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1. Resumen

Esta investigacion evalud el efecto de nanoparticulas (NPs) de hematita (a-Fe203, 20-50 nm)
y plata (Ag, 1-10 hasta 100 nm) a la concentracion de 0.15 g NP kg ss-1, sobre las
caracteristicas morfologicas y rendimiento del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cultivado
en un suelo agricola franco arcilloso bajo condiciones de invernadero. Las NPs de Ag
favorecieron el rendimiento del frijol, obteniendo un nimero de vainas (8.1 = 2.8) y por
consiguiente de semillas (23.6 £ 4.5) mayor que el tratamiento control (plantas crecidas sin
NPs) el cual fue 8 veces més bajo para las vainas y 4 veces menor para el nimero de semillas
total. Ademas, caso contrario a lo reportado en otros estudios donde las plantas se ven
favorecidas con las NPs de Fe en nuestro caso no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la morfologia de la planta, pero si una disminucion considerable en la
concentracion del Fe y Mn en raiz. Ademas, se encontr6 un valor de 5.6 £ 3.1 ug NPs Ag g-
1 de tejido seco en las raices de las plantas crecidas en presencia de esta NP, lo que equivale
aproximadamente a un 4% del valor total agregado en el suelo.

De esta manera, los resultados obtenidos sugieren llevar a cabo estudios a largo plazo, asi
como la prueba de diferentes concentraciones de NPs que permitan ampliar el conocimiento
ya que, la respuesta de las variables es dependiente del tipo de planta y las condiciones

ambientales en las que se encuentra.



I1l. Abstract

In this research it was carried out a study to evaluate the effect of nanoparticles (NPs) of
hematite (a-Fe203, 20-50 nm) and silver (Ag, 1-10 to 100 nm) at the concentration of 0.15 g
NP kg ss-1, on the morphological characteristics and yield of the common bean (Phaseolus
vulgaris L.) grown in a loamy agricultural soil under greenhouse conditions. Ag NPs favored
bean yield, obtaining a number of pods (8.1 + 2.8) and consequently of seeds (23.6 + 4.5)
higher than the control treatment (plants grown without NPs) which was 8 times lower for
the pods and 4 times less for the total number of seeds. Furthermore, contrary to what was
reported in other studies where plants are favored with Fe NPs, in our case there were no
statistically significant differences in plant morphology, but there was a considerable
decrease in the concentration of Fe and Mn in the root. In addition, a value of 5.6 + 3.1 pg
NPs Ag g-1 of dry tissue was found in the roots of plants grown in the presence of this NP,
which is equivalent to approximately 4% of the total value added in the soil.
In this way, the results obtained suggest carrying out long-term studies, as well as the test of
different concentrations of NPs that allow expanding knowledge, since the response of the
variables is dependent on the type of plant and the environmental conditions. These results
suggest that different types and concentrations of NPs affect the plant with unknown

consequences for human and organism.



1. Introduccién

La nanociencia se enfoca en el disefio, fabricacion y caracterizacion de componentes
nanométricos (< 100 nm) con propiedades nuevas, en comparacion con materiales similares
pero de dimensiones mayores. Esta ciencia tiene multiples aplicaciones en la medicina, la
electrdnica, los cosméticos, la agricultura, entre otras. En esta Gltima, la nanotecnologia
puede ser un factor clave para el desarrollo sustentable al aumentar la productividad de
cultivos, reducir el consumo de agua y enriquecer los servicios medioambientales (Liu y Lal,
2015).

El frijol es uno de los cuatro cultivos principales en la base alimentaria de los
mesoamericanos y hoy en dia se cultiva en América, Asia y Africa. Ademas, el frijol tiene
importancia econémica, social y ambiental en México (Broughton et al., 2003; Fernandez-
Luguefio et al., 2008).

Las nanoparticulas (NPs) siempre se han encontrado en el medioambiente por causas
naturales o fuentes antropogénicas (Kurwadkar et al., 2015). Debido a que las NPs tienen
diversas aplicaciones, es facil que se incorporen en sistemas a los cuales no estaban
destinadas, tales como el suelo, el agua o el aire, lo cual podria implicar impactos negativos
en los ecosistemas.

Los suelos agricolas y las plantas son sistemas expuestos a las NPs, por lo que sus
interacciones y efectos se han estudiado recientemente. Existen estudios que reportan que las
NPs tiene efectos nulos, negativos o positivos sobre suelos y cultivos (Kookana et al., 2014).
Por ejemplo, se ha reportado que existe correlacion entre el tamario de las NPs de plata y sus

efectos toxicos a causa de las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Carlson et al., 2008).



Ademas, las NPs de Ag modificaron la germinacion e inhibicion del crecimiento del frijol
mungo (Phaseolus radiatus L.) y sorgo (Sorghum bicolor L.) a 2 g kg-1 de suelo seco (Lee
etal., 2012). En esa misma investigacion se demostr6 que arabidopsis (Arabidopsis thaliana
L.) es sensible a las NPs de Ag y estas inhiben la elongacion de raiz . Efectos similares fueron
reportados para lechuga y pepino a 100 mgL-1 (Cox et al., 2016). Por otro lado, las NPs de
Oxido de hierro incrementan la biomasa de raiz, brotes y ramas de cacahuate (Arachis
hypogaea L.) (Rui et al., 2016). Efectos similares fueron encontrados por Medina-Pérez et
al. (2018) quienes observaron un aumento significativo en nitrogeno total de raiz, namero de
brotes, peso seco y numero de semillas de frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.).

De esta manera, existe una relacion entre la concentracion, el tamafio y el tipo de NP y las
posibles interacciones con diferentes plantas, debido a que estas son sumamente sensibles a
factores externos y cambios en el medioambiente. Ademas, la estructura de las comunidades
microbianas y la abundancia de estas puede modificarse cuando los microorganismos estan
en contacto con NPs (He et al., 2011).

Se ha reportado que muchos nanomateriales (NMs) como los nanotubos de carbono, las NPs
de hierro, plata, cobre, zinc, 6xido de titanio, entre otras, presentan efectos toxicos en cultivos
de bacterias; por ejemplo, los fullerenos tienen un impacto negativo en la estructura y funcion
de éstas al igual que las nanoparticulas de TiO2y ZnO. Ademas, se han hecho estudios donde
se investigaron los efectos de las NPs de Fe en la estructura de la comunidad microbianay el
tamafio de la poblacion de un suelo agricola (He et al., 2011; Tong et al., 2007). Los
microorganismos son susceptibles a la toxicidad de las NPs a nivel celular, comunitario y
ecosistémico (Holden et al., 2014); particularmente las NPs de plata han mostrado efectos
negativos en biomasa, diversidad y abundancia de comunidades microbianas (Doolette et al.,

2016).



Sin embargo, hay muchos estudios con datos inconsistentes respecto a los efectos que las
NPs presentan en las comunidades microbianas del suelo. De acuerdo con Simonin et al.
(2015) hasta julio del 2014 el nimero de publicaciones que han estudiado el impacto de NPs
de Oxidos metéalicos, en su mayoria estan relacionadas al efecto de Ag, TiO2 y 6xidos de
hierro.

El objetivo de esta investigacion es determinar los efectos que tienen las NPs de hematita y
plata sobre el cultivo del frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) variedad pinto Saltillo,

cultivado bajo condiciones de invernadero en un suelo agricola.



2. Marco teérico

2.1. Phaseolus vulgaris L.

2.1.1. Generalidades
El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa y su taxonomia jerarquica es
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Phaseolus
Especie: Phaseolus vulgaris L.
El género Phaseolus es basto e incluye 80 cultivos y especies silvestres, pero P. vulgaris es
la especie que mas se cultiva. El fruto de las especies de Fabaceae es la vaina; esta tiene
varias formas y tamafios. Cada vaina puede contener de una a varias semillas.
2.1.2. Descripcion

Phaseolus vulgaris L. es la leguminosa mas consumida a nivel mundial y la mas importante
en la dieta humana con alto valor comercial. El frijol es una planta anual herbacea que se
distribuye a nivel mundial debido a que su fruto es comestible. Phaseolus vulgaris L. es uno
de los cultivos principales en el mundo y el mas importante en produccion en Brasil, China,
India, México y EUA. Phaseolus vulgaris L. es originario de América y presenta un
contenido de proteina de 24-26%. De acuerdo con el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en el cierre de produccion agricola en México para el
2019 en la modalidad Riego-Temporal se reportaron 1,207,395.37 ha de superficie cosechada
de frijol con un valor de produccién de 13,040 millones de pesos de los cuales 333,006.73
ha cosechadas corresponden a la variedad pinto saltillo ubicandolo como la variedad que

mayor valor de produccion le da al pais (Tabla 1) (SIAP, 2020).



En México, el frijol representa el 36% de la ingesta diaria de proteinas; nutricionalmente es
una excelente fuente de éstas, siendo la principal leguminosa de consumo humano en el pais
(Lara-Flores, 2015). Su contenido proteico es incluso de 2 a 3 veces méas que los granos de
cereal; ademéas contiene grandes cantidades de almidon, fibra dietética, minerales y
vitaminas. Ademas de su gran aporte nutricional, su consumo estd asociado con algunos
beneficios en la salud tales como la prevencion de enfermedades cardiovasculares, la
obesidad, diabetes mellitus y cancer (Hayat et al., 2014).

Una de las caracteristicas importantes del frijol comuin es su capacidad para establecer
relaciones simbioticas mutualistas con bacterias. Cuando existen condiciones limitadas de
nitrégeno se induce la formacion de nodulos, 6rgano que permite la reduccion de nitrégeno
atmosférico a amonio (Nosengo, 2003). A través de los afios se ha estudiado la fijacion
bioldgica de nitrogeno debido a su importancia agronémica y medioambiental.

La simbiosis fijadora de nitrégeno tiene importancia ecoldgica y aporta anualmente una
cuarta parte del nitrogeno fijado en la bidsfera. Estas asociaciones entre leguminosas y
rhizobium fertilizan el suelo e incorporan de 60 a 120 kg de nitrégeno por hectarea de suelo
(Lara-Flores, 2015).

Por otro lado, existen datos sobre el bajo rendimiento en la produccion del frijol comun que
usualmente estd asociado con el inadecuado suministro de agua, la presencia de
enfermedades y plagas y el cultivo en suelos pobres (Martinez-Romero, 2003). A
continuacion se aborda el tema de la produccidn de frijol en México durante el periodo 2015-

2019 y se discute la importancia econdmica de este cultivo.



