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RESUMEN

El presente estudio se realizO con el objetivo de evaluar el efecto de
nanoparticulas a nivel de biomasa y micromorfologia en raiz y tallo de maiz y frijol bajo
invernadero. El estudio se llevé a cabo en el Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV) Unidad Saltillo y en la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro Saltillo Coahuila. Se utilizaron plantas de maiz y frijol a las que se les
aplico las siguientes nanoparticulas: en maiz (FesO4, FEOOH, Fe203, ZnO y TiO2), en
frijol (FesO4, FEOOH y Fe203) a 3y 6 g/l mas un control, se realizaron muestreos a 23
- 73 dias, se evaluaron variables de biomasa (peso fresco, peso seco y longitud en
raiz y parte aérea) y micromorfologicas (area del has vascular, nUmero de vasos de
xilema y el area de vasos de xilema en raiz y tallo). Los resultados en biomasa
muestran que la aplicacion de nanoparticulas de ferrihidrita, hematitan, oxido de zinc
y diéxido de titanio a concentraciones bajas influyen en el crecimiento y desarrollo de
la planta de maiz en cuanto a peso y longitud de raiz y parte aérea a 23 y 73 dias, en
frijol las nanoparticulas de hematita a concentraciones altas aumentan el peso de la
plantay la ferrihidrita a concentracion baja disminuye el sistema radicular pero induce
a gue aumente la parte aérea de la planta. En micromorfologia la Magnetita, Hematita
y Ferrihidrita en tallo a 6 g/l y en raiz a menor concentraciéon 3 g/l aumentaron el area
del haz vascular, area de vasos de xilema y el nUmero de vasos los cuales se fueron
modificando de acuerdo al desarrollo de la planta. El efecto en biomasa y Ila
micromorfologia de maiz y frijol al aplicar nanoparticulas, dependera del tipo de
nanoparticula y la concentracion que se le suministre a la planta.

Palabras Clave: Cambios Morfologicos, Cultivo, Concentracion, Histologia

VI



INTRODUCCION

Las nanoparticulas son una nueva clase de materiales (sean ceramicos,
metales, semiconductores, polimeros, o bien, una combinacién de estos), en donde
por lo menos una de sus dimensiones se encuentra entre 1y 100 nm (Gutiérrez et al.,
(2009). La distribucion de tamarios detallada y la quimica de las particulas en el medio
ambiente es dificil de analizar, debido a que sus concentraciones son generalmente
bajas. Los tamafos de las particulas de materiales inorganicos, tales como sulfato,
amonio, nitrato, cloruro y compuestos organicos van desde 50 nm a 2 micras, con un
tamafo medio de aproximadamente 100 nm (Cabada et al., 2004).

Dicho lo anterior las nanoparticulas generadas a través de los procesos de
produccion o durante los procesos de combustion en la industria tienen el potencial
para entrar en contacto con los cultivos y plantas silvestres (Fernandez-Luquenio et al.,
2014). Investigaciones demuestran el efecto de las nanoparticulas en los cultivos como
es el caso de calabacin Cucurbita pepo la germinacién de la semilla y la elongacién de
las raices no fueron significativamente diferentes en la presencia de 1.000 mg/l de
ZnO, mientras que el Cu y Ag inhibieron el crecimiento de la raiz (Stampoulis et al.,
2009). Lin y Xing (2008), encontraron que nhanoparticulas de oéxido de zinc
administradas a Lolium perenne L. (ryegrass) en concentraciones de 8-1,000 mg/l se
translocaron en la endodermis y células de la planta, ademas provoco dafio severo en
la raiz, provocando gran inhibicién del crecimiento de la planta. Nanotubos mono de
capa de carbono mostraron afectaciones significativas en la zona de elongacion

radicular de cultivos como tomate, repollo, zanahoria y lechuga (Cafias et al., 2008).



El maiz y el frijol son cultivos de suma importancia para el pais y forman parte
de la dieta basica de cada familia. El frijol en México ocupa el segundo lugar por
superficie cultivada y el sexto por valor de la produccion. Su importancia es ancestral
y es la base de la alimentacion y fuente de nutrientes desde la época prehispanica
(Celis-Velazquez et al., 2010).Estudios realizados arrojan resultados favorables como
Xingmao et al., (2010), quienes mostraron que nanoparticulas de TiO2 a
concentraciones de 2.5-40 g kg de suelo, mejoraron el crecimiento de la espinaca.
Otros resultados con efectos no significativos, como los presentados por Doshi et al.,
(2008), donde nanoparticulas de aluminio no demostraron tener un efecto significativo
en el maiz en estudios realizados en columnas de arena con concentraciones de hasta
17 mg L.

Las nanoparticulas liberadas diariamente al ambiente a través de los procesos
de produccioén o durante los procesos de combustién en la industria (termoeléctrica,
ladrillera, cementera, etc.) son fuente de contaminacién, el cual podria causar efectos
toxicolégicos afectando el medio ambiente, los cultivos, el Hombre entre otros

sectores.

En México aln no hay investigaciones que evallen el efecto potencial en la
biotransformacion de los mecanismos nacionales en los cultivos de alimentos, y la
posible transmision de los mecanismos nacionales para la proxima generacion de
plantas expuestas a los nanomateriales es por eso que con esta investigacion se dara
a conocer cuales son las repuestas morfolégicas y fisiologicas de las plantas a las altas
concentraciones de Nanoparticulas y los sitios de acumulacion de éstas en los tejidos

de las plantas.



OBJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de las nanoparticulas de ZnO, TiO2, Fe304, FEOOH y Fe20s3,
sobre la micromorfologia y la biomasa de tallo y raiz en Zea mays L. y Phaseolus

vulgaris L. establecidos en invernadero.

Obijetivos especificos

Analizar el efecto de cinco concentraciones de nanoparticulas en dos cultivos

de importancia econémica como el maiz y el frijol.

Estimar la produccion de biomasa de raiz y tallo en respuesta a la aplicacion

de nanoparticulas.

Identificar alteraciones micromorfoldgicas en tejidos y células de raices y tallos
de maiz y frijol, por efecto de la aplicacion de las diferentes concentraciones

nanoparticulas.

HIPOTESIS
Las nanoparticulas desechadas al ambiente de forma natural y por actividades
de origen antropogénico, alteran la micromorfologia, el crecimiento y desarrollo de

plantas como el maiz y el frijol.



REVISION DE LITERATURA

Aplicaciones de la Nanotecnologia

La nanotecnologia ha sido definida como toda aquella tecnologia que se
relaciona con nuevos materiales, sistemas y procesos que operan a una escala de 100
nandémetros (nm) o menos, supone la manipulacién de materiales y la creaciéon de
estructuras y sistemas a escala de atomos y moléculas, esto es, a hano escala. Las
propiedades y efectos de las particulas y materiales a nano escala difieren
considerablemente de las particulas mas grandes con igual composicién quimica. Las
nanoparticulas pueden tener una mayor reactividad quimica y ser mas bioactivas que
las particulas mas grandes, por su tamafio, tienen mejor acceso a cualquier cuerpo y
tienen probabilidad de entrar en células, tejidos y 6rganos. Estas propiedades ofrecen
nuevas aplicaciones en casi todas las areas de la industria (Lugo-Medina et al., 2010).

La nanotecnologia tiene aplicacion en sistemas de alimentacion y agricultura
sustentable, mientras que los nanomateriales ofrecen innovaciéon de productos a la
industria de alimentos, en forma de colorantes, saborizantes, aditivos nutricionales e
ingredientes antibacterianos para el envasado, asi como agroquimicos Yy fertilizantes
mas potentes. Por ejemplo, compuestos de nanoarcilla (plasticos a los que se les ha
agregado plaquetas de arcilla nanoscoépicas) tanto en el envasado de alimentos y
bebidas como en plasticos de uso agricola que permiten la liberacion controlada de
herbicidas; también se esta estudiando su empleo como revestimientos de fertilizantes

de liberaciéon controlada (Lugo-Medina et al., 2010).



La posibilidad que tienen las nanotecnologias de aplicarse a multiples sectores
permite a las compafias ampliar sus actividades comerciales incursionando en otras
industrias y nuevos segmentos de mercado (Fernandez-Luquefio et al., 2014).

La nanotecnologia promete ser la proxima revolucion tecnoldgica. EI mercado
de nanoparticulas es reducido actualmente, pero se espera que en la préxima década
se incremente considerablemente. Au que es frecuentemente presentada como una
tecnologia limpia y ampliamente benéfica, la nanotecnologia ya esta generando
considerable debate. Rapidamente han emergido controversias a propositos de sus

posibles impactos sobre la salud y el medio ambiente (Foladori y Invernizzi, 2005).

Automocion

Médica,
Farmaceuticay
Alimentaria

1.317 PRODUCTOS COMERCIALES

Figura 1. Principales aplicaciones de la nanotecnologia (Avalos et al., 2013).

Nanoparticulas
Las nanoparticulas son particulas cuyas dimensiones estan entre 1 y 100

nandémetros que se producen de manera natural en caso de incendios forestales,
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erupciones volcanicas, etc., y se pueden fabricar e incorporar en diferentes procesos
industriales lo que ha dado lugar a una gran exposicion de estos nanomateriales a
nivel ambiental (Frejo et al., 2011).

Las nanoparticulas han existido en el planeta por siglos, algunos ejemplos son
las particulas de humo y las nanoparticulas dentro de las bacterias, en algunas
civilizaciones antiguas ya se utilizaban aprovechando sus propiedades Opticas y
medicinales (Gutiérrez-Wing, 2001)

Frejo et al., (2011), mencionan que las nanoparticulas presentan propiedades
fisicas y quimicas Unicas, las cuales difieren significativamente de Ilas
correspondientes al mismo material de mayor escala, por lo que no es posible predecir
su perfil de toxicidad por extrapolacidon a partir de datos de sus equivalentes de mayor
tamafo. Lo que puede plantear nuevos riesgos para la salud del hombre y de otras
especies. De hecho, es posible que los mecanismos de defensa del hombre no
consigan reaccionar adecuadamente ante la presencia de dichas particulas
manufacturadas, que poseen caracteristicas completamente desconocidas para estos
mecanismos de defensa.

Principales tipos de nanoparticulas
Cuatro son las principales clases en las que en general son clasificados los
nanomateriales

(a) Materiales de base de carbon: con formas esféricas, elipsoidales o tubulares;
los fullerenos 1 esféricos son a veces denominados buckyballs, mientras que los
cilindrico-tubulares como nanotubos; sus propiedades fundamentales son su reducido
peso y su mayor dureza, elasticidad y conductibilidad eléctrica, entre otras. (Delgado,

2007).



(b) Materiales de base metélica: pueden ser quantum dots (puntos cuanticos o
transistores de un solo electron o nanoparticulas de oro, plata o de metales reactivos

como el didxido de titanio, entre otras (Delgado, 2007).

Cm—Buckyball  Nanotubo Man otubo

Monocapa Multicapa
' .f J
Nanoparticula Punto Cuéntico Dendrimero

de Oro

Figura 2. Tipos de nanoestructuras (Delgado, 2007).

