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RESUMEN

La produccién industrial de nanoparticulas (NPs) y su liberacion al medio
ambiente podrian limitar el rendimiento de los cultivos agricolas, por lo
gue es necesario evaluar el impacto de las NPs sobre estos. En esta
investigacion se evaluo el efecto de las NPs de ZnO, TiO2 y Fe20s, a
concentraciones de 0, 3y 6 gL, en el porcentaje de germinaciéon de
semillas de maiz (Zea mays L.), durante un experimento en laboratorio
de siete dias. Ademas, se determind el efecto de las NPs en la
produccién de clorofila, el inicio de las etapas fenoldgicas y algunas
caracteristicas de biomasa y componentes de rendimiento de plantas de
maiz, durante pruebas en invernadero por 112 dias. Las NPs modificaron
significativamente los pesos fresco o seco del epicétilo, hipocétilo o
cotiledén y las unidades SPAD (Soil Plant Analysis Development) durante
la etapa vegetativa, pero no durante la etapa reproductiva.
Adicionalmente, las NPs no afectaron significativamente la aparicién de
las etapas fenologicas ni las caracteristicas de planta, pero si
incrementaron significativamente el peso seco y fresco del fruto y el peso
seco de las mazorcas. Sin embargo, solo las dosis de 6 gL*
incrementaron significativamente el peso seco de la semilla. Lo anterior
implica que las dosis altas de NPs en el medio ambiente podrian
favorecer el desarrollo del cultivo de maiz, no obstante, es importante
considerar que la respuesta favorable del maiz inducida por las NPs tiene

un limite.
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ABSTRACT

The industrial production of nanoparticles (NPs) and their releasing to the
environment could limit the performance of agricultural crops, so it is
necessary to evaluate the impact of NPs on crops. In this study the effect
of ZnO, TiO2 and Fe203 NPs, at 0, 3 or 6 gL on the percentage of
germination of corn seeds (Zea mays L.) was evaluated in a seven days
laboratory experiment. Furthermore, the effect of NPs on the production
of chlorophyll, the onset of the phenological stages and some
characteristics of biomass and yield components of corn plants were also
determined in a 112 d greenhouse experiment. The NPs significantly
modified the fresh or dry epicotyl, hypocotyl or cotyledon weights and
SPAD units during the vegetative stage, but not during the reproductive
stage. In addition, the NP did not significantly affect the occurrence of
phenological stages and the characteristics of plant, but significantly
increased dry and fresh fruit weight and dry weight of cobs. However,
doses of 6 gL significantly increased the dry weight of the seed. This
implies that high doses of NPs in the environment might increase the
development of the maize crop, however, it is important to consider that
the positive response of maize induced by NP is limited.
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l. INTRODUCCION

El rapido desarrollo de la nanotecnologia abre nuevas posibilidades en el
campo de la ciencia y la tecnologia; sus aplicaciones abarcan desde la
electronica y comunicaciones, hasta la agricultura, quimica, biologia,
bioquimica, medicina, entre otras. La nanotecnologia hace referencia a
la integracion de diferentes disciplinas cientificas capaces de crear y
desarrollar nuevos materiales a esta escala. Lo anterior ha causado un
aumento en el uso de nanomateriales en procesos industriales, lo que
probablemente conducira a una mayor probabilidad de exposiciones
ambientales. Las nanoparticulas (NPs) son materiales con dimensiones
nanométricas de entre 1 y 100 nm [1], las cuales debido a su tamafio
presentan propiedades Unicas, que no se presentan a tamafios
convencionales, lo que puede traer como consecuencia riesgos para la
salud del hombre y su entorno. Lo anterior es debido a que los
mecanismos biolégicos normales de defensa pueden no ser capaces de
responder adecuadamente a estas particulas que pueden tener
caracteristicas tan diferentes. Por otro lado las nanoparticulas pueden
propagarse y persistir en el medio ambiente, pudiendo tener un

importante impacto medio ambiental.

Es fundamental poder estimar la liberacion y destino de las
nanoparticulas en el ambiente, su toxicidad, asi como generar materiales
de referencia y definir protocolos de analisis y ensayos de toxicidad que
tengan en cuenta las particularidades de estos materiales. Aunque en la
literatura cientifica comienzan a aparecer estudios de este tipo, la
informacion aun es limitada. Por tal motivo surge la preocupacion de
evaluar los riesgos medioambientales de estos materiales al entrar en

contacto con los diferentes componentes de los ecosistemas. Dicho lo
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anterior las NPs generadas a través de los procesos industriales tienen
potencial para entrar en contacto con los cultivos alimenticios afectando
el medio ambiente y la salud humana. Las plantas son importantes en los
estudios de toxicidad, esto por las interacciones que tienen con el aire,
suelo y agua, que estdn en mayor contacto con las NPs, aunado a esto
por medio de las plantas se puede dar la interaccién de NPs con especies
superiores a través de la cadena alimenticia; por ello es necesario evaluar
los efectos de las NPs para conocer su distribucion en el medio ambiente,

sus posibles efectos dafinos y su destino final [2].

Las NPs pueden interaccionar con las raices de las plantas, las cuales
podrian absorberse y trasportarse transportdndose a través de sistemas
vasculares, dependiendo de las propiedades de la NP y la anatomia de
la planta. A pesar de los conocimientos adquiridos a traves de estudios
previos, aun hay muchas preguntas sin respuesta acerca del destino y el
comportamiento de las NPs en las plantas. Por ejemplo, se desconoce el
efecto de superficie o actividad superficial de NPs en la fitotoxicidad;
también se desconoce la ruta de entrada a la planta y a los tejidos
vasculares, asi como el papel de las paredes celulares de las plantas en
la internalizacibn de las NPs. La necesidad mas urgente es,
probablemente, la construccion de conexiones entre las caracteristicas
de las nanoparticulas (por ejemplo, el area superficial, tamafio de
particula y la actividad superficial) y la fitotoxicidad potencial, la cual
podria incluso afectar el crecimiento y desarrollo de cultivos de

importancia social, ambiental y econémica.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 El cultivo de maiz

El maiz (Zea mays L.) es una especie de América y es uno de los granos
alimenticios mas antiguos que se conocen, pertenece a la familia de las
Poéceas (Gramineas), tribu Maydeas, y es la Unica especie cultivada de
este género. El maiz cultivado es una planta completamente
domesticada. EI hombre y el maiz han vivido y han evolucionado juntos
desde tiempos remotos, por tal motivo este cultivo tiene una gran

importancia social, ambiental y econémica [3].

2.1.1 Origen y descripcion botanica
En México, centro de origen, domesticacion y diversificaciéon del maiz,
existen 59 razas de maiz de acuerdo con la clasificacibn mas reciente
basada en caracteristicas morfolégicas e isoenzimaticas [4], que
representan entre 20 y 27 % de las 220 a 300 razas de maiz existentes
en el continente americano [5]. Esta diversidad es producto de milenarias
practicas agricolas vinculadas al conocimiento tradicional de los pueblos
indigenas de México, principales herederos, custodios y mejoradores del

germoplasma nativo.

2.1.2 La planta: partes del maiz
La planta del maiz es de porte robusto de facil desarrollo y de produccion
anual. Una parte importante del maiz es la raiz, la cual es la encargada
de mantener a la planta erecta; el tallo, es erecto de elevada longitud
pudiendo alcanzar los 4 metros de altura, es robusto y sin ramificaciones.
El maiz es de inflorescencia monoica con inflorescencia masculina y
femenina separada dentro de la misma planta que trabajan en conjunto

para reproducir. En cuanto a la inflorescencia masculina, esta presenta
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una panicula (espigdn) de coloracion amarilla que posee una cantidad
muy elevada de polen, mientras que la inflorescencia femenina marca un
menor contenido en granos de polen, y se forman en unas estructuras
vegetativas denominadas espadices que se disponen de forma lateral.
Por altimo los granos en la mazorca, cada uno es un fruto independiente

llamado cariépside que estéa insertado en el raquis cilindrico u olote.

El desarrollo vegetativo del maiz comienza desde que se siembran las
semillas hasta la aparicion de los primeros brotes, entre 8 y 10 dias,
donde se ve muy reflejado el continuo y rapido crecimiento de la plantula.
Para la normalizacion de las definiciones, los investigadores de maiz han
elaborado una guia para identificar las diferentes etapas de esta planta

(Figura 1), las cuales se dividen en dos grandes categorias [6]:

» Vegetativa (V)
= Reproductiva (R)

Ademas, las etapas de crecimiento se pueden agrupar en cuatro grandes
periodos:

1) Crecimiento de las plantulas (etapas VE)

2) Crecimiento vegetativo (etapas V1... Vn)

3) Floracion y la fecundacion (etapas VT, RO, y R1)
4) Llenado de grano y la madurez (R6)

21



Fase Vegetativa Fase Reproductiva

Figura 1. Etapas fenoldgicas del cultivo de maiz.

2.1.3 Usos del cultivo de maiz
El maiz tiene usos multiples y variados, es el Unico cereal que puede ser
usado como alimento en distintas etapas del desarrollo de la planta. Las
espigas jovenes del maiz (maiz baby) cosechado antes de la floracién de
la planta es usado como hortaliza. Las mazorcas tiernas de maiz dulce
son un manjar refinado que se consume de muchas formas. Las
mazorcas verdes de maiz comun también son usadas en gran escala,
asadas o hervidas, o consumidas en el estado de pasta blanda en

numerosos paises [3].

2.1.4 Importancia social y ambiental del maiz
Desde el punto de vista alimentario, politico, econémico y social, el maiz
es el cultivo mas importante de México [7], basta con decir que su
consumo per capita en México es aproximadamente 10 veces mayor que
en Estados Unidos de América [8]. Este cereal cubre poco mas de la

mitad de la superficie agricola sembrada, con aproximadamente 8
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millones de hectareas (principalmente en las zonas sub-humeda
tropicales, templado hiumedas y sub-humeda) [9], lo que representa el
67% del consumo de granos basicos. De esta superficie, 1.5 millones de
hectareas cuentan con riego, mientras que 6.5 millones de hectareas es
de temporal [10]. La fraccién de tierras de temporal incluye 1.5 millones
de hectareas de buena a excelente calidad agricola, 3.5 millones de
hectareas son de mediana calidad, y 1.5 millones de hectareas son de

calidad marginal [6].

La region sureste de México aporta alrededor de 25% de la produccién
total nacional (Figura 2); no obstante, los estados con mayores niveles
de produccién son Sinaloa (19.0 %), Jalisco (14.1 %), Estado de México
(8 %), Chiapas (7.7 %), Guerrero (5.8 %), Guanajuato (5.6 %) y Veracruz
(5.3 %). Con un enfoque empresarial, los dos primeros estados exportan
parte de su produccion, en tanto que el resto destinan gran parte de su

produccion al autoconsumo [11].

4,922,075.93

Noreste 662,327.63

Figura 2. Produccién regional promedio de maiz (2000-2011).