2.1.3. Produccion de frijol en México
El frijol es uno de los cultivos que forman la base de la alimentacion en México, por lo cual
se clasifica como una planta de interés socioecondmico. No solo por el valor nutricional que
aporta a la dieta de las personas sino también por las extensas superficies de cosecha y su
valor de produccion a nivel nacional (Tabla 1).

Tabla 1. Cierre de produccion agricola para el cultivo del frijol en los tltimos cinco afios (SIAP,
2020).

Afio Superficie cosechada Produccion Valor de produccion
(ha) (toneladas) (miles de pesos)
. Pinto Pinto Pinto
Variedades Todas Saltillo Todas Saltillo Todas Saltillo
2015 1,555,131 390,301 969,146 223,526 9,469,052 1,949,187

2016 1,575,988 428,445 1,088,766 284,534 13,271,554 3,247,180
2017 1,625,212 491,267 1,183,868 311,847 16,375,786 4,121,794
2018 1,596,224 422,062 1,196,156 279,611 13,405,089 2,870,468
2019 1,207,395 333,007 879,404 179,509 13,040,180 2,713,970

Produccion Agricola

Ciclo: Ciclicos - Perennes

Modalidad: Riego + Temporal

En México se encuentran 70 variedades de frijol que pueden dividirse en 7 grupos: negros,
amarillos, blancos, morados, bayos, pintos y moteados. De acuerdo con la informacion
tomada del SIAP la variedad pinto Saltillo es una de las que mayor valor de produccién
presentan para México. El cultivo del frijol represent6 un valor de produccion equivalente al
25% del valor total de produccion a nivel nacional, en 2017, considerando todas las
variedades del pais (Tabla 1). En el 2019 se observo una produccién menor comparada con
los afios anteriores, esto debido a que su precio esta sujeto al libre mercado y las fronteras
estan abiertas a la importacion, por lo tanto, el mercado se satura con el producto que se
importd y el cultivo se podria volver poco rentable (Lara-Flores, 2015).

Toda esta relevancia econdmica que presenta el cultivo del frijol comun da pie al estudio y a

la participacion de diversas areas de investigacion para implementar recursos que permitan



la cosecha mecanica, mejorar la resistencia a plagas y enfermedades, y mejorar la produccion
para obtener la alta calidad nutricional que se requiere.
2.2. Nanotecnologia

El término nanotecnologia viene de la combinacion de dos palabras: el prefijo namero nano
que se refiere a una billonésima parte y la palabra tecnologza. La nanociencia estudia los
fenomenos, propiedades y respuesta de los materiales atoémicos. Entonces, la nanotecnologia
es el diseno, la manipulacion, la construccion y la aplicacion, a partir del control de la forma,
tamano y funcionalidad de estructuras y objetos o sistemas del orden de menos de 100 nm
(Logothetidis, 2012). Otra manera de definir la nanotecnologia es hablar acerca de que esta
trata con nanomateriales que tienen al menos una dimension que varia de 1 a 100 nm (He et

al., 2019).

De esta manera, es relevante destacar que, en la nanoescala los materiales poseen diferentes
propiedades fisicas, quimicas, Opticas y electronicas comparadas con sus contrapartes a
escala mayor. Debido a sus extraordinarias y Unicas propiedades estos materiales se pueden
adaptar para cumplir con tareas especificas. Por ejemplo, a nanoescala el carbono vy silicio
presentan una resistencia y reactividad quimica extraordinarias, comparadas con sus formas

a gran escala (Kurwadkar et at., 2015).

Con todo esto la nanotecnologia tiene importancia en un amplio rango de aplicaciones en
distintas areas, incluyendo la bioremediacién de plaguicidas, tratamiento de aguas,
biosensores, sintesis de materiales, liberacion controlada de farmacos, etc., ya que la
versatilidad que ofrecen sus materiales permite crear nanomateriales de un disefio especifico

para satisfacer una amplia gama de demandas (Yata et al., 2018).



Desde 1980 la nanotecnologia se ha propuesto y presentado como la herramienta mas
prometedora para cooperar con la salud, la energia y problemas ambientales entre otros, que
afectan a la poblacién en todo el mundo (Sodano et al., 2016). Por lo tanto, el rapido
crecimiento de esta nanociencia y la necesidad de integrar procesos ambientales, sociales y
economicos ha hecho que la sustentabilidad se haya convertido en un concepto que permite
orientar el desarrollo de esta ciencia y sus aplicaciones hacia la satisfaccion de necesidades

a nivel mundial.

2.2.1. Descripcidn y caracteristicas de nanoparticulas y nanomateriales
Dentro de la nanotecnologia se encuentran los nanomateriales (NMs). Los NMs han sido los
mas estudiados en el siglo XXI; estos se pueden preparar a partir de materiales de mayor
dimension, pero el tamafio unico y su forma hacen que sus propiedades sean diferentes a las
del material original. Un tamafio pequefio ayuda a introducirse en lugares especificos y su
area superficial facilita la absorcion de sustancias (Khan et al., 2017).
De acuerdo con Khan et al. (2017) los NMs existen en polvos volcanicos, compuestos
minerales (NMs naturales) asi como en materiales de desperdicio antropogénico como la
combustién de carbono, diésel, humos de soldadura, etc. (NMs accidentales). Por otro lado,
los NMs manufacturados generalmente se agrupan en los que son a base de carbono, base de
metales, 6xidos metalicos y dendrimeros.
Por otro lado, las NPs podrian definirse como una categoria de los NMs y se pueden dividir
en naturales (accidentales y no accidentales) y manufacturadas (antropogénicas y sintéticas)
(Aslani et al., 2014).
Las NPs naturales han existido desde el inicio y formacion de la Tierra originadas de una

gran variedad de procesos geoldgicas y bioldgicos, sin embargo, no hay evidencia de que



puedan dafar los ecosistemas debido a que las NPs naturales y los organismos siempre han
coexistido, por lo tanto, han ido evolucionando juntos. Una caracteristica importante es que
las NPs naturales no pueden tener un control en su morfologia, mientras que las
manufacturadas usualmente tienden a ser fabricadas con propiedades especificas (Kurwadkar
etal., 2015; Smita et al., 2012).

De acuerdo con la Comision Europea, un nanomaterial es un material natural, incidental o
manufacutrado con particulas unidas como agregados o aglomerados donde sus dimensiones
externas estan en el rango de 1-100 nm, por ejemplo, los fullerenos, el grafeno, los nantubos
de carbono, etc. (EU Commision, 2017).

Como se mencion0 anteriormente, las NPs son una categoria de los NMs y su clasificacion
puede depender de su morfologia, tamafio y propiedades quimicas. De acuerdo con sus
caracteristicas fisicias y quimicas se pueden catalogar en NPs basadas en carbono (como
fullerenos y nanotubos de carbono), NPs cerdmicas con aplicaciones en catalisis, NPs
poliméricas que usualmente son nanoesferas o nanocapsulas ampliamente usadas en
medicina y NPs metalicas que, como su hombre lo dice son hechas de precursores metalicos
y debido a sus propiedades se pueden encontrar en aplicaciones como materiales para energia
solar, materiales electrénicos, baterias, etc. (Dhineshbabu et al., 2016; Khan et al., 2017; Rao

etal., 2011; Thomas et al., 2015).

2.2.2. Nanoparticulas de hematita y plata
Particularmente las NPs de metales y 6xidos metéalicos muestran propiedades fisicoquimicas
diferentes a los compuestos a gran escala. La mayoria de las aplicaciones de las NPs de

oxidos metalicos estan enfocadas hacia el ambito industrial: sensores, absorbentes,



catalizadores. Para este caso de estudio se emplearon dos NPs: un éxido metalico (hematita,
a-Fe203) y un metal (plata, Ag).

Existe una preocupacion acerca de la incorporacion de las NPs a los sistemas ambientales
ya que, debido a la gran produccién y aplicacion de estos pueden incorporarse de manera
accidental o existir la liberacion no controlada de estos NMs y de alguna manera impactar
agua, suelo y plantas.

Las disponibilidad de las NPs de hierro (Fe) ha aumentado en los sistemas ambientales siendo
principalmente producidos por el sector industrial. Tienen como principal aplicacion la
remediacion ambiental (Zuverza-Mena et al., 2016).

El hierro es un elemento esencial para los organismos vivos y es uno de los cuatro elementos
principales en la corteza terrestre asi que, la incorporacion de NPs de 6xico de hierro al medio
ambiente puede afectar las funciones de los ecosistemas (Pariona et al., 2017).
Particularmente los 6xidos de hierro constituyen una clase de materiales que son ubicuos en
la naturaleza.

Debido a la variedad de sus propiedades fisicas y a que proporcionan una gran superficie de
area, los 6xidos de hierro son de gran interés para las disciplinas cientificas en varias
aplicaciones: electrénica, medicina, remediacién ambiental, pigmentos, proteccion de la
corrosion, entre otras. Tres de los polimorfos de dxido de hierro mas comunes e importantes
son hematita, maghemita y magnetita (Jubb y Allen, 2010; Mansouri et al., 2017).

La hematita es la forma mas estable de las NPs de 0xido de hierro debido a su alta estabilidad
termodinamica y tiene una amplia gama de aplicaciones. Es un semiconductor de costo bajo
pero una resistencia muy alta a la corrosion, ademas sus propiedades absorbentes son de gran

importancia para el estudio del transporte de contaminantes. Se puede utilizar como precursos
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para la sintesis de magnetita y maghemita lo que lo hace atractivo en la investigacion
cientifica y tecnoldgica (Jubb y Allen, 2010; Kolen’ko et al., 2014).
Por su parte las NPs de Ag se incorporan a diferentes productos de consumo diario debido a
su eficiente actividad antimicrobiana y se utilizan ampliamente en la confeccidn, la industria
alimentaria, la cosmética y dispositivos médicos. De esta manera, se estima que, para el 2025
la produccién mundial de esta nanoparticula alcance mas de 800 toneladas. EI volumen de
produccién y los campos de aplicacion de las NPs de Ag aumentan continuamente debido a
sus propiedades Unicas como la alta relacién superficie/volumen, alta reactividad quimica y
propiedades dpticas especificas. Entonces, su incorporacién al medio ambiente durante todas
sus etapas del ciclo de vida: produccion, el uso del producto y eliminacion, es inevitable, lo
cual puede tener como consecuencia riesgos inherentes y posiblemente un impacto en el
funcionamiento de los ecosistemas (Guo et al., 2019; Grin et al., 2019; Zhai et al., 2016).
La mayoria de los estudios se centran en la toxicidad de las NPs de Ag en especies bacterianas
bajo condiciones de laboratorio, y ademés varios trabajos hablan de que la nanoparticula es
perjudicial para las comunidades microbianas del suelo.
De esta manera, el conocimiento de la toxicidad de las NPs de Ag se basa principalmente en
experimentos de laboratorio controlados con cepas de bacterias u hongos, sin embargo, la
toxicidad no se limita a estos organismos; estudios recientes han mostrado que este tipo de
NPs pueden impactar en algunas plantas como Lolium multiflorum y Chlamydomonas
reinhardtii (Navarro et al., 2008; Yin et al., 2011).

