaciones para las aplicaciones de los NPs es su fitotoxicidad.
El nivel de fitotoxicidad puede depender del tipo de NPs y su posible aplicacion.
A la fecha, algunos estudios realizados sobre los efectos de las NPs en las
plantas, han tenido como objetivo determinar la fitotoxicidad de estos
tratamientos; Limbach et al. (2007) atribuyen la toxicidad de las NPs metalicas a
tres mecanismos: (1) Generacidén de especies de oxigeno reactivo (ROS), que
puede dafiar la membrana celular; (2) Penetracion de NPs en la célula donde
interfieren con el metabolismo intracelular; (3) Liberacion de los iones metalicos
que dificultan las funciones enzimaticas.

Se ha investigado la fitotoxicidad de las NPs a través de la germinacion de las
semillas y alargamiento de la raiz, evaluando sus efectos agudos en la fisiologia
de las plantas, encontrando asi, que la inhibicibn de estos elementos es
altamente dependiente tanto del tipo de planta como de las propiedades de NPs
(Di Salvatore et al., 2008).

Lin y Xing (2007) encontraron que en altas concentraciones de Zn (2000 mg/L)
se inhibe la germinacion en el centeno (Secale cereale L.) y el maiz (Zea mays
L.), concluyendo que el crecimiento de las raices dependia del tipo de NPs y su
concentracion.

Por otra parte, la exposicion directa de las NPs de éxido de aluminio (NPsAI203)
conduce a la fitotoxicidad en las raices del trigo (Triticum aestevum L.), llegando

a alteraciones morfolégicas, celulares y moleculares, ademas de producir
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fragmentacion en el ADN, siendo uno de los marcadores importantes de muerte
celular (Yanik y Vardar, 2015).

En un estudio referido a la fitotoxicidad de las NPs de Oxidos metalicos, se
obtuvo como resultado que las NPsCuO y NPsNiO fueron mas toxicas que las
NPsTiO2, NPsFe20s y NPsCo304, mientras que las semillas de lechuga fueron
las mas sensibles en la germinacién (Wu et al., 2012).

Por su parte, Ma et al. (2010) también observaron la afectacion de las raices en
el cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) por parte de las NPs de 6xido de cesio
(CeO2) a una concentracion de 2000 ppm.

Se ha demostrado que el Fe en concentraciones superiores a 200 ppm, reduce
el crecimiento de las plantas y la biomasa en Cattai (Typha latifolia L.) y en
alamo hibrido (Populus x Populus L.) (Ma et al.,, 2013). También se han
observado cambios en las longitudes de raices y brotes, nimero de raices
laterales, pigmentos fotosintéticos y concentracion interna de CO:2 en el cultivo
de arroz (Oryza sativa L.), al aumentar el Fe de concentraciones moderadas (4
mM) a altas (9 mM) (Pereira et al., 2013). Ademas, se observd que la
exploracién de NPsFe304 se traslocaron y se acumularon en diferentes tejidos
de plantas de calabaza (Cucurbita sp.) (Zhu et al., 2008).

Se debe tomar en cuenta que existe una falta de regulaciones para la sintesis,
uso, manipulacién y eliminacién de NPs y como consecuencia se podrian estar
acumulando en el medio ambiente (Ma et al., 2010); aunado a lo anterior, se
han realizado relativamente pocos estudios con 6xido de Fe a nanoescala. Por
lo tanto, es de suma importancia investigar sus efectos en las plantas, por el
papel que desempeiia en ellas, los beneficios y/o problemas que puede

generar.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en dos fases: el primer
estudio en el Laboratorio de Fisiologia de Semillas del Centro de Capacitacion y
Desarrollo en Tecnologia de Semillas (CCDTS), de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro, en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. Ubicada a los
25° 22’ de Latitud Norte y 101°01°48"" Longitud Oeste, con una Altitud de 1742
msnm. El segundo estudio en una casa sombra del Centro de Investigacion en
Quimica Aplicada (CIQA), en Saltillo, Coahuila, México. Ubicado a los 25° 27’
37" de Latitud Norte y 100° 58 6” de Latitud Oeste y a una altitud de 1610

msnm.

Ensayos Preliminares
La calidad fisiologica de la semilla se determina en base a variables
relacionadas con la fisiologia de la germinacién. La calidad de las semillas
disminuye con el transcurso del tiempo y la tasa de deterioro depende de las
condiciones ambientales durante el almacenamiento y el tiempo en que estas
permanecen almacenadas. El primer componente de la calidad que muestra
sefiales de deterioro es el vigor de las semillas, seguido por una reduccion en la
germinacion o de la producciéon de plantulas normales, y finalmente la muerte

de las semillas (Ferguson, 1995).

1. Prueba de germinacion estandar. Se realiz6 una prueba de germinacion
entre papel a la semilla de Capsicum annuum (chile poblano) para
determinar su calidad fisiolégica. Se sembraron cuatro repeticiones con 25
semillas cada una, en papel Anchor previamente humedecido con agua
destilada, posteriormente se enrollaron en forma de “taco”, se acomodaron
de manera aleatoria seis “tacos” en una bolsa transparente de polietileno y
posteriormente se colocaron en una canastilla de plastico. Se establecid en
una camara germinadora Lab-line Instruments a una temperatura de 25° C

con 80% de humedad relativa. Se realizaron dos conteos:
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Primer conteo. Al séptimo dia se contabilizaron todas las plantulas normales
(PN) para determinar el vigor de germinacion. El resultado fue expresado en
porcentaje.

Segundo conteo. Se realiz6 al catorceavo dia para determinar el porcentaje
de germinacion, se contd el numero de plantulas normales (PN), plantulas
anormales (PA) y semillas sin germinar (SSG), reportando los datos en
porcentajes.

Se determin6 también la longitud de vastago y de radicula de las plantulas
normales obtenidas del ensayo de germinacion, los datos se obtuvieron en
centimetros (cm).

El peso seco de plantulas se obtuvo con todas las plantulas normales, para
lo cual se colocaron en bolsas de papel de estraza perforado, sometiéndolas
a un proceso de secado en una estufa Lab-Line Model 3478M a una
temperatura de 70°C, durante 24 horas. Después de haber transcurrido este
tiempo, se colocaron las bolsas con las plantulas secas en un desecador
para posteriormente ser pesadas en una balanza analitica de precision
marca PRECISA modelo BJ 610 C, reportando el peso en miligramos por
plantula (mg/plantula).

2. Curva de Imbibicion. Se realizé para determinar el proceso de absorcion de
agua por la semilla de Capsicum annuum, que se da por las diferencias de
potencial hidrico entre la semilla y la solucion de imbibicién. El proceso
consta de tres fases: i) un incremento rapido en la absorcién de agua; ii)
movilizacion de nutrientes; iii) absorcion de agua que generalmente coincide
con la emergencia de la radicula. La finalidad fue identificar el punto donde
se estabiliza la imbibicion, la cual corresponde al inicio de la activacion del
metabolismo, previo a la germinacion.

Para generar la curva de imbibicion, se registré el peso inicial de la biomasa de

50 semillas, después se colocaron en una caja Petri con 15 ml de agua

destilada sobre papel filtro, a temperatura ambiente (Mata et al., 2014; Caseiro

et al., 2004).
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Se determind la biomasa en intervalos de una hora hasta que el peso de esta
no varid. Previo a cada medicion, se seco el exceso de agua de la semilla con
papel absorbente. Se graficaron los datos obtenidos para definir la curva de
imbibicién en semillas de Capsicum annuum.