(c) Dendrimeros: polimeros nanométricos construidos a modo de arbol en el que
las ramas crecen a partir de otras y asi sucesivamente; las terminaciones de cada
cadena de ramas pueden disefiarse para ejecutar funciones quimicas especificas -una
propiedad util para los procesos cataliticos-; ademas, dado que tienen cavidades
internas, su uso meédico para la “entrega de droga” es factible (lo mismo sucede con el
caso de algunas estructuras de carbdn y metdlicas) (Delgado, 2007).

(d) Composites: combinan ciertas nanoparticulas con otras o con materiales de
mayor dimension; el caso de arcillas nanoestructuradas es un ejemplo de uso

extendido para la fabricacion de diversos productos (Delgado, 2007).



Clasificacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas de acuerdo a su origen se pueden clasificar en

nanoparticulas naturales o artificiales, a continuacion se describe cada una de ellas.

Nanoparticulas de origen natural

Las nanoparticulas se producen de manera natural en caso de incendios
forestales, erupciones volcénicas etc. Algunas son de origen biolégico, como virus y
bacterias y otras son de origen mineral o medioambiental como las que contiene el
polvo de arena del desierto, o las nieblas y humos derivados de la actividad volcanica

o de los incendios forestales (Frejo et al., 2011).

Segun Zalts, (2011), las particulas nanométricas naturales en general tienen
tiempos de vida cortos en el ambiente, ya que desaparecen por disolucién o por

formacion de aglomerados mayores.

Nanoparticulas antropogénicas

Frejo et al., (2011) mencionan que son aquellas que se producen en procesos
industriales como la produccion de materiales a gran escala por procedimientos a altas
temperaturas (como el humo de silice, particulas ultra finas de 6xido de titanio y
metales ultra finos), procesos de combustién (diésel, carbon), obtencidén de pigmentos,

0 en procesos domesticos.



Nanoparticulas de oxidos.

Guerrero et al., (2011), mencionan que las nanoparticulas de 6xidos metéalicos
presentan mejores propiedades eléctricas, Opticas, magnéticas, quimicas y fisicas en
relacion a las de sus homologas de tamafo volumétrico. Dichas propiedades
dependen de manera directa de los cambios estructurales que experimentan las
particulas cuando se acercan a la escala nanométrica. Esta disminucion de tamafio
genera una mayor disponibilidad de atomos superficiales y la formacion de niveles
discretos de energia. Como resultado se obtienen materiales nanoestructurados con

aplicaciones en la industria

Magnetita.

La magnetita (FesOs) en forma nanoparticulada ha encontrado diversas
aplicaciones en el campo de la biomedicina, en fenbmenos como el transporte
selectivo de farmacos, con prometedor futuro en la terapia del cancer, en el
mejoramiento por contraste de las imagenes por resonancia magnética, en la
reparacion de tejidos, en la reduccion de la toxicidad de los fluidos biolégicos, entre
otros. Diversos 6xidos nanoestructurados basados en magnetita han resultado ser
buenos dispositivos para la manufactura de materiales magnéticos, peliculas de

proteccion sensibles, catalizadores, pigmentos (Picasso et al., 2012).

Picasso et al.,, (2012), mencionan que la magnetita ha sido utilizada en
aplicaciones biomédicas como un trazador para la reparacion de tejidos, para el
mejoramiento de las propiedades de farmacos, deteccion temprana de algunos

carcinomas, entre otros. La investigacion de la magnetita nanoparticulada como



componente principal de sensores y su interaccion con polimeros de impresion
molecular para la deteccién de colorantes es interesante desde el punto de vista

ambiental.

Hematita

Estudios de laboratorio han comprobado que las particulas de hematita (Fe203)
forman una capa de 6xido protector y detienen el avance de ataques corrosivos sobre
las estructuras metdlicas. La incorporacién de nano-6xidos de hierro en pinturas y
barnices mejora significativamente el comportamiento de estos recubrimientos frente
a las sales y cloruros, evitando la disminucién de su transparencia y de su brillo. Este
cambio de comportamiento radica en que las propiedades de los materiales cambian
significativamente cuando su tamafio es menores a 100 nm (Berrones y Lascano,

2009).

La hematita ha captado especial atencion debido a sus diversas aplicaciones y
usos en biomedicina, nanocatalisis, nanodielectricos, biosensores, ceramicos,

pigmentos, entre otros (Berrones y Lascano, 2009).

Oxido de Zinc.

Martinello et al., (2012), mencionan que el ZnO es insoluble en agua y etanol
pero es soluble en acidos minerales diluidos y es un polvo fino, blanco o ligeramente
amarillento. En grandes cantidades y alta pureza, se recomienda para usos en la

industria farmacéutica, de la alimentacion y de la cosmética.
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El ZnO es un metal de transicion y un semimetal que puede reaccionar con
acidos y bases generando agua y sal. Es un material semiconductor, es relativamente
barato y presenta una baja toxicidad, siendo muy efectivo en la proteccién contra los
rayos UV. Es un material excelente para la fabricacion de pantallas solares, porque
absorbe los rayos ultravioleta y combate los potenciales problemas asociados a la

exposicion al sol (Martinello et al., 2012).

Se puede emplear en productos para el cuidado de la piel, en protectores
solares, productos de maquillaje, desodorantes, en recubrimientos de botellas y puede

ser empleado para el pulido de superficies (Zalts, 2011).

Di6xido de Titanio

El diéxido de titanio TiO2, es un semiconductor tipo n sensible a la luz que
absorbe radiacion electromagnética, principalmente en la region UV, ademas es un
oxido anfétero muy estable quimicamente. Por estas caracteristicas, es el
fotocatalizador mas empleado actualmente para degradar moléculas organicas
durante la purificacibn del agua. Ademas se utiliza como pigmento blanco,
recubrimiento anticorrosivo, sensor de gases, absorbente de rayos UV en productos

cosméticos y de manera general en la industria cerdmica (Vargas et al., 2011).

Segun Hernandez et., al (2008), mencionan que el Diéxido de Titanio es uno de
los semiconductores mas investigados dentro de los procesos de oxidacion avanzada,
debido a que este posee propiedades fotoconductoras y fotocataliticas que lo

presentan como uno de los 6xidos de mayor impacto en la degradacion de ozo-
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clorantes, oxidacion de compuestos organicos volatiles y degradacion de compuestos

organicos clorados, entre otras.

Toxicidad de las nanoparticulas

La captacion, la translocacion y la toxicidad de PN a los seres humanos,
animales y, en algunos casos, a las plantas se han estudiado en diversos montajes
experimentales. La acumulacién, la persistencia y el impacto de los parlamentos
nacionales en el metabolismo de la planta y el desarrollo dependeran del tamafio, la
concentracion y la quimica de NPs, asi como el medio quimico de la subcelular sitios
a los que se depositan las nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden ser toxicas para
los tejidos de la planta, debido a los efectos quimicos o fisicos. Por lo tanto, NPs actian
como catalizadores e interactores o, en caso de disolucion, como iones metalicos

solubles. (Karl-Josef y Herth, 2011).

Las nanoparticulas interactuar con los sistemas biol6gicos por cinco modos
principales: Efectos quimicos como iones metédlicos en solucion después de la
disolucién, y debido a efectos mecénicos esferas duras y definidas las interfaces (Karl-

Josef y Herth, 2011).

Efectos quimicos

Los metales toxicos, tales como Cu, Cd, mercurio (Hg), Ni y Zn, se unen a
componentes celulares, incluyendo proteinas, por ejemplo a grupos sulfhidrilo,
carboxilo o imidazol, y modificar sus actividades. Esta interferencia con los procesos
celulares a menudo provoca desequilibrios redox y el estrés oxidativo en plantas de

metal expuestas (Schitzendubel y Polle 2002). Algunos metales, tales como Cu y Fe,
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la transferencia de electrones a O2 como aceptores para formar Oz0 a H202 para
formar el OH extremadamente reactiva.radicales. Estas reacciones aumentan el estrés
oxidativo en las células afectadas. Particulas elementales de los metales basicos a
menudo se disuelven facilmente. Particulas oxidicos disuelven como iones metalicos
en solucion con muy diferentes tipos y por lo tanto pueden ejercer su accion tdxica en
forma de iones. Mas metales nobles, tales como Ag, se disuelven
lentamente. Concentraciones de NP en la atmosfera y el suelo son generalmente bajas
y la mayoria se asocian con las superficies de las plantas. Por lo tanto, el efecto de
toxicidad a través de esta via se puede considerar pequefia, a excepcion de la
intoxicacién masiva y efectos locales, debido a la liberacion de grandes cantidades de

iones en un sitio especifico (Schutzendubel y Polle, 2002)

Efectos mecéanicos

Los efectos mecéanicos dependen del tamafio de las particulas y no en la
quimica de las particulas. Ellos incluyen el relleno de los poros, que son entonces
disponibles para otros procesos de transporte. Un ejemplo es la inhibicién del
transporte de agua en presencia de altas concentraciones de NP en el suelo. Los
mecanismos de toxicidad de CuO y ZnO NPs pueden depender principalmente de la
interaccién entre los parlamentos nacionales y biomoléculas, y la toxicidad implica

principalmente desplegamiento de la proteina (Chang et al., 2012).

Efectos cataliticos
Muchos metales, incluyendo Ag, Pt, Pd, oro (Au), Fe y Co, catalizan reacciones

guimicas, como las reacciones de oxidacion-reduccién. Los iones metalicos a bajas
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concentraciones compatibles con las células estan por lo general obligados a
guelantes constitutivos o inducibles, incluyendo fitoquelatinas, acidos orgéanicos,
metalotioneina y ferritina o estan compartimentados por procesos de transporte. Estos
mecanismos son ineficaces si estos metales se introducen en forma de particulas en
las células o compartimentos celulares. Sin embargo, dependiendo de la superficie
accesible y medio celular, la actividad catalitica de los iones metalicos se puede
preservar y, como resultado, las moléculas modificadas, tales como proteinas
oxidadas, se puede acumular. Tales mecanismos pueden explicar la fuerte toxicidad

de Cu-NP en ratones in vivo (Huan et al. 2007)

Nanoparticulas y medio ambiente

Las nanoparticulas se producen de manera natural en caso de incendios
forestales, erupciones volcénicas, etc., y se pueden fabricar e incorporar en diferentes
procesos industriales, lo que ha dado lugar a una gran exposicion de estos

nanomateriales a nivel ambiental (Frejo et al., 2011).

Las particulas nanométricas naturales en general tienen tiempos de vida cortos
en el ambiente, ya que desaparecen por disolucién o por formacion de aglomerados
mayores. En cambio las nanoparticulas sintéticas fueron disefiadas para ser
persistentes, ya sea a través del uso de recubrimiento o por agentes fijadores, ademas
pueden contener compuestos en formas estructurales que no existen naturalmente y
cuya interaccion con los seres vivos puede ser diferente a la que se conoce para otras

formas quimicas (Zalts, 2011).
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La produccién y usos cada vez mas amplios y difundidos de nanomateriales
causaran la liberacion de nanoparticulas al ambiente, donde podran interactuar con
los componentes bidticos y abibticos de los ecosistemas. A pesar de los innegables
beneficios de incluir nanoparticulas en la formulacion de productos de consumo,

pueden generar nuevos riesgos ambientales (Zalts, 2011).