2.3. Interaccion de las nanoparticulas con el medio ambiente
El medio ambiente es susceptible al impacto que puedan presentar las NPs debido al gran
uso y produccion que han tenido a lo largo de décadas. Si las NPs tienen una interaccion con

el medio ambiente y los organismos que hay en él, pueden presentar disoluciones,
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agregaciones, transformaciones quimicas, entre otros (Vazquez-NUfiez y de la Rosa-Alvarez,
2018), lo cual genera un efecto directamente con los organismos presentes.

2.3.1. Efecto de las nanoparticulas sobre las plantas
Las NPs pueden interactuar con las plantas provocando cambios morfoldgicos y fisiologicos
los cuales se relacionan directamente con las caracteristicas de la nanoparticula: composicion
quimica, tamafo, reactividad, forma y dosis (Khodakovskaya et al., 2012). Por otra parte,
Shalaby et al. (2016) afirma que, los efectos de las NPs sobre las plantas varian de acuerdo
con la especie de la planta y otros factores ambientales presentes.
De acuerdo con Ma et al. (2015) existen dos rutas por las cuales es posible la acumulacion y
translocacion de las NPs en las plantas: (1) de raiz a hoja y fruto o (2) de hoja a raiz.
Hernandez-Viezcas et al. (2013) sugieren que las NPs pueden ser absorbidas por la
endodermis de la raiz a través de vias apoplasticas y luego transferidas al cilindro vascular
por rutas simplasticas; también podria producirse una transferencia al tallo, hoja y fruto (si
es el caso) a través de xilema y floema.
Por la gran variabilidad de resultados que se arrojan de experimentos donde se involucran las
NPs y las plantas es que hoy en dia existen investigadores que contindan evaluando los
posibles efectos que pueden presentar las plantas con diferentes fines. Algunos de estos
prometen demostrar la transferencia a través de las plantas y su pronto paso a la cadena
tréfica. Entre algunas plantas modelos se encuentran: mani, soja, trigo, cebolla, frijol comdn
(Prasad et al., 2012; Raskar y Laware, 2014; Ramesh et al., 2014; Sedghi et al., 2013).
Muchas de las plantas empleadas en este tipo de estudio son de consumo humano por lo tanto,
los resultados son de gran interés debido a que estas plantas pueden representar la entrada de
las NPs para el hombre. Ademas, el frijol comin, por ejemplo, representa un cultivo

ampliamente consumido por todo el mundo, como anteriormente se menciono, representa un
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36% de la ingesta diaria de proteinas para México, de tal manera que debe existir una atencién
especial al realizar investigaciones con este tipo de plantas.

2.3.2. Efecto de las nanoparticulas sobre microorganismos
Los microorganismos, particularmente los que se encuentran en el suelo tienen un papel
relevante en los ciclos geoquimicos. La actividad de microorganismos del suelo es un buen
indicador para la calidad de éste ya que controlan las transformaciones y mineralizaciones de
los compuestos naturales y xenobioticos. Perturbar la actividad de los microorganismos del
suelo puede traer consecuencias y debido a la sensibilidad que presentan con el ambiente son
susceptibles a los efectos de los NMs. Por ejemplo, un estudio demostré que los NMs de
fullereno presentan un efecto en bacterias del suelo. Los autores mostraron que la respiracion
y la biomasa microbiana no se vieron afectadas pero la cantidad de bacterias de crecimiento
rapido disminuyo sustancialmente (Johansen et al., 2008).
Las NPs podrian afectar la riqueza y abundancia de las poblaciones microbianas susceptibles
a dafio celular por oxidacion de los metales observandose un posible dafio en la membrana,
por otro lado, puede ocurrir una pérdida de componentes intracelulares ya que la entrada de
las NPs dafia organelos, tales como el ndcleo (Kumari et al., 2014).
Se llevé a cabo una revision bibliégrafica empleando Science Direct y Google Scholar con
el fin de identificar los diferentes efectos que se presentan las dos NPs descritas anteriormente
sobre plantas y en microorganismos.En el ANEXO 1 se presentan la Tabla Al donde se
recopilé informacidn sobre el efecto de las NPs de Fe20s y Ag con base en su tamafio,
concentracion y modo de aplicacion, directamente relacionado en las plantas. Por otro lado,
en la Tabla A2 se pueden observar los efectos sobre poblaciones microbianas que presentan

las NPs de Ag y Fe a distintas concentraciones.
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2.4. Las nanoparticulas y su uso en la agricultura

Laagricultura es una actividad basica por la cual los humanos viven y sobreviven en la Tierra.
Por su parte, la nanotecnologia es ampliamente aplicada cada dia en nuestra vida y esta
revolucionando la sociedad. Esta ciencia ha empezado a tener marcha dentro de la agricultura
y la industria alimenticia desde el 2003. De todas las NPs metalicas, las de plata son unas de
las mas comerciales y con una gran variedad de aplicaciones debido a su actividad
antimicrobiana; las NPs de oro son ampliamente estudiadas como sensores y las NPs de
dioxido de titanio también son muy estudiadas como agentes desinfectantes asi como aditivos
de comida y mejoradoras de sabor. Por otro lado, las NPs de productos naturales son
normalmente disefiados como sistemas liberadores y utilizadas en la industria de alimentos
(He et al., 2019).

Considerando el continuo crecimiento de la poblacion a nivel mundial asi como el cambio
climatico, la demanda por una mejora en la distribucién y produccién de alimentos ha creado
un reto a nivel global. De esta manera, la nanotecnologia se ha convertido en una estrategia
y herramienta de interés sostenible en los sistemas agricolas. La nanotecnologia tiene el
potencial de revolucionar la agricultura con su uso en los siguientes campos: biosensores,
monitoreo y produccién de alimentos, fertilizantes, plaguicidas, calidad del agua y liberacion
controlada de agroquimicos (Hong et al., 2013; Rodrigues et al. 2016).

De acuerdo con Yata et al. (2018), la agricultura utiliza compuestos quimicos en grandes
cantidades que contribuyen en acelerar la degradacién del suelo. Desde ese punto de vista, la
nanotecnologia busca la forma de compensar esos productos y mejorar el uso de nuevos
productos para lograr la eficiencia en plantas y cultivos. Por ejemplo, la absorcion de

nutrientes puede ser mejorada por la reduccion del tamafio de particula que aumentara el area
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de superficie especifica de un fertilizante, entonces aumentara el contacto con la superficie

de la planta (Bastani et al., 2018).
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3. Justificacion

La presente investigacion se enfocd en evaluar el efecto de NPs de Ag y Fe20s sobre el frijol
comun en la etapa adulta, ya que presenta una importancia econémica, alimenticia y social
para todo el pais, en especial para el centro de México. Entonces este trabajo permite tener
una mirada integral sobre los posibles dafios ambientales producidos por un impacto
particular y en este momento desconocido. Actualmente hay estudios especificos para un tipo
de planta, un tipo de NP y una concentracion en particular, por lo tanto, este trabajo permite
profundizar en los conocimientos tedricos sobre Phaseolus vulgaris L. y desarrollar
evidencia sobre su comportamiento bajo la presencia de dos NPs ampliamente utilizadas por
su alto interés econdmico e industrial lo cual las convierte en un posible riesgo para el medio
ambiente.

Ademas, el estudio de la interaccion planta-microorganismos-nanoparticula particularmente
para estas dos NPs no ha sido documentado. Este trabajo es parte de toda una investigacion
donde se ha trabajado con P. vulgaris empleando otro tipo de NPs, de tal manera que se busca
establecer las bases para las etapas posteriores que comprende la investigacion completa en
el caso del analisis molecular y los efectos en poblaciones microbianas de un suelo agricola

y Phaseolus vulgaris L. tratados con NPs.
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4. Objetivo
4.1.General

Determinar los efectos asociados a la planta de frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) que

fue cultivada en un suelo agricola tratado con nanoparticulas de a-Fe203 y Ag.

4.2.Especificos

Evalular los cambios en el crecimiento y morfologia del frijol en la etapa adulta
crecido en un suelo tratado con nanparticulas de a-Fe203 y Ag.

Evaluar los componentes de rendimiento del frijol: nimero de vainas y nimero de
semillas.

Cuantificar la acumulacion de las NPs en diferentes tejidos de la planta y el cambio

en la composicion de micronutrientes de esta.
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5. Materiales y métodos

La estrategia experimental que se tomo para llevar a cabo el proyecto se divide en tres etapas
que se pueden observar en la Figura 1.

Etapa 1 Muestro y caracterizacion fisicoquimica del suelo y adecuacion del material

Etapa 2 Evaluacion del efecto de las NPs sobre frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Etapa 3 Analisis del efecto de las NPs en poblaciones microbianas de frijol (Phaseolus

vulgaris L.) y suelo agricola
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Etapa3 ) Analisis del efecto de las NPs en poblaciones microbianas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
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Figura 1. Divisién de etapas de trabajo para la realizacién del experimento.
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5.1.Muestro y caracterizacion fisicoquimica del suelo
Se llevo a cabo el muestreo de suelo agricola en una parcela ubicada en el Area Académica
de Ciencias Agricolas y Forestales, del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo (ICAP-UAEH) el dia 4 de junio de 2019 en temporada de
primavera.
El suelo agricola muestreado se someti6 a un analisis de factores que influyen en el efecto
de las NPs tanto de la planta como de las comunidades microbianas en el suelo, dichos
factores son: pH, conductividad electrolitica, humedad, capacidad de retencion de agua
(CRA), carbono total, textura, nitrégeno total y capacidad de intercambio cationico.

5.1.1. Seleccion del sitio de muestreo

Como anteriormente se menciond el muestreo del suelo se llevo a cabo en el Area Académica
de Ciencias Agricolas y Forestales, ICAP-UAEH localizada en el municipio de Tulancingo
de Bravo, Hidalgo.
Tulancingo se localiza entre los 2200 y 2660 m sobre el nivel del mar, su clima presenta una
temperatur promedio anual de 14°C con una precipitacion anual entre 500 y 550 mm (Ayala-
Garay, 2013).
Se consideraron cuatro parcelas del sitio (réplicas de campo) que comprenden el area
seleccionada de la Figura 2. ElI muestreo se realizdé de manera aleatoria en cada parcela para

obtener una mezcla compuesta de cada una de ellas.
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Figura 2. Mapa del sito para el muestreo de suelo agricola. Los puntos indican las parcelas
seleccionadas. 20°03°34.4°°N 98°22°50.7>°W.