Una vez obtenidos los resultados de las pruebas preliminares de germinacion,
vigor y la curva de imbibicion de las semillas, se procedié a establecer el
ensayo en el cual se aplicaron las nanoparticulas de oOxido de hierro
(NPsFe203) y microparticulas de sulfato de hierro (MPsFeSQa), en altas y bajas

concentraciones, para determinar su efecto en el proceso germinativo.

Estudio I. Ensayo de germinacién con la aplicacién de nanoparticulas de
oxido de hierro y microparticulas de sulfato de hierro, en altas y bajas
concentraciones, a semillas de Capsicum annuum.

La preparacion de suspensiones con las NPsFe203 y MPsFeSOs se llevo a
cabo mezclandolas directamente en agua desionizada, dispersandose en un
agitador mecanico por tres minutos y después en un sonicador (modelo
AS2060B Ultrasonic Cleaner marca Autoscience) durante 30 minutos. Cada
suspension de NPsFe2Oz y de MPsFeSOs de diferente concentracion se
preparo por separado, pesando la cantidad de particulas y dispersandolas como
ya se menciond anteriormente (Mahajan et al., 2011; Siddiqui and Al-Whaibi

2013; Trujillo et al., 2014; Lopez et al., 2016).

Las concentraciones bajas de NPsFe:0s3 y de MPsFeSOs consistieron en
tratamientos de 0, 100, 200 y 500 ppm. En altas concentraciones se prepararon
suspensiones con 0, 2000, 4000 y 6000 ppm, tanto para las NPsFe20O3 como
para las MPsFeSO4, con la finalidad de comparar su efecto en la germinacion.
Las suspensiones conteniendo las NPsFe20s3 y las MPsFeSO4 se aplicaron
sobre semillas de Capsicum annuum (chile poblano) en una caja Petri con papel
filtro, para que las particulas fueran absorbidas durante el proceso de imbibicion
por la semilla, por un periodo de 24 horas. Después de transcurrir el tiempo, se
procedi6 a sembrar las semillas entre papel de acuerdo a la ISTA (2004), con el

procedimiento descrito en la seccion de pruebas preliminares.
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El primer conteo de plantulas normales se realizé al séptimo dia, anotando el
namero de plantulas normales para determinar el porcentaje del vigor de
germinacion de la semilla; al catorceavo dia se realiz6 el segundo conteo,
obteniendo el numero de plantulas normales, anormales y semillas sin
germinar, para poder asi, determinar el porcentaje de germinacion, ademas se
midié la longitud de vastago y de radicula como indicadores de vigor, para
después determinar el peso seco de plantula, para lo cual las plantulas
normales de cada repeticién se colocaron en una bolsa de papel de estraza y
estas en una estufa Lab-Line Model 3478M a 70°C durante 24 horas.
Posteriormente se pesaron las plantulas secas en una balanza analitica marca

PRECISA modelo BJ 610 C y el resultado se reportd en miligramos por plantula.

Disefio Experimental.
El estudio se establecio en un disefio completamente al azar con arreglo

factorial 2 x 7, con seis repeticiones para cada tratamiento.
Modelo lineal
Yij= 1 + Ai + Bj + ABjj + &ij

Dénde:

Yij= Respuesta de la unidad experimental

M = Media general

Ai = Particula (Nanoparticulas y Microparticulas)

Bj =Concentracién (0, 100, 200, 500, 2000, 4000, 6000 ppm)
&ij = Error experimental
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Estudio Il. Aplicacién de nanoparticulas de 6xido de hierro y
microparticulas de sulfato de hierro, en altas y bajas concentraciones,

para el desarrollo de la planta en casa sombra.

Se obtuvieron plantulas de Capsicum annuum con la técnica tradicional
empleada en CIQA, en la cual se utilizé6 una charola de poliestireno de 200
cavidades, teniendo como sustrato peat moss. Durante el desarrollo de las
plantulas se reg6 con agua destilada segun los requerimientos, ademas de la
aplicacion de una solucidon nutritiva (Steiner) excluyendo al elemento en
cuestion, en este caso el hierro.

Cuando las plantulas tuvieron aproximadamente 10 cm de altura (x£2), se realizé
el trasplante en contenedores de polietileno de 6 L. Se aplicé una fertilizacion
de fondo nitrégeno (N) fésforo (P) y potasio (K) al momento de realizar las
mezclas de los sustratos; después se llevaron a saturacién las macetas y se
trasplantd. En esta parte del experimento se utilizO como sustrato peat moss y
perlita en una proporcion de 3:1 (v/v).

Posteriormente se procedid a preparar las suspensiones con NPsFe2Os3 y
MPsFeSOa4, empleando el procedimiento descrito en el Estudio I. En bajas
concentraciones se utilizaron 0, 5, 10 y 20 ppm de NPsFe203, comparando su
efecto con MPsFeSO4 en las mismas cantidades.

En altas concentraciones se establecié un testigo (0 ppm) y 1000, 1500 y 2000
ppm de NPsFe203, de igual manera se compar6 con MPsFeSOa, en las mismas
concentraciones, esto con el fin de evaluar su efecto en el desarrollo de las
plantas.

A los 15 dias después del trasplante, cada planta recibié una dosis de 1 mL de
NPsFe2O3 y de MPsFeSO4, dependiendo del tratamiento, para posteriormente
aplicar el tratamiento cada 15 dias hasta completar 5 aplicaciones con las

respectivas concentraciones.
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Se evaluaron siguientes variables:

Altura de planta: se midié con una cinta métrica desde la base de la planta
hasta el término de la misma, evaluando todas las plantas cada 15 dias, desde
el trasplante hasta el término del ensayo. Los resultados fueron reportados en
centimetros (cm).

Diametro de tallo: se determiné mediante un vernier en la parte central del tallo
de la planta, evaluando todos los individuos del ensayo cada quince dias, desde
el trasplante hasta el término del experimento. Los resultados fueron reportados
en milimetros (mm).

indice de clorofila: se determiné mediante un medidor de clorofila SPAD 502
(Minolta Ltd., Osaka, Japan), con una hoja de cada nivel de la planta (parte
superior, inferior y en medio), obteniendo un promedio de las tres mediciones
por planta. Se evaluaron todas las plantas cada quince dias, desde el trasplante
hasta el termin6 del ensayo, los resultados se expresaron en unidades.

Numero de hojas: se cuantificé el nUmero de hojas por tratamiento de todas las
plantas, cada quince dias, desde el trasplante hasta el término del ensayo.
Numero de flores: se cuantifico el numero de flores por tratamiento de todas las
plantas, cada quince dias, desde la etapa de floracion hasta el término del
ensayo.

Numero de frutos: Se cuantificd el numero de frutos de todas las planta cada
quince dias, desde la etapa de amarre de frutos hasta el término del ensayo.
Tasa de asimilacion de CO: (Fotosintesis): se midio al término del ensayo
durante cada hora, desde las 8 am hasta las 6 pm, utilizando un equipo portatil
LI-COR modelo LI-6400, Lincoln, Nebraska, el cual utiliza los principios de
intercambio de gas para medir parametros relacionados con la fotosintesis. La
radiacion fotosintéticamente activa (PAR, pymol luz m? s1) varié en promedio a
través del dia de la siguiente manera: 332 de 9:00 a 10:00 AM, 578 de 10 a
11:00 AM, 839 de 11:00 AM a 12:00 PM, 858 de 12:00 a 13 PM, 619 de 14 a 15
PM, 484 de 15:00 a 16:00 PM, y 294 de 16:00 a 17:00 PM. Las lecturas fueron
tomadas hasta que los valores se mantuvieron constantes en la pantalla, en un

tiempo de cinco segundos. Las variables que se determinaron son: Tasa de
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Asimilacién de CO:2 (A) (umol de CO2 m2 s), conductancia estomatica (mol
H20 m2 s1), concentracién de CO: intercelular (Ci) (umol CO2 m? s?); tasa de
transpiracion (medida en mmol H>O m?2 s?t); y temperatura en grados
centigrados (°C).