2.1.5 Maiz: variedad Antonio Narro (VAN-210)
En la agricultura del maiz se pueden realizar cruzas tradicionales simples
para realizar cultivos hibridos, esto se refiere a utilizar diferentes
materiales, aprovechando el fenomeno de heterosis. La heterosis es el
aumento en la expresion de ciertos caracteres (ej. rendimiento en grano)
gue se manifiestan en la cruza. De esta manera se aprovechan sus
mejores caracteristicas para la creacion de una nueva variedad, que
favorezca su desarrollo en una region especifica [14]. La variedad de
maiz VAN-210 fue creada por la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro por medio de técnicas tradicionales de mejoramiento vegetal; a fin
de obtener un cultivo adaptado al clima y suelo, entre otras
caracteristicas, del sureste de Coahuila. Esta variedad es de temporal y

actualmente es comercializada.

2.1.6 Requerimientos agroecoldégicos del cultivo
El manejo racional de los factores climaticos de forma conjunta es
fundamental para el desarrollo adecuado del cultivo. En la Tabla 1 se

muestran algunos de estos requerimientos agroecoldgicos.

Tabla 1. Requerimientos agroecoldgicos del maiz [15].

Caracteristica Requerimiento

(o]
Temperatura 6ptima 18y 21°C

Franco-limoso
Textura del suelo Franco-arcilloso
Franco-arcillo-limoso
Salinidad <7dSm™
pH 6ptimo 50a7.0

24



El maiz es una planta dotada de una amplia capacidad de respuesta a
las oportunidades que ofrece el medio ambiente, sin embargo requiere
de ciertas condiciones para un crecimiento y desarrollo 6ptimo, como pH,

conductividad eléctrica, tipo de suelo, temperatura, humedad entre otras.

2.2 Nanociencia, nanotecnologia y NPs

La nanociencia es un area emergente de la ciencia que se ocupa del
estudio de los materiales de muy pequefias dimensiones; a menudo se
centra en la formacién de nanoparticulas [16]. La nanotecnologia controla
y reestructura la materia a nivel atdbmico y molecular en rangos de entre
1 y 100 nandmetros (nm), y aprovecha las distintas propiedades y
fendmenos que ocurren a estas dimensiones, comparadas con aquellas
propiedades de los materiales en grueso [17] (Figura 3). El propdsito de
la nanotecnologia es el desarrollo de materiales, dispositivos y sistemas

con propiedades y funciones completamente nuevas [18].

10! 1 10 10? 10° 10* 10° 10° 107 10®
1 | 1 | | | | | 1

Nanometers
Figura 3. Tamafio de las NPs con respecto a macro particulas [19].

La sintesis de nanomateriales es un area creciente en investigacion; en
2005 su desarrollo en el sector industrial fue de $ 4 mil millones de
dolares [20] y se anunciaba que en 2015 el mercado mundial para

nanoproductos llegaria al billén de délares [21, 22] y se proyecta que para
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2020 alcance 3 billones de ddlares [23]. Esto esta relacionado con las
propiedades Unicas y el atractivo de las NPs para dar caracteristicas

especificas y deseables en los productos que las contengan [24].

2.2.1 Definiciones
Podemos definir nanoparticula como aquel material con un didmetro de
1 a 100 nm, que posea caracteristicas distintivas proporcionadas
basicamente por su area superficial y tamafio. Las NPs se pueden
clasificar dependiendo de su origen en naturales o antropogénicas [25].
Al tener tamarfios tan pequefios sus propiedades cambian con respecto
a las que se tienen a escalas mayores, pudiendo ser aprovechadas para

nuevas aplicaciones [26].

2.2.2 NPs de ZnO, TiO2 y Fe203
Algunas de las NPs mas utilizadas en los procesos industriales son los
oxidos metalicos empleados principalmente en revestimientos, pinturas,
pigmentos, electronica y Optica, cosmética, energia, medio ambiente,
entre otros. En 2010, la silice, éxido de titanio, alimina y 6xidos de hierro
y zinc dominaron el mercado en términos de flujo de masa a través de la
economia mundial [27]. El volumen de produccion de las NPs y su
diversidad de aplicaciones ha crecido ampliamente en la Gltima década y

se proyecta que seguira creciendo [28].

Guerrero et al., mencionan que las NPs de 6xidos metalicos presentan
mejores propiedades eléctricas, dpticas, magnéticas, quimicas y fisicas
en relacion a las de sus homologos. Dichas propiedades dependen de
manera directa de los cambios estructurales que experimentan las

particulas cuando estan en la escala nanométrica [29].
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Las NPs de Oxidos metélicos pueden ser peligrosas para los seres
humanos basicamente por dos razones: 1) su actividad catalitica, que
puede interferir con numerosos procesos bioquimicos intracelulares, y 2)
la eventual descomposicion de las NPs en sus iones, los cuales podrian
intervenir en la homeostasis intracelular, que es esencial para
metabolismo de la célula [30, 31]. El tamafo, forma, composicion
quimica, area especifica y naturaleza quimica determinan las
propiedades cataliticas de las NPs. El impacto de las NPs de 6xidos
metélicos en la salud esta relacionado con sus propiedades, por lo que
se deben desarollar herramientas predictivas para la evaluacion de

riesgos [32].

El 6xido de zinc es un material semiconductor relativamente barato con
baja toxicidad, y muy efectivo en la proteccion contra rayos UV. Es un
material excelente para la fabricacibn de pantallas solares, porque
absorbe los rayos ultravioleta y combate los problemas potenciales
asociados a la exposicion al sol [33]. También se puede emplear en
productos para el cuidado de la piel, en protectores solares, maquillaje,
desodorantes, en recubrimientos de botellas y para el pulido de

superficies [34].

Por otro lado, el diéxido de titanio es un semiconductor sensible a la luz
que absorbe radiacidn electromagnética, principalmente en la region UV.
Es un material quimicamente estable y econémico que tiene la
posibilidad de que se aplique en diversas areas [35]; aproximadamente
la mitad de los estudios acerca de TiO2 resultan con efectos toxicoldgicos
[36]. El TiO2 es uno de los semiconductores mas investigados dentro de
los procesos de oxidacion avanzada debido a que posee propiedades

fotoconductoras y fotocataliticas que lo presentan como uno de los
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oxidos de mayor impacto en la degradacion de compuestos organicos

clorados y en la oxidacion de compuestos organicos volatiles.

La hematita (Fe203), es el principal mineral de hierro, el cual presenta
gran utilidad en aplicaciones como pigmentos en diversos materiales y
por sus propiedades magnéticas, es utilizado en areas diversas como
biofisica, medicina, ciencia de los suelos y astrofisica [37]. La
incorporacion de NPs de hierro en pinturas mejora el comportamiento de

recubrimientos, evitando la disminucién de su transparencia y de su brillo.

2.3 Presencia de NPs en el medio ambiente

Los nanomateriales estan en el ambiente, debido a procesos naturales y
antropogénicos [38]. El uso y produccién de estos materiales ha
incrementado exponencialmente. La produccién global de NPs en 2010
fue de 290, 000 toneladas y se estima que entre 63 y 91 % termind en
vertederos (Figura 4) con un balance liberado en cuerpos de agua (0.4—
7 %), suelos (8-28 %) y la atmosfera (0.1-1.5 %) [27].
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Figura 4. Flujo de NPs en 2010 (toneladas métricas afio™) desde la

manufactura hasta las aplicaciones y su eventual disposicion.
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Las NPs estan implicadas en la produccion de muchos productos para
diferentes aplicaciones tales como cosmética, energia, automotriz,
electronica, entre muchas otras. El aumento en las aplicaciones de
nanomateriales probablemente conducird a una mayor probabilidad de
exposicién ambiental lo que incrementa la preocupacion sobre la salud y

seguridad de los seres vivos y los ecosistemas.

Es importante identificar los efectos causados por la exposicion de NPs
a nivel de moléculas, individuos o0 ecosistemas para determinar
integralmente los riesgos potenciales. Sin embargo, hay pocas
investigaciones que se enfocan en evaluar los impactos ambientales y la
salud publica, en comparacion con todos los hallazgos relacionados con
la sintesis y posibles aplicaciones de las NPs [39]. Actualmente las NPs
han entrado en la definicion de contaminantes, esto al ver los riesgos
potenciales que pueden causar. En el caso de los 6xidos metalicos, estos
podrian contaminar debido su disolucién y la posterior liberacién de iones
metalicos toxicos al medio ambiente, acumulandose en el suelo y en los
sedimentos durante mucho tiempo a través de varias vias, incluida la

eliminacién de los efluentes liquidos y la deposicion atmosférica [40].

La contaminacion ambiental se incrementa dia a dia debido a la
urbanizacién, industrializacion y estilos de vida de la gente, por lo que la
liberacién y contaminacion por NPs se puede volver una amenaza y un
constante desafio para los organismos y ecosistemas [41]. Por esta
razon es importante desarrollar un modelo cientifico predictivo para
entender como las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales
pueden causar la liberacion y propagacion de estos al medio ambiente,

causando su acumulacion y desequilibrios en los niveles troéficos,
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pudiéndose dar resultados potencialmente peligrosos a nivel de

organismo y ecosistemas [42].

2.3.1 Transformacién de las NPs en el medio ambiente
En el medio ambiente las NPs se encuentran en un ambiente fisico y
quimico cambiante y esto hace que se alejen de su estado normal, hacia
productos y destinos que se desconocen en gran medida. Estos cambios
dependen de las condiciones a las que estan expuestas (pH, estados de
oxidacion, contenido de materia organica, entre otros) e incluso
pequefios cambios en los sistemas pueden conducir a diferentes
comportamientos y transformaciones [43]. Una de las principales
interacciones del ser humano con el medio ambiente se da con el aire, el
cual puede transportar NPs debido a su peso y tamafio, por lo que las
NPs pueden vigjar grandes distancias e interactuar con otros
contaminantes, generando efectos indeseables en el medio ambiente y

la salud humana [44].

Las caracteristicas fisicas y quimicas de las NPs son importantes en
cuanto a su toxicidad en los biosistemas, algunas de estas son: 1)
tamafio; 2) composicion elemental; 3) area especifica; 4) porosidad; 5)

porcentaje de atomos en la superficie y 6) diametro hidrodinamico [11].

Zhao et al. realizaron estudios sobre el efecto de NPs de ZnO sobre el
cultivo de maiz, en los que encontraron que estas reducen
significativamente el tamafio de la raiz y la produccién de biomasa;
también encontraron Zn en los tejidos y una reduccion significativa de la
actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa, lo que podria indicar

dafo en el sistema de defensa [45].
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La observacion directa de las NPs en la superficie de plantas y en tejidos
se ha hecho posible por medio de nuevos métodos, haciendo uso de
puntos cuanticos y tecnologias de microscopia novedosas. Lo anterior
son estudios puntuales sobre la localizacion de las particulas en las
plantas [46].

2.3.2 Toxicidad de las NPs
La ausencia de conocimiento sobre los efectos resultantes de las nuevas
propiedades exhibidas por las NPs ha hecho que surja la preocupacion
de evaluar los riesgos potenciales de estos materiales, llevando a un
incremento en la investigacion sobre el potencial toxico de las NPs al
medio ambiente y salud de los seres vivos. Se ha desarrollado un campo
de investigacidn especial para evaluar la toxicidad de los nanomateriales:
la nanotoxicologia, esta disciplina se encarga de determinar las
consecuencias negativas asociadas a la produccion y uso de la

nanotecnologia [47].