Para Frejo et al. (2011), el efecto de las nanoparticulas en el ambiente es hoy
en dia de gran preocupacion y es conveniente realizar estudios de evaluaciéon de esas

nanoparticulas sobre.

. Toxicidad de particulas y fibras provenientes de nanomateriales.

. Ciclo de vida de los nanomateriales.

. Destino del material contaminante por adsorcion desde el agua.

. Biodegradabilidad y persistencia de nanomateriales basados en polimeros.

. Relanzamiento de nanomateriales toxicos del ambiente.

. Métodos de eliminacion de nanomateriales toxicos del ambiente.

. Uso mal intencionado de los nanomateriales.

. Examinar la ruta de la captacion de las NP’s de sintesis de los organismos en

diferentes ambientes (comportamiento en la cadena alimentaria).

Existe una exposicion a nanoparticulas potencialmente contaminantes a través

del aire mediante su uso en procesos industriales, al agua a travées de las aguas
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residuales por derrames o lavados, y en el suelo donde se pueden acumular por su
uso en herbicidas, industria electronica, neumaticos, pilas de combustible, vertido de
muchos productos, desconociéndose de que manera puedan transformarse, por lo
cual es necesario estudiar su distribucion en los distintos comportamientos industriales

(Frejo et al., 2011).

Nanoparticulas en la atmosfera

Una de las principales interacciones del ser humano con el medio ambiente se
da con el aire, de donde este toma el oxigeno necesario para todas las funciones
vitales y junto con el oxigeno ingresan en el organismo infinidad de particulas que se
encuentran suspendidas en la atmosfera. El aire puede transportar las nanoparticulas,
debido a su peso y tamafio, por lo que puede viajar grandes distancias e interactuar
con otros contaminantes, generando efectos indeseables sobre el medio ambiente y

la salud (Frejo et al., 2011).

Las nanoparticulas en la alimentacién y agricultura

La nanotecnologia esta saliendo del laboratorio para incorporarse a todos los
sectores de la produccion de alimentos. Ya se estan usando nanomateriales
manufacturados en la produccion de ciertos alimentos y suplementos nutricionales, en
numerosas aplicaciones de envasado y almacenamiento de alimentos y en ciertos
insumos agricolas (por ejemplo, fertilizantes y plaguicidas) (Foladori y Invernizzi,
2005).

Las investigaciones realizadas sobre el uso de la nanotecnologia en toda la

cadena alimentaria revela que los alimentos que contienen nano ingredientes y nano
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aditivos manufacturados no son algo salido de la ciencia ficcion, sino que ya estan a
la venta en los supermercados (Foladori y Invernizzi, 2005).

Es posible que la nanotecnologia cambie el uso de las sustancias quimicas
actuales por nanoparticulas, debido a que estan disefiadas para tener un efecto
exterminador mas potente contra malezas y plagas. Sin embargo, los nanoplaguicidas
pueden resultar mas toxicos que los agroquimicos convencionales para la flora y fauna
silvestre. La tendencia a la utilizacion de productos biocompatibles y biodegradables
(nanocapsulas, sistemas micelares o dendrimeros) en base a biopolimeros, los cuales
una vez que hayan liberado al plaguicida puedan biodegradarse, implica un avance
importante en la conservacidon del ambiente. También es necesario un marco
normativo que indique con qué tipo de materiales estan operando. Los nhano
agroquimicos pueden disminuir considerablemente el uso de agroquimicos, al
aprovechar su tamafio y mayor superficie de contacto, no obstante también podrian

contaminar suelos y agua (Lugo-Medina et al., 2010).

Riesgos toxicos a humanos por exposicion a nanoparticulas

Uno de los factores que demuestran los riesgos de las nanoparticulas a la salud
humana es que aunque la cantidad de materia utilizada para un proceso nanologico
es minima, su pequefo tamafo puede ser suficiente para atravesar la piel o la barrera

hematoenceféalica (Frejo et al., 2011).

La concentracion de nanoparticulas varia entre 20 y 30 mg m= en el norte de
Europa, en las ciudades de Asia los valores diarios pueden exceder los 200 mg m=.

Algunos expertos sugieren un limite de 10 mg m=3, que no han reportado dafios a la
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salud, mientras que algunas normas oficiales mencionan un umbral entre 20 y 25 mg
m-3. Datos estadisticos de mas de 100 ciudades en los EE.UU. y Europa sugieren un
incremento entre 0.2 y 0.8% en la mortalidad cuando se observa un incremento en 10

mg m en la concentracion de nanoparticulas (Karl-Josef Y Herth, 2011).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son las que tienen un mayor grado de
comercializaciéon. Se utilizan en electronica, ropa, pinturas, cosméticos, bactericidas,
biofungicidas, aplicaciones biomédicas, en la industria médico-farmacéutica y
alimentaria. Algunos estudios han mostrado que la toxicidad intrinseca de las AgNPs
depende de una serie de factores como son el tamafio, la forma, el area superficial, la
carga superficial, la solubilidad y el estado de aglomeracion. Asimismo, numerosas
investigaciones in vitro indican que las AgNPs son toxicas para las células de
mamifero. Ademas, consecuencias inflamatorias, oxidativas y genotoxicas estan

asociadas con la exposicién de AgNPs (Avalos et al., 2013).

La exposicion humana a las nanoparticulas se puede producir principalmente
por la via respiratoria (nanoparticulas suspendidas en el aire), dérmica (nanoparticulas
ambientales, cosméticos) y oral (alimentos, agua). Los mecanismos de toxicidad no
se conocen con exactitud, la investigacién en este campo es un aspecto prioritario en
la actualidad que va a determinar la relacidn riesgo/beneficio de su uso y por tanto su

futuro, que parece potencialmente prometedor (Gutiérrez-Praena et al., 2009).

La exposicion a nanoparticulas puede tener lugar a través del agua, el aire y los

alimentos, por lo que las vias respiratoria, oral y dérmica son las mas relevantes.
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Principales vias de penetracion de las nanoparticulas
En los puestos de trabajo la via de entrada mas comun de las nanoparticulas
en el organismo es la via inhalatoria, especialmente si se trata de un material poco

soluble, aunque no hay que descartar la dérmica y la ingestion (Erro-Urrutia, 2011).

Via inhalatoria

Los nanomateriales inhalados, dependiendo de su tamafio, forma vy
composicién quimica, son capaces de penetrar y depositarse en los diferentes
compartimentos del aparato respiratorio, en la region extra-toracica incluyendo la boca,
fosas nasales, la laringe y la faringe; la regidn traqueo-bronquial, de la trdquea a los
bronquios; y la region alveolar que comprende los bronquiolos y los alveolos. La
deposicion puede tener lugar como consecuencia de la sedimentacion gravitatoria, la
impactacion inercial, la intercepcién, de las particulas con la superficie de contacto; por
fendmenos de difusién relacionados con los movimientos aleatorios de las particulas
muy finas y por la atraccion electrostéatica debida a su carga (Erro-Urrutia, 2011).

Las particulas de alrededor de 300 nm son las que se depositan menos en el
tracto respiratorio ya que son demasiado gruesas para que los fenédmenos de difusion
les puedan influir y, por otro lado, son demasiado pequefas para que los fenédmenos
de impactacion y sedimentacién tengan influencia sobre ellas. A partir de este valor la
deposicion crece de manera significativa siendo la difusion el fendbmeno predominante
(Erro-Urrutia, 2011).

Las particulas ultra finas superiores a 10 nm se depositan mayoritariamente en
la Region alveolar y las inferiores a 10 nm se depositan principalmente en la region

extratoracica y en una menor cantidad en la region traqueo bronquial.
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En estudios realizados con ratas se ha observado que pueden depositarse
nanoparticulas en la regién nasal y que estas, son capaces de trasladarse hasta el

cerebro a través del nervio olfativo (Erro-Urrutia, 2011).

Via dérmica

No se han descrito efectos especificos para la salud relacionada con la
exposicién dérmica a particulas ultra finas, aunque hay estudios que sugieren que este
tipo de particulas pueden penetrar a través de los foliculos pilosos, donde los
constituyentes de las particulas pueden disolverse en condiciones acuosas y penetrar
a través de la piel. Por otro lado, hay que tener en cuenta que, dado que la penetracion
directa a través de la piel ha estado descrita para particulas con un diametro de 1.000
nm, es razonable pensar que las nanoparticulas penetraran con mayor facilidad (Erro-

Urrutia, 2011).

Via digestiva

Tampoco se han descrito efectos especificos para la salud relacionados con la
ingestion de nanoparticulas, que puede tener lugar debido a malas practicas higiénicas
durante el manejo de nanomateriales o también a través de la deglucion de las

retenidas en las vias altas del sistema respiratorio (Erro-Urrutia, 2011).
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Figura 3. Principales vias de exposicion de las AgNPs (Avalos et al., 2013).

Riesgos toxicos a plantas por exposicion a nanoparticulas

La acumulaciéon, persistencia y el impacto de las nanoparticulas en el
metabolismo y desarrollo de las plantas depende del tamafio, concentracion y quimica
de las nanoparticulas, asi como del lugar donde se deposita. Pueden ser tdxicos para

los tejidos de las plantas debido a los efectos fisicos o quimicos (Mae-Wan, 2012).

Las plantas son particularmente relevantes en las consideraciones de
econanotoxicidad basado en su interaccion con el aire, el suelo y el agua, todos que
puede contener nanoparticulas artificiales. Ademas, las plantas presentar una
oportunidad significativa para facilitar nanoparticula transferir entre las distintas
especies en la cadena alimenticia, ya que son consumida por menor tréfico los
organismos de nivel, los animales, y personas. Aunque hay una amplia variedad de
especies de plantas dentro del ecosistema, la mayoria del trabajo nanotoxicidad hasta
la fecha se ha centrado en plantas para el consumo humano, como el maiz, de trigo,

soja, tabaco y muchas plantas de frutas o vegetales, tales como calabaza y pepino
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(Mae-Wan, 2012).Rico et al., (2011) menciona que la captacion, la bioacumulacion,
biotransformacion, y los riesgos de los nanomateriales (NMS) para los cultivos de
alimentos aun no se comprenden bien. Muy pocos mecanismos y las especies de
plantas han sido estudiados, principalmente en las etapas muy tempranas de
crecimiento de las plantas. La mayoria de los estudios, excepto uno con nanotubos de
carbono de multiples paredes realizadas en el modelo de la planta Arabidopsis thaliana
y otro con nanoparticulas de ZnO (NPS) sobre ballico, informaron el efecto de NMS en
la germinacion de semillas o plantulas de 15 dias de edad. Muy pocas referencias
describen la biotransformacion de los mecanismos nacionales en los cultivos de
alimentos, y la posible transmision de los mecanismos nacionales para la proxima

generacion de plantas expuestas a NMS es desconocido.