5.1.2. Determinacion del pH y la conductividad electrolitica

Se colocaron 10 g de suelo previamente tamizado en un vaso de precipitados y se adicionaron
25 ml de agua destilada, se agito lamezclay se dejo reposar por 10 minutos. El procedimiento
se repitio dos veces mas. Después de esto se leyd el pH empleando el potenciometro Hanna
HI 110®.

Para la determinacion de la conductividad se pesaron 200 g de suelo y se agregd agua
destilada suficiente para alcanzar el 100% de la CRA. Esta mezcla se dejo reposar por 24
horas a 4°C. Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm durante 30 min se extrajo el

sobrenadante y se tomo la lectura empleando el conductimetro Hanna HI2300®.
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5.1.3. Determinacion de la textura
La textura se determind empleando el procedimiento de Bouyoucos (NOM-021-RECNAT-
2000).
Se pesaron 80 g de suelo y se adiciond H202 para eliminar la materia orgénica. La operacion
se repitid hasta no observar efervescencia en la muestra. Una vez eliminada la materia
organica, se pesaron 50 g del suelo en un vaso de precipitado y se afiadieron 600 ml de agua
destilada, 10 ml de una solucién de hexametafosfato de sodio (50 g/L) y se agitdé por 2
minutos empleando una batidora. Esa mezcla se pasé a una probeta de 1 | y se aford con agua
destilada. Se agit6 por inversion para homogeneizar, se dejé reposar por 40 segundos y se
tomo la primera lectura de temperatura y del hidrémetro.
Se dejo reposar por 2 horas para realizar la segunda lectura.

5.1.4. Determinacion de la humedad y la capacidad de retencion

de agua

Para determinar la humedad se pesaron 5 g de suelo en un recipiente limpio, éste se coloco
en un horno a 105°C durante 24 horas. Se dejo enfriar y se pesd. Se empled la ecuacion (1)

para determinar el porcentaje de humedad

(W, —W,) 100
%Humedad = W —W) (D)
-

Donde:
W= peso del recipiente vacio
Wa= peso del recipiente mas el suelo himedo (inicial)

Wh= peso del recipiente mas el suelo después del secado
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Se determind la capacidad de retencién de agua (CRA) del suelo tamizado. Se peso6 una pieza
de papel filtro y se coloco en un embudo de plastico, sobre el papel filtro se agregaron 50 g
de suelo. Se coloco un frasco debajo del embudo y fue adicionada agua destilada hasta
inundar el suelo. Este suelo con agua se cubrid utilizando papel aluminio para evitar
evaporacion. Se dejé reposar 24 horas y posteriormente se pesaron el papel filtro junto con
el suelo himedo. Los calculos se efectuaron empleando la ecuacion (2)

(Wt - (pf * pr) - Wss) * 1000
Wis

CRA (mgkg™) = (2)

Donde:

Wt=peso total drenado 24 horas (g)

Pf= peso del papel filtro inicial/seco (g)

Fpf= factor de retencion de agua del papel filtro, que se obtiene con el blanco de papel filtro
que se satura con agua, cubierto con aluminio y drenado por 24 horas.

Wss= peso del suelo seco. Se calcula utilizando el contenido de humedad inicial del suelo
(Ecuacion 3).

_ W, * (100 — %Hum)
Wss = 100 3)

5.1.5. Determinacion de capacidad de intercambio catidnico

Se empled y modifico la metodologia descrita por la NOM-021 RECNAT-2000.
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5.1.6. Determinacion de carbono y nitrégeno total
La determinacion de carbono total se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia descrita por
Amato (1983) mientras que, el nitrogeno total del suelo se determind empleando el método
de Kjeldahl modificado y descrito en la NOM-021 RECNAT-2000.

5.2.Adecuacion y preparacion de material

5.2.1. Adquisicién de semillas
Se emplearon semillas de frijol comdn variedad Pinto Saltillo provenientes de Emiliano
Zapata, Arteaga, Coahuila las cuales presentan las siguientes caracteristicas.

Tabla 2. Caracteristicas de la semilla de frijol comin empleada

Informacion Caracteristicas

Periodo vegetativo Riego: 115-123 dias
Temporal: 87-100 dias

Ciclo vegetativo Intermedio

Fecha de siembra Riego: 1-25 mayo, Arteaga; 1 junio- 25 Julio Saltillo,
Ramos Arizpe, Parras

Temporal Cuando se regularicen las lluvias

Fecha de cosecha A partir de septiembre

Color de semilla Crema claro con pintas café claro

Semilla pura (min) 98%

Germinacién (max) 85%

Humedad (max) No mayor del 12%

Tratamiento quimico Sin tratamiento

5.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas
Se adquirieron NPs de Ag y a— Fe,0; de ID-nano. Investigacion y Desarrollo de
Nanomateriales S.A. de C.V las cuales se sometieron a un analisis de microscopia electronica
de transmision para determinar el tamafio de particula.
Se llevd a cabo la caracterizacion de las NPs empleando un microscopio electrénico de
transmision (TEM) marca JEOL JEM-1400.

Se realizo la prueba empleando de 2500 a 120,000 aumentos.
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5.2.3. Montaje y preincubacion de las columnas

El suelo de cada parcela se tamizd con una malla de 5 mm. Se agregaron submuestras de 7
kg de suelo de cada parcela (n=4) a columnas de PVVC (60 cm de alto x 17 cm de didmetro)
llenas en el fondo con una capa de tezontle de 7 cm. El suelo en cada columna se ajusto al
40% de la CRA y se dejé reposar durante una semana.

Se aplicaron dos tratamientos testigo sin planta (suelo con NPs, TSAg y TSFe) y tres
tratamientos con planta (TC-control, TAg y TFe). Los tratamientos fueron aplicados tres dias
previos a la siembra de la semilla. Los tratamientos seleccionados fueron a una concentracion
de 0.15 g a-Fe203-NPs kg ss-1 para el tratamiento de hematita (TFe) y 0.15 g Ag-NPs kg ss-
1 para el tratamiento de plata (TAQ).

P1, P2, P3 y P4 corresponden a las parcelas que se muestrearon en el campo agricola las

cuales representan las réplicas de campo (Figura 3).
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Figura 3. Tratamientos y montaje de columnas con suelo y planta.
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5.2.4. Montaje y muestreo del experimento

El experimento se llevo a cabo bajo condiciones controlados en invernadero. Después de tres
dias de incubacion se plantaron tres semillas por columna a 2 cm de profundidad. Se llevé a
cabo un muestreo del suelo al dia 0 (dia de siembra) para posteriores analisis de biologia
molecular y fue almacenado a -20°C. Las columnas se colocaron aleatoriamente y fueron
monitoreadas durante 115 dias. Las condiciones del invernadero durante el experimento
fueron de 25°C y 40-50% de humedad. Las columnas se regaron dos veces por semana para
evitar la lixiviacion.
Quince dias después de la siembra se realiz6 de manera aleatoria un raleo de las plantas
dejando solo una por columna con el fin de evitar competencia de nutrientes y agua entre
ellas. Ademas, se colocaron tutores en cada planta para evitar enredos.
100 dias después de la siembra (DDS) se llevo a cabo un muestreo destructivo de la planta
de frijol, asi como del suelo para los respectivos anélisis. Tales muestras fueron almacenadas
a -20°C.

5.3.Determinacion morfoldgica y de los rendimientos de la planta
A los 100DDS se llevé a cabo el muestreo destructivo. Se tomaron 4 columnas al azar por
tratamiento por parcela y se determinaron las variables: longitud de la raiz, longitud de la
parte aérea (tallo y hoja en conjunto), nimero de vainas, nimero de semillas, peso himedo
y peso seco (este Ultimo se realizé una semana después del muestreo con el fin de dejar secar
las plantas y poder calcular el contenido de agua presente).

5.4.Determinacion del contenido de metales en la planta via ICP-MS
Las raices y partes aéreas de las plantas fueron pulverizadas de manera separada y tamizadas
a 150 um. Se tomaron submuestras de 2 gramos que fueron analizadas para determinar el

contenido de plata (Ag), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn) y zinc (Zn).
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El contenido de metales se determind por espectrometria de emisién de plasma (ICP) con un
espectrometro de emision de plasma PERKIN ELMER Modelo OPTIMA 8300 en el
Laboratorio de anélisis quimico CINVESTAYV Saltillo ubicado en Ramos Arizpe, Coahuila,
México.
5.5. Comunidades microbianas de suelo y planta
5.5.1. Extraccion de DNA de suelo y suelo rizosférico

En primer lugar, se llevo a cabo la eliminacion de materia organica de 60 submuestras de 0.5
g de cada muestra de suelo (dia 0 y dia 100) y 36 submuestras de 0.5 g de suelo rizosférico
(Ceja-Navarro et al., 2010).
La extraccion de DNA se llevo a cabo empleando tres técnicas diferentes.
El primer protocolo seguido fue el desarrollado por Hoffman y Winston (1987) que
corresponden a una lisis quimica de las células empleando un detergente seguido por una
ruptura mecanica. El segundo método correspondié a una lisis térmica de las células
(Valenzuela-Encinas et al., 2008) y finalmente el método empleado por Sambrook y Rusell
(2001) que usa lisozima para una lisis enzimatica. Se mezcl6 el DNA extraido con cada una
de las tres técnicas para finalmente obtener un DNA de un total de 1.5 g de suelo.

5.5.1.1. Eliminacion de proteinas y purificacion de DNA
La precipitacion de proteinas y purificacion del DNA se realiz6 empleando el protocolo
descrito por Ceja-Navarro et al. (2010). Al DNA extraido se le agreg6 1/5 de EDTA 0.5M
pH 8 del volumen total final y 1/10 de acetato de potasio 5 M pH 5. Las muestras se incubaron
a 4°C por 30 min. Posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm, 4°C durante 10 min. Se
transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo y se llevo a cabo un lavado con 400 pl de solucién

cloroformo-alcohol isoamilico 24:1. Se centrifug6 a 13,000 rpm, temperatura ambiente por
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10 min. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo y se repitié este paso. Se agregd
polietilenglicol (PEG) al 13% y dejando incubar a -20°C toda la noche.
Se centrifugd a 13,000 rpm a 4°C durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante por
decantacion y se lavd la pastilla de DNA con etanol frio al 70%. Se centrifug6 una vez mas
a las mismas condiciones y se colocaron las muestras en el concentrador para eliminar el
exceso de etanol.
Finalmente se dejo secar la pastilla 'y se resuspendio en 50 ul de agua destilada estéril.
Se confirmd la calidad del DNA empleando electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en
TAE 1x (80V-20 min).