Se sabe gue los materiales que a tamafios normales son inocuos, a
escala nanométrica pueden ser toxicos debido a que tienen diferentes
propiedades como: elevada area especifica y tamafio mas pequefo.
Ambas caracteristicas causan cambios en sus propiedades
fisicoquimicas; pudiendo tener efectos negativos para el medio ambiente
y otros organismos [48]. EI aumento del area especifica de las NPs
produce mayor nimero de atomos en la superficie, lo que podria

aumentar la reactividad de la particula y por ende elevar la toxicidad.

Existe evidencia de que las NPs pueden entrar en contacto con los
organismos vivos e interrumpir su actividad normal y llevarlos a un mal
funcionamiento o enfermedades. Las NPs son capaces de atravesar

membranas bioldgicas para entrar a las células, tejidos y 6érganos que
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particulas normales no podrian [49]. La parte aérea de la planta facilita la
interaccion con las NPs por lo que estas son absorbidas en la superficie
a través de sus aberturas, sin embargo esto depende del tamafio de las
NPs [50].

Estudios recientes han demostrado que las NPs se pueden acumular en
plantas vasculares. Geisler et al. observaron acumulacién de NPs de Ag
en Arabidopsis thaliana L., dando evidencias de la interaccion de estos
materiales con los diversos 6rganos de las plantas [51]. Wang et al.
evaluaron la acumulacién y transporte de NPs de CuO en el maiz y
concluyeron que las NPs de CuO estan en contacto con los diversos

organos de las plantas [52].

En algunos peces se ha visto efecto de las NPs en el numero y la
variacion de estas especies, asi como en su comportamiento, fisiologia y
bioactividad. Las NPs de hierro causan la peroxidacion de lipidos en el
higado y corazén del bagre africano [53]. También se ha observado un
aumento de las especies reactivas de oxigeno en embriones de pez
cebra expuestos a NPs de ZnO [54]. Estos nanomateriales pueden
provocar graves efectos sobre medios acuaticos por lo que se sugiere

limitar su uso en estos ecosistemas [55].

La informacion toxicoldgica del material en escala normal puede servir
como base para las estimaciones preliminares sobre la toxicidad de una
NP, junto con los estudios toxicologicos in vivo e in vitro y los estudios
epidemioldgicos. Los principales factores que pueden determinar los
efectos toxicoldgicos de los nanomateriales en el organismo son [56]: 1)
dependientes de la exposicion (via de penetracion, duracion,
concentracion), 2) dependientes del organismo expuesto (susceptibilidad

individual, realizacion de una actividad fisica en el lugar de trabajo, lugar

32



de deposito, ruta que siguen las NPs una vez que se han introducido en

el organismo), y 3) factores relacionados con los nanomateriales

(toxicidad intrinseca de la sustancia).

Principales vias de penetracion de las NPs [57]:

1)

2)

3)

Via inhalacion: Los nanomateriales inhalados, dependiendo de su
tamano, forma y composicién quimica son capaces de penetrar y
depositarse en el aparato respiratorio. En estudios realizados en
ratas se ha observado que los nanomateriales pueden depositarse
en la regidon nasal y tienen la capacidad para trasladarse hasta el
cerebro a través del nervio olfativo.

Via dérmica: No se han descrito efectos especificos para la salud
relacionada con la exposicidon dérmica a particulas ultra finas,
aunque hay estudios que sugieren que este tipo de particulas
pueden penetrar a través de los poros o foliculos pilosos, en donde
pueden llegar a disolverse.

Via digestiva: Esto puede ser posible por malas practicas
higiénicas durante el manejo de los materiales, sin embargo,
tampoco se han descrito efectos especificos para la salud

relacionados con la ingestion de NPs.
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2.4 Efecto de NPs en los cultivos

Los cultivos podrian transferir NPs entre varias especies en la cadena
alimenticia dado que son consumidas por los organismos de niveles
troficos bajos, asi como por animales y personas. La literatura actual
revela que todas las interacciones NPs-Planta dependen de la especie
de la planta, asi como del tipo, tamafio, composicion quimica, estabilidad
y funcionalizacion de la NPs. Se ha demostrado que ciertos
nanomateriales artificiales podrian ejercer toxicidad quimica o fisica en

las plantas [58].

El limite de tolerancia de las NPs metélicas juega un papel clave en el
desarrollo de plantas [59]. Si las plantas absorben en exceso metales, los
efectos toxicos se pueden hacer presentes a través de la disminucion del
crecimiento e irregularidades en la division celular [60, 61, 62]. Por otro
lado, las NPs metalicas pueden actuar como co-factor de enzimas
implicadas en la formacion de metabolitos intermedios. Sin embargo, la
respuesta de las plantas a NPs metalicas varia con la naturaleza del

metal, el tipo de especies de plantas y la etapa de crecimiento.

Algunos de los efectos negativos de las NPs son: acumulacién en tejidos,
disminucién del crecimiento y rendimiento de la planta y afectacién de la
fijacion bioldgica de nitrégeno [63]. La mayoria de los estudios publicados
sobre toxicidad de NPs en plantas han abordado pardmetros como la

tasa de germinacion y las caracteristicas relacionadas con el crecimiento.

Se ha demostrado que las NPs de 10 a 50 nm estan biodisponibles para
las plantas. Sin embargo, las NPs pueden estar mas biodisponibles para

algunas plantas que para otras, aun en las mismas condiciones [64].
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Figura 5. Distribucion de NPs de tres tipos de tamafios diferentes en los

brotes a nivel de 6rganos, tejidos y paredes celulares [36].

Las NPs entran por la superficie de la planta y se introducen parcialmente
al espacio intracelular, mientras que sélo las NPs mas pequefas llegan

hasta la pared celular y pueden entrar a la vacuola (Figura 5).

Las posibles rutas para la absorcion de las NPs van desde su ingreso,
atravesando la superficie de la cuticula de las hojas, por algunas partes

de la planta (flores), por raices o por heridas [65].
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Figura 6. Dinamica tedrica de las NPs en el suelo [66].

La Figura 6 muestra las posibilidades interacciones de las NPs en el

suelo; sin embargo estas no son bien conocidas.

A la fecha se ha observado que las NPs afectan diferencialmente a las
plantas. Las especies mas frecuentemente utilizadas en estudios de
toxicidad de NPs incluyen el pepino (Cucumis sativus L.), la lechuga
(Lactuca sativa L.), la col (Brassica oleracea L.) y el maiz (Zea mays L.);
mientras que las NPs mas frecuentemente probadas son las que se
producen en mayor cantidad, como lo son, nanotubos de carbén, nano-

ZnO, nano-Al203 y nano-TiOz.

En un experimento en el que se emplearon suspensiones coloidales de
TiO2-NPs (30 nm de diametro) y bentonita, una arcilla natural, se
determind que estas causaron que el tamafio de poro de la pared celular
de las raices del maiz disminuyera de 6.6 a 3 nm e inhibieron la
conductividad de agua, por lo tanto la transpiracion de las plantas se vio

afectada, mientras que la tasa de crecimiento disminuyo 10 % [67].

36



El grafeno inhibié el crecimiento del cultivo de col (Brassica oleracea L.)
y redujo su produccion de biomasa [68]. Por otro, ensayos con la misma
especie de col, aplicando nano tubos de carbon, no mostraron efecto
significativo en la germinacion de semillas, elongacion de la raiz, biomasa
secay estrés oxidativo en la hojas [69]. Nanoparticulas de plata aplicadas
a soya (Glycine max L. Merr) disminuyeron la produccién de frutos y
bajaron los niveles de clorofila en las plantas [70]. Adicionalmente, se ha
reportado que las NPs de ZnO disminuyen el indice mit6tico en ajo
(Allium sativum L.) [71]. Este mismo efecto se ha observado en cebolla
(Allium cepa L.) por la aplicacion de NPs de Ag [72]. Por otro lado, las
NPs de Ag mejoraron las caracteristicas vegetativas y propiedades
fotoquimicas del Borago officinalis L. [73]. Otros efectos de inhibicion han
sido reportados con NPs de CeO:z en alfalfa (Mendicago sativa L.), donde
inhibieron la germinacién de las semillas, asi como la produccion de la

biomasa en las etapas de crecimiento [74].
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I1l. JUSTIFICACION

La produccion mundial y el uso de NPs para su aplicacion en diversas
areas como cosméticos, pinturas, electrénica, industria automovilisticas,
entre otras, se ha incrementado constantemente a indices de 25 % anual,
con inversiones que han alcanzado los 15 mil millones de dolares anuales
[75]. Las NPs de SiOz2, Al203, ZnO, TiO2y Fe203 son de las mas utilizadas
en estos procesos [76]. Keller et al. estiman que casi el 50 % de las NPs
producidas terminan en suelos, cuerpos de agua o aire, facilitando su
entrada a plantas y otros organismos [27]. Gottschalk et al. en 2009
plantearon que las concentraciones de NPs en sedimentos aumentarian
entre 2008 y 2012 de 0.2 a 0.6 mg kg para el TiO2, de 1.8 a 5.7 ug kg
para ZnO, de 0.7 a 2.2 ug kg* para nano-Ag, y de 0.2 a 0.5 ug kg para
nanotubos de carbono [77] . Actualmente existe preocupacién sobre la
absorcion, translocacion y acumulacion de las NPs en cultivos
alimenticos, sin embargo, hay muy poca informacion al respecto [39].
Con base en lo anterior y considerando la importancia social, econémica
y ambiental del maiz, es importante conocer los efectos que las NPs

tienen sobre la germinacion, crecimiento y desarrollo de este cultivo.

IV. HIPOTESIS

Las NPs de ZnO, TiO2y Fe20s3 alteran el crecimiento y desarrollo del maiz

cultivado en condiciones de invernadero.

38



39



V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las NPs de ZnO, TiO2 y Fe203 sobre el crecimiento

y desarrollo del cultivo de maiz (Zea mays L.).

5.2 Objetivos especificos

1.

Evaluar la germinacion de semillas de maiz acondicionadas
con concentraciones crecientes de NPs.

Caracterizar la acumulacion de biomasa del maiz cultivado
en invernadero e irrigado con suspensiones de NPs.
Estudiar las alteraciones fisioldgicas (concentracion de
clorofila) del cultivo de maiz inducidas por la aplicacion de
NPs.

Identificar las alteraciones fenolégicas del cultivo
Determinar los cambios en los componentes de

rendimiento del maiz favorecidos por la aplicacion de NPs.
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VI. METODOLOGIA CIENTIFICA

6.1 Experimento en laboratorio (prueba de germinacién)

6.1.1 Materiales e infraestructura

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio Interacciones Planta-
Ambiente de Cinvestav, Unidad Saltillo; las pruebas de germinacion se
realizaron en una incubadora con agitacion orbital. La semilla fue
proporcionada por la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN) a través del Instituto Mexicano del Maiz. En esta investigacion
se empleo la Variedad Antonio Narro 210 (VAN-210) de la cosecha 2013.
Para el experimento se utilizaron tres diferentes NPs comerciales:

Oxido de zinc (ZnO, < 50 nm, CAS 1314-13-2)
Didxido de titanio (TiO2, < 50 nm, CAS 1317-70-0)
Oxido de hierro (Fe203, < 50 nm, CAS 1309-37-1)
En la Tabla 2 se presenta una descripcién de las NPs, mismas que se

compraron a la empresa “Materiales Nanoestructurados S.A. de C.V.”.