Peso seco de planta: se determind al final del ensayo, separando el sistema
radicular de la parte aérea de la planta, posteriormente se colocaron en bolsas
de papel de estraza perforado previamente e identificado, para después
colocarlas en una estufa Lab-Line modelo 3478M a una temperatura de 65°C
por 72 horas. Transcurrido el tiempo, las bolsas se colocaron en un desecador,
para posteriormente sustraer las plantas secas tomando el peso en una balanza

analitica, el cual fue reportado en miligramos por planta (mg/planta).

Disefio Experimental.

El experimento se estableciéo en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial (2 x 7). Se realiz6 comparacion de medias por medio de la Prueba de
Tukey (P<0.05)

Modelo lineal
Y ijk= U + Ai + Bj + Ck + (AB)jj + (AC)ik + (ABC)ijk + €ijk

Dénde.

Yiiki= Variable observada

M = Media

Ai= Particula (Nanoparticulas y Microparticulas)

Bj= Concentracién (0,100, 200, 500, 2000, 4000 y 6000 ppm)
Ck=Hora de medicion

gik=Error

Para el analisis de los datos se utiliz6 el Paquete Estadistico SAS 9.4 (SAS
Institute, 2009).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos preliminares
En el Cuadro 1 se presentan los resultados de la prueba estandar de
germinacion de la semilla de chile poblano (Capsicum annuum), en los estudios
| y Il. Estos resultados indican la calidad fisiol6gica de las semillas con las que

se trabajo.

Cuadro 1. Calidad fisiologica de las semillas de chile poblano.

Vigor de S
_ ) . Germinacion LMV LMR PS
Cultivo germinacion ]
(%) (cm) (cm) (mg/Plantula)
(%)

Chile
85 90 3.04 12.83 0.52

poblano

LMV= Longitud media de Vastago; LMR= Longitud media de radicula; PS= Peso

seco de plantula.

Los resultados obtenidos en el ensayo preliminar de germinacion indican que la
semilla tiene 90 % de germinacion, lo que muestra la capacidad para producir
plantulas normales. De acuerdo al Sistema Nacional de Inspeccion y
Certificacion de Semillas (SNICS), cualquier lote de semilla certificada debera
tener 85 % como minimo de germinacion, lo que demuestra que la semilla

utilizada fue apta para realizar los estudios | y Il

Curva de imbibicion.
En la Figura 1 se muestra el comportamiento de la semilla de chile poblano
(Capsicum annuum) en la curva de imbibicion, indicando que 20 horas después
de iniciada la imbibicion, se estabilizé, por lo tanto no gandé mas peso, para
posteriormente iniciar la emergencia de radicula. Dell”Aquilla (2004) report6é una
curva de imbibicion de 4 h en pimiento morrén, después de haber iniciado la
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imbibicion, para seguir una segunda fase con 52 a 90 h aproximadamente, con
el comienzo de la protusion de la radicula.

Pinto et al. (2007) reportaron una curva de imbibicion en Solanum lycocarpum
con 36 h para la primera fase, esto es, antes de haber iniciado la fase Il de la

germinacion.

Figura 1. Curva de imbibicion en la semilla de chile poblano usada en el trabajo

de investigacion.
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Estudio I. Ensayo de germinacién con la aplicacién de nanoparticulas de
oxido de hierro y microparticulas de sulfato de hierro, en altas y bajas

concentraciones, a semillas de Capsicum annuum.

Los resultados del andlisis de varianza se presentan en el Cuadro 2, se
observaron diferencias altamente significativas (P<0.01) en la fuente de
variacion tipo de particula (Part) en la variable de peso seco de plantula,
ademas se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en las variables
porciento de vigor de germinacién, germinacién y longitud de vastago. Lo
anterior indica el efecto diferencial de las particulas aplicadas durante la

imbibicion de las semillas. Por otra parte, en la fuente de variacion
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concentracion de particulas (Conc) se presentaron diferencias altamente
significativas (P<0.01) para las variables longitud de vastago y longitud de
radicula. Respecto a la interaccion tipo de particula (Part) x concentracion
(Conc), se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.01) en las
variables peso seco de plantula, longitud media de vastago (LV), longitud media
de radicula (LR), y diferencias significativas (P<0.05) en las variables porciento
de vigor de germinacién y de germinacion. Estas diferencias significativas en la
fuente de variacion tipo de particula se pueden atribuir a que el hierro es un
constituyente de varias enzimas (Mengel y Kirkby, 2001) y de algunos
pigmentos. En plantula, el hierro tiene un papel esencial en la sintesis de
clorofila.

Los resultados obtenidos coinciden con Najafi et al. (2016), en donde se
comparé el efecto de las NPsFe y NPsSiO2 con MPsFe y MPsSiOz, obteniendo
diferencias significativas (P<0.05) en el tiempo medio de germinacion,
crecimiento (longitud de plumula y radicula) y materia seca, con la aplicacion de
NPsFe y NPsSIO:2 en los cultivos de cebada y maiz.

En otro estudio donde evaluaron los efectos de las NPsFe20s3 y el fertilizante a
base de Fe-quelado, en el crecimiento y desarrollo del cultivo de Arachis
hypogaea, cultivo muy sensible a la deficiencia de Fe, se observaron diferencias
significativas (P<0.05) para las variables longitud de la raiz, altura de la planta,
biomasa y en la cantidad relativa de clorofila, determinado por medio del SPAD
(Rui et al., 2016).
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para el ensayo de germinacion de semillas de chile

poblano tratadas con diferentes niveles de NPsFe203 y MPsFeSO4 durante el proceso de imbibicion.

Vigor de L
FV GL germinacion Germlonamon PIS GL LV LR

(%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Tipo particula 1 1347.9* 406.75* 0.0136** 1 0.48* 5.97NS
Concentracion 6 405.5NS 64.10NS 0.0002NS 6 8.22** 42.76**
TP*Conc 6 513.5* 196.90* 0.0017** 6 1.22** 71.21*
Error 66 205.6 42.69 0.0001 1826 0.26 4.94
Total 79 2472.7 710.44 0.0156 1839 10.20 124.89
CV (%) 33.8 7.09 15.55 25.17 27.59

* **= Niveles de significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; NS = no significativo; FV = fuente de variacién; GL =
grados de libertad; TP = tipo de particula (NPs o MPs); Conc = concentracién; CV = coeficiente de variacién; GL = grados de libertad;
Vigor de germinacion = plantulas normales al primero conteo; Germinacion = plantulas normales al segundo conteo; PS = peso seco de

plantula; LMV = longitud media de vastago; LMR = longitud media de radicula.
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En la prueba de comparacion de medias (Cuadro 3), se observé que la
respuesta a la aplicacion de NPsFe:03 supero a la de MPsFeSO4, en las
variables fisiolégicas relacionadas con la germinacién, mostrando diferencias
significativas para el porciento de vigor de germinacion, germinacion y peso
seco de plantula, con valores de 47 %, 94 % y 0.082 mg/plantula
respectivamente, excediendo los valores presentados por las mismas variables
donde se aplic6 MPsFeSOs en 9 %, 4 % y 0.026 mg/plantula,
correspondientemente. En la variable longitud media de vastago, el resultado
fue inverso, ya que las plantulas donde se traté a las semillas con MPsFeSOa4
durante la imbibicion presenté 2.057 cm, en comparacion con el tratamiento con
NPsFe2O3 que mostro 2.002 cm, indicando probablemente mayor elongacion
celular, ya que el hierro es esencial en el crecimiento celular, sin incrementarse
significativamente el peso seco de plantula. Es importante mencionar que la
germinacion esta fuertemente condicionada por la absorcion de agua y oxigeno
a través de la testa, lo que activa el inicio de la germinacion (Leubner, 2003). En
este sentido, Khodakovskaya et al. (2009) report6 mejorias en la germinacion
de semillas de tomate con tratamientos de nanotubos de carbon, penetrando en
la capa gruesa de estas y apoyando la captacidon de agua. En el caso del hierro,
es un elemento esencial, ya que interviene en el transporte del oxigeno, de los
electrones, y en la catalisis de las reacciones necesarias para el desarrollo, la
diferenciacion y la proliferacion celular (Pérez, 2005), procesos importantes en
el metabolismo de la germinacion.