5.5.2. Desinfeccion de tejido vegetal
Se empled el protocolo modificado descrito por Sarria-Guzman et al. (2016). Se recolectaron
10 g de muestra de raiz y parte aérea (tallo y hoja) que fueron colocados en matraces
Erlenmeyer y se hizo un lavado con agua corriente para eliminar cualquier resto de suelo,
posteriormente se agregd agua destilada y ésta se decantd. Las muestras se desinfectaron
mediante inmersién en etanol 70% (v/v) durante 3 minutos, en hipoclorito de sodio al 3%
durante 1 minuto y finalmente se realizé un enjuague cuatro veces con agua destilada estéril
en la campana de flujo laminar.

5.5.2.1.Comprobacion de la desinfeccion de tejido vegetal
Se guard6 un volumen de 1.5 ml del ultimo lavado con agua destilada estéril del protocolo
de desinfeccion y se confirmé la eliminacion de bacterias con la ausencia de crecimiento en
medio LB. Por lo cual se llevo a cabo la incubacion del agua del ultimo lavado de cada
muestra en cajas Petri con medio LB solidificado agar-agar al 1% (p/v). Estas se incubaron

a temperatura ambiente por una semana.
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5.5.3. Extraccion de DNA de parte aérea y raices de la planta
Para las muestras de la planta se empleo el protocolo utilizado en CIMMYT basado en el

método de Saghai-Maroof et al. (1984).

En el caso de parte aérea se utilizd un buffer de CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio). Se trituté una pequefia cantidad de muestra adicionando nitrégeno
liguido en un mortero previamente esterilizado. Este polvo fue transferido a un tubo estéril
de 1.5 ml que contenia el buffer previamente calentado a 65°C y se mezclé suavemente por
inversion. Esta muestra se incub6 a 65°C por 1 hora agitando cada 15 minutos. Se retiraron
las muestras de la incubacion y se agregaron 500 pl de una solucién de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y se dejo reposar durante 30 minutos. Se centrifug6 durante 10 min a 9000
rpm y se recupero la fase acuosa en un nuevo tubo, se repitieron los pasos a partir de los
lavados con cloroformo: alcohol isoamilico y posteriormente se adicionaron 350 pl de
isopropanol frio para después dejar a -20°C durante toda la noche.

Finalmente se centrifugd y decantd el liquido para dejar secar la pastilla de DNA a
temperatura ambiente la cual fue resuspendida con 50 pl de agua estéril.

La extraccion de DNA de las raices fue similar. En el caso de la lisis también se utilizo
nitrégeno liquido. El polvo vegetal se transfirié a un tubo de 15 ml donde se agregaron 2 ml
de buffer para lisozima y 160 pl de lisozima 10 mg/ml (Sambrook y Rusell, 2001), las
muestras se incubaron a 37°C durante 1 hora, posteriormente se agregaron 2 ml de SDS 10%
y un volumen de arena estéril equivalente a la cantidad de la muestra ocupada. Se agité el
tubo a méxima velocidad y se centrifug6 a 3500 rpm durante 15 min para después recuperar
1600 pl del sobrenadante. Este volumen fue dividido en 2 tubos y a cada uno se le adicionaron

160 pl de EDTA 0.5 M pH 8 (1/5 del volumen) y 80 ul de acetato de potasio 5 M pH 5 (1/10
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del volumen). Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 4°C y posteriormente se
lavaron con una solucion de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se centrifugaron a 13,000
rpm durante 10 min'y el proceso de lavado se repitio una vez mas. Al nuevo sobrenadante se
le agreg6 un volumen igual de PEG al 13% se agito e incubd toda la noche a -20°C. La
muestra se centrifug6 a 13,000 rpm por 10 min a 4°C, se eliminé el sobrenadante y se lavo la
pastilla formada con 500 ul de etanol frio al 70% que posteriormente se desechd y se dejo
secar la pastilla. La pastilla de DNA se resuspendié empleando 50 ul de agua estéril.

La calidad del DNA se comprob6 de la misma manera que para las muestras de suelo.

5.6. Amplificacion del gen 16S rRNA especifico de bacterias
5.6.1. Amplificacion del gen 16S rRNA de suelo y planta

Se obtuvieron las librerias de los amplicones de las regiones V3-V4 del gen 16S rRNA
empleando los cebadores 341-F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") y 805-R (5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') que contiene el MID especifico de llumina (Dojka et
al. 1998), utilizando el equipo MultiGene™ OptiMax Thermal Cycler (Labnet International).
Una vez obtenidas las muestras se verifico el tamafio de banda del amplicon corriendo un gel
de agarosa al 1% (80V- 30 min, 90V-15 min).

Todas las muestras se purificaron empleando el kit FastGene™ Gel/PCR Extraction kit y se
cuantificaron usando el ensayo de PicoGreen dsDNA en el fluoroespectrometro NanoDrop™
3300 (Thermo Scientific™ ).

Las librerias construidas se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (DNA Sequencing Service

Seoul, Korea) en la plataforma Ilumina MiSeq System.
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6. Resultados

6.1.Muestreo y caracterizacion fisicoquimica del suelo y adecuacion del

material
6.1.1. Parametros fisicoquimicos del suelo
El suelo agricola present6 la siguiente composicion textural: 33.9% de arcilla, 27.1% de arena
y 39% de limo resultando un suelo de tipo franco arcilloso de acuerdo con el analisis de
Bouyocus. El valor del pH fue de 6.70 = 0.12 que de acuerdo con la NOM-021-RECNAT-
2000 corresponde a un suelo neutro, una conductividad electrolitica de 1069 + 343 uS/cm
clasificandose como un suelo con efectos despreciables de salinidad, humedad de 14.7 +
0.9%, capacidad de retencion de agua (CRA) 495 + 24 g kg ss-1, capacidad de intercambio
cationico 243 meq kg ss-1, nitrogeno total 2485 + 425 mg N kg ss-1 y carbono total 30,727 +
4081 mg C kg ss-1.
Considerandose un suelo apto para el crecimiento del frijol pinto var. Saltillo.
6.1.2. Caracterizacion de las nanoparticulas

Se llevo a cabo la caracterizacion de las NPs empleando un microscopio electronico de
transmision (TEM) marca JEOL JEM-1400.
Se realizo la prueba empleando de 2500 a 120,000 aumentos.
La Figura 4 muestra los resultados obtenidos para las NPs de hematita (o-Fe203) donde se
puede observar un fenémeno de agregacion por parte del 6xido metélico en la suspension
(Figura 4a). Sin embargo, al diluir aun més la suspension, el analisis mostré particulas
individuales con forma casi esférica que se encuentran en el rango de la nanoescala, alrededor

de los 20 a los 50 nm (Figura 4b).
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Las NPs de plata presentaron un fenédmeno similar de agregacion (Figura 5a) cuando la
dispersion se encontraba concentrada. A diferencia de la hematita, se encontré que, las NPs
de Ag tienen un tamafo variable que va desde 5-10 nm hasta los 100 nm, lo cual se pudo

observar al diluir aun mas la dispersion (Figura 5b).

Figura 4. Nanoparticulas de hematita, a) Agregados de NPs b) NPs a-Fe20s3 en dispersion
diluida que presentan forma quasiesférica

Figura 5. Nanoparticulas de plata, a) Agregados de NPs b) NPs de Ag con una variacion de
tamario desde 5-10 nm hasta 100 nm

33



6.2. Determinaciones morfologicas y rendimiento de (Phaseolus vulgaris L.)
A los 100 DDS se llevé a cabo el muestreo destructivo y se seleccionaron 4 columnas al azar
de cada parcela por tratamiento de las cuales se determind la longitud de la raiz, longitud de
parte aérea, el nimero de vainas, el nimero de semillas y el contenido de agua (diferencia
entre peso humedo y peso seco). En la Tabla 3 se puede observar que existe una diferencia
estadisticamente significativa en el nimero de vainas y el numero de semillas para el
tratamiento control con respecto a TFe y TAg. En el caso de las plantas de frijol que crecieron
en presencia de NPs de Ag los valores de rendimiento de cultivo fueron mayores comparados
con los otros tratamientos teniendo como resultado 23.6 + 4.5 semillas con respecto a 5.2 +
6.2 semillas de las plantas crecidas en un ambiente sin NPs. Es de destacar que, al no obtener
una cantidad significativa de vainas para TC, los valores de las semillas fueron muy pobres
obteniendo desviaciones estandar grandes que posiblemente puedan ser rectificadas si el
numero de muestras se aumentara; aun asi, es de destacar que las NPs de Ag presentaron un
efecto directamente relacionado con el fruto de nuestro cultivo de interés al igual que las NPs
de Fe pero en una magnitud menor.
Por otro lado, el contenido de agua, la longitud de la raiz y la parte aérea no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de sus tratamientos. Para el contenido
de agua los valores practicamente fueron iguales. En el caso de la longitud de la raiz, se
observo una tendencia en la disminucion de ésta al emplear los tratamientos de ambos tipos
de NPs y para la longitud del resto de la planta (tallo y hojas) fue el tratamiento con NPs de
Ag que mostro valores de mayor longitud respecto a TC y TFe. Cabe destacar que, aunque
no fue estadisticamente significativo el valor esta tendecia en ser méas largas respecto a las

demaés se presento, y ademas se pudo notar que estas plantas fueron méas frondosas.
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Tabla 3. Comparacion de los resultados obtenidos en las caracteristicas del frijol comin
evaluado con y sin NPs. TC (tratamiento control, sin NPs) TAg (tratamiento de 0.15 g NPs Ag
kg ss-1) TFe (tratamiento de 0.15 g NPs Fe kg ss-1)

Concentracion

Tratamientos de NPs Rendimiento dCeogtir;(icr)] Longitud de  Longitud de
(g kg ss-1) g raiz parte aérea
= ~ - - muestra
Frijol comdn (Phaseolus Numero de Numero de (cm) (cm)
. ) . vegetal (g)
vulgaris L.) vainas semillas
TC 0 13+13a 52+6.2a 193+41a 665+3.6a 173.9%18.0a
TAg 0.15 8.1+28hm 236+45p 193+68. 61.8+6.3a 179.8+16.8a
TFe 0.15 58+28p 20.1+10.1p 20.0+6.1a 60.7+6.5a 1756+18.1a

* Letras iguales no hay diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05)

6.3. Contenido de metales en la planta

Los resultados del analisis ICP para determinar la composicion de metales en el tejido
vegetal, mostraron que las raices de las plantas que crecieron en presencia de NPs de Ag
acumularon este metal en una cantidad de 5.6 + 3.1 g g-1 de tejido seco, sin embargo, las
mismas plantas en su parte aérea mostraron resultados nulos para este mismo metal.