Tabla 2. Caracteristicas de las NPs que se utilizaron en los

experimentos.

Nanoparticula

Caracteristica Oxido de Dioxido de Axido de
zinc titanio hierro
Férmula molecular ZnO TiO2 a-Fe203
Es.truc'Fura Hexagonal Hexagonal Hexagonal
cristalina
Peso molecular 81.400 79.866 159.690
Color Hueso Blanco Rojo ocre
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6.1.2 Tratamientos

Se utilizaron suspensiones de NPs (3.0 y 6.0 gL™!) de cada una de las
NPs y el control fue agua destilada estéril. En la Tabla 3 se resumen los
tratamientos usados en el ensayo de germinacion, el procedimiento se

describe en el Anexo 1.

Tabla 3. Tratamientos del experimento de germinacién de maiz.

Nanoparticula Concentracion (gL™) Clave
Zn0O 3.0 Zn-3
Zn0O 6.0 Zn-6
TiO2 3.0 Ti-3
TiO2 6.0 Ti-6

Fe203 3.0 Fe-3
Fe203 6.0 Fe-6
Control Ctrl

En la Figura 7 se esquematiza la distribucion de las unidades
experimentales (UE) de las pruebas de germinacion; se llevaron a cabo
cuatro réplicas cada una con 25 semillas de maiz para dar un total de
100 semillas por tratamiento (se realizd por triplicado). Esto por lo
recomendado por la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas
(International Seed Testing Association) y la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA, 2014) en

el manual para el analisis de calidad de semillas para la siembra.
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Figura 7. Distribucién de las unidades experimentales (UE) para las
pruebas de germinacion. A: Zn-3y Zn-6; B: Ti-3 y Ti-6; C: Fe-3 y Fe-6;

D: Control; E: Colores de los tratamientos; F: Distribucion de semillas

en el interior de cada unidad experimental.

6.1.3 Diseno experimental y modelo estadistico
Por las caracteristicas y homogeneidad del experimento, se utilizé un
disefio experimental completamente al azar. Se montaron para cada
tratamiento tres repeticiones, dandonos un total de 84 unidades
experimentales (Figura 7). Las cajas de Petri fueron distribuidas al interior
de una camara de incubacion (Vichi de México, Modelo INO 650M) y se

mantuvieron a una temperatura de 25 °C (+ 5 °C) durante siete dias.
El disefio completamente al azar, Xj; se puede representar por el modelo:
i=1
XU =+ +E”{f —
Doénde:

M = media general
7,= efecto del tratamiento i
€ = error experimental para cada observacion (ij)
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6.1.4 Unidades experimentales

El método por el cual se evalud el porcentaje de germinacion es el
planteado por la Asociacién Internacional de Ensayos de Semillas [78].
El experimento se realizé en cajas Petri acondicionadas con base en el
manual de calidad de la semilla de la SAGARPA [79], a cada caja Petri
se le colocaron 25 semillas de maiz y se afiadieron 10 mL de la
suspensién de NPs correspondiente y en el caso del control se agregaron
10 mL de agua destilada previamente esterilizada. Posteriormente se

incubaron por siete dias en una incubadora con agitacion orbital.

6.1.5 Caracterizacion de la germinacién
Se midieron variables como porcentaje de germinacion, peso fresco y
seco de las plantulas. A los cuatro dias se realizé una evaluacion
preliminar de las plantulas germinadas, posteriormente, a los siete dias
se hizo el conteo final de semillas que germinaron y formaron plantulas
normales y semillas sin germinar. Se obtuvo el porcentaje de germinacion
con base en el promedio de las repeticiones, el porcentaje minimo de

germinacion debe de ser de 85 % [80].

Los resultados se expresaron en porcentaje de plantulas normales. A los
siete dias también se realiz6 la determinacion del peso fresco de la
plantula, posteriormente se cortaron y pesaron los cotiledones, epicétilos
e hipocétilos de la plantula contenidas en cada unidad experimental. Para
la determinacién del peso seco las muestras se deshidrataron a 70 °C
por 72 h. El mismo procedimiento se realiz0 para las semillas no

germinadas.
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6.2 Experimento en invernadero (cultivo de maiz)

6.2.1 Materiales e infraestructura
El experimento de cultivo de maiz se realiz6 en un invernadero tipo capilla
a dos aguas (8x24x3.75 m), ubicado en las instalaciones del Cinvestav
Unidad Saltillo en Ramos Arizpe, Coahuila. Con las siguientes
coordenadas, 25°33'52.28” N, 100°56’°14.83” W y una altitud de 1386
msnm, a una temperatura anual media de 20 °C y una precipitacion
media anual de 400 mm [81]. La semilla de maiz VAN-210 de la cosecha
2014, fue proporcionada por la UAAAN a través del Instituto Mexicano
del Maiz. Para el experimento se utilizaron tres diferentes NPs
comerciales:
Oxido de zinc (ZnO, < 50 nm, CAS 1314-13-2)

Di6xido de titanio (TiOz, < 50 nm, CAS 1317-70-0)
Oxido de hierro (Fe20s, < 50 nm, CAS 1309-37-1)

En la Tabla 4. se presenta una descripcién de las NPs, mismas que se

compraron a la empresa “Materiales Nanoestructurados S.A. de C.V.”.

Tabla 4. Caracteristicas de las NPs que se utilizaron en los

experimentos.

Nanoparticula

Caracteristica Axido de Dibxido de Axido de
zinc titanio hierro
Formula molecular Zn0O TiO2 a-Fe203
Estructura
L Hexagonal Hexagonal Hexagonal
cristalina
Peso molecular 81.400 79.866 159.690
Color Hueso Blanco Rojo ocre
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Las caracteristicas de cada suelo dependen de varios factores. Los mas
importantes son el tipo de roca que los origind, su antigiiedad, el relieve,
el clima, la vegetacion y los animales que viven en él, ademas de las

modificaciones causadas por la actividad humana.

El suelo fue proporcionado por el Departamento de Suelos de la UAAAN,
el muestreo se realizo en las instalaciones de la institucion indicada la
cual estd ubicada en la Calzada Antonio Narro #1923, Buenavista,
Saltillo, Coahuila. Con coordenadas geograficas a 25° 21 20” de latitud
norte y 101° 01 30” de longitud oeste y a una altitud de 1743 m. En la
Figura 8 se muestra una imagen satelital del area total muestreada.

Latitud (N) Longited (O) Altitud (m)
25°21°08.81 101°01°50.57"" 1786
25°21°08.70" 101°01°50.59"" 17

25721°08.06"" 101°01°50.59"
o

Google earth
L

Fechas de imagenes: 5/18/2014 5°21'06.85" N 01'S0:81" O elev

Figura 8. Vista aérea del area de muestreo

Se obtuvieron las muestras de suelo mediante una toma dirigida, de cada
uno de los tres sitios. Se preparé una muestra compuesta para generar
un total de tres muestras compuestas (S1, S2 y S3), con base en el
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meétodo establecido por Fernandez-Luquefio et al. [82] y siguiendo las
recomendaciones de la USDA [83] Posteriormente las muestras fueron
secadas en condiciones ambientales para su posterior tamizado con una

malla de 0.5 cm.

6.2.2 Tratamientos
Se prepararon suspensiones en concentraciones de 3.0 y 6.0 gL? de

cada una de las NPs descritas; el control fue regado con agua potable
(Tabla 5).

Tabla 5. Tratamientos usados en los experimentos de invernadero.

Nanoparticula (NPs) Concentracion (gL™) Clave
Zn0O 3.0 Zn-3
Zn0O 6.0 Zn-6
TiO2 3.0 Ti-3
TiO2 6.0 Ti-6
Fe203 3.0 Fe-3
Fe203 6.0 Fe-6
Control Ctrl

Las suspensiones se emplearon para regar el cultivo de maiz hasta
obtener una concentracion final de 200 mg de NPs kg™ suelo y 400 mg
de NPs kg suelo respectivamente. Los dias después de la siembra
(DDS) a los que se rego o fertiliz6 cada unidad experimental se describen
en el Anexo 5. En la Tabla 5 se resumen los tratamientos utilizados para

los riegos del maiz durante el ensayo de invernadero. En el invernadero
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de la unidad se realiz6 la distribucion de las unidades experimentales. En
la Figura 9 y 10 se muestran los acomodos aleatorios de las unidades

experimentales del ensayo de invernadero en los diferentes tiempos de
corte.
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Zn-3 Ti-6 Fe-3
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Ti-3 Fe-6 Curd "
YA A4 4|43 314
mDDS’;iisii 111 %i%
T4 444344 &
iiijciclddd 11
v | 3 } i
iiddddlddd ii%
Fe-3 Zn-6 Ti-3 Ti-6

Figura 9. Distribucion de los tratamientos del experimento del cultivo de
maiz; S1, S2 y S3= muestras de suelo compuestas, réplica 1. La

descripcion de los tratamientos se puede consultar en la Tabla 2.
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Figura 10. Distribucién de los tratamientos del experimento del cultivo
de maiz; S1, S2 y S3= muestras de suelo compuestas, réplica 2. La

descripcion de los tratamientos se puede consultar en la Tabla 2.

49



6.2.3 Diseno experimental y modelo estadistico
El desarrollo del ensayo en invernadero tenia variabilidad entre las
unidades experimentales, por ello se escogid un disefio de bloques
completamente al azar. Se asignaron de manera aleatoria los
tratamientos (Tabla 5) en bloques, cada uno de ellos con nueve unidades
experimentales (tres de cada muestra de suelo) dando un total de 189
unidades experimentales. Todo el experimento en invernadero se repitio
dos veces, por lo que se montaron 378 unidades experimentales durante

el desarrollo del experimento.

En el disefio de bloques al azar, una observacion Xj; se puede representar

por el modelo:

i=12, ...t
Xl'j=|u+ri+18j+£ff{j= 12 . r

Dénde:

M = media general
7, = efecto del tratamiento i
B = efecto del bloque j

£,= error experimental para cada observacion (ij)

6.2.4 Unidades experimentales
Luego de muestrear y caracterizar el suelo se montaron las unidades
experimentales. Ciento ochenta y nueve bolsas tipo vivero (35 x 40 x 400
cm) se llenaron con 6.0 kg del suelo. En cada bolsa tipo vivero se
colocaron 3 semillas de maiz uniformemente distribuidas a una
profundidad de 3 a 5 cm. Las unidades experimentales se colocaron en
bloques de 9 unidades experimentales, cada bloque incluye tres bolsas

del cultivo de cada uno de los tres sitios (S1, S2 y S3). El cultivo se rego
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con el tratamiento correspondiente en las concentraciones mencionadas
(3y 6 gL?) en el caso del control el riego fue con agua potable. Las
fechas de riego se definieron en funcién de las necesidades de cada
unidad experimental, pero cada unidad experimental recibié la misma
cantidad de suspension (200 mL) el mismo dia de riego (a la siembra y
al dia 35 después de la siembra). Los muestreos fueron destructivos y se
realizaron a los 30, 60 y 112 DDS. Para la réplica 2 del experimento

completo se siguié el mismo procedimiento.