En el mismo sentido, Janmohammadi y Sabaghnia (2015) indican que la
aplicacién de las NPs puede mejorar la germinacion y el vigor de germinaciéon
de las semillas notablemente, cuando son adheridas como pretratamiento,
estando en funcion del tipo de cultivo al cual se aplique, el tipo y el tamafio de la
NPs.



24

Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el ensayo de germinacion de semillas de chile

poblano imbibidas en suspensiones de NPsFe203 y de MPsFeSOa.

FV Vigor de Germinacion PS LMV LMR
germinacion (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
(%)

Tipo Particula
NPS a7 a 94 a 0.082 a 2.002 b 8.077
MPs 38 b 90 b 0.056 b 2057 a 8.034
Media 42 92 0.069 2.029 8.055
Tukey (a=0.05) 6.40 2.917 0.004 0.046 0.203
Concentracién
0 ppm 41 a 94 a 0.069 a 1.765 C 7.890 Dbc
100 ppm 44 a 92 a 0.064 a 2213 a 8.643 a
200 ppm 38 a 89 a 0.062 a 2.142 ab 8.250 ab
500 ppm 34 a 94 a 0.068 a 2113 ab 7.489 c
2000 ppm 50 a 92 a 0.071 a 2.013 b 8.327 ab
4000 ppm 40 a 92 a 0.075 a 2.079 ab 7.628 C
6000 ppm 52 a 91 a 0.075 a 2160 a 8.367 ab
Media 43 92 0.069 2.069 8.084
Tukey (a=0.05) 38'7 8.56 0.014 0.135 0.591

Valores con la misma literal en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, a = 0.05); FV= Fuente de variacion; Vigor = plantulas
normales al primer conteo; Germinacion = plantulas normales al segundo conteo; PS = peso seco de plantula; LMV = longitud media de
vastago; LMR = longitud media de radicula.
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Respecto a la comparacion de medias por concentracion (Cuadro 2), en la
variable longitud media de vastago (LMV), se observé en el testigo el valor mas
bajo con 1.765 cm, indicando que al menos uno de los tratamientos aplicados
tuvo un efecto distinto, siendo el tratamiento con 100 ppm el que obtuvo el valor
mas alto con 2.213 cm, esto es un incremento de 80 %.

En lo correspondiente a la variable longitud media de radicula (LMR), el testigo
presentd 7.890 cm, estando por debajo la concentracion de 100 ppm que
obtuvo 8.643 cm, mostrando diferencias significativas. Al incrementar la
concentracién, se redujo el crecimiento de la radicula, con respecto al
tratamiento de 100 ppm. Esto indica que pudiera existir toxicidad, al inhibir el
crecimiento del sistema radicular.

Zhu et al. (2008) mencionan que las plantas de calabaza (Cucurbita maxima),
cultivadas en un medio acuoso con NPs de magnetita (NPsFe304), pueden
absorber, translocar y acumular las NPsFes3O4 en tejidos vegetales, ademas
realizaron una evaluacion sobre el efecto de las NPsFes3Oas recubiertas con
hidroxido de tetrametilamonio en el crecimiento de plantulas de maiz (Zea
mays), encontrando que en bajas concentraciones de ferro-fluido acuoso
estimulaban el crecimiento de la planta mientras que altas concentraciones
inducian efectos inhibidores o toxicos.

Por su parte, EI-Temsah y Joner (2010) observaron efectos inhibidores en
suspensiones acuosas de NPs de hierro zero-valente (NPsFezZV) a 250 ppm y
10 ppm para Ag. La inhibiciobn completa de la germinacién la observaron a
1000-2000 ppm de NPsFezV, indicando que las particulas utilizadas en bajas
concentraciones se pueden utilizar sin efectos perjudiciales en las plantas.

En un trabajo con otro tipo de NPs, realizado por Siddiqui y Al-whaibi (2013),
reportaron que al utilizar NPs de oxido de silicio (NPsSiO2) a una concentracion
de 8 ppm, se incremento el porcentaje de germinacion en 22.16 %, el indice de
vigor en 507.82 % y el tiempo de germinacion se redujo en 3.98 %, ademas de
tener un aumento de 117% en peso seco respecto al control en semillas de

tomate.
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Por su parte Zheng et al. (2005), mencionan que el peso seco de plantulas de
espinaca tratadas con NPs de oxido de titanio (NPsTIOz2), se incrementd en un
76% a una concentracion de 2.5 ppm, respecto al control, demostrando que con
NPsTiO2 se ayuda a la absorcion de agua, acelerando la germinacion,
concluyendo asi, que a una concentracibn adecuada podria promover la
germinacion, ademas del peso seco.

Lépez et al. (2016) reportaron que el porcentaje de germinacion se redujo un
30% en semillas de tomate tratadas con NPs de 6xido de cerio (NPsCeOz2) en
altas concentraciones (2000 ppm), al igual que Begum et al. (2011) reportaron
un retraso en la germinacion de semillas de tomate, repollo y espinaca roja al
utilizar NPs de grafeno en concentraciones de 500, 1000 y 2000 ppm, esto
debido a la acumulacion de NPs, causando toxicidad dentro de las semillas,
impidiendo su crecimiento y activacion de enzimas.

Por otra parte (Ghafari y Razmjoo, 2013), reportaron aumentos en el indice de
cosecha, el peso de 1000 granulos y el contenido de clorofila a medida que
aumento la tasa de sulfato de hierro y quelato de hierro, pero estos pardmetros
disminuyeron en la tasa més alta de NPsFeOs.

Feizi et al. (2012) determinaron que la longitud de los brotes, la longitud de las
plantulas y de las raices secas se vieron afectadas de forma significativa
(P<0.05) por las concentraciones de TiO2 a granel y a nanoescala, pero no se
tuvo ningun efecto significativo en la variable de longitud de raiz. El empleo de
NPsTiO2 en una concentracion adecuada podria promover la germinacion de la
semilla del trigo en comparacion con el TiOz a granel, caso contrario en altas
concentraciones, teniendo un efecto inhibitorio sobre el cultivo de trigo.

Lo anterior coincide con Lépez et al. (2016), quienes mencionan que cuando la
concentraciéon de NPs aumenta, hay un ligero aumento en el crecimiento de las
raices en semillas de tomate; del mismo modo reportaron que al utilizar el
tratamiento de 1000 ppm de NPs de ferrita de cobalto (NPsCoFe204), las raices
tuvieron un aumento de 1.6 cm en comparacion con el control. Wang et al.

(2010) encontraron que el efecto de las NPsFesOs4 sobre el crecimiento
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radicular de las plantas podria atribuirse a la liberacién parcial de estas, ya que
es un micronutriente necesario para el desarrollo de las plantas.

En lo que respecta a la interaccion Tipo de particula x Concentracién se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) para las variables vigor de
germinacion y germinacion.