Por otro lado, de manera general, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la composicién de micronutrientes en la raiz. En su mayoria se pudo observar una
disminucién del Fe, Zn, Cu y Mn, cuando las raices estuvieron en contacto con los
tratamientos TFe y TAg (Tabla 4). En el caso del Fe como micronutriente se obtuvo un
resultado de 15081.9 + 4121.4 ug g-1 de tejido seco el cual fue significativamente mayor que
los encontrados para TFe (5993.8 + 2169 pg g-1) y TAg (7186.9 + 2937.4 ug g-1); resultados
similares se muestran para Mn del cual se encontr6 una disminucion de 244.8 ug g-1 para
TAgy 276.9 ug g-1 para TFe con respecto a TC. La concentracion de Cu en raices se vio

afectado por el tratamiento de Ag.
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Tabla 4. Resultados del cambio en la composicion de micronutrientes en raiz. TC (tratamiento
control, sin NPs) TAg (tratamiento de 0.15 g NPs Ag kg ss-1) TFe (tratamiento de 0.15 g NPs Fe
kg ss-1)

Concentracion Micronutrientes en raiz (ug g~ 1)

Tratamientos de NPs
(g kg ss1)
Frijol comun_(Phasequs Fe 7n Cu Mn
vulgaris L.)
TC 0 15081.9 £ 4121.44 496+7.9a 21.8+54a. 402.1+115.1a
TAg 0.15 7186.9 + 2937.4p 318+11.1aw 138123 157.3 £ 71.5
TFe 0.15 5993.8 + 2169.0p 32.7+6.1p 185+2.6ap 12521442

*Letras iguales no hay diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

Por otro lado, para el caso de la parte aérea del frijol, a excepcién del Cu, todos los
micronutrientes mostraron la misma tendencia en disminuir su composicion cuando la planta
crece en presencia de NPs. Sin embargo, los resultados para esta parte de tejido vegetal no
mostraron una diferencia estadisticamente significativa como se puede observar en la Tabla
5.

Tabla 5. Resultados del cambio en la composicion de micronutrientes en la parte aérea. TC
(tratamiento control, sin NPs) TAg (tratamiento de 0.15 g NPs Ag kg ss-1) TFe (tratamiento de
0.15 g NPs Fe kg ss-1)

Concentracion

Micronutrientes en parte aérea del frijol (ug g=1)

Tratamientos de NPs
(9 kg ss-1)
Frijol comun_(Phasequs Fe 7n Cu Mn
vulgaris L.)
TC 0 718.1 + 458.44 43.0+7.8a 12.8 + 4.6a 102.6 + 10.8a
TAg 0.15 484.5 + 216.0a 388+13.1a 10.8+4.9a 85.2+11.0a
TFe 0.15 648.7 + 146.5a 41.6+11.6a 13.7+7.0a 90.3 + 24.8a

*Letras iguales no hay diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05)

36



6.4.Aislamiento y obtencién de DNA metagendmico
Se llevo a cabo la extraccion de DNA metagendmico por tres métodos distintos para el caso
del suelo y se hizo una mezcla de material genémico por muestra con cada DNA obtenido.
El resultado se muestra en la Figura 6. Las primeras lineas muestran el DNA extraido de
muestras de suelo tomado el dia 100 despues de la siembra, mientras que, las Gltimas 12
lineas corresponden a un suelo rizosférico de las plantas en la etapa adulta. Para el caso del
DNA extraido del suelo recolectado el dia O (dia del montaje del experimento) los resultados

fueron similares al suelo D100.

Suelo D100
TC TAg TFe TSFe
A

bp A A A
20, 000
5000
1500
500

20,000 Con o B

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% (80V-20 min) para DNA extraido de suelo 'y
suelo rizosférico al dia 100 de la siembra del frijol comin. TC (tratamiento control, sin NPs)
TAg (tratamiento de 0.15 g NPs Ag kg ss-1) TFe (tratamiento de 0.15 g NPs Fe kg ss-1) TSFe
(tratamiento de 0.15 g NPs Fe kg ss-1en suelo sin planta) TSAg (tratamiento de 0.15 g NPs Ag
kg ss-1en suelo sin planta)

En el caso del tejido vegetal, la extraccion del DNA fue més compleja. La Figura 7 muestra
las pruebas de extraccion que se hicieron para raiz y parte aérea. En el caso de la raiz se

obtenia DNA, pero la calidad fue bastante inferior con respecto a la de tallo y hoja. Por otra
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parte, aun después de diversas adecuaciones en el protocolo para la estandarizacion, el
resultado de la calidad del DNA vari6 entre muestra y muestra independientemente de la NPs
o la parcela.

Independientemente de las diferentes dificultades, fue posible obtener el DNA de todas las
muestras de suelo y tejidos. Esto pudo demostrarse con la presencia de una banda de alto
peso molecular obtenida en los geles de agarosa. De esta manera, el resultado del asilamiento

del DNA total para cada muestra fue positivo.

; Parte
RaizTC  g4rea TC

Pruebas de extraccion de DNA de
raiz y parte aérea de frijol para la
estandarizacion

Muestras Parte aérea  c

A

bp
20, 000
5000

Variacion en la calidad
1500 del DNA extraido

500

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% (80V-20 min) para DNA extraido de raiz y parte
aérea del frijol comun en etapa adulta. TC (tratamiento control, sin NPs) TAg (tratamiento de
0.15 g NPs Ag kg ss-1) TFe (tratamiento de 0.15 g NPs Fe kg ss-1)

6.5.Amplificacion del gen 16s rRNA y construccion de librerias de DNA
extraido de muestras de suelo
Posterior a la amplificacion de la region V3-V4 del gen 16S rRNA utilizando los primers

341-F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") y 805-R, se llevo a cabo la formacion de tres
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librerias que corresponden a muestras de suelo: suelo dia cero DO, suelo dia 100, D100, y

suelo rizosférico del dia 100, D100RIZ (Figura 5).

Figura 8. Construccién de librerias para muestras
de suelo y suelo rizosférico. Banda ~ 700 pb. DO
(dia cero del experimento/dia de montaje) D100
(dia 100 después de la siembra)

10,000 DO D100 D100

1000
750

500

250

Suelo Suelo
rizosférico
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7. Discusion de resultados

En este trabajo se empleo la especie Phaseolus vulgaris L. la cual se sometio a dos tipos de
NPs que bien, pueden referirse como contrastante entre ellas: Agy a — Fe, 05 (hematita), sin
embargo, estas se utilizaron en la misma concentracion (0.15 g kg ss-1) y se midieron los
parametros a un solo tiempo de exposicion (100 dias después de la siembra).

Durante los ultimos afios se ha hablado acerca de efectos antagonicos en el ambiente a causa
de las NPs, ya que, las plantas interactian con el suelo y el agua, las cuales son rutas
potencialmente expuestas a la entrada de estos nanomateriales (Shalaby et al., 2016). De esta
manera existe una estrecha relacién entre las NPs y las plantas generando resultados y
cambios en su morfologia y fisiologia.

Estudios previos demuestran que los efectos dependen directamente del tipo de NP y especie
de la planta y se ha reportado que el efecto de los tratamientos con NPs de 6xidos metalicos
en la germinacién de semillas dependen del tiempo de exposicion y la concentracion de las
NPs (De la Rosa et al., 2013; Shalaby et al., 2016; Thul et al., 2013).

La finalidad de llevar a cabo la caracterizacién fisicoquimica del suelo agricola consiste en
cerciorarse que este presenta las propiedades adecuadas para un Optimo crecimiento y
desarrollo de la planta en cuestion. En este trabajo, se empled un suelo de tipo franco arcilloso
que presentd un pH de 6.70 + 0.12 bueno para el crecimiento del frijol ya que, de acuerdo
con Restrepo et al. (2007) en datos reportados por La Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO por sus siglas en inglés) el frijol comin necesita
un suelo de textura franco-limoso pero puede tolerar suelos franco arcillosos con valores de

pH entre 5.5y 6.5.
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El pH es un factor que influye en el efecto que las NPs pueden presentar en la planta, aun
mas para las NPs de Fe, ya que, su forma Fes+ es poco soluble en el suelo y necesita de suelos
con bajo pH para poder ayudar a la planta a asimilarlo. Aunado a esto, la capacidad de
intercambio cationico obtenida (243 meq kg ss-1) indica que se tiene un suelo que es capaz
de captar cationes debido a su contenido de arcilla, lo cual puede ser un factor influyente para
que la NP interactle con las particulas del suelo. Por otro lado, es necesario considerar el
tamafio de las NPs empleadas en el experimento, en este caso para Fe (promedio 20-50 nm,
forma redondeada) y Ag (5-100 nm, forma esférica), debido a que se ha reportado que, el
tamafio y forma de las NPs influye en su interaccion con la planta. Dos estudios emplearon
hematita en el crecimiento de maiz, en el primero (Pariona et al., 2017) se encontro que existe
un aumento en el crecimiento de la planta al utilizar hematitaa 6 g L-1 (100 nm, forma ovoide)
en caja Petri, mientras que, Mansouri et al. (2017) concluyeron que se reduce la
concentracion de fosforo asi como el peso seco de raiz y parte aérea de maiz cuando se aplica
hematita (< 30 nm, forma romboédrica) en un suelo con pH 8. Lo cual indica que, el tamafio
y la forma son parametros a considerar pues los efectos son diferentes aun cuando se trabajo
con la misma especie de planta. Por otro lado, Lee et al. (2012) y Zuverza-Mena et al. (2016)
coinciden en que, las NPs de Ag en un didmetro promedio de 2 a 25 nm impactan
negativamente el crecimiento de Phaseolus radiatus L., Sorghum bicolor L. y Raphanus
sativus L.