6.2.5 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Se determiné el pH, conductividad eléctrica (CE) y tamafio de particula
del suelo. El tamafio de particula se determin6 mediante el protocolo
descrito por la USDA puntualizado en el Anexo 2 [84]. Las pruebas de pH
se realizaron en una relacion 1: 2.5 suelo/ H20 (m/m) y se leyeron
utilizando el Thermo Scientific Orion Star A211, Orion 8302BNUMD
ROSS® Ultra pH/ATC Triode® equipado con un electrodo de vidrio segun
la técnica descrita en el Anexo 3 [85]. La CE se determiné con el equipo
Thermo Scientific Orion Star A212, Orion 013005MD Conductivity Cell.
La relacién de suelo/H20 fue de 1:2 (m/m) y la técnica se realizo6 de
acuerdo con Rhoades et al. Este procedimiento es descrito en el Anexo
4 [86].

6.2.6 Caracterizacion del crecimiento y desarrollo del cultivo

6.2.6.1 Biomasa

Al llegar al dia de muestreo (30, 60 y 112 dias después de la siembra) se
seleccionaron aleatoriamente cada una de las 9 unidades experimentales
de cada uno de los tratamientos (6xido de zinc, di6xido de titanio, éxido

de hierro y control) de ellas se obtuvo la planta completa de la cual se
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dividio en parte aérea y raiz, a estas se les determinaron sus longitudes,

asi como peso fresco y seco.

6.2.6.2 Fisiologia

Una herramienta comun para la determinacion del contenido de
pigmentos es mediante el medidor de clorofila in situ SPAD, este provee
s6lo un indice del contenido de pigmentos de la hoja. Las unidades SPAD
se evaluaron con un medidor de clorofila Minolta/SPAD-502 Plus (Konika
Monilta Sensing., Spectrum Technologies, Inc) segun la técnica descrita
en 1995 por Markwell et al. [87], la medicion se realiz6 3 veces por

semana.

6.2.6.3 Fenologia

Después de la siembra se monitored diariamente el cultivo hasta que se
observo cada una de las etapas fenoldgicas del cultivo, etapas como el
estado de emergencia, floracion masculina, floracion femenina vy

madurez fisiologica.

6.2.6.4 Componentes de rendimiento a la cosecha

Al alcanzar la madurez (112 DDS) se determiné el peso en fresco y peso
seco de la parte aérea y de la raiz; y se registraron variables del fruto,

como el peso de semillas.
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6.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos del ensayo de germinacidon se sometieron a una
prueba de normalidad por el método de “Shapiro-Wilk normality test”,
posteriormente se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y una
comparacion de medias con la prueba de Tukey (P<0.05), esto con la
ayuda del software R® version Rx642.14.0 para Windows. Los ensayos
de invernadero (cultivo de maiz) se sometieron a analisis de varianza
(ANOVA) y a una comparacion de medias con la prueba de Tukey
(P=<0.05), esto con la ayuda del software SAS®.
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VII. RESULTADOS

7.1 Ensayo de germinacioén

7.1.1 Suspensiones de NPs

Al momento de montar los experimentos en laboratorio y en invernadero
se determind el pH y la CE de cada una de las suspensiones con NP. Las
nanoparticulas, asi como la concentracion de estas modificaron el pH y

la CE, comparadas con el control (Tabla 6).

Tabla 6. Caracterizacion de las suspensiones empleadas para tratar

semillas o plantas de maiz en condiciones de laboratorio o invernadero.

Tratamientos™ Concentracion (g L) pH CE (dS m?)
Zn-3 3t 7.57 0.17
Zn-6 6 1.77 0.11
Ti-3 3 6.32 0.19
Ti-6 6 6.24 0.22
Fe-3 3 12.07 4.80
Fe-6 6 12.66 11.58
Ctrl - 6.89 0.30

™La descripcion de los tratamientos se puede consultar en la Tabla 2.
£n=6 (dos fechas de preparacion de suspension x triplicado).

54



7.1.2 Germinacion

El porcentaje de germinacion de semillas de maiz fue estadisticamente
igual en todos los tratamientos i.e. el tipo o concentracion de NP no
modificé significativamente la germinacion. Durante todo el experimento

el porcentaje de germinacién varié del 93 al 97 % (Figura 11).

98 a

97 | a a
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96 | a

95

—
—
—

94 a
97
93 96 96
95

—t

95 95
92

Porcentaje (%)

93
91

90

Zn-3 Zn-6 Ti-3 Ti-6 Fe-3 Fe-6 Ctrl
Tratamientos

Figura 11. Porcentaje de germinacion de semillas de maiz, determinado
en condiciones de laboratorio. La descripcion de los tratamientos se

puede consultar en la Tabla 2. n=12 (4 cajas Petri x triplicado).

Las NPs de ZnO incrementaron significativamente el nimero de plantulas
normales, comparado con las NPs de Fe203, a 3 gL? (Tabla 7). Sin
embargo, el nimero de plantulas normales en todos los tratamientos fue

estadisticamente igual al tratamiento control (Tabla 7).

Con el tratamiento de TiO2 a 3 gL el peso fresco total de plantulas de

maiz disminuyo estadisticamente de forma significativa un 11 %,
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comparado con las plantulas tratadas con NPs de ZnO o con Fe203 a
concentraciones de 3 gLt. Sin embargo, ninguna de las NPs empleadas
afectd significativamente el peso fresco total de las plantulas, comparado

con el tratamiento control (Tabla 7).

Los tratamientos con las claves Zn-3, Ti-6 y Fe-6 aumentaron
significativamente el peso seco total de plantulas, con respecto a los
tratamientos Zn-6 y Ti-3. Los tratamientos con NPs no alteraron
significativamente el peso seco de las plantulas, en comparacion con el
control (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas de las plantulas de maiz tratadas durante siete

dias con diferentes dosis y tipos de NPs.

Plantulas
' Peso fresco total  Peso seco
Tratamientos ™ normales © total (g)
ota

(unidades)? J J

Zn-3 24.16 & ¥ 18.71 2 6.332
Zn-6 24.08 @ 18.53 2 5.88°
Ti-3 23.75 % 16.74 ° 5.84°b
Ti-6 23.91 2 17.53 @ 6.352
Fe-3 23.16 ° 18.34 2 6.23 2
Fe-6 23.83 & 17.34 6.29 @
Ctrl 23.75 % 17.68 2 6.05 @b

™ La descripcion de los tratamientos se puede consultar en la Tabla 5.

£ Se colocaron 25 semillas de maiz por cada caja Petri empleada.

¥ Letras iguales en cada columna representan igualdad estadistica (Tukey, a= 0.05); n=12, (4 cajas Petri x
triplicado).
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Las NPs empleadas afectaron significativamente algunas caracteristicas
de las plantulas. Las NPs de Zn, a ambas concentraciones, y las de
Fe203 a 3 gL' incrementaron significativamente el peso fresco del
epicétilo, comparado con los tratamientos control, Ti-3 y Ti-6 (Tabla 8),
mientras que las NPs de Tiy Fe a 3 gL* disminuyeron significativamente
el peso fresco de los cotiledones, comparado con los tratamientos
control, Zn-3 y Ti-6. Las NPs de Ti a 3 gL?! disminuyeron
significativamente el peso seco del hipocétilo con respecto al tratamiento
control. El peso fresco del hipocétilo y el peso seco del epicétilo y de los
cotiledones no fueron modificados significativamente por el tipo o

concentracion de NPs, comparado con el control (Tabla 8).

Tabla 8. Peso fresco y seco de secciones de 25 plantulas de maiz

tratadas durante siete dias con diferentes dosis y tipos de NPs.

Peso fresco(q) Peso Seco (g)

i T
Tratamientos Epicétilos  Hipocoétilos  Cotiledones Epicétilos  Hipocétilos  Cotiledones

Zn-3 45324 3.83% 9.392 0.512  0.75 4.843b
Zn-6 4.562 3.922 8.9630¢ 0.482  0.76M 4.44°
Ti-3 3.72°¢ 3.12¢ 8.59¢ 0.48?2 0.66°¢ 4.45b
Ti-6 3.57¢  3.39ac 9.432 0.482  0.79% 4.892
Fe-3 4.602  3.27 8.414 0.452 0.902 4.46b
Fe-6 4.46%  3.21°¢  8.65° 0.472  0.81% 4.75%
Ctrl 3.79b¢  3.513c¢ 9163 0.442  0.81% 4,592

™ La descripcion de los tratamientos se puede consultar en la Tabla 5.
¥ Letras iguales en cada columna representan igualdad estadistica (Tukey, a= 0.05); n = 12, (4 cajas Petri x
triplicado).
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7.2 Ensayo en invernadero

7.2.1 Suelo
Se realizo la caracterizacion del suelo, en donde se evalu6é pH, CE,
textura y distribucion de tamafio de particula (Tabla 9). Todas las

caracteristicas de suelo fueron estadisticamente iguales entre sitios de
muestreo.

Tabla 9. Caracterizacion de los tres suelos muestreados en la misma

parcela y empleados en el experimento de invernadero.

Caracteristica Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3
pH 8.632H 8.762 8.632

CE(uS/cm) 548.312# 603.062 441.122
Clase Textural Franco Franco Franco

" Letras iguales en cada columna representan igualdad estadistica (Tukey, o= 0.05); n=3

La clase textural de cada suelo se determiné con base en el triangulo de
texturas de suelos que se muestra en el Anexo 2. Los porcentajes de

cada tamafio de particula de los suelos se presentan en la Figura 12.

120
100

0]
o

60
40
20

mLimo (%)
& Arcilla (%)
OArena (%)

Contenido( %)

Suelo

Figura 12. Porcentaje del tamafio de particula presente en cada suelo.
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7.2.2 Fenologia
El nUmero de dias posteriores a la siembra en que iniciaron las etapas
fenolégicas denominadas emergencia (VE) y la aparicion de las hojas
(V1...Vn) del maiz fue estadisticamente igual en todos los tratamientos
i.e. el tipo o concentracion de NP no afecto significativamente la fase de
crecimiento de las plantulas ni el crecimiento vegetativo (Figuras 2 y 13),

ni la fase reproductiva (Figuras 2 y 14).
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O T T T T T

Zn-3  Zn-6 Ti-3 Ti-6 Fe-3 Fe-6 Ctrl

Tratamientos

Figura 13. Inicio de las etapas fenoldgicas de emergencia (VE) y
apariciéon de hojas (V1..Vn) en el cultivo de maiz tratado con diferentes
concentraciones y tipos de NP. La descripcidon de los tratamientos se

puede consultar en la Tabla 5.
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Figura 14. Inicio de las etapas fenoldgicas de aparicion de la panoja
(VT), floracion (R0O), aparicion del estilo (R1) y llenado de grano
(R2...R6). La descripcion de los tratamientos se puede consultar en la
Tabla 5.