En la Figura 2, se obtuvo una variacion mas amplia en los porcentajes de vigor
de germinacion, con una diferencia de 24 unidades, entre el tratamiento con
6000 ppm de NPsFez04 y el testigo. La diferencia se puede atribuir al efecto de

las NPsFe304 en el metabolismo del proceso germinativo.

Figura 2. Efecto del tipo de particula y la concentracién en la variable vigor de

germinacion.
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En la Figura 3 se observa una ligera variacion en los porcentajes de
germinacion, obteniendo un valor de 98 % con el tratamiento 6000 ppm de
NPsFes304, teniendo una diferencia de 3.5 unidades respecto al testigo, lo cual
indica que los tratamientos aplicados tuvieron un efecto positivo en las semillas
de chile poblano.
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Figura 3. Efecto del tipo de particula y la concentracion en la variable
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También se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.01) en las
interacciones entre el tipo de particula y la concentracién para las variables
peso seco de plantula, longitud media de vastago y longitud media de radicula.
En la Figura 4 se observa mejor respuesta del peso seco de plantula con los
tratamientos aplicados a semillas durante la imbibicion con NPsFez04, a altas
concentraciones (2000, 4000 y 6000 ppm), obteniendo valores superiores. Lo
anterior indica que el FesOs mejora la acumulacion de materia seca,
posiblemente a través de la asimilacion de COa.
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Figura 4. Efecto del tipo de particula y la concentracion en la variable peso

seco de plantula.
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La Figura 5 muestra resultados de la variable longitud media de radicula, como
respuesta a la aplicacion de diferentes dosis de NPsFes304, en donde se obtuvo
una variacion entre tratamientos, destacando la aplicacién de 100 ppm con una
mayor elongacion de radicula, seguido de 2000 ppm y por ultimo 6000 ppm.

Figura 5. Efecto del tipo de particula y la concentracion en la variable longitud
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En la Figura 6 se observa el comportamiento de la variable longitud media de
vastago, donde la aplicacién de 100 ppm de MPsFeSO4 supero el resto de los

tratamientos, incluyendo al testigo.

Figura 6. Efecto del tipo de particula y la concentracion en la longitud media de
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Estudio Il. Aplicacién de nanoparticulas de 6xido de hierro y
microparticulas de sulfato de hierro, en altas y bajas concentraciones,

para el desarrollo de la planta en casa sombra.

En el Cuadro 4 se muestran los cuadrados medios del analisis de varianza para
las variables evaluadas en el ensayo establecido en casa sombra con diferentes
niveles de NPsFe2Osy MPsFeSOa4, aplicadas durante el desarrollo del cultivo de
chile poblano.

En la fuente de variacion “fecha de medicion” se encontraron diferencias
altamente significativas (P<0.01) en todas las variables evaluadas, lo cual se
considera normal, ya que conforme fueron avanzando las etapas fenoldgicas
del cultivo, este se fue desarrollando ocurriendo cambios en él. En la fuente de
variacion tipo de particula, no se presentaron diferencias significativas, lo cual
indica que las aplicaciones de NPsFe20sy MPsFeSOa4, no causaron efecto en el
desarrollo del cultivo.

En lo que respecta a la fuente de variacion concentracion, se presentaron
diferencias altamente significativas en las variables diametro de tallo (DT),
indice de clorofila (IC), nimero de hojas y numero de frutos, influyendo de
manera directa la concentracion en el crecimiento del cultivo de chile poblano.
Por dltimo, en la interaccion de Tipo de particula x Concentracion no se
presentaron diferencias significativas en las variables evaluadas.

Li et al. (2015) encontraron diferencias significativas (P<0.01) en sus
experimentos realizados con semillas de colza, aplicando NPsTIO2 en variables
como altura de planta, longitud de la raiz principal y biomasa fresca. Por su
parte, Prasad et al. (2012) realizaron experimentos con NPsZnO, mostrado
diferencias significativas (P<0.05) en el crecimiento de tallo y raiz ademas de un

mayor contenido de clorofila foliar y una floracién temprana.
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Cuadro 4. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables evaluadas en el ensayo de invernadero

en plantas de Capsicum annuum.

FV GL AP DT IC NUmero de NuUmero de NuUmero de
(cm) (mm) (SPAD) Hojas Flores Frutos

Medicion 4 5039.43** 160.79** 26403.86**  89649.80** 5039.43** 26403.86**
Particula 1 19.97NS 0.104Ns 5.365NS 124.10NS 19.97Ns 5.36NS
Concentracion 6 39.04* 16.159** 534.28** 664.20** 39.04* 534.28**
Part/Conc 6 13.45NS 0.454Ns 4.331Ns 100.92Ns 13.45NS 4.33Ns
Error 430 10.091 0.254 15.73 91.98 10.09 15.73
CVv 11.37 12.17 7.23 22.40 11.37 7.23

™ = Diferencias altamente significativas (P<0.01)

= Diferencias significativas (P<0.05), N5= No diferencias significativas, FV = Fuentes

de Variaciéon, GL= Grados de libertad, AP = Altura de Planta, DT = Didmetro de Tallo, IC= indice de clorofila, CV= Coeficiente de

variacion.



33

En el Cuadro 5 se muestra la comparacién de medias para el ensayo de casa
sombra con diferentes niveles de NPsFe203 y MPsFeSOs, en el desarrollo del
cultivo de chile poblano, en el cual se observa que no hubo diferencias
estadisticas entre la aplicacibn de las NPsFe2Oz3 y las MPsFeSOs4 en las
variables evaluadas. Sin embargo, se observaron diferencias numéricas en
todas las variables, siendo en las plantas donde se aplicaron MPsFeSO4 donde
se observaron los valores mas altos, en las variables altura de planta, diametro
de tallo, indice de clorofila, nUmero de hojas, nimero de flores y namero de
frutos.

En el Cuadro 5 se presenta la comparacion de medias por concentracion de
particulas, se observé que a una concentracion de 20 ppm se presento la mayor
altura de planta (AP) con 29.91 cm, y con 2000 ppm la menor altura con 26.68
cm. En lo que respecta a la variable de diametro de tallo (DT) se tienen tres
grupos estadisticos, los cuales se pueden dividir en bajas concentraciones (5,
10, 20 ppm), como los mejores tratamientos, seguido del testigo (O ppm) y por
ultimo altas concentraciones (1000, 1500 y 2000 ppm), con los valores mas
bajos para esta variable. Para el indice de clorofila (IC) las mejores
concentraciones son de 10 y 20 ppm con valores de 58.95 y 58.02 unidades
respectivamente, en contraste con las altas concentraciones 1000, 2000 y 1500
ppm se presentaron valores de 50.81, 50.20 y 49.72, respectivamente. Lo
anterior indica que al incrementar la concentracion de las particulas, se tuvo un
efecto de fitotoxicidad. En la variable numero de hojas, las bajas
concentraciones presentaron los mayores valores con 47.51 en 20 ppm, 47.22
en 5 ppm, y 44.92 en 10 ppm, caso contrario a la concentracion de 2000 ppm
con 33.94, manifestando igualmente efecto por toxicidad.

Lo anterior indica que a bajas concentraciones (5, 10 y 20 ppm), existe un mejor
comportamiento de la planta, con mayor altura, diametro de tallo, indice de
clorofila y numero de hojas, comparado con el testigo y las altas
concentraciones (1000, 1500 y 2000 ppm), habiendo promocién del crecimiento,
por otra parte se observé inhibicion del mismo en las altas concentraciones.