Estudios demuestra que dos nanoparticulas que se fabrican actualmente en
grandes cantidades pueden afectar de manera significativa en la produccion de
alimentos, tal que un cultivo de tanta importancia como la soja. En el caso de las
nanoparticulas de ZnO, la calidad de los alimentos se puede ver afectada por la
bioacumulacion; en el caso del CeO2, la fertilidad del suelo se ve comprometida (Mae-

Wan, 2012).

En un trabajo realizado se generé evidencias de que nanotubos de carbono
multicapa a una concentracion de 10-40 mg L, mejoraron drasticamente la
germinacion y crecimiento de plantas de tomate, este resultado tal vez se deba a la
capacidad de los nanotubos de penetrar la cubierta de la semilla promoviendo de esta
manera la absorcion de agua beneficiando asi la germinacion de la semilla
(Khodakovskaya et al., 2009).
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La fitotoxicidad de las nanoparticulas de ingenieria (ENPs) para plantar
plantulas interactian estrechamente con su entorno y las plantas son un componente
esencial de la base de todos los ecosistemas. Como resultado, ENPs inevitablemente
interactuar con plantas y estas interacciones tales como la absorcién y la acumulacion
de biomasa vegetal afectara en gran medida su destino y transporte en el medio

ambiente (Xingmao et al., 2010).

Un estudio con arboles de sauce indic6 que nanoparticulas de TiO:2 tuvieron
pocos efectos en el incremento del uso de agua y transpiracion (Seeger et al., 2009).
De igual forma nanoparticulas de aluminio no demostraron tener un efecto significativo
en el frijol en estudios realizados en columnas de arena con concentraciones de hasta

17 mg L (Doshi et al., 2008).

La mayoria de los estudios realizados en plantas demuestran que existe una
fitotoxicidad hacia las nanoparticulas, sobre todo en altas concentraciones. Nanotubos
mono capa de carbono mostraron afectaciones significativas en la zona de elongacion

radicular de cultivos como tomate, repollo, zanahoria y lechuga (Cafias et al., 2008).

Se ha demostrado que nanoparticulas de 6xidos metalicos como por ejemplo
de cobre, son toxicos para dos especies de plantas, el trigo (Triticum aestivum L.) y
Phaseolus radiatus L. ya que redujeron el indice de crecimiento en plantulas de estas
dos especies. Phaseolus radiatus L. mostro mayor sensibilidad a las nanoparticulas y
esto se atribuye a la diferente anatomia y estructura de la raiz de ambas especies,
puesto que la raiz del trigo estd compuesta por numerosas raices pequefas y carece

de raiz primaria, en cambio Phaseolus radiatus L. presenta una raiz principal y
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numerosas raices secundarias en desarrollo. Otros estudios demostraron que
pequefias concentraciones de nanoparticulas de plata Ag, afectan a la especie
Arabidopsis thaliana L. que presenta una raiz semejante a Phaseolus radiatus L. (Lee

et al., 2008).

Algunos sintomas encontrados por fitotoxicidad a nanoparticulas son, la
reduccion de la biomasa, afectacion en el crecimiento y malformaciones de la raiz.
También se debe mencionar que la inhibicién de crecimiento de las plantas puede no
derivarse directamente de fitotoxicidad quimica de las nanoparticulas. La toxicidad
puede resultar de las interacciones fisicas entre las nanoparticulas y las vias de
transporte de células de las plantas, es decir, mediante la inhibicion del trafico via
apoplastica por la obstruccion de los espacios intercelulares en la pared celular o poros
de la pared celular, o las conexiones entre las células simplasticas a través de la

obstruccion de los plasmodesmos citoplasmaticos (Xingmao et al., 2010).

Masarovicova y Kralova (2013) menciona que las propiedades fisico-quimicas
de las nanoparticulas (incluyendo nanoparticulas metalicas, MNPs) determinar su
interaccion con los organismos vivos. Las células de plantas, algas, y hongos poseer
paredes celulares que constituyen un sitio principal para la interaccion y una barrera
para la entrada de las NP. Mecanismos que permiten a los parlamentos nacionales
pasan por las paredes celulares y las membranas son aun mal entendidas. Sin
embargo, dentro de las células, los NP pueden provocar directamente alteraciones de
membranas y otras estructuras celulares y moléculas, asi como mecanismos de

proteccion. Los efectos indirectos de los NP dependen de sus propiedades quimicas y
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fisicas y pueden incluir restricciones fisicas (efectos de obstruccion), la solubilizacion

de compuestos NP toxicos, o la produccidn de especies de oxigeno reactivas

Vias de absorcion de nanoparticulas en las plantas

Las nanoparticulas son absorbidas en las superficies de las plantas a través de
Su nano o micro aberturas. Existen varias rutas por las que se puede absorber o
asociar las nanoparticulas con la planta. La parte aérea de la planta facilita la

interaccidn con nanoparticulas presentes en el aire (Karl-Josef y Herth, 2011).

Birbaum, et al., (2010), menciona que en muchos 6rganos de la parte aérea
estan cubiertos por tricomas, que pueden también beneficiar la absorcién de
nanoparticulas. En estudios previos se expusieron plantas jovenes de maiz durante 20
minutos a 400 mg de aerosol con nanoparticulas de CeO2 (37 nm). Con el trabajo se
concluyo que la interaccion entre las nanoparticulas es independiente al estado de las

estomas, ya sean abiertas o cerradas.

Segun Schreiber, (2011), la absorcion de nanoparticulas en la planta puede
utilizar diferentes rutas. Las tasas de absorcion dependeran de las propiedades,
tamafo y superficie. Las superficies de las hojas, las frutas y células epidérmicas estan
cubiertas por una cuticula. Esta puede permitir la entrada de nanoparticulas muy
pequefias y ponerse en contacto con la planta. Las propiedades permeables entre la
cuticula, las células epidérmicas y tricomas o estomas son diferentes. Las propiedades

fisicas y biomecanicas de la cuticula pueden cambiar de acuerdo con la temperatura.

Las nanoparticulas pueden penetrar en zonas libres de la cuticula, como el

estigma de las flores y estomas. Algunas aperturas de estomas pueden llegar a tener
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10 um de diametro en plantas mesofilas, como por ejemplo Vicia faba L. (haba)
expuesto a alta luz. Se ha demostrado la penetracién de nanoparticulas a través de

las estomas por exposicion via aérea a nanoparticulas (Birbaum, et al., 2010).

Faiyue et al., (2010), mencionan que en el suelo, las raices y tubérculos
desarrollan capas de suberina como una interface con el medio del suelo. La suberina
se deposita como una sola capa o una lamina con muchas capas en el interior de la
pared celular. Muchas raices principales cuentan con una exodermis suberinizada, asi
como una endodermis suberinizada. La exodermis evita el flujo apoplastico de solutos
y agua al cilindro central. Sin embargo la formacion de las raices secundarias puede

permitir el paso de las nanopatrticulas y ser conducidas a la planta a través del xilema.

La absorcion de nanoparticulas se puede dar en heridas hechas por herbivoros
o0 por dafios mecénicos en las raices, vias por las cuales permiten la entrada de

bacteria y puede ser posible la entrada de nanoparticulas.

En la figura 4 se muestran las vias de asociacion, absorcion y translocacion de
nanoparticulas en plantas, el grosor de las lineas esta relacionado con el nivel de
importancia de las vias. El esquema incluye la parte aérea y las raices, el movimiento
o transporte dentro de la planta son representados por la parte azul. Las lineas

discontinuas indican vias con muy bajas tasas de transporte.
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Figura 4. Vias de asociacion, absorcion y translocacion de nanoparticulas en la planta. Fuente:
Karl-Josef y Herth, 2011.

La figura 5 muestra la distribucion de nanoparticulas de tres tamanos
diferentes, en la parte aérea de la planta, a nivel de 6rgano, tejidos y células. De todas
las nanoparticulas que estan en contacto con la parte aérea de la planta una parte
entra en el espacio intercelular, inicamente las nanoparticulas mas pequefias logran

atravesar las paredes celulares y pueden entrar al protoplasma.
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Figura 5. Absorcion, translocacion y distribucion de nanoparticulas en la parte aérea de las
plantas. Fuente: Karl-Josef y Herth, 2011.

Maiz (Zea mays L.)

Importancia del maiz en México

El maiz es el cultivo mas importante de México. El maiz blanco en grano se
utiliza principalmente para la elaboracion de las tradicionales tortillas y tamales, pero
de él también pueden obtenerse aceite e insumos para la fabricacion de barnices,
pinturas, cauchos artificiales y jabones. El maiz amarillo en grano también se utiliza
para consumo humano en una amplia variedad de platillos; sin embargo, su principal
destino es la alimentacién del ganado y la produccion de almidones (SIAP-SAGARPA,

2013).
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En el 2012 el maiz alcanzo una superficie sembrada de 7, 372,218.2 Ha, con
una superficie cosechada de 6, 923,899.7 Ha, obteniendo una produccién de 22,
069,254.4 toneladas, esto nos indican que el promedio nacional de rendimiento por
hectarea es de 3.19 Ton Ha™. El precio por tonelada de frijol oscila en los 4,009.00
(SIAP-SAGARPA, 2013). Esto nos da una idea de la importancia del cultivo de maiz

en el pais.

Frijol (Phaseolus vulgaris L.)

La planta del frijol domesticado es anual, herbacea, de habito arbustivo para
siembras en monocultivo o trepador para siembras generalmente asociadas con maiz.
El ciclo biolégico puede variar desde 85 a 270 d, en funcién del habito de crecimiento,
del clima de la regién y de la época de siembra. Aunque se cultiva desde Argentina
hasta Canada y desde el nivel del mar hasta los 3200 m de altura, es una planta

termofila susceptible a heladas (Lépiz et al., 2010).

La forma silvestre de P. vulgaris es de habito indeterminado trepador en la que
predominan las flores de color morado; las vainas son pequefas y delgadas,
dehiscentes y de granos pequefos; las semillas son generalmente de color gris, ya
sea uniformes o jaspeadas. Se le encuentra desde el norte de México hasta el noroeste
de Argentina, en una distribucién continua y en un rango altitudinal de 500 a 2000 m,
con precipitaciones anuales de 500 a 1800 mm. Prospera en ambientes de bosque
con baja poblacion de arboles, con preferencia en sitios con arbustos espinosos y

maleza; éstos se pueden encontrar en las riberas de los rios, héabitat con
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perturbaciones por efectos de vulcanismos, incendios naturales o por modificaciones

hechas por el hombre (Lépiz et al., 2010).

Entre algunas propiedades con las que cuenta el frijol esta su alto contenido de
hierro, elemento vital para el buen desarrollo cerebral en los pequefios, ayuda a
corregir desordenes biliares, enfermedades reumaéticas, disminuye la tasa de
colesterol y es eficaz contra la anemia, ademas su consumo puede prevenir algunos
tipos de cancer. Por cada 100 gramos, hay 20 de proteinas, 5.8 de grasa y mas de 3

de fibra (Lépiz et al., 2010).