7.2.3 Fisiologia

Las unidades SPAD determinadas en las hojas de las plantas
acondicionadas con NPs, a 3 y 6 gL*% no fueron afectadas
significativamente por estas a los 30, 32, 51, 53, 55, 56, 58, 60, 62, 65,
70, 79, 93, 98, 100, 105, 107 y 111 DDS. Con base en el numero de dias
gue las unidades SPAD fueron significativamente diferentes al control, su
efecto fue Fe3>Ti3>Ti6>Fe6=2n6>Zn3 (Tabla 10).

Las unidades SPAD disminuyeron significativamente, comparadas con el

tratamiento control, cuando las plantas fueron acondicionadas con:

i) Fe-3a 31 DDS, ii) Fe-3, Fe-6 y Zn-6 a 34 DDS, iii) Zn-3, Ti-3, Ti-6 y Fe-
3 a 36 DDS, iv) Fe-3y Fe-6 a 41 DDS, v) Fe-3 a 72 DDS, vi) Ti-3 a 84
DDS, vii) Fe-3 a los 86DDS vy viii) Ti-6 a 91 DDS. Sin embargo, las
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unidades SPAD aumentaron significativamente, comparadas con el
tratamiento control, cuando las plantas fueron acondicionadas con: i) Fe-
6 a los 39 DDS, ii) Zn-6, Ti-3y Ti-6 a 48 DDS vy iii) Ti-3y Ti-6 a 77 DDS.
A los 43 DDS las unidades SPAD incrementaron significativamente en
plantas tratadas con Zn-6 y Ti-3, mientras que ese mismo dia, el
tratamiento Fe-3 disminuyd significativamente las unidades SPAD con

respecto al control (Tabla 10).
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Tabla 10. Unidades SPAD de plantas de maiz cultivadas en invernadero
durante 112 dias y acondicionadas con NPs de Zn, Tiy Fe a 200 y 400

mg kg de suelo seco.

Concentracion (gL™?)

DDS¢ Zn Ti Fe Ctrl
3 6 3 6 3 6
30¥ 34.0&% 33.32 33.52 33.32 33.12 35.62 34.02
31£ 38.3bP 41.02b 41.13b 43.22 34.6° 40.62P 41.02p
32t 46.92 44.93b 44.32b 43.8b 43.0P 44.93b 45,73
34£ 45.432b 43.9b 47.52 47.23 42.7° 44.4b 47.32
36f 42.7b 47 .42 44.7° 43.8bP 43.5P 48.02 47.62
39¢ 45.8bP 45.2b 45.6b 46.73 45 5bP 47.82 45.4b
41% 47.72 46.02b 46.42b 46.32P 41.0¢ 44.0b 47.02
43t 45.4b 47.72 48.12 45.1b 42.7°¢ 45.5b 45.4b
45E 47.32 45 52ab 45,92ab 45 43b 44.0° 46.92 46.32P
48E 45,723b 47.02 48.02 47.02 44.8P 46.030 44.7°
51£ 46.42b 48.82 47.92b 45.6b 46.730 45.4b 47.63P
53t 47.2bc 46.5b¢ 50.42 49 2ab 45.0¢ 48.8ab  47.7abc
55¢ 45,738 44.,93b 47.12 46.62P 44.2b 46.32P 46.02P
56£ 47.32b 45.8b 46.82b 48.72 45.8pP 46.63P 47.53b
58¢ 46.92b 46.2b 47.62b 47.23b 47.32 49.3ab 48.02P
60% 45.38b 45 43b 45, 52b 47.02p 44.3P 47.32 45,73
627 47.82 49 32 47.28 47.6% 47.62 48.92 47.82
65T 48.92 50.72 48.42 49 .52 48.02 48.82 48.02
707 47.82 47.72 49 22 49.02 43.3P 46.03 46.220
727 47.5%0  47.62P 48.52 45 pabc 43.2¢ 44 5bc 47.32b
777 47.02b 43.9b 50.22 50.02 44.2b 46.0bP 45.3b
797 46.72 47.52 47.82 42.6° 45.63P 47.52 45 43
847 46.32b 48.12 44.1b 46.32P 45.8ab 45 5ab 48.42
86" 46.22>  46.02P 48.62 46.020 43.5P 46.72 47.52
91T 44.92b 46.42 47.02 42.5b 48.12 46.72 46.42
o3™ 46.42 45.32 45.02 46.43 47.82 47.72 48.92
o8™ 46.2a 46.02 46.02 46.42 43.02 43.12 46.12
100™ 37.2a 38.42 39.02 38.42 39.02 38.32 38.62
105™ 36.2a 32.12 35.52 38.22 35.92 37.42 34.62
107T 37.44 32.92 33.12 38.92 38.02 38.52 33.02
1117™ 31.22 30.42 29.92 32.52 38.42 33.42 31.52

€Dias después de la siembra. ¥n=54 (3 sitios x 3 réplicas x 3 fechas de muestreo (30, 60 y 112 dias) x 2
réplicas de todo el experimento). £n=36 (3 sitios x 3 réplicas x 2 fechas de muestreo (60 y 112 dias) x 2

réplicas de todo el experimento). "n=18 (3 sitios x 3 réplicas x 1 fecha de muestreo (112 dias) x 2 réplicas
de todo el experimento). *Valores con la misma letra dentro de la fila son significativamente iguales (Tukey,
a= 0.05).
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7.2.4 Caracteristicas de la planta: biomasa y longitud

La longitud de planta, la biomasa aérea y el peso seco de raiz de plantas
tratadas con NPs de ZnO, TiO2 o Fe203 no presentaron diferencias
significativas, comparadas con el tratamiento control. Sin embargo, las
NPs de TiOz aumentaron significativamente la longitud de la raiz con
respecto al control, mientras que las NPs de Fe203 incrementaron
significativamente el peso fresco de raiz, comparadas con el tratamiento
control (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas de las plantas de maiz cultivadas en
invernadero. Se presentan las medias de los tratamientos en sus tres

cortes. Todo el experimento se repitié dos veces.

o Tipo de NP
Caracteristicas : Ctrl?
Zn# Tie Fes

Longitud de planta (cm)  128.452*% 125.632 128.532 119.552
Biomasa aérea fresca (g) 110.69% 106.162 106.97% 100.192
Biomasa aérea seca (Q) 28.142 31.008  27.092 27.652
Longitud de raiz (cm) 57.36%  60.852 57.44%  57.15b
Peso de raiz fresca (g) 38.24%>  33.01° 39.212  32.41°
Peso de raiz seca (Q) 14.743 13.262 13.712 13.512

£n=108 (3 sitios x 3 réplicas x 2 concentraciones x 3 fechas de muestreo x 2 réplicas del experimento
completo).

2n=54 (3 sitios x 3 réplicas x 3 fechas de muestreo x 2 réplicas del experimento completo).

"Valores con la misma letra dentro de la fila son significativamente iguales (Tukey, a= 0.05).
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Tabla 12. Caracteristicas de las plantas de maiz cultivadas en
invernadero. Se presentan las medias de los tratamientos en sus tres

cortes. Todo el experimento se repitié dos veces.

Concentracion (gL™?)

Caracteristicas 3 6E 0%
Longitud de planta (cm) 126.262# 128.772 119.552
Biomasa aérea fresca (g) 107.022 108.872 100.192
Biomasa aérea seca (Q) 27.702 29.802 27.652
Longitud de raiz (cm) 58.202 58.912 57.152
Peso de raiz fresca (g) 37.032 36.572 32.412
Peso de raiz seca (Q) 13.902 13.922 13.512

£n=162 (3 sitios x 3 réplicas x 1 concentraciones x 3 fechas de muestreo x 2 réplicas del experimento
completo).

%n=54 (3 sitios x 3 réplicas x 3 fechas de muestreo x 2 réplicas del experimento completo).

"Valores con la misma letra dentro de la fila son significativamente iguales (Tukey, a= 0.05).

Las concentraciones de NPs empleadas en esta investigacion no
modificaron significativamente la longitud de planta, la biomasa aérea
fresca, la biomasa aérea seca, la longitud de raiz, el peso fresco de raiz

ni el peso seco de raiz, comparado con el tratamiento control (Tabla 12).
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7.2.5 Componentes de rendimiento a la cosecha
Las NPs de Zn, Ti y Fe incrementaron significativamente el peso fresco
de fruto, el peso seco de fruto y el peso seco de hojas con respecto al
tratamiento control. El peso de mazorca aumentd significativamente en
plantas tratadas con NPs de Ti y Fe, comparado con el control. Sin
embargo, las plantas tratadas con NPs no incrementaron
significativamente el peso seco de semilla, comparadas con el

tratamiento control (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto de NPs de ZnO, TiO2 y Fe20s3 sobre las caracteristicas

del fruto de maiz cultivado en invernadero.

Tipo de NP

Caracteristicas :
Znt Tif Fef Ctrl?

Peso fresco de fruto (g)* 98.87>¢ 111.302 108.42%  85.06°
Peso seco de fruto (g)* 58.35P 59.71P 66.242  47.98¢
Peso seco de hojas (g)2  38.87° 37.16° 47.72%  32.02¢

Peso seco de mazorca
9.31% 10.132 10.422 8.70°

(9)
Peso seco de semillas
8.802 8.992 9.272 8.622
(9)
£n=36 (3 sitios x 3 réplicas x 2 concentraciones x 1 fechas de muestreo x 2 réplicas del experimento

completo).

Pn=18 (3 sitios x 3 réplicas x 1 fechas de muestreo x 2 réplicas del experimento completo).
* Mazorca con hojas.

Z Hojas de la mazorca.

¥Valores con la misma letra dentro de la fila son significativamente iguales (Tukey, a= 0.05).
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El peso fresco del fruto, el peso seco del fruto, el peso seco de la hoja, el
peso seco de la mazorca y el peso seco de la semilla incrementaron
significativamente, comparado con el tratamiento control, cuando las
plantas se acondicionaron con suspensiones de NPs a 6 gL?. Las
suspensiones de NPs a concentraciones de 3 g L incrementaron
significativamente el peso fresco del fruto, el peso seco del fruto y el peso

seco de la hoja, comparado con el tratamiento control (Tabla 14).

Tabla 14. Efecto de la concentracion de NP de ZnO, TiOz y Fe203 sobre

las caracteristicas del fruto de maiz cultivado en invernadero.

o Concentracion (gL™?)
Caracteristicas

3t 6t 09
Peso fresco de fruto (g) * 100.90° ¢ 111.382 85.06¢
Peso seco de fruto (g) * 55.18° 67.422 47.97¢
Peso seco de hojas (g) 2 38.17° 44.142 32.02¢
Peso seco de mazorca (Q) 8.76° 11.102 8.70°
Peso seco de semilla (g) 8.04P 9.962 8.61°

En=54 (3 sitios x 3 réplicas x 3 NP x 2 réplicas del experimento completo).

Zn=18 (3 sitios x 3 réplicas x 2 réplicas del experimento completo).

* Mazorca con hojas.

% Hojas de la mazorca.