Esto puede atribuirse a la acumulacion y disposicion de las NPsFesO4 en las
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hojas, debido a la aplicacion foliar que se realiz6 durante el desarrollo del
cultivo. Sin embargo, informacion sobre el modo de accion de las NPsFe3Oa4
sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, es todavia demasiado escaso.
Respecto a la fuente de variacion “fecha de medicion”, encontramos diferentes
grupos estadisticos, que como ya habiamos mencionado, el cultivo se fue
desarrollado y avanzando en la diferentes etapas fenologicas, mostrando
cambios en el cultivo y por consecuencia en los resultados obtenidos.

Lopez et al. (2016) estudiaron la tolerancia de las plantas de Solanum
lycopersicum con la aplicacion de NPsCoFe204, reportando un ligero aumento
en el crecimiento de la planta, al presentarse diferencias significativas (P<0.05)
en las raices de la planta en comparacion con el control.

Lee et al. (2010) mencionan que cuando la concentracién de NPsCoFe204 en
plantas de tomate aumenta, hay un ligero incremento en el crecimiento de las
raices hasta cierta concentracion de NPs. Ademas, el tratamiento de 1000 ppm
de NPsCoFe204 resultd en un aumento significativo de raices de tomate (6.9 +
0.3 cm), en comparacion con las raices de plantas del control (5.3 + 0.2 cm).
También reportaron que el contenido de clorofila en las hojas de tomate no
mostrd ninguna diferencia significativa en todos los tratamientos.

Estos resultados concuerdan con Li et al. (2015), quienes mencionan que en
sus experimentos realizados con NPsTiOz, observaron un mayor crecimiento de
plantulas de colza, principalmente la altura de planta, longitud de la raiz
principal y biomasa fresca en concentraciones de 4000 ppm. En el rendimiento,
no hubo un cambio estadistico significativo para el niumero de semillas por
vaina, sin embargo, se mejoré el peso de 1000 semillas, el rendimiento de
semilla por planta y el nimero de semillas por vaina, aumentando la dosis de
NPs, especialmente a una dosis de 4000 ppm.

Por su parte, Ghafari y Razmjoo (2013) mencionan que al aplicar NPsFe203 de
manera foliar sobre el cultivo de trigo, a una concentracion de 2 ppm, se mejoro
la actividad de las enzimas antioxidantes, el contenido de clorofila, el
rendimiento, los componentes del rendimiento y la calidad del grano de trigo en

comparacion con el testigo, FeSOa y fertilizacion de Fe comun.
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Ademas, Rao y Shekhawat (2014) indican que cuando la concentracion de
NPsZnO, en plantas de Brassica jucea, se incremento en el medio después de
96 h, las longitudes de los brotes y las raices disminuyeron, excepto a 200 ppm,
lo que podria deberse a la dosis muy baja y tolerabilidad de las especies de
plantas, también observaron que, a medida que aumentaba la concentracion de
NPs en el medio, se producia una disminucion estadisticamente significativa del
peso fresco y seco. Ademas de que a medida que aumentaba la concentracion
de particulas, habia una clorosis foliar en las plantas tratadas con NPs en
comparacion con el control.

Shah y Belozerova (2009) reportaron un aumento en la proporcion de brotes y
raices comparado con el control, ademas de analizar la influencia de las NPs
metalicas en la germinacion de las semillas de lechuga.

Prasad et al. (2012) lograron revelar el efecto promotor de las NPsZnO en
concentraciones optimas y el efecto inhibidor a altas concentraciones sobre el
crecimiento de raices, brotes y el rendimiento de la vaina en plantas de mani.
Las NPsZnO a una concentracion de 1000 ppm demostraron ser eficaces para
mejorar el volumen de la raiz y el peso seco de la raiz. Debido a sus efectos
promotores sobre el crecimiento de las plantas, los rendimientos de las vainas
aumentaron significativamente con respecto al control. A una mayor
concentraciéon de NPsZnO (2000 ppm), tanto el crecimiento de la planta como el
rendimiento de la vaina disminuyeron, concordando con los resultados de Lin y
Xing (2007) en sus experimentos sobre rabano, colza, maiz, lechuga y pepino.
Disfani et al. (2016) mencionan que la aplicacion de 15 ppm de NPs Fe/SiO2
aumentd la longitud del tallo: 8.25% y 20.8% para la cebada y el maiz,
respectivamente. Sin embargo, la concentracion de 25 ppm tuvo un impacto
negativo en la longitud del brote en la cebada.

Por su parte Bozorgi (2012), encontrd que al utilizar fertilizantes con aplicacion
foliar de quelato de NPsFe, en concentraciones de 2 ppm, mostraron un
rendimiento del fruto mas alto con un valor de 38.03 t/ha, 4.7 frutos por planta,
una altura de planta de 112.3 cm y numero de ramas por planta de 3.05, en el

cultivo de la berenjena.
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Nair y Chung (2015) mencionan sobre el efecto de las NPsCuO en la mostaza
India (B. juncea), observando una disminucion significativa en el contenido de
clorofila en plantas expuestas a NPsCuO, sugieren que la alta concentracion de
NPsCuO puede inducir cambios estructurales en las membranas de cloroplasto
por la accién de las especies ROS.

Por su parte Rao y Shekhawat (2014), también reportaron una disminucion en
el contenido de clorofila en B. juncea expuesta a NPsZnO, esto puede deberse
a la disminucion de tilacoides y grana en los cloroplastos; sin embargo, Truijillo
et al. (2014) observaron que 10 ppm de NPsFe/Fes304 no afectaron el contenido
de clorofila en plantas de L. sativa. Esto puede atribuirse a la baja

concentracion de NPsFe/Fez0a utilizadas en su estudio.
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Cuadro 5. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el ensayo de invernadero, asi como el nimero
de mediciones con diferentes niveles de NPsFe2O3 y MPsFeO4 en plantas de Capsicum annuum.

= AP DT IC Numero de Namero de Numero de
(cm) (mm) (SPAD) Hojas Flores Frutos

TP
NPs 27.63 a 413 a 54.65 a 42.02 a 27.63 a 54.65 a
MPs 28.23 a 4,16 a 55.01 a 4355 a 28.23 a 55.01 a
Tukey
(a=0.05) 0.59 0.09 0.71 1.71 0.59 0.71
Concentraciones
0 ppm 27.27 bc 414 b 5588 b 41.13 ab 27.27 bc 55.88 b
5 ppm 28.50 ab 4.67 a 57.46 ab 47.22 a 28.50 ab 57.46 ab
10 ppm 28.13 bc 461 a 58.95 a 4492 a 28.13 bc 58.95 a
20 ppm 2991 a 4.74 a 58.02 a 4751 a 2991 a 58.02 a
1000 ppm 27.30 bc 346 c 50.81 C 39.41 bc 27.30 bc 50.81 c
1500 ppm 27.27 bc 359 ¢ 49.72 c 39.20 Cc 27.27 bc 49.72 C
2000 ppm 26.68 C 343 ¢ 50.20 C 33.94 d 26.68 C 50.20 c
Tukey
(0=0.05) 1.66 0.25 2.03 491 1.66 2.03
Fechade
mediciones
1 19.10 e 2.45 e 32.81 e 7.92 e 19.10 e 32.81 e
2 23.74 d 3.37 d 45.67 d 24.44 d 23.74 d 45.67 d
3 27.62 C 443 ¢ 59.36 ¢ 40.89 c 27.62 c 59.36 c
4 33.30 b 514 b 67.22 b 6451 b 33.30 b 67.22 b
5 38.05 a 5.69 a 7391 a 84.40 a 38.05 a 7391 a
Tukey
(a=0.05) 1.30 0.19 1.56 3.78 1.30 1.56