Las NPs de Ag usadas ampliamente por sus efectos antimicrobianos y antisépticos presentan
diversos efectos de acuerdo con la especie de planta. En Arabidopsis thaliana L. las NPs Ag
son tdxicas, disminuyen la longitud de raiz y ocasionan un dafio estructural en hojas, al igual
que para la morfologia del rabano expuesto a 500 mg L-1 donde las longitudes de raiz y brotes

disminuyen en un 47.7 % y 40% respecto al control (Zuverza-Mena et al., 2016).
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Pocos estudios hablan de eventos donde la Ag resulta benéfica para la planta. Se ha
encontrado una mejor eficiencia en parametros fisiolégicos como crecimiento y biomasa de
la planta a 200 y 400 ppm para Brassica juncea, pero no efectos a 25, 50 y 100 ppm (Sharma
etal., 2012), al igual que Song et al. (2013) quienes determinaron que en su experimento con
Solanum lycopersicum la Ag no afect6 la germinacion incluso a 5000 mg L-1.

En este estudio se encontrd que Phaseolus vulgaris L. en presencia de Ag a los 100 dias
después de la siembra (DDS) presenta efectos benéficos con respecto al rendimiento de la
planta (produccién de vainas y consecuentemente semillas), obteniendo 8.1 + 2.8 vainas y
23.6 + 4.5 semillas para el tratamiento de plata mientras que, para TC se obtuvo 1.3 + 1.3y
5.2 £ 6.2 vainas y semillas, respectivamente.

De esta manera se reconoce la actuacion de la NP de Ag como factor importante en este
experimento para un gran rendimiento del fruto del frijol. Se sugiere que esto pueda deberse
al estrés producido por la NP en la planta y/o pueda tener interacciones con proteinas y/u
otras moléculas y termine actuando como cofactor para algin proceso metabélico importante
que resulte en la mejora de la produccion del fruto. Un ejemplo es la hormona del etileno. Se
ha reportado que es una hormona vegetal que participa en diversos procesos fisioldgicos,
entre ellos, la maduracion de la planta y/o fruto. Si el tallo de una planta es cortado,
inmediatamente la produccién del etileno aumenta para que los organos reproductivos
maduren y asegurar su sobrevivencia. El etileno es producido por las plantas pero también
estd en la atmosfera y puede aumentar bajo condiciones de estrés: estrés hidrico, baja
intensidad luminica, dafios mecanicos, entre otros (Balaguera-Lopez et al., 2014; Cubillos et
al., 2001). A lo largo de los afios se han empleado compuestos retardantes que interfieren con

la accion del etileno ya que éste puede llegar a perjudicar el valor del cultivo si es producido
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en grandes cantidades. Los iones de Ag(l) compiten por el sitio activo del receptor de etileno,
sustituye al ion Cu(l) interfiriendo en la oxidacion del etileno y por lo tanto en su accion
(Baldenegro, 2011) . De esta manera, se pensaria que, al trabajar con las NPs de plata (Ag+1),
este elemento deberia inhibir la accion del etileno, por lo tanto no existiria la maduracion que
se obtuvo en el experimento. Sin embargo, se sugiere que, la cantidad agregada de la NPs no
es suficiente para que pueda existir este fendmeno; el valor encontrado en raices corresponde
apenas a un 4% del valor total adicionado a la columna con suelo. De alguna manera, las NPs
de Ag provocan estrés en el frijol, que quizé las detecta como agente extrafio y/o tdxico y
como consecuencia, la posible produccion de etileno obteniendo el mayor nimero de vainas
y semillas para este tratamiento.

Por otra parte, con respecto a la longitud de la raiz y el contenido de agua no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al emplear Ag con el frijol. Lo cual nos mostr6
que, esta NP no presenta efectos fisiol6gicos y morfoldgicas contraproducentes al menos para
la concentracion empleada.

Debido a su costo, facil sintesis y las propiedades que presentan, utiles principalmente en la
remediacion ambiental, las NPs Fe tales como goethita, hematita, maghemita, magnetita y
hierro cero-valente, han aumentado en sistemas ambientales siendo producidos
principalmente por el sector industrial lo cual las hace suceptibles y potenciales para una
incorporacion al medio ambiente.

Cabe destacar que, especificamente solo una pequefia parte de estudios sobre NPs-Fe han
investigado los efectos que presenta en algunos cultivos agricolas como arroz, trigo, maiz y
soya (Gillispie et al., 2019). Sin embargo, la mayoria de los autores que han estudiado esta
NP en sus diferentes formas y estados han encontrado efectos que benefician a cierta planta,

sin embargo, las variaciones entre la concentracion y el tipo de NP son grandes. En trigo al
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emplear Fe203 a una concentracion de 100 ppm aumentd la tasa de germinacion y biomasa
de raiz, con respecto a las plantas sin NP (Gillispie et al., 2019), con 25 ppm la longitud de
la espiga de trigo fue mayor al igual que la produccién de granos (Yasmeen et al., 2015). A
diferentes concentraciones de hematita (1000, 2000, 4000, 6000 ppm) y un tamafio de 100
nm se mostrd un aumento en la germinacion de semilla, crecimiento de raiz y contenido de
clorofila del maiz (Pariona et al., 2017).

Para nuestro estudio el pardmetro morfolégico mas relevante donde se vio un efecto por el
Fe fue la longitud de la raiz donde ésta fue menor (60.7+6.5 cm) respecto al control (66.5+
3.6 cm). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para esta
NP, tanto en la morfologia como en el rendimiento de la planta. Lo que lleva a pensar que la
hematita a la concentracion empleada (0.15 g kg ss-1) para el frijol comdn bajo las
condiciones descritas no fue particularmente distintiva.

De acuerdo con los estdndares nacionales de seguridad alimentaria de China el limite
permisible de exposicion a la Ag a través de la ingesta dietética es aproximadamente 35 mg
g-1. Segun lo descrito por Abbas et al. (2019), hay estudios previos que demuestran que,
puede existir una transferencia de NPs a través del consumo de alimentos contaminados con
éstas; pueden viajar a diferentes miembros de la cadena tréfica y biomagnificarse en los
ecosistemas.

Como anteriormente se menciono, en nuestro estudio se encontrd la presencia de NPs de Ag
en tejido seco de raiz del frijol (5.6 + 3.1 ug g-1), el mismo efecto fue obtenido para brotes
de rédbano (900 + 150 pg g-1) cuando las semillas de esta planta fueron tratadas con 500 mg

L-1 de NPs Ag. Ademas, se encontrd una disminucion en Ca, Mg, B, Cu, Mn y Zn, lo cual
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mostré que la plata podria afectar significativamente el contenido de nutrientes de
crecimiento y la conformacion de macromoléculas (Zuverza-Mena et al., 2016).

Se sugiere que, el tiempo y el contacto directo del tratamiento de las NPs con las semillas
permitié una mayor acumulacion de estas en la planta de rdbano. Debido a nuestro montaje
y proposito del experimento, las semillas de frijol comin no tuvieron un contacto directo ni
prolongado, aun asi, se demuestra que este no es necesario para una acumulacion de NPs
independientemente de la cantidad final en el tejido.

Por otro lado, es simple la incorporacion de NPs en las plantas. Algunos autores mencionan
que esto puede ser una razén para que exista un efecto y disminucién en los micronutrientes
de éstas tal como se mostro en los resultados obtenidos del contenido de metales en raices.
Como se mostrd en la seccion 6.1.2. las NPs empleadas presentan tamafios variables, sin
embargo, tanto Ag como Fe presentan tamafios menores a los 100 nm lo cual puede permitir
la adsorcion y/o absorcion por la planta.

En este trabajo se encontrd que, al emplear TFe (0.15 g kg ss-1) la concentracion del hierro
como nutriente disminuy6 en comparacion a los otros dos tratamientos (TC y TAQ), lo cual
podria ser un resultado consecuente para la planta ya que, presentd una tendencia en la
disminucién de la longitud de raiz, ademas de clorosis, mientras que las plantas de los otros
dos tratamientos no tuvieron efecto en esto. No solo el Fe como nutriente disminuy¢ al
emplear TFe, también el Mn y en menor cantidad Cu y Zn. Para las plantas, la forma ferrosa
del hierro Fe+2 es fisioldgicamente la mas importante. Ademas, el Fe tiene un papel como
grupo prostético, el grupo hemo, que son capaces de unirse de manera reversible al oxigeno
o de ceder y tomar electrones; el Fe es un grupo prostético de diferentes enzimas, entre ellas
el citocromo que es parte funcional de los sistemas respiratorios y fotosintéticos, al estar en

contacto con el Oz, el Fe+2 se oxida a Fe+s, pero esta forma es poco soluble y tiende a
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precipitar, de tal manera que, las plantas tienen medios para solubilizar esta forma del hierro,
una de ellas es mediante la disminucion del pH en la rizosfera a partir de la excrecion de
protones y mezcla de acidos orgénicos (Mendoza, 1999). En el caso de la hematita, el hierro
se encuentra en su forma Fe+s, lo cual se asume que no es facil para la planta tener una
asimilacion inmediata, combinado con el resultado de pH del suelo (6.70 + 0.12) que impide
aun mas la solubilizacién (Granja and Covarrubias, 2018). Esto indica que posiblemente las
NPs de Fe estén precipitando o quiza interactuando con otros componentes del suelo que
interfieren con el transporte y la asimilacion de micronutrientes.

Nuestro estudio muestra resultados contrarios a lo sugerido por Ghafariyan et al. (2013)
quienes elaboran un reporte donde mencionan que las NPs de 6xido de hierro favorecen de
manera significativa el crecimiento de soja (Glycline max L.), ademéas Shuai y Yost (2010)
afirman que, a grandes concentraciones de NPs Fe20s, la nanoparticula se adhiere a la
fraccion arcillosa del suelo y, por lo tanto, los electrones se acumulan en el borde de esta lo
cual reduce la pérdida de nutrientes y mejora la eficiencia como fertilizante de hierro.
Ademas, se ha encontrado que Fe203 no solo aumenta el desarrollo de la planta (longitud de
raiz, altura de planta, biomasa) sino también aumenta el contenido de Fe en brotes y raices
de cacahuate (Rui et al., 2016) lo cual no es afin a nuestro estudio.

Normalmente el Fe aumenta la disponibilidad de nutrientes y no presenta efectos toxicos por
debajo de los ~100 ppm, lo cual explica el hecho de que, dependiendo del tipo de planta y
concentracion de NP los resultados pueden variar (Gillispie et al., 2019).