¥Valores con la misma letra dentro de la fila son significativamente iguales (Tukey, a= 0.05).
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VIII. DISCUSIONES

8.1 Ensayo de germinacioén

La germinacion es el surgimiento y desarrollo de una plantula a partir del
embrion de la semilla. Se considera que una semilla ha germinado
cuando se han desarrollado sus estructuras esenciales (epicotilo,
hipocdtilo y cotileddn), mismas que determinan la capacidad de la semilla
para producir una plantula normal en condiciones favorables [88].
Normalmente la germinacion se expresa como el porcentaje de semillas

gue producen plantulas normales.

La FAO [89], determind que durante el proceso de germinacion la
temperatura, humedad y luz son los principales factores que influyen en
el porcentaje de germinacion. Por otra parte, Murata et al. [90],
determinaron que si bien los valores de pH y CE de la suspensién podrian
afectar el porcentaje de germinacion, dichas alteraciones no tiene efectos
significativos. Al preparar la suspension de NPs, el pH y la CE se
modificaron (Tabla 6), sin embargo, los cambios detectados en dichos
pardmetros no afectaron el ensayo de germinacion porque este se realiz
en un periodo corto i.e. 7 dias (Figura 11). Por otra parte al no
encontrarse diferencias significativas en los ensayos de germinacion se

descarta un efecto del pH y CE.

En este experimento el tipo o concentracion de NP no afectaron
significativamente el porcentaje de germinacion, lo cual concuerda con
experimentos reportados por Zhongzhou et al. [91], quienes trabajaron
con NPs de TiO2, SiO2, CeO2, Fes30s4, AlO3, ZnO y CuO a
concentraciones de 100 mgL™* en los cultivos de arroz (Oryza sativa L.) y
maiz (Zea mays L.). Por otro lado, Barrena et al. [92] reportaron que NPs
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de Au, Ag y FesOs a concentraciones de 62, 100 y 116 ugmL™,
respectivamente, si afectaron significativamente el porcentaje de
germinacion en semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) y pepino

(Cucumis sativus L.).

Prasad et al. reportaron que las plantas de cacahuate (Arachis hypogaea
L.) tratadas con NPs de ZnO incrementaron significativamente el nimero
de plantulas normales y la germinacion, comparado con el tratamiento
control [93] lo anterior coincide con los hallazgos de esta investigacion,
cuando las semillas de maiz tratadas con NPs de ZnO incrementaron
significativamente el nimero de plantulas normales, comparado con las
semillas tratadas con Fe203, a 3 gL?, sin embargo, ninguna NP
incrementd significativamente el nidmero de plantulas o peso total,
comparado con el tratamiento control (Tabla 7). El Zn y el Fe forman parte
de los 17 elementos considerados como nutrientes esenciales para los
cultivos, mientras que el Ti no forma parte de este grupo de elementos y

tampoco es considerado elemento benéfico para las plantas [94].

Los tratamientos Zn-3, Zn-6 y Fe-3 aumentaron significativamente el
pesos fresco de los epicétilos, con respecto al control (Tabla 8), esto
coincide con lo descrito por Servin et al. [95] quienes reportaron un
aumento en la produccién de biomasa de maiz (Zea mays L.) por efecto
de NPs de zinc. Aunque en esta investigacion no se encontraron efectos
negativos, Lin et al. [96], demostraron la toxicidad de NPs de ZnO a
concentraciones de 2000 mgL-! cuando la biomasa de plantas de maiz

(Zea mays L.) disminuy0 significativamente.
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Las suspensiones de NPs preparadas a concentraciones de 3 gL de Ti
o Fe disminuyeron significativamente el peso fresco de los cotiledones.
Du et al. [97] reportaron efectos similares en plantulas de trigo (Triticum
aestivum L.) cuando se aplico TiO2 en concentraciones de 270 mg de
NPs kg? suelo. El tratamiento de Ti-3 disminuyé significativamente el
peso seco del hipocatilo, con respecto al control (Tabla 8), lo que coincide
con Ruffini et al. [98] quienes observaron que NPs de Ti al 4 % inhibieron

el crecimiento de la raiz de maiz (Zea mays L.).

Asli y Neumann [99] reportaron que las NPs de Ti reducen la
disponibilidad de agua e inducen una respuesta fisioldgica que disminuye
al paso del agua a través del apoplasto i.e. las NPs de Tiinducen cambios
fisiolégicos en las células de las plantulas por estrés hidrico, pero dichos
cambios fisiol6gicos no son inducidos por mecanismos relacionados con
toxicidad de la NP.

Estudios recientes han demostrado que las NPs, aplicadas a diversas
concentraciones, incrementan o disminuyen significativamente algunas
caracteristicas de las plantulas [100-105] Otros autores sugieren
profundizar los estudios relacionados con la interaccion NP-planta
porque poco se sabe sobre las respuestas fisioldgicas de los cultivos ante
la presencia de las NPs, mientras que los mecanismos de adsorcion,
absorcion y translocacion de NPs en plantas aun son desconocidos [106].
Es dificil ver un efecto de los tratamientos con NPs debido a que es bien
conocido que en la etapa de germinacion la plantula se nutre del
endospermo, lo que quiere decir que no toma como nutrientes a las NPs;
sin embargo no se observo estrés causado por la presencia de NPs en

los procesos de germinacion.
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8.2 Ensayo en invernadero

Uno de los materiales necesarios para llevar a cabo el ensayo de
invernadero fue el suelo, el cual se acondiciono y caracterizo (Tabla 9).
El pH o6ptimo del suelo para que el cultivo de maiz (Zea mays L.) se
desarrolle se encuentra entre 5.5 y 7.5; sin embargo, puede cultivarse
con éxito en suelos con pH de 5.5 a 8.5 ya que tanto las plantas de maiz
y el suelo tienen la capacidad de amortiguar diferencias en el pH y tolerar
la salinidad, siempre que esta no sea mayor que 7 dS m™ [41]. Las plantas
de maiz se desarrollan 6ptimamente en suelos franco-limosos, franco-
arcillosos y franco-arcillo-limosos [41] y prospera en suelos de textura
ligera a media [107]. Los resultados obtenidos durante la caracterizacion
de suelo indican que este tiene las propiedades éptimas para que el

cultivo de maiz se desarrolle adecuadamente.

Las distintas fases y etapas del ciclo de desarrollo se determinaron
siguiendo la escala de Ritchie y Hanway [108]. En esta investigacion, las
nanoparticulas empleadas a diferentes concentraciones no afectaron
significativamente el inicio de las etapas fenoldgicas, comparadas con el
tratamiento control. El INIFAP reportd que el ciclo de cultivo de
variedades mejoradas de maiz llega hasta los 270 DDS [109]; sin
embargo, el periodo depende de la variedad, condiciones climaticas y
manejo; la variedad de maiz cultivada en este experimento alcanzo la
madurez a los 112 DDS.

Existe una alta correlacion entre el contenido de nutrientes en plantas de
maiz y la concentracion de clorofila en sus hojas. En consecuencia, el
estado nutricional del cultivo de maiz puede ser evaluado a través de la
medicion del contenido de clorofila de la hoja [110]. EI medidor de clorofila

SPAD es un instrumento que permite evaluar indirectamente y en forma
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no destructiva el contenido de clorofila en la hoja y por ende, el estado

nutricional del cultivo [111].

Las NPs adicionadas a los suelos a diferentes concentraciones afectaron
significativamente las unidades SPAD durante las primeras seis semanas
de la etapa vegetativa i.e. antes de 50 DDS (Tabla 10), con valores de
34.6 a 48.1, lo que coincide con Piekielek et al. [112]. Ellos registraron
valores de las unidades SPAD entre 29 y 57 durante la misma etapa
vegetativa, cuando cultivaron maiz en condiciones de campo [112]. Los
tratamientos empleados en esta investigacion no afectaron
significativamente las unidades SPAD durante los ultimos dias de la
etapa vegetativa i.e. de 51 a 70 DDS. Los tratamientos de Ti y Fe si
presentaron diferencias significativas, comparadas con el control, entre
72 y 91 DDS, con valores que van de 42.5 a 50.2 unidades SPAD. Por
su parte Zebarth et al. reportaron valores promedio de 43.7 unidades
SPAD en plantas de maiz entre los 72 y 91 DDS, lo cual coincide con los

resultados obtenidos en esta investigacion [113].

En la Ultima etapa fenoldgica i.e. en la etapa reproductiva, las unidades
SPAD no presentaron diferencias significativas comparadas con el
tratamiento control, debido a que a la mitad de la etapa reproductiva la
planta inicia simultaneamente un proceso de senescencia, que implica la
disminucién de la actividad fotosintética y el desplazamiento de
metabolitos hacia el fruto.

Las partes de la planta se analizaron estadisticamente para determinar
si el tipo de NP o la concentracién afecta significativamente la biomasa
de las plantas (Tablas 11 y 12). Cuando se estudiaron los efectos del tipo
de NP sobre las caracteristicas de las plantas de maiz se observo que

las NPs de Fe incrementaron significativamente el peso fresco de raiz en
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comparacién con el control (Tabla 11); mientras que las NPs de Ti
aumentaron significativamente la longitud de la raiz, en comparacion con
el tratamiento control. Al respecto, no se encontraron estudios similares
que reporten un efecto de este tipo de NP sobre el cultivo de maiz; no
obstante, Prasada et al. reportaron que las NP de Zinc incrementaron
significativamente la longitud de la raiz de plantas de maiz [114]. Como
lo indicamos previamente, el Zn y el Fe son nutrientes esenciales para
los cultivos, pero el Ti no forma parte de este grupo de elementos y
tampoco es considerado elemento benéfico para las plantas. No
obstante, diversos autores han reportado que el Titanio incrementa
significativamente algunas caracteristicas de la planta como, peso fresco,
peso seco y contenido de clorofila en la planta [115]. Adicionalmente, la
interaccién de nutrientes en las plantas, puede ser positiva, negativa o
neutra y es probable que uno de los factores mas importantes que
afectan el rendimiento sean las concentracion de nutrientes en los
cultivos y las caracteristicas de la raiz i.e. longitud, peso seco y peso
humedo [116], el desarrollo radicular, en tanto, incide en la productividad
de la planta.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el
efecto de las nanoparticulas en la biomasa y longitud de plantas de maiz
esta en funcién del tipo de NPs. Xingmao et al., mencionan que para que
las plantas respondan significativamente a la presencia de ciertas NPs
es necesario aplicar altas concentraciones [117]; sin embargo, en esta
investigacién la concentracion de las NPs empleadas no afectd
significativamente ninguna de las variables estudiadas relacionadas con
biomasa y longitud de plantas de maiz i.e. longitud de planta, biomasa
aérea fresca, biomasa aérea seca, longitud de raiz, peso de la raiz fresca

y peso de raiz seca (Tabla 12).
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Alos 112 DDS se determinaron los pesos de la biomasa aéreay raiz, asi
mismo se tomaron variables del fruto total en fresco y seco, asi como los
pesos secos de semilla, hoja y mazorca. En general, los tres tipos de NP
incrementaron significativamente el peso fresco del fruto, el peso seco de
fruto, el peso seco de hojas y peso seco de mazorcas, comparados con
el tratamiento control (Tabla 13). Sin embargo, en esta investigacion las
NPs evaluadas no modificaron significativamente el peso seco de

semillas, comparado con el tratamiento control (Tabla 13).