FV= Fuente de variacion, TP=Tipo de particula, AP = Altura de Planta, DT = Diametro de Tallo, IC= indice de clorofila.
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Tasa de asimilacion de CO2
En el Cuadro 6 se presentan los cuadrados medios del analisis de varianza
para las variables fisiolégicas evaluadas en casa sombra con diferentes niveles
de NPsFe203 y MPsFeSOs, aplicadas durante el desarrollo del cultivo de chile
poblano.
Se reportaron diferencias altamente significativas (P<0.01) en la fuente de
variacion tipo de particula para las variables tasa fotosintetica, conductancia
estomatica (Cond), Transpiracién (Transp), Concentracién de CO: intercelular
(C), y Cond/CO2, lo cual indica que las NPsFe203 y MPsFeSO4 tienen un
efecto en la conversion de materia inorganica en materia organica, asi como en
la presion de vapor y el flujo de vapor sobre la superficie de la hoja ya que la
conductancia estomatica permite el intercambio fisico activo entre las partes
aéreas de la planta y la atmdésfera (Sandoval et al., 2010). Respecto a la fuente
de variacion concentracion, se presentaron diferencias altamente significativas
(P<0.01) en todas las variables, excepto en la variable Ci/Ca, indicando que
dependiendo de la concentracion de NPsFe203 y/o MPsFeSO4 suministradas a
la planta, afecta directamente la tasa fotosintética, conductancia estomatica,
transpiracion, Cond/COg, y el Cj, pudiendo estar relacionado con el elemento en
cuestion (Fe), ya que este micronutriente es esencial para las plantas, debido a
que acepta y dona electrones, ademas de realizar un papel importante en las
cadenas de transporte de electrones asociadas con la fotosintesis, respiracion,
fijacion del nitrdgeno, sintesis de clorofila, entre otras (Rout y Sahoo, 2015).
En la fuente de variacion hora de determinacion de la tasa de asimilacion de
CO2 y parametros asociados, se encontraron diferencias altamente
significativas (P<0.01) para todas las variables evaluadas, siendo estas
diferencias normales ya que conforme avanzan las horas del dia, las
condiciones del medio ambiente varian y las plantas van cambiando su
comportamiento. Por ultimo, en la interaccion tipo de particula x concentracion,
no se presentaron diferencias significativas.
Li et al. (2015) reportaron que los parametros fotosintéticos (tasa fotosintética

neta, conductancia estomatica, concentracién interna de CO: y tasa de
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transpiracién) no mostraron cambios significativos (P<0.05) justo después de la
exposicion a NPsTIO2, en plantulas de 45 dias de edad. Sin embargo, se
registr6 un aumento significativo (P<0.05) con el aumento de la concentracion
de NPs TiO2 durante las siguientes semanas y este aumento fue gradual.
Owolade y Ogunleti (2008) informaron que el rendimiento de semilla de caupi
(Vigna unguiculata Walp) se incrementdé cuando se aplicO de manera foliar
NPsTiOz, llegando a la conclusion de que puede deberse a la capacidad de las
NPsTIiO2 de fotocatalizar, conduciendo a un aumento de la tasa fotosintética.

La variable humedad relativa (HR) mostré diferencias significativas en las
fuentes de variacion tipo de particula, concentracion y hora de medicion, debido
a gque las condiciones ambientales varian a través del dia.

En el Cuadro 7 se muestra la comparacion de medias para las variables
fisiolégicas evaluadas en casa sombra con diferentes niveles de NPsFe20s3 y
MPsFeSOas. Se observd que la aplicacion de NPsFe20s3 dirigida a las hojas,
mostr0 mejor respuesta que las MPsFeSOs4, ya que en los procesos
fotosintéticos se obtuvo mayor tasa de asimilacion de CO2 (7.187 pmolCO2m2s
1), armonizado también con el valor de Ci, que presenté 224.01 umol CO2 mol
aire* con respecto a la aplicacion de MPsFeSO4, lo que indica una alta
eficiencia en la fijacion de CO2, debido principalmente a que los estomas se
encontraban abiertos lo suficiente para permitir la captura de CO2 y la enzima
Rubisco activada para hacer uso del CO: intercelular, aprovechando 175.99
ppm de los 400 disponibles en la camara. Por otra parte, la tasa de
transpiracion presenté un valor de 1.718 mol H20 ms1, permitiendo mantener
la entrada de CO: a los espacios intercelulares, y por lo tanto hacerlo disponible
para su fijacién en el mesofilo de las hojas. En cuanto a la relacion Ci/Ca, no se

observaron diferencias significativas, mostrando una eficiencia similar.
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Cuadro 6. Cuadrados medios del andlisis de varianza de las variables fisiol6gicas evaluadas en casa sombra

FOTOSINTESIS COND TRANSP Ci Humedad

FV GL  (umolco:mZs?)  (moimomess)  (mol oo m2st) ~ CONA/CO2 o omolaiet)  relativa CilCa
TP 1 81.20% 0.037% 6.48% 0.012% 491.79N 149.38%  0.054
Conc 6 50,70 0.020 8,65 0.006** 10327.92% 271.61%  0.096M
Hora 7 162.18% 0.053* 2 34% 0.017% 12459487 22418  0.705
TP*Conc 6 18,540 0.008MS 1.49N 0.002 5670.25N 5.93%  0.063%
Eror 30 4.91 0.002 0.47 0.001 2017.82 447  0.023
CV (%) 33.23 54.50 4353 51.82 20.16 380  27.08

™ = Diferencias altamente significativas, * = Diferencias significativas, N> = No diferencias significativas, FV: Fuentes de variacion, GL:
Grados de libertad, Cond: Conductancia, Transp: Transpiracion, Ci: Concentracion de CO: intercelular, Ci/Ca: CO:2 intercelular / CO2
disponible en el ambiente.
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Fotosintesis Cond Trans Ci Humedad

Vo molcomsh  (amoms)  (amoms) SO0 (ot relativa CiCa
Tipo de
Particula
NPs 7.187 a 0.09 a 1.718 a 0.057 a 224.01 56.298 a 0.583
MPs 6.162 b 0.07 b 1.435 b 0.045 b 221.51 54.912 b 0.558
Tukey 0.483 0.01 0.149 0.005 9.82 0.460 0.033
(a=0.05)
Concentracion
0 ppm 6.9528 bcd 0.09 ab 1.627 ab 0.055 ab 236.64 a 58.093 ab 0.640 a
5ppm 8.4208 a 0.11 a 2040 a 0.067 a 226.85 a 54.718 c 0.570 abc
10 ppm 7.1197 abc 0.09 ab 1.847 a 0.055 ab 227.10 a 52.802 0.581 abc
20 ppm 7.1558 ab 0.10 a 2.028 a 0.061 a 238.11 a 52.865 0.609 ab
1000 ppm 5.5187 e 0.05 C 0.962 0.035 c 195.85 b 58.938 a 0.497 c
1500 ppm 5.764 cde 0.06 bc 1.167 C 0.039 bc 214.17 ab 56.956 b 0.535 bc
2000 ppm 5.736 de 0.07 bc 1.341 bc 0.043 bc 221.06 ab 55.245 C 0.563 abc
Tukey (a=0.05) 1.365 0.02 0.422 0.016 27.74 1.300 0.095
Hora
9h 5.078 de 0.16 a 1.600 abc 0.097 a 327.13 a 60.819 a 0.832 a
10h 7.484 bc 0.10 b 1.640 ab 0.061 b 248.1 b 54.373 c 0.620 b
11h 9.822 a 0.07 bc 1.471 bc 0.045 bc 140.64 57.139 b 0.404 d
12 h 8.955 ab 0.08 bc 1.957 a 0.050 bc 174.89 d 54.347 C 0.451 cd
14 h 7.378 C 0.07 bc 1.777 ab 0.044 bc 194.11 cd 54.316 C 0.497 cd
15h 5.728 d 0.06 1.594 abc 0.038 216.75 C 55.254 o 0.552 bc
16 h 5.403 de 0.05 1.412 bc 0.036 216.22 c 54.129 C 0.550 bc
17 h 3.994 e 0.05 1.168 C 0.035 248.03 b 54.540 C 0.628 b
Tukey (a=0.05) 1.501 0.03 0.464 0.018 30.52 1.429 0.104