Importancia del frijol en México

El frijol en México ocupa el segundo lugar por superficie cultivada y el sexto por
valor de la produccién. Su importancia es ancestral y es la base de la alimentacién y

fuente de nutrientes desde la época prehispénica (Celis-Veldzquez et al., 2010).

En el 2012 el frijol alcanzé una superficie sembrada de 1, 700,513.5 Ha, con
una superficie cosechada de 1, 558,991.9 Ha, obteniendo una produccion de 1,
080,856.7 toneladas, esto nos indican que el promedio nacional de rendimiento por
hectarea es de 0.69 Ton Ha*. El precio por tonelada de frijol oscila entre los 12,753.00
(SIAP-SAGARPA, 2013). Revisando estas cifras nos podemos dar cuenta de la
importancia del cultivo en el pais ademas de que es un producto presente en la dieta

bésica de todo mexicano.

En México, el frijol es la guarnicion mas utilizada para acompafiar diferentes

platillos. Es ademas una importante fuente de proteinas, que se cultiva en casi todo el
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territorio nacional. La planta de frijol es una enredadera que alcanza entre cincuenta y
setenta centimetros de altura. Sus raices estan bien desarrolladas, con una principal
o0 pivotante y muchas otras secundarias; pero tiene tallos delgados y débiles. Sus hojas
son trifoliadas, es decir, dispuestas de tres en tres, con bordes ovales y estandarte
redondeado. El fruto es una vaina suavemente curvada y dehiscente; esto significa
gue se abre naturalmente cuando esta madura. Esta vaina puede medir de diez a 12

centimetros y es de color verde morado o casi negra (SIAP-SAGARPA, 2013).

Con la desaparicion de la Comparfia Nacional de Subsistencias Populares
(CONASUPO) el estado se retird de la regulacion del mercado de frijol, permitiendo
gue el precio fuera determinado por la oferta y la demanda. Hay poco mas de 550 mil
productores que generan mas de 1.2 millones de toneladas anuales y mas de 100
millones de consumidores que demandan, en promedio, 30.8 g al dia (Torres-Sandoval

et al., 2008).
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del sitio
El presente trabajo se realizo en el 2013- 2014 en dos fases:

La primera se llevé a cabo en el invernadero del centro de investigacion y de
estudios avanzados (CINVESTAV) ubicado en el municipio de Ramos Arizpe en el
Estado de Coahuila, México, el invernadero cuenta con una orientacion Norte-Sury la
humedad relativa se mantiene normalmente en un 70%.

La segunda fase se realiz6 en el Laboratorio de Citogenética ubicado en el
Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro

en Saltillo, Coahuila, México.

Establecimiento de cultivos

Para el establecimiento de los cultivos en el invernadero se utilizé semilla de
frijol de la variedad Pinto Saltillo, Proporcionada por el INIFAP, la semilla de maiz
utilizada fue la variedad Antonio Narro (VAN-210) de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN). Se sembraron dos semillas por bolsa de dichos cultivos en
bolsas de polietileno de 22 x 42 cm, la cantidad de suelo utilizado por bolsa fue de 7
kilos previamente tamizado, estableciéndose un total de 36 bolsas 22 para maiz y 14

para Frijol.

Riegos y aplicacion de nanoparticulas
Se utilizaron las nanoparticulas de Oxido de zinc (ZnO), Dioxido de titanio
(TiO2), magnetita (FesOa4), Ferrihidrita (FeOOH) y hematita (Fe203) las cuales se

prepararon en solucion, disolviendo 60 y 30 gramos de nanopatrticulas, en 10 litros de
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agua desionizada para obtener las concentraciones de 6 g/l y 3 g/l respectivamente
guedando de la siguiente manera, para Maiz se establecieron 11 tratamientos, en frijol
fueron 7 tratamientos (Cuadro 1). Las aplicaciones de nanoparticulas fueron de 300
ml al suelo contenido en las bolsas de acuerdo al tratamiento, dichas aplicaciones se
llevaron a cabo cada 15 dias, las nanoparticulas que se utilizaron se obtuvieron de la

empresa Materiales Nanoestructurados S.A de C.V.

Los riegos en frijol fueron cada dos dias, para el maiz los riegos fueron diarios, de

acuerdo a la demanda de agua de cada cultivo.

Cuadro 1.- Aplicacion de Nanoparticulas en g/l en plantas de maiz vy frijol

Maiz Nanoparticulas g/l Frijol Nanoparticulas g/l
T1 control T1 control
T2 Magnetita 3 T2 Magnetita 3
T3 Magnetita 6 T3 Magnetita 6
T4. Hematita 3 TA4. Hematita 3
T5 Hematita 6 T5 Hematita 6
T6 Ferrihidrita 3 T6 Ferrihidrita 3
T7 Ferrihidrita 6 T7 Ferrihidrita 6
8 Oxido de zinc 3
9 Oxido de zinc 6
T10 Di6xido de 3

titanio
T1i1 Di6xido de 6

titanio
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Manejo de los cultivo
Para garantizar el desarrollo del cultivo se realizaron supervisiones diarias con
la finalidad de identificar algun problema en las plantas, como posibles enfermedades,

plagas o algun tipo de estrés.

Analisis de biomasa

Variables evaluadas para biomasa
Para determinar la biomasa se evaluaron las siguientes variables: peso fresco,

peso seco y longitud de raiz y peso fresco, peso seco y longitud de parte aérea.

Peso fresco y peso seco de la parte aérea y raiz

Las muestras obtenidas de maiz y de frijol a 23 y a 73 dias se midi6 el peso
fresco tanto de la parte aérea como de la raiz de las plantas, se etiquetaron y
posteriormente fueron colocadas en una estufa marca Felissa 2000 por tres dias a 75°C
y se volvié a pesar para obtener el peso seco, esto con la finalidad de conocer la

produccién de biomasa de los diferentes cultivos en cada tratamiento.

Longitud de la parte aérea y la raiz

Durante el muestreo se midi6 la longitud tanto de la raiz como de la parte aérea,
tomando como base el inicio del tallo, y el final de esta en el caso de la parte aérea, y
para la longitud de la raiz se tomé como referencia el inicio del tallo hasta la parte final

de las raices.
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Andlisis Histoldgico de tallo y raiz

Variables analizadas en histologia

Se evalud pararaiz de maiz el &rea del haz vascular, el area de vasos del xilema
y el nimero de vasos de xilema en tallo se evalud el area de vasos de xilemay el nUmero
de vasos, en frijol se analizO para raiz el area del haz vascular y el area de vasos de

xilema, en tallo se evalud el grosor de la epidermis y el area de vasos de xilema

Toma de muestras

Las muestras de tejidos de cada tratamiento se tomaron a los 23 y 73 dias
después de la siembra para maiz y frijol respectivamente de la siguiente forma: se
cortaron 11 muestras de maiz y 7 de frijol de tallo y de raiz, la muestras se tomaron a
5 cm después del inicio de laraiz y a 5 cm del inicio del tallo, Para el estudio histolégico

se utilizo la técnica de la parafina como sigue:

Fijacion

Para conservar los tejidos con un minimo de alteraciones se procedio a la
fijacién, colocando los tallos y las raices de maiz y frijol, en frasco de vidrio con
capacidad de 14 ml con fijador Formaldehido Acido Acético Glacial (FAA), 5 ml de
formaldehido, 5 ml de acido acético glacial y 90 ml de alcohol etilico al 70%. En el que

permanecieron como minimo ocho dias.

Deshidratacion
Después de la fijacion hay que quitar el agua de los tejidos para esto se pasaran
los tejidos por diferentes agentes deshidratantes y aclarantes, con intervalos tiempos

como se describe en el Cuadro 2.

35



Cuadro2. Proceso de deshidratacion

Preparacion Tiempo
Alcohol 96 + eosina 2 Hrs
Alcohol 96 + eosina 2 Hrs
Alcohol absoluto | 2 Hrs
Alcohol absoluto Il 2 Hrs
Alcohol absoluto + xilol 2 Hrs
Alcohol absoluto (3) + xilol (1) 2 Hrs
Alcohol absoluto (1) + xilol (1) 2 Hrs
Alcohol absoluto (1) + xilol (3) 2 Hrs
Xilol puro 2 Hrs
Xilol puro + parafina + estufa a 35°C 24 Hrs
Xilol puro + parafina + estufa a 45°C 24 Hrs
Parafina pura ler cambio a 55°C 24 Hrs
Parafina pura 2do cambio 24 Hrs

Inclusion

Después de la deshidrataciéon los tejidos se colocaron en frascos con xilol,
posteriormente se pasaron a estufa a 30 °C, agregando parafina y ahi permanecieron
por 24 horas a la misma temperatura, después se cambiaron a 45 °C agregando
parafina hasta saturar, en seguida se sube la temperatura a 55°C y la mezcla xilol y
parafina se decanta y al tejido que quede se le agrega parafina pura derretida y se
vacia a moldes de aluminio grueso de 9 x 11 cm, en donde con una aguja de diseccion
caliente se acomodaron dos tejidos en forma transversal, en seguida se colocaron
etiquetas con el correspondiente tratamiento y fecha de colecta, posteriormente se
dejan solidificar para sacar los cuadros de parafina con los tejidos, terminada la
inclusion se dej6 secar las muestras por un dia, para todo el proceso se utilizd una

estufa GCA precision scientific THELCO modelo 18

36



Cortes en micrétomo

Cuando las muestras estuvieron completamente solidas se retiré el aluminio y
se cortaron en cuadros que contenian una muestra, dandole forma con ayuda de una
navaja, después dichos cuadros se montaron en la platina del micrétomo de mano
“820” Spencer American Optical, para su seccionamiento los tejidos se nivelaron y se
orientaron hacia la cuchilla previamente limpia, el micrétomo se graduo a 20 micras de

grosor y se gir0 la manivela para obtener una tira larga de parafina con los cortes.

Montaje de tejidos en portaobjetos

La tira de parafina obtenida, se corté en partes seleccionado 5 cortes, los que
posteriormente se colocaron con ayuda de una aguja de diseccion, sobre portaobjetos
con adhesivo de Haupt (1g de gelatina, 15 ml de glicerina ,2g de metabisulfito de sodio
por cada 100 ml de agua destilada) y unas gotas de agua destilada, se le dio calor en
una lampara de alcohol tratando de que quedara bien adherido y extendido el tejido.
Se retird el exceso de agua con un trapo, ya listas las muestras en el portaobjetos se
colocaron en gradillas, identificandolas de acuerdo al tratamiento y fechas

correspondientes.