Finalmente, se menciond que los microorganismos, especialmente los del suelo son de vital
importancia para los ciclos geoquimicos ya que se encargan de la regulacion de estos. Por
consiguiente, cualquier factor que pueda afectar la biomasa microbiana del suelo y su

actividad afectaria la calidad y sostenibilidad de este sistema ambiental (Dinesh et al., 2012).
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Algunas NPs como la Ag que presentan actividad antimicrobiana ha mostrado efectos
antagonicos. Existen estudios in vitro sobre el efecto de las NPs de Ag en microorganismos
con actividad benéfica, pero hay poca informacion disponible de como estas NPs afectan a
las comunidades microbianas en el suelo en condiciones de campo. Hansch y Emmerling
(2010) fueron uno quienes iniciaron con el estudio de los efectos a mediano plazo de las
concentraciones ambientalmente relevantes de las NPs de Ag (3.2-320.0 pg NPs Ag kg ss-1)
en los microorganismos y su actividad en el suelo. En el trabajo de Griin et al. (2018) se
demostraron los efectos negativos significativos en la poblacion de Proteobacteria después
de un afio de exposicion a 0.01 mg NPs Ag kg ss-1, mientras que Acidobacteria,
Actinobacteria y Bacteroidetes fueron significativamente estimulados.

Por otro lado, a lo largo de los ultimos afios se le ha dado mayor énfasis al estudio de
microorganismos de las plantas ya que estos contribuyen al estado fisioldgico de éstas, asi
como a su salud y resistencia al estrés bidtico y abi6tico, tales como plagas, estrés hidrico,
cambios de temperatura radicales, etc (Berg et al., 2009).

Los enddfitos bacterianos se encuentran en casi todas las plantas del mundo y algunos pueden
promover el crecimiento de las plantas. Los mecanismos de promocién del crecimiento son
similares a los utilizados por bacterias rizosféricas, de hecho, se han comenzado a comparar
los genomas de estos organismos y por ende se han podido revelar los factores genéticos
involucrados en un estidlo de vida endofitico (Santoyo et al., 2016). Se considera una bacteria
como endofita si esta puede ser aislada de una superficie desinfectada de tejido de planta o
extraida del interior de la planta (Hall-man et al., 1997). Los endofitos de cada planta van a
depender de la etapa de crecimiento de esta, el tejido analizado, la salud de la planta, estado

nutricional, tipo de suelo y otras condiciones ambientales (Hardoim et al., 2008).
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Debido a la notable importancia que presentan los estudios que buscan determinar los efectos
de NPs tanto en plantas como microorganismos este trabajo podria ser un parteaguas para
continuar con futuros analisis que permitan complementar los resultados obtenidos para las
carateristicas de las plantas. En el caso del frijol comdn, los endofitos ya han sido
ampliamente estudiados (Costa et al., 2012; Parsa et al., 2016), sin embargo, las condiciones

siempre varian y es de interés evaluar los cambios que presentan ante la presencia de NPs.
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8. Perspectivas y estudios posteriores

Unicamente se construyeron las librerias para las muestras de suelo (DO y D100), sin
embargo, se espera la continuidad del trabajo para las muestras de planta por parte del grupo
de investigacion del laboratorio.

Una vez construidas las librerias del gen 16S especifico para bacterias tanto de suelo como
de plantas, se enviaran a secuenciar a Macrogen Inc. (DNA Sequencing Service Seoul, Korea)
en la plataforma llumina MiSeq System con el fin de llevar a cabo el analisis de biologia
molecular y poder evaluar los efectos que presentan las NPs de Ag y Fe en las comunidades
microbianas del suelo y planta (diversidad y abundancia de microorganismos).

Como parte de las perspectivas se espera que, se pueda ampliar el estudio y llevar a cabo un
andlisis metagendmico de las muestras recolectadas y de esta manera poder correlacionar los
diferentes resultados obtenidos y por obtener.

Se espera y considera que, en estudios posteriores (nuevos montajes de experimentos) se
aumente el numero de muestras y poder apreciar valores diferentes en las desviaciones

estandar que corresponden a las variables morfoldgicas y de rendimiento medidas.
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9. Conclusion

Lo expuesto anteriormente permite concluir que, como muchas otras plantas, Phaseolus
vulgaris L. presenta efectos particulares cuando crece en presencia de NPs metélicas, por lo
tanto, se sujeta el argumento de que el efecto depende de la plantay la NP, asi como de otras
variables.

Con los resultados obtenidos se pudieron evaluar los cambios en el crecimiento y la
morfologia del frijol comun en la etapa adulta cultivado en un suelo agricola tratado con NPs
de hematita y plata, los cuales no presentaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al tratamiento control, por lo tanto, se destaca que a la concentracion empleada (0.15
g NP kg ss-1) P. vulgaris L. no presento efectos en el crecimiento. Por otro lado, se estimaron
los componentes de rendimiento de la planta y estos mostraron valores significativamente
mayores para el tratamiento de Ag, hasta 4.5 veces mas, respecto al control para el nimero
de vainas, por lo cual se sugiere que esta NP indujo una situacion de estrés a la planta teniendo
como resultado mayores rendimientos del fruto, sin embargo se necesitan mas estudios
especificos para poder obtener informacidn sobre qué proceso metabdlico se ve involucrado
con este resultado. Finalmente, se pudo cuantificar la acumulacion de plata en raiz, la cual
resultd ser el 4% del total de las NPs adicionadas al suelo, ademés, se presentd una
disminucién en la composicién de los cuatro micronutrientes analizados (Fe, Zn, Cu, Mn) al
estar involucradas las NPs.

Las NPs han demostrado que podrian ser la clave para un futuro sustentable en el desarrollo
de nuevos productos que promuevan la proteccion y mejora de cultivos, para tal fin se
requiere ampliar los estudios que permitan determinar los efectos antagdnicos que las NPs
presenten sobre un tipo de planta. Se necesitan estudios a largo plazo en campo abierto para

determinar los riesgos que esto pueda tener. Ademas con la actual demanda mundial en la
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industria alimenticia, asi como el continuo uso y gran produccion de NPs con diferentes fines
industriales, es necesario entender los mecanismos de toxicidad en plantas vy
microorganismos, y no dejar a un lado la busqueda del conocimiento para comprender el

comportamiento de las NPs y su transformacion y/o llegada a la cadena tréfica.
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Tabla. Al Efectos de nanoparticulas de plata y hematita sobre plantas

Nanoparticulas

Efectos

Concentracion Tamario M(_)do .d,e Referencias
aplicacion
Aumento en longitude de raiz, tallo
y hoja en maiz. Soluciones
Localizacion de hematita en xilema 12 49/l Crecimiento ;an Pariona et al.
y floema. Aumento del contenido 49 100 nm . . (2017)
. . cajas Petri
de hierro en hojas.
Cynodon dactylon. Reduccién del
contenido de N mineral, colonias 2000 mg kg-1 <50 nm Aplicacion en Rashid et al.
de hongos y biomasa microbiana suelo (2017)
Aumento en la concentracién total
de N en raiz, retofios, niUmero de
semillas y rendimiento.
Disminucidn en peso fresco de Aplicacién en
a—Fe,04 vainas en Phaseolus vulgaris 80-94 nm supelo durante Medina-Perez et
1,3,6,9/L riaacion al. (2018)
Aumento en longitude de tallo y g
raiz, y produccion de biomasa en
Spinacia oleracea L.
Favorece la tasa de crecimiento de
espinada en dosis y tiempo
dependiente.
La longitude de tallo y raiz fue 100, 150, 200 Crecimiento en Jeyasubramanian
mayor que el control. También un mg hidroponia et al. (2016)
efecto positivo en produccion de
biomasa
AgNPs promueven el nimero de 200ul for
hojas, longitude de raiz y tallo y eac#seed 8-21 nm Soluciones Jasim et al. (2017)
A germinacion de semillas.
g Acumulacion de AgNPs como .
. 5, 10, 20 and Suspensiones de
resultado de raices marrones en P. 10 nm L Leeetal. (2012)
. . 40 mg/L NPs y crecimiento
radiatus and S. bicolor
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Inhibicion en crecimiento de P.
radiatus and S. bicolor bajo la
maxima concentracion

Respuesta positiva en crecimiento
de B. juncea and V. unguiculate

Mejor crecimiento de Bacopa
monnieri en comparacion con
AgNO3

Inhibicion del crecimiento de
cotiledones y aumento de estrés
oxidativo en Arabidopsis

Disminucion en crecimiento de
Capsicum annuum

100, 300, 500,
1000 and
2000 mg kg-1

50 and 75
ppm

100 ppm

0.01, 0.05,
0.1,05and 1
mg/L

10 nm

35-30 nm

2-50 nm

8 nm

en cajas Petri.
Medio agar

Aplicacion en
suelo

Aplicacion foliar

Aplicacion en
suelo

Soluciones

Lee etal. (2012)

Pallavi et al.
(2016)

Krishnaraj et al.
(2012)

Syu et al. (2014)

Vinkovic et al.
(2017)
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Table A2. Efectos de nanoparticulas de Fe y Ag en poblaciones microbianas a diferentes concentraciones

Efecto

Referencia

Nanoparticula Concentracion
0.14 mgkg-1
40 mg L1
20 mg L1
Ag NPs
0.01 mg kg-1
50 mg kg-1
y — Fe,05 1.26 mg g1

Modificacion de comunidad
bacteriana y riqueza de unidades
taxonémicas operacionales

Disminuye la abundancia de
bacterias nitrificantes en lodos

Disminuye la produccion de
nitrato en medio de cultivo
cuando Nitrosomonas europaea,
se expuso a AgNPs

Después de un afio de exposicion
se observe un efecto negative en
la biomasa microbianay en la
abundancia de microorganismos
fijadores de N

Cambios en composicion de
comunidades bacterianas en
suelo: disminucion en abundancia
relativa de Acidobacteria 'y
Verrucomicrobia y un aumento en
Proteobacteria

Los perfiles DGGE revelan
efectos dependientes de la
concentracion (impacto
beneficioso) sobre la estructura de
la comunidad bacteriana en el
suelo agricola

Colman et al. (2013)

Yang et al. (2014)

Arnaout and Gunsch (2012)

Griin et al. (2018)

McGee et al. (2017)

He etal. (2011)
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Fe203

FesO4

Fe-NP

10 mg kg-1

10 g kg-1

550 mg

El recuento microbiano presenta
valores de resistencia mas altos.
Reduccién de Pseudomonas

Las NPs afectan la composicion
de la comunidad bacteriana del
suelo con base a las huellas
digitales de DGGE, lo que sugiere
toxicidad

No existe un efecto sobre la
riqueza bacteriana, pero algunos
géneros se vieron afectados: las

Sphingomona y Lysobacter

disminuyeron

Kumar et al. (2019)

Ben-Moshe et al. (2013)

Shah et al. (2014)
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