FV: Fuentes de variaciéon, Cond: Conductancia, Transp: Transpiracion, Ci: Concentracion de CO: intercelular, Ci/Ca: COz intercelular /
disponible

CO2

el

ambiente.
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En la fuente de variacién concentraciéon, se observo que al aplicar al follaje de la
planta 5 ppm se obtuvo la mejor tasa de asimilacion de COz con 8.420 pmol
CO2 m? s, mostrando mayor eficiencia en la fijacion del CO: intercelular, ya
gue se aprovechd 173.15 de los 400 ppm del CO: disponibles en la camara.

Por el contrario, se observd que al incrementar la dosis de aplicacion,
progresivamente se redujo la tasa de asimilacion de CO2, a 1000 ppm se
obtuvo el valor mas bajo de fotosintesis (5.518 pmol CO2 m s1), sin embargo
estadisticamente igual al aplicar 1500 y 2000 ppm, que presentaron valores de
5.764 y 5.736 pumol CO2 m? s, La tasa de transpiracién también se redujo al
incrementar la dosis de las particulas, posiblemente debido a una respuesta al
exceso de Fe. El Cjigualmente se redujo, debido a la disminucion en la gs.

En la fuente de variacion Hora se observaron diferentes grupos estadisticos,
debido a que las condiciones del ambiente varian durante la toma de datos en
campo. Se obtuvo la mejor tasa fotosintética a las 11 horas con 9.822 umol CO:
m2 s, con una conductancia de 0.074 mol H20 m?2 s, una transpiraciéon de
1.471 mol H20 m2 s y un Ci de 140.64 umol CO2 mol aire’, lo que indica que
los estomas se encontraban poco abiertos minimizando la salida de vapor de
agua por medio de la tasa de transpiracion. El valor de Ci fue el menor a las 11
h, indicando la eficiencia del mesofilo en la fijacion de CO2, ya que no hubo en
ese instante limitacion en la gs. La relacion Ci/Ca mostré un valor de 0.62,
siendo menor al testigo en 0.212 unidades, reflejando la eficiencia de la enzima
Rubisco en la fijacion de CO2. Durante la tarde se observo que al transcurrir el
tiempo, se redujo la fijacién de CO2, presentando 3.994 pumol CO2 m? st a las
17:00, debido principalmente a la disminucion en Radiacion fotosintéticamente
Activa (PAR).

Algunos estudios han sugerido que la aplicacion de NPsSe puede aumentar la
eficiencia del uso del agua y la tasa de fotosintesis en las plantas (Haghighi et
al., 2014; Janmohammadi y Sabaghnia, 2015; Ma, 2013).

Nekrasova et al. (2011) mencionan que la aplicacion de NPs a bajas
concentraciones de cobre, estimulan la fotosintesis aumentando su tasa de 130

a 140 % respecto al control. También observaron un efecto inhibidor
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significativo a concentraciones de 1 y 5 ppm, atribuyéndose directamente al
estrés oxidativo (Burzynski et al. 2004) o a la inactivacion de Ribulosa bifosfato
(RuBP) carboxilasa, una enzima clave en la fijacion fotosintética de CO2, debido
a la interaccién del cobre con los grupos SH. En la variante con iones de cobre,
el contenido de clorofilas A y B aumenté al 120 % del nivel de control a bajas
concentraciones de cobre y disminuy6 de 32 a 71 % en concentraciones mas
altas. Los iones de cobre inhibieron mas la fotosintesis que las NPsCuO.

Por otra parte, Pereira et al. (2013) encontraron que la reduccién en la
fotosintesis del arroz puede atribuirse a limitaciones estomaticas a dosis
moderadas de Fe?* (4 mM) y limitaciones tanto estomaticas como no
estomaticas a dosis mas altas. Mencionan que la disminucion repentina de la
fotosintesis neta hasta la dosis de 4 mM puede atribuirse a la limitacion de los
estomas, evaluada por los valores mas bajos de conductancia estomética y la
relacion Ci/Ca a esta dosis.

Resultados similares fueron encontrados por Dufey et al. (2009), quien
consider6 que el cierre estomatico, es una respuesta tardia al aumento de la
absorcion de Fe, un sintoma de estrés por toxicidad del mismo elemento en
lugar de un mecanismo de resistencia.

Zhao et al. (2015) encontraron que las NPsCeO:2 no afecta la fotosintesis neta,
la tasa de transpiracion, la conductancia estomética y el contenido relativo de
clorofila de las hojas en plantas cultivadas hasta la madurez completa. La
fotosintesis neta de las plantas tratadas con 800 ppm de NPsCeO2, aumento en
comparacion con el control al dia 30.

El intercambio de gases (fotosintesis neta, tasa de transpiraciéon y conductancia
estomatica) no se vio afectado por las NPsCeO2 incluso en altas
concentraciones, por lo tanto, muy probablemente, las NPs CeO2, no afectaron

el intercambio de gases foliares (Zhao et al., 2013).
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CONCLUSIONES

La nanotecnologia puede desempefiar un papel importante en la mejora de las
técnicas de produccién del chile poblano. Las NPsFez0s tienen una
potencialidad para mejorar vigor de germinacion, porcentaje de germinaciény el
crecimiento de las plantulas de chile poblano.

La aplicacion de NPsFe203 mejord significativamente el porcentaje de vigor de
germinacion y de germinacion de las semillas de chile poblano, con respecto a
las MPsFeSO4. Un aumento en vigor de germinaciéon mediante la aplicacion de
NPsFe:Os puede ser efectivo para el crecimiento y el rendimiento de los
cultivos horticolas.

Los resultados mostraron que las diferentes dosis de NPsFe203 tuvieron un
efecto significativo en el desarrollo de la plantula, obteniendo mayor desarrollo a
100 ppm.

En la interaccion tipo de particula y concentracion, se observd que imbibir
semilla en suspensiones a 2000 ppm de NPsFe20s3, se obtiene mayor vigor de
germinacion y peso seco de plantula.

En el estudio de invernadero, a bajas concentraciones (5, 10 y 20 ppm), se
observé mejor comportamiento de la planta, con mayor altura, diametro de tallo,
indice de clorofila y numero de hojas, comparado con el testigo y las altas
concentraciones (1000, 1500 y 2000 ppm), habiendo promocion del crecimiento
en bajas concentraciones y una ligera inhibicion del mismo en altas
concentraciones. Las NPsFe203 y MPsFeSOa4 tienen un efecto en la conversion
de materia inorganica en materia organica, asi como en la presion de vapor y el
flujo de vapor sobre la superficie de la hoja.

Dependiendo de la concentracion de NPsFe203 y/o MPsFeSO4 suministradas a
la planta, afecta directamente la tasa fotosintética, conductancia estomatica,
transpiracion, Cond/COg, y el Ci, pudiendo estar relacionado con el elemento en

cuestion (Fe).
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El presente experimento, invita a la comunidad cientifica a seguir con las
investigaciones en otros cultivos para utilizar las NPs como fertilizantes y

mejorar de alguna manera el proceso de germinacion.
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