Coloracién

Para la coloracion se prepararon una serie de reactivos en frascos coplin con
capacidad para ocho portaobjetos donde se colocaron las preparaciones de manera
gue el tejido quedara hacia la izquierda, esto para poder identificar la muestra; con la
ayuda de unas pinzas las preparaciones se pasaron por el primer frasco que contiene
xilol puro (para quitar la parafina) por un lapso de 10 minutos, posteriormente se

enjuagaron con alcohol etilico absoluto al 96%,85%,70%, 60% y 50% y enjuague con

37



agua destilada y después colocadas en una solucion de safranina al 1% (1 g de
safranina por cada 100 ml de agua destilada) durante 15 minutos; concluido este
tiempo las preparaciones se pasaron por una serie de enjuagues: agua normal, agua
destilada, alcohol etilico al 50%, 60%, 70%, 85% y 96% respectivamente,
posteriormente los tejidos se pasaron al colorante verde rapido al 0.5% (0.5 g en 100
ml de alcohol de 96%) por espacio de 5 a 7 segundos hasta que se tifieron de rojo
los tejidos diferenciados y de verde los no diferenciados, después se enjuagaron en
alcohol etilico de 96%, alcohol absoluto y alcohol absoluto I, posteriormente pasaron
a solucion carbol-xilol por 5 minutos para fijar los colores, por ultimo se colocaron en
xilol puro ( con el fin de eliminar totalmente la parafina).

Después con ayuda de pinzas se sacaron las preparaciones del xilol y se coloco
unas gotas de balsamo de Canada sobre el tejido y encima el cubreobjetos, tratando
de cubrir toda la muestra y cuidando de que no se formaran burbujas evitando mover
el cubreobjetos, se quitd el exceso de balsamo con una toalla de papel absorbente.
Se dejaron secar las preparaciones en las gradillas que se marcaron con los

tratamientos correspondientes por espacio de una semana.

Andlisis de imagenes

Los tejidos se analizaron al microscopio primero a menor aumento 5X para
seleccionar las mejores muestras de cada portaobjetos, obtenida la seleccion de las
muestras fueron observadas con los objetivos a 5X, 10X y 40X en cada observacion
se tomo una fotografia la cual sirvio para identificar las variables de micromorfologia
como son para raiz de maiz el area del haz vascular, el area de vasos del xilemay el

namero de vasos de xilema en tallo se evaluo el area de vasos de xilema y el numero
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de vasos, en frijol se analizé6 para raiz el area del haz vascular y el area de vasos de
xilema, en tallo se evalué el area de vasos de xilema, dando un total de 15 fotografias
por cada tratamiento, se seleccionaron los tejidos donde se observaba mejor el
desarrollo del tallo y de la raiz a nivel histolégico de plantas de maiz y frijol. Se utilizd
un microscopio Vista Vision con camara digital Pixera Winder Pro y un software de

medicion Axion-Vision version 4.8 con objetivos de 5 X 10 Xy 40X.

Los datos de cada uno de los tratamientos de maiz y frijol obtenidos a los 23y
73 dias respectivamente fueron analizados comparando los resultados de 23y 73 dias
de cada una de las variables de biomasa y micromorfologicas, usando el programa
de Excel se elaboraron cuadros comparativos y graficas de los resultados y se

comparo con el testigo con las diferentes nanoparticula.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente proyecto demuestran que las
nanoparticulas actian de acuerdo al tipo de cultivo, a la concentracion y el tipo de
nanoparticula que se incorporan a las plantas afectando principalmente a la biomasa
y a la micromorfologia de la planta de maiz y de frijol. Xingmao et al. (2010), mencionan
gue para la mayoria de las nanoparticulas son necesarias concentraciones altas para
observar un efecto en las plantas, y el umbral en cuanto a concentracién de estas
depende de la especie. Muchos trabajos no muestran resultados significativos en
presencia de nanoparticulas, pero los efectos son mas notorios cuando estas

nanoparticulas son acompafiadas por un estabilizador.

Biomasa en raiz de Maiz y Frijol

Cuadro 3. Cuadro comparativo de variables de biomasa de raiz en el cultivo de maiz a 23y
73 dias de crecimiento.

Raiz de maiz a 23 dias Raiz de maiz a 73 dias
Clave Peso peso longitud Peso peso longitud
fresco (g) seco (Q) (cm) fresco (g) seco (Q) (cm)

Og 0.47 0.22 16.5 64.37 6.37 68
Ma3g 0.61 0.31 12 82.4 11.01 55
Ma6g 0.66 0.24 20.5 36.18 10.26 53
He3g 0.38 0.23 14 47.22 8.3 75
Heb6g 0.56 0.22 19 34.06 5.65 40
Fe3g 0.75 0.35 17.5 66.47 9.94 55
Fe6g 0.54 0.26 16 65.75 8.63 65
Zn3g 0.26 0.18 4 66.85 8.9 44
Zn6g 0.65 0.29 24.5 96.76 21.82 49
Ti3g 0.55 0.33 26 77.44 16.14 48
Ti6g 0.46 0.24 22 59.88 13.72 53

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita, Zn: Oxido de Zinc Ti: Didxido de Titanio. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L
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Cuadro 4. Cuadro comparativo de variables de biomasa de raiz en el cultivo de frijol a 23 y
73 dias de crecimiento.

Raiz de frijol a 23 dias Raiz de frijol a 73 dias
Clave Peso peso longitud Peso peso longitud
fresco (g) seco (Q) (cm) fresco (g) seco (Q) (cm)

Og 0.23 0.12 8 1.33 0.47 9
Ma3g 0 0 0 3.01 0.64 10
Ma6g 0.28 0.19 12.5 2.78 0.65 17
He3g 1.12 0.22 12 0.98 0.3 12
Heb6g 1.27 0.37 13.5 4.3 0.77 19
Fe3g 0.68 0.22 15.5 1.67 0.52 10
Fe6g 0.13 0.09 6 2.94 0.74 13

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita,. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L

Peso fresco de la raiz de maiz vy frijol

En maiz Cuadro 3, se muestra que la aplicacién de nanoparticulas de ferrihidrita
a concentracion de 3 g/l presentd un peso fresco de raiz de 0.75 g superando al testigo
en un 59.57% esto comprueba que al aplicar la nanoparticula provoca que se estimule
el crecimiento de la raiz del maiz, sin embargo a 73 dias de crecimiento al aplicar
nanoparticulas de 6xido de zinc a concentracion de 6 g/l la planta supera al testigo en
un 50.31% su peso fresco (Figura 6).

El cuadro 4 muestra a 23 dias que al aplicar a la planta de frijol nanoparticulas
de hematita a concentracién de 6 g/l la planta presenta un peso fresco de 1.27 g
superando al testigo en un 452.17% (figura 6). El frijol a 73 dias de crecimiento la
planta al estar suministrando nanoparticulas de hematita a concentracion de 6 g/l la
planta genera 223.30% mayor peso fresco que el (Figura 7). Las condiciones de la
interfase raiz-suelo (rizosfera) pueden ser modificadas por la planta, a través de
produccion de exudados radicales y la accion de deposiciones como mucilago y restos
celulares (Adriano, 2001). Se encontrd que los metales el zinc, niquel y plomo afectan

el crecimiento de plantas de Arabidopsis, inhibiendo el crecimiento de la raiz primaria
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a bajas concentraciones y a concentraciones mayores afectando el desarrollo del

follaje y la produccion de raices laterales (Vargas-Palomino et al., 2007).
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Figura 6. Peso fresco de raiz de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado con cinco
nanoparticulas a dos concentraciones
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a dos concentraciones
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Peso seco de la raiz de maiz y frijol

La aplicacion de nanoparticulas de ferrihidrita en el maiz a concentracion de 3
g/l presentd un peso seco a 23 dias de crecimiento de 0.35 g superando al testigo en
un 59%. A 73 dias el maiz aumento su crecimiento al aplicar 6xido de zinc a

concentracion de 6 g/l superando al testigo en un 242.54% (figura 8).

A 23 dias el frijol al condicionar a la planta con nanoparticulas de hematita a
concentracion de 6 g/l aumenta un 208.33% comparado con el testigo. Las plantas de
frijol a 73 dias la nanoparticula de hematita a 6 g /| aumento su crecimiento en un
63.82% comparado con el (Figura 9). Fernandez-Luquefio et al., (2014) mencionan
que los iones alcanzan la zona de absorcion de la raiz por difusion a través de la
solucion del suelo, son arrastrados por el movimiento del agua hacia la raiz o entran
en contacto con la zona de absorcibn a medida que la raiz crece. Brooks, (1998)
establece el concepto de "planta hiperacumuladora” para describir a aquellas plantas
que contenian niveles de niquel equivalentes o superiores a 1000 microgramos de

metal por gramo de materia seca (0,1% 6 1000 mg kg-1).
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Figura 8. Peso seco de raiz de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado con cinco
nanoparticulas a dos concentraciones 43
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Figura 9. Peso seco de raiz de frijol a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado con tres
nanoparticulas a dos concentraciones

Longitud de raiz de maiz y frijol.

El maiz a 23 dias presenta una longitud de 26 cm al aplicar nanoparticulas de
Di6xido de Titanio a concentracion de 3 g/l supera al testigo en un 57.57%. A 73 dias
las plantas obtuvieron un crecimiento radicular de 10.29% mas que el testigo al

acondicionar de nanoparticula de hematita a 3 g/l (figura 10).

El frijol presenté a 23 dias un crecimiento radicular del 93.75% mas que el
testigo al aplicar nanoparticulas de ferrihidrita a concentracion de 3 g/l. A 73 dias las
plantas aumentaron su longitud radicular al aplicar nanoparticulas de hematita a
concentracion de 6 g/l superando al testigo un 111.11% (figura 11). Estos resultados
coinciden con los de Lin y Xing (2008) quienes encontraron que nanoparticulas de
oxido de zinc administradas a Lolium perenne L. (ryegrass) en concentraciones de 8-

1,000 mg L1, se translocaron en la endodermis y células de la planta, ademas provocé
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dafio severo en la raiz, causando gran inhibicion del crecimiento de la planta. La
mayoria de los estudios realizados en plantas demuestran que existe una fitotoxicidad
hacia las nanoparticulas, sobre todo en altas concentraciones. Nanotubos mono capa
de carbono mostraron afectaciones significativas en la zona de elongacién radicular
de cultivos como tomate, repollo, zanahoria y lechuga (Cafas et al., 2008). Otros
estudios demostraron que pequefas concentraciones de nanoparticulas de plata Ag,
afectan a la especie Arabidopsis thaliana L. que presenta una raiz semejante a

Phaseolus radiatus L. (Lee et al., 2008).
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Figura 10. Longitud de raiz de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado con cinco
nanoparticulas a dos concentraciones
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Figura 11. Longitud de raiz de frijol a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado con tres
nanoparticulas a dos concentraciones

Parte aérea de plantas de maiz y frijol

Existen varias rutas por las que se puede absorber o asociar las nanoparticulas
con la planta. La parte aérea de la planta facilita la interaccion con nanoparticulas
presentes en el aire. Las plantas hiperacumuladoras adecuadas para llevar a cabo
acciones de fitoextraccion deben cumplir algunas caracteristicas como la tolerancia al
metal que se desea eliminar, que la acumulacién se produzca fundamentalmente en
la parte aérea de la planta, y que presenten un rapido crecimiento, asi como una gran

produccién de biomasa en la parte aérea (Brooks, 1998).
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Cuadro 5. Cuadro comparativo de variables de biomasa de parte aérea en el cultivo de maiz

a 23y 73 dias de crecimiento.

parte aérea de maiz a 23 dias

parte aérea de maiz a 73 dias

Clave Peso peso longitud Peso peso longitud
fresco (g) seco (Q) (cm) fresco (g) seco (Q) (cm)
Og 0.93 0.19 11 131.91 21.15 80
Ma3g 1.18 0.23 10 135.94 19.42 75
Ma6g 1.09 0.21 8.5 136.58 20.71 85
He3g 0.64 0.15 8.5 128.5 19.21 103
Hebg 0.68 0.12 8.5 118.36 23.75 80
Fe3g 0.41 0.09 7.5 145.09 24.88 75
Fe6g 1.06 0.22 8.5 134.35 21.42 68
Zn3g 0.7 0.14 7.5 152.92 26.09 85
Zn6g 1.17 0.25 7.5 85.27 13.71 75
Ti3g 0.51 0.09 5.5 174.36 31.2 105
Ti6g 0.46 0.11 8.5 118.89 18.43 85

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita, Zn: Oxido de Zinc Ti: Dioxido de Titanio. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L

Cuadro 6. Cuadro comparativo de variables de biomasa de parte aérea en el cultivo de frijol

a 23y 73 dias de crecimiento.

Parte aérea de frijol a 23 dias

parte aérea de frijol a 73 dias

Peso

Peso

Peso peso longitud Longitud
Clave fresco seco
fresco (g) seco (Q) (cm) (cm)
(9) (9)

Og 1.42 0.17 7 8.32 1.74 22.5
MaSQ 0 0 0 2.91 0.83 18
Ma6g 1.37 0.24 6 8.62 1.38 19.5
He39 2.09 0.31 8 9.19 1.62 20
Hebg 2.47 0.34 9 17.99 2.62 22.4
FeSg 1.77 0.3 8 6.64 1.3 25
Fe6g 1.24 0.17 7.5 11.71 1.89 23

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L

Peso fresco de la parte aérea de maiz y frijol

A 23 dias la planta de maiz acondicionada con nanoparticulas de magnetita a

concentracion de 3 g/l aumento su peso fresco en un 26.88% comparado con el

testigo. El maiz a 73 dias aumenta su peso fresco en un 32.18% comparado con el
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testigo al suministrar nanoparticula de di6xido de titanio a concentracion de 3 g/l

(Figura 12).

En plantas de frijol al aplicar nanoparticulas de hematita a concentracion de 6
g/l aumenta su peso fresco en un 73.94% comparado con el testigo. A 73 dias las
plantas de frijol aumentaron su peso fresco en un 116.22% comparadas con el testigo
en la plantula acondicionada con hematita a 6 g/l (figura 13). Se ha demostrado que
nanoparticulas de 6xidos metalicos como por ejemplo de cobre, son téxicos para dos
especies de plantas, el trigo (Triticum aestivum L.) y Phaseolus radiatus L. ya que
redujeron el indice de crecimiento en plantulas de estas dos especies. Phaseolus
radiatus L. mostro mayor sensibilidad a las nanoparticulas y esto se atribuye a la
diferente anatomia y estructura de la raiz de ambas especies, Otros estudios
demostraron que pequefias concentraciones de nanoparticulas de plata Ag, afectan a

la especie Arabidopsis thaliana L (Lee et al., 2008).
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Figura 12. Peso fresco de parte aérea de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado
con cinco nanoparticulas a dos concentraciones
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Figura 13. Peso fresco de parte aérea de frijol a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado
con tres nanoparticulas a dos concentraciones

Peso seco de la parte aérea de maiz y frijol.

El maiz a 23 dias presenta un mayor peso seco de la parte aérea de la planta
al suministrar nanoparticuas de éxido de zinc a concentracion de 6 g/l superando al
testigo en un 31.57%. A 73 dias la planta aumenta su peso seco en un 47.51% con la
nanoparticula de diéxido de titanio a concentracién de 3 g/l comparado con el testigo

(figura 14).

El frijol a 23 dias la nanoparticula de hematita a concentracién de 6 g/l al ser
suministrada a la planta provoco que el peso seco de la planta superara al testigo se
en un 100 %. A 73 dias la hematita a 3 g/l aumento su peso seco de la planta en un
50.57 % comparado con el testigo (figura 15). En cualquier etapa del crecimiento, el
ambiente puede alterar el porcentaje de materia seca en el cultivo. Si la planta esta
sometida a una fuerte demanda evaporativa, su contenido de agua puede disminuir un

10% durante el llenado y tal vez un 15% en la etapa posterior a la floracion (Loomis y
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Connor, 1992). En plantulas de maiz se report6 mayor contenido de humedad con

nanoparticulas de AgNO3 (168,7% - en peso seco.) o citrato-NAG (163,9% - peso

seco.) De tratamiento en comparacion con el control (147,3% - seca en peso.) (Pokhrel

y Dubey 2013).
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Figura 14. Peso seco de parte aérea de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado
con cinco nanoparticulas a dos concentraciones
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Figura 15. Peso fresco de parte aérea de frijol a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado
con tres nanoparticulas a dos concentraciones.
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Longitud de la parte aérea de la planta de maiz y frijol

La planta de maiz a 23 dias la planta al aplicar nanoparticulas a diferentes
concentraciones provoca que la planta disminuya su crecimiento el cual el testigo es
el que presenta mayor tamafio con 11 cm de longitud.A 73 dias las plantas aumentan
su tamafo superando al testigo en un 31.25% con la nanoparticula de diéxido de titanio

a concentracion de 3 g/l (figura 16).

El frijol a 23 dias al aplicarle la nanoparticula de hematita a 6 g/l supero al testigo
en un 28.57% la longitud de la parte aérea. A 73 dias la nanoparticula de ferrihidrita
supero al testigo en longitud de la planta en un 111.11 % (figura 17). Fernandez-L6pez
(2009), indic6 que se ha encontrado ferritina en los cloroplastos de la planta, estas
proteinas tienen la funcion de almacenar el hierro, esta compuesta principalmente de
magnetita y ferrihidrita, se encuentran en los organelos, principalmente en los
cloroplastos y liberan el Fe de acuerdo a las necesidades metabdlicas de las plantas.
Conforme se elimina el Fe, las concentraciones de magnetita en la ferritina aumentan
y la ferrihidrita disminuye, esto puede explicar que la adiccion de ferrihidrita al suelo
favorezca la altura de la planta. Existen varias rutas por las que se puede absorber o
asociar las nanoparticulas con la planta. La parte aérea de la planta facilita la
interaccién con nanoparticulas presentes en el aire (Karl-Josef y Herth, 2011). Las
plantas denominadas fitorremediadoras, poseen como atributos ideales la capacidad
de acumular los metales de interés, en la parte superior de la planta; son tolerantes a
la concentracion del metal acumulado, crecen rapido y generan elevada produccion de

biomasa (Benavides-Mendoza, 2009).
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Figura 16. Peso seco de parte aérea de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado
con cinco nanoparticulas a dos concentraciones.
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Figura 17. Peso fresco de parte aérea de frijol a 23 y 73 dias de crecimiento acondicionado
con tres nanoparticulas a dos concentraciones.

Andlisis Histol6gico de Maiz y Frijol
Resultados sobre la micromorfologia en raiz y en el tallo de las plantas de maiz

y frijol a 23 y 73 dias de crecimiento por efecto de la aplicacion de nanoparticulas
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afectaron principalmente el haz vascular del xilema afectando el area, ancho de la
epidermis y el numero de vasos del maiz y frijol. Estudios sobre la toxicidad de las
nanoparticulas de CuO en el maiz (Zea mays L.) en su transporte y redistribucién en
la planta el CuO (100 mg/l) no tuvo efecto sobre la germinacion, pero inhibieron el
crecimiento de las plantulas de maiz; en comparacion a los iones Cuz + disueltos y
particulas a granel CuO no tuvieron ningun efecto evidente en el crecimiento del maiz.
Las nanoparticulas estaban presentes en la savia del xilema como examinadas por
microscopia electrénica de transmision (TEM) y espectroscopia de energia dispersiva
(EDS), mostrando que CuO PN fueron transportados desde la raiz hasta a través del

xilema (Wang et al., 2012).

Micromorfologia en maiz

Area del haz vascular de raiz de maiz.

El maiz a 23 dias de crecimiento el area del haz vascular aumenta su tamafio
al aplicar nanoaprticulas de hematita a concentracion de 3 g/l superando al testigo en
un 73.82%. A 73 dias la nanoparticula de ferrihidrita a concentracion de 3 g/l aumento
el tamafio del haz vascular en un 79.37% comparado con el testigo (Figura 18). En un
trabajo realizado por Sory et al.,(2010) se encontré que fue significativamente mayor
el tamafio de los vasos del xilema al injertarlos con el porta injerté ‘Criollo de Honduras’,
lo que significa que fue mejor realizar los injertos en ‘Charleston F1’ y ‘Sun 7705’, no
asi para ‘Reseva F1’. Esto nos muestra cOmo se puede incrementar el area del haz
vascular con la aplicacién de la nanoparticula ferretita a una concentracion baja que
podrian resultar en un mejor desarrollo y produccion, dada por la importancia de estos

tejidos en la conduccién de agua y nutrientes para la planta.
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Figura 18. Area del haz vascular de la raiz de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con cinco nanoparticulas a dos concentraciones.

Area de vasos de xilema de raiz de maiz.

A 23 dias el maiz al aplicar nanoparticulas de magnetita a concentracion de 3
g/l aumento un 389% mas area de vasos de xilema que el testigo. A 73 dias al aplicar
a la planta nanoparticulas de magnetita a concentracién de 6 g/l aumenté en un
178.09% mas éarea del xilema que el testigo (Figura 19). Raggio y Moro (2004)
mencionan que la salinidad modifico la distribucion de frecuencias de los didmetros
internos de los elementos conductores del xilema. El 46,32% de los vasos en las
plantas Ct presentaron diametros en el rango de 5 a 10 mm, en tanto que el 31,5% de
los vasos se encuentran distribuidos uniformemente en el intervalo de 20 a 40 pm.
Esta distribucion cambio para las plantas C18 puesto que se diferencian dos grupos
de vasos predominantes, uno con el 38,27% de los vasos centrado en diametros de 0

a 5 mm y otro con el 23,46% de los vasos con diametros entre 30 a 35 ym.
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Figura 19. Area de vasos de xilema de la raiz de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con cinco nanoparticulas a dos concentraciones.

NUmero de vasos de xilema de la raiz de maiz

A 23 dias el testigo de maiz presenta un numero de vasos de 12 superando a

todas las demas nanoparticulas esto quiere decir que se retiene el crecimiento de los

vasos con respecto a la edad de crecimiento. A 73 dias la ferrihidrita a 6 g/l y diéxido

de titanio a 3 g/l aumentaron su nimero de vasos en un 22.22% comparado con el

testigo (figura 20). La toxicidad de los metales puede ser estudiada mediante una

evaluacion de sus efectos sobre el crecimiento de las plantas, entre las que se

encuentran el maiz y el helecho Azolla (Vargas-Palomino et al., 2007)
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Figura 20. NUumeros de vasos de xilema de la raiz de maiz a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con cinco nanoparticulas a dos concentraciones.

Area de vasos del xilema del tallo del maiz

A 23 dias al aplicar a la planta de maiz nanoparticulas de ferrihidrita a
concentracion de 3 g/l aumenta el area del nimero de vasos en un 22.05% comparado
con el testigo. A 73 dias la nanoparticula de 6xido de zinc a concentracién de 3 g/l la
planta produjo 68.56% mayor area comparado con el (figura 21) Las particulas
alcanzan el cilindro vascular, se mueven utilizando la corriente de transpiraciéon en el
xilema y se distribuyen por la parte aérea de las plantas en menos de 24 horas

(Gonzélez-Melendi et al., 2008).
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Figura 21. Area de vasos del xilema del tallo del maiz a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con cinco nanoparticulas a dos concentraciones.

Numero de vasos de xilema en el tallo del maiz

A 23 dias la magnetita a 6 g/l y la hematita a 3 g/l superan al testigo en un 20%
el numero de vasos comparado con el testigo. A 73 dias la nanoparticula de di6xido
de titanio aumento el nimero de vasos de xilema en un 50% mas comparado con el
testigo (Figura 22). Maqueda (2003) menciona que los metales se transportan a la
parte aérea via el xilema ya sea como iones hidratados o principalmente como

complejos con histidina o acido citrico, entre otros.
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Figura 22. Area de vasos del xilema del tallo del maiz a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con cinco nanoparticulas a dos concentraciones.

Cuadro 7. Cuadro comparativo de variables de micromorfologia, en raiz en el cultivo de maiz
a 23y 73 dias de crecimiento.

Raiz de maiz 23 dias

Raiz de maiz 73 dias

A Area de A Area de

Arﬁzzd ¢l Vasos de  Numero de Ars:sti(lajll :raz Vasos de  Numero de
Clave vascular X|Ierr21a Vasos de (um?) Xllerrz1a Vasos de

(um?) (um*) Xilema (um=) Xilema
Og 85516.32 934.62 12 623994.41  2861.65 18

Ma3g 113885.93 4572.13 4 986078.07 6723.45 18
Ma6g 118988.74  3623.01 5 397886.75 7958.04 16
He3g 148650.56  4296.25 6 409583.99 5064.24 12
He6g 58744.41  3091.22 3 319557.69  6068.66 12
Fe3g 70584.65 2268.24 6 1119321.17 6919.46 20
Fe6g 114104.30 4240.71 6 890071.5 6420.38 22
Zn3g 74864.12  2370.24 6 623659.27  2419.67 20
Zn6g 83404.23  2832.56 6 357798.98  5370.19 14
TI3g 72255.59 1678.12 6 780845 3155.36 22
TI6g 103506.08 2677.97 5 151295.03  4380.83 8

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita, Zn: Oxido de Zinc Ti: Didxido de Titanio. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L
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Figura 23. Microfotografias a 5 X de cortes transversales de raiz de maiz tratadas con
nanoparticulas a 23 dias y 73 dias de crecimiento donde se muestra .a) testigo de raiz
a 23 dias b) Hematita a 3 g/l, C) Hematita a 6 g/l , d) testigo de raiz a 73 dias, €)

Ferrihidrita a 3 g/l, f) dioxido de titanio a 6 g/l Escala 100 um

Cuadro 8. Cuadro comparativo de variables de micromorfologia, de tallo en el cultivo de maiz
a 23y 73 dias de crecimiento.

Tallo de maiz 23 dias

Tallo de maiz 73 dias

Area de Vasos

Numero de Vasos

Area de Vasos

Numero de Vasos

Clave de Xilema (um?) de Xilema de Xilema (um?) de Xilema
Og 766.43 5 2220.45 8
Ma3g 643.74 3 2653.47 6
Ma6g 866.56 6 2931.75 9
He3g 745.64 6 1170.07 8
He6g 823.46 4 776.13 10
Fe3g 935.48 4 3250.83 8
Feb6g 611.34 4 2889 9
Zn3g 648.3 5 3742.81 7
Zn6g 755.42 3 3062.08 10
TI3g 469.07 3 2718.76 10
Tl6g 468.21 4 3078.78 12

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita, Zn: Oxido de Zinc Ti: Didxido de Titanio. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L
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Figura 24. Microfotografias a5 X de ortes transversales de tallo de maiz tratadas con
nanoparticulas a 23 dias y 73 dias de crecimiento donde se muestra .a) testigo de tallo
a 23 dias, b) Ferrihidrita a 3 g/l, C) magnetita a 6 g/l , d) testigo de tallo a 73 dias, €)

oxido de zinc a 3 g/l, f) hematita a 6 g/l Escala 100 um

Micromorfologia en Frijol

Resultados obtenidos en frijol demuestran que las nanoparticulas afectan el
area del has vascular, el area de vasos de xilema, y el ancho de la epidermis. Faiyue
et al. (2010), mencionan que la formacion de las raices secundarias puede permitir el

paso de nanoparticulas y ser conducidas a la planta a través del xilema.

Area del haz vascular de raiz de frijol.
El frijol a 23 dias al aplicar nanoparticulas de ferrihidrita a concentracién de 6
g/l aumenta el area del haz vascular en un 320.50% mas comparado con el testigo. A

73 dias el frijol sigue aumentando su area del haz vascular con la nanoparticula de
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ferrihidrita a concentracion de 6 g/l superando al testigo en un 258.19 % (figura 25). La
exodermis evita el flujo apoplastico de solutos y agua al cilindro central. Sin embargo
la formacion de las raices secundarias puede permitir el paso de las nanoparticulas y
ser conducidas a la planta a través del xilema. Resultados muestran que es posible
crear y medir presiones negativas en el xilema de raices cortadas con la ayuda de una
sonda de presion de la raiz. Sin embargo, solo las presiones de hasta - 0,3 MPa podria
medirse debido a la cavitacion que se produjo principalmente en la superficie de corte

de la raices (Heydty Steudle, 1991).
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Figura 25. Area del haz vascular de raiz de frijol a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con tres nanoparticulas a dos concentraciones.

Area de vasos de xilema de raiz de frijol

A 23 dias las plantas de frijol aumentaron mayormente el area de vasos de
xilema superando al testigo al aplicar hematita a 3 g/l en un 168.66% area de vasos
de xilema. A 73 dias la ferrehidrita a concentracion de 6 g/l aumentdé un 245.96%

comparado con el testigo (Figura 26) En plantulas de tomate injertadas 'Fanny'/'AR-
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9704' y evaluadas ocho dias después de realizar la injertacion por el método de
aproximacion y con lengleta, se observo que el xilema y floema en el punto de union
del injerto estaban totalmente fusionados y en plena actividad; ademas, hubo un
incremento de la actividad enzimatica del tipo peroxidasa y catalasa, implicadas éstas

en la unién del injerto (Fernandez-Garcia et al., 2004).
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Figura 26. Area de vasos del xilema de raiz del frijol a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con tres nanoparticulas a dos concentraciones.

Area de vasos de xilema del tallo del frijol

A 23 dias la nanoparticulas de ferrihidrita a 3 g/l estimularon a que la planta
tenga un incremento del area en un 114.90% comparado con el testigo. A 73 dias la
planta al aplicar nanoparticulas de ferrihidrita a 3 g/l la planta supera al testigo en un
11.06 % (Figura 27). Las nanoparticulas estaban presentes en la savia del xilema
como examinadas por microscopia electrénica de transmision (TEM) y espectroscopia
de energia dispersiva (EDS), mostrando que CuO PN fueron transportados desde la
raiz hasta a través del xilema (Wang et al., 2012).
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Figura 27. Area de vasos del xilema de tallo del frijol a 23 y 73 dias de crecimiento
acondicionado con tres nanoparticulas a dos concentraciones.

Cuadro 9. Cuadro comparativo de variables de micromorfologia, de raiz en el cultivo de frijol
a 23y 73 dias de crecimiento.

Raiz de frijol 23 dias Raiz de frijol 73 dias
Areadelhas Areadevasos Areadelhas Area de vasos
vascular de xilema vascular de xilema

Clave (um?) (um?) (um?) (um?)
Testigo Og 31617.22 935.46 85516.32 934.62
Ma3g 0 0 23680.04 1209.71
Mab6g 27451.75 2156.85 17569.85 1260.78

He3g 46342.94 2522.63 68935.73 1952
He6g 30526.57 1023.73 51700.02 832.19
Fe3g 18987.67 1658.28 30585.62 1092.48
Feb6g 132950.7 1896.45 306315.25 3233.48

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L

63



Figura 28. Microfotografias a 5 X de cortes transversales de raiz de frijol tratadas con
nanoparticulas a 23 dias y 73 dias de crecimiento donde se muestra .a) testigo de raiz a 23
dias b) Ferrihidrita a 6 g/l, C) Ferrihidrita a 3 g/l, d) testigo de raiz a 73 dias, €) ferrihidrita a 6

g/l, f) Magnetita a 6 g/l Escala 100 um

Cuadro 10. Cuadro comparativo de variables de micromorfologia, de tallo en el cultivo de frijol

a 23y 73 dias de crecimiento.

Tallo a 23 dias Tallo a 73 dias
Area de vasos de Area de vasos de
Clave xilema xilema
(um?) (um?)

Testigo Og 939.891 2454.614
Ma3g 0.0 1901.462
Ma6g 982.576 1053.747
He3g 1542.9 1710.552
Hebg 1607.002 2628.123
Fe3g 2019.915 2724.771
Febg 1720.824 1822.65

0g: Testigo, Ma: Magnetita, He: Hematita, Fe: Ferrihidrita. 6g: 6 gr/l, 3g: 3 gr/L
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nanoparticulas a 23 dias y 73 dias de crecimiento donde se muestra .a) testigo de tallo a 23
dias b) Ferrihidrita a 3 g/l, C) Magnetita a 6 g/l, d) testigo de tallo a 73 dias, e) ferrihidrita a 3

g/l, f) Magnetita a 6 g/l Escala 100 um
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CONCLUSIONES
1.-Los resultados en biomasa demuestran que la aplicacion de nanoparticulas
de ferrihidrita, hematitan, 6xido de zinc y diéxido de titanio a concentraciones bajas
influyen en el crecimiento y desarrollo de la planta de maiz en cuanto a peso y longitud
de raiz y parte aérea a 23 y 73 dias de crecimiento, en frijol las nanoparticulas de
hematita a concentraciones altas aumentan el peso de la planta y la ferrihidrita a
concentracion baja disminuye el sistema radicular pero induce a que se aumente la

parte aérea de la planta.

2.-En la micromorfologia se concluye que nanoparticulas de Magnetita,
Hematita y Ferrihidrita a diferentes concentraciones la planta presenta varios cambios
en cuanto al area del haz vascular, area de vasos de xilema y el nUmero de vasos los

cuales se van modificando de acuerdo al estado fenoldgico de la planta.

3.- Las modificaciones de biomasa y micromorfologia de las plantas de maiz y
frijol al aplicar nanoparticulas, su efecto dependera del tipo de nanoparticula y la

concentracion que se le suministre a la planta.
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