Wang et al. reportaron que las NPs de cerio a concentraciones de 10 gL-
1 incrementaron significativamente el rendimiento del fruto de tomate
(Solanum lycopersicum L.) [118]. Otros autores han reportado que NPs
de Ti a concentraciones de 0.02% aplicadas al cultivo de trigo (Triticum
aestivum L.) aumentaron significativamente el rendimiento de grano
[119]. Lo anterior implica que las NPs empleadas en esta investigacion
tienen efecto sobre el crecimiento y desarrollo del cultivo, pero no

modifican significativamente el rendimiento de semillas.

Existen diferentes rutas por las cuales las plantas pueden absorber las
NPs, sin embargo, ain no se han determinado detalles morfoldgicos y
fisiolégicos sobre los mecanismos de absorcion, los sitios de
acumulacion, ni la interaccion de NPs sobre la produccion de metabolitos
en plantas [14, 71, 120], por lo que si bien, las NPs afectan el crecimiento
y desarrollo de las plantas, estas no afectan el proceso de formacién y
llenado de grano. Con frecuencia la acumulacién de NPs se produce
fundamentalmente en la parte area de la planta, lo que favorece su

crecimiento y produccion de biomasa en parte aérea [121].

Es probable que en este experimento las plantas de maiz respondan a

través de mecanismos similares a los que se activan cuando algunos
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cultivos i.e. girasol (Helianthus annuus L.), alfalfa (Medicago sativa L.),
maiz (Zea mays L.), entre otros, son expuestos a metales pesados. Las
plantas capaces de acumular metales en su parte aérea o raiz, sin
presentar severas alteraciones morfologicas o fisiolégicas, son
consideradas tolerantes a la presencia de metales y responden
incrementando su tasa de crecimiento y elevando su produccion de

biomasa, pero no su rendimiento [122].

Las caracteristicas del fruto en este experimento fueron estadisticamente
diferentes, comparadas con el tratamiento control, cuando las plantas se
acondicionaron con diferentes concentraciones de NPs (Tabla 14).
Behera et al. reportaron un aumento en los rendimientos a la cosecha de
maiz (Zea mays L.) por efecto de NP de Zn y Fe [123], otros autores han
reportado que las NPs de Ag incrementan el rendimiento de maiz
forrajero (Zea mays L.) [124]. Cuando los cultivos disponen de un buen
sistema de raices y estdn en condiciones 6ptimas de humedad y
nutricion, las plantas enviaran sefiales de tipo hormonal que potenciaran
el desarrollo de brotes y frutos. En este sentido, las plantas tratadas con
dosis altas de NP i.e. 6 gL', fueron las que incrementaron

significativamente el peso seco de semilla (Tabla 14).
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1)

2)

3)

4)

IX. CONCLUSIONES

Las NPs de ZnO, TiO2, Fe203 no afectaron significativamente el
porcentaje de germinacion ni el peso seco o fresco de la plantula,
sin embargo, modificaron significativamente los pesos fresco o
seco del epicatilo, hipocatilo o cotiledon.

Las NPs de ZnO, TiO2, Fe203 a concentraciones de 3y 6 gL’
afectaron significativamente las unidades SPAD durante la etapa
vegetativa, pero estas no tuvieron efecto sobre las unidades SPAD
una vez que las plantas iniciaron su etapa reproductiva.
Adicionalmente, las NPs empleadas no afectaron
significativamente la aparicion de las etapas fenoldgicas ni la
longitud de la planta, la biomasa aérea fresca o seca, el peso de
raiz seca, ni el peso de semilla seca pero, las NPs incrementaron
significativamente el peso seco y fresco del fruto, el peso seco de
hojas y el peso seco de las mazorcas.

La concentracion de NPs no afectd significativamente la biomasa
y longitud de plantas, pero si modifico significativamente los
componentes de rendimiento a la cosecha.

El tipo de NP o su concentracion afectaron significativamente al
menos una variable relacionada con la germinacion de semillas, la
actividad fotosintética, la biomasa, la longitud de planta y los

componentes de rendimiento.
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X. PERSPECTIVAS

Se deben definir protocolos para ensayos de toxicidad de NPs en plantas
que consideren las particularidades de cada nanomaterial. También es
necesario realizar evaluaciones en cadmara de crecimiento, invernadero
y campo en las que se determine la tolerancia maxima de cada cultivo a
cierta NP, ya que las plantas al ser organismos vivos responden
diferencialmente a factores bidticos y abidticos, a través de respuestas
bioquimicas activadas bajo ciertas condiciones de estrés. Por lo anterior,

se deben realizar investigaciones adicionales relacionadas con:

1) La elucidacion de los mecanismos de adsorcion, absorcion y
translocacién de NP en plantas.

2) El analisis de los procesos de interaccion NP-planta.

3) El estudio de la actividad enzimatica de las plantas tratadas
con NP.

4) La caracterizacion de las alteraciones fisicoquimicas de las
NP al entrar en contacto con plantas y microorganismos del

suelo.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de la suspension de nanoparticula.

Para la preparacion de las suspensiones de NPs se utilizé un matraz
Erlenmeyer de 500 mL, agua destilada, NPs de ZnO, TiO2y Fe203, y una
balanza de precision Ohaus Modelo PA512 Pioneer. Posteriormente se
realizaron los célculos necesarios para la preparacion de las
suspensiones de NPs, se peso la cantidad de NPs dependiendo de la

concentracion y se mezclo uniformemente con agua destilada.
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Anexo 2. Analisis de caracteristicas texturales.

Se llevo a cabo el andlisis de caracteristicas texturales utilizando un
hidrometro estandar para suelos ASTM No. 1. 152 H con escala
Bouyoucos en gL, agitador magnético, un émbolo y un cilindro de
sedimentacion con marca de 1000 mL a 36 + 2 cm desde el fondo al
interior, termometro, vaso de precipitado, pentanol, balanza de precision
Ohaus Modelo PA512 Pioneer, placa de agitacion magnética CimarecTM
Thermo Scientific Modelo SP131325. Se llevo a cabo la calibracion del
hidrometro agregando 100 mL de solucion de [(NaPO3)s] (50 g L?) al
cilindro de sedimentacién hasta completar 1000 mL con agua destilada;
luego se mezclo vigorosamente con el émbolo, se introdujo el hidrometro
en el recipiente y se determind la escala leyendo RL en el borde superior.
La determinacion de la proporcion relativa de los agregados del suelo se
realiz6 colocando en el cilindro de sedimentacion 40 g de suelo y 100 mL
de la solucion de [(NaPOs)s] (50 g L), y 300 mL de agua destilada, se
dej6é la muestra en reposo por 12 h, después se coloco el vaso con la
muestra tratada con [(NaPO3)s] sobre la placa de agitacibn magnética, y
se mezcld por 5 minutos, posteriormente se transfirié la suspension al
cilindro de sedimentacion y se afor6 a 1000 mL. Se dej6é reposar a
temperatura constante. Se insertd6 el émbolo moviendo hacia arriba y
abajo para mezclar el contenido, se procedié a introducir el hidrometro y
tomar lecturas después de 40 s (Raos), se retird cuidadosamente el
hidrometro, se enjuago y seco. A las 7 horas se tomoé la ultima lectura
(R7n).

Para la determinacion del peso seco, se pesO una muestra de suelo de
10 g y se dejo secar por 16h a 100°C. Los calculos se realizaron de la

siguiente manera.
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= Arena

100
suelo secado en horno (g)

% Arena = 100 — (R4ps — Ry) X

=  Arcilla

100

% Arcilla = (R, — Ry) X
% Arcilla = (R7p — Ry) suelo secado en horno (g)

= Limo
% Limo = 100 — (% Arena + %Arcilla)

En la siguiente figura se representa el diagrama triangular de las clases
texturales béasicas del suelo segun el tamafio de las particulas, de
acuerdo con el USDA

100% arcilla
(2 micrones)

3 5

Diagrama triangular de las clases texturales del suelo con base en el

tamafo de las particulas.
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Anexo 3. Metodologia del analisis del potencial de hidrogeno (pH) al

suelo

Para la determinacion de pH se utilizaron 9 frascos ambar de 30 mL,
micropipeta automatica de 0.5-5 mL, estandares de pH, agua
desionizada, piseta con agua destilada, medidor Thermo Scientific Orion
Star A212, electrodo de vidrio Orion 8302BNUMD ROSS® Ultra pH/ATC
Triode®. La suspension de suelo fue en una relacion 1:1, se pesaron 10
g de suelo tamizado en una malla de 0.2 cm, se vacié en un frasco ambar
de 30 mL, esto se realiz6 por triplicado para cada muestra de suelo (S1,
S2 y S3). Posteriormente se agregaron 10 mL de agua desionizada y se
agito vigorosamente, posteriormente se insertd el electrodo dentro de la

suspensién y se tomo la lectura.
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Anexo 4. Analisis de la conductividad eléctrica del suelo

Se realizé el analisis de CE en la que fueron necesarias 9 botellas de
dilucién de 100 mL, 9 frascos ambar de 30 mL, micropipeta automatica
de 0.5 — 5 mL, estandares de conductividad, agua desionizada, piseta
con agua destilada, matraz de aforacion de 100 mL, 9 Embudos, papel
filtro, balanza de precision Ohaus Modelo PA512 Pioneer, medidor
Thermo Scientific Orion Star A212, electrodo Orion 013005MD
Conductivity Cell y un agitador orbital Thermo Scientific Modelo 4625.
Fue necesaria una solucion de hexametafosfato de sodio (NaPOs3)s al 1
%. Se prepard la suspension de suelo-agua en una relacion 1:2 y se
pesaron 10 g de suelo seco y tamizado en una malla de 0.2 cm, se
colocaron en un recipiente de 100 mL. Todo se realizé por triplicado para
cada muestra de suelo (S1, S2 y S3). En cada recipiente de 100 mL se
agregaron 20 mL de agua desionizada y se mezclaron en el agitador
orbital por 1 h. posteriormente se filtraron las suspensiones utilizando
papel filtro, se agregd la solucién al 0.1% de (NaPOzs)s en proporcion de
una gota por cada 25 mL de extracto. Para la medicién de la
conductividad, se calibr6 el equipo con las soluciones estandar,
posteriormente se realizaron las determinaciones de conductividad de los

extractos del suelo y se tomaron los datos.
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Anexo 5. Dias después de la siembra en los que se regé o fertilizé

cada una de las unidades experimentales del ensayo de

invernadero.
Aplicacion Aplicacion Raleo Aplicacion Aplicacion Aplicacion
Tratamiento de NPs de de de NPs de
(200 mL) Urea? triple 179 (200 mL) triple 179
Zn-3 A la siembra 12 20 30 35 60
Zn-6 A la siembra 12 20 30 35 60
Ti-3 A la siembra 12 20 30 35 60
Ti-6 A la siembra 12 20 30 35 60
Fe-3 A la siembra 12 20 30 35 60
Fe-6 A la siembra 12 20 30 35 60
Ctrl A la siembra 12 20 30 35 60

2 Se aplico el fertilizante necesario para completar una dosis total de 180-120-
120. A los 12 DDS se aplicaron 0.2 g de urea, a los 30 DDS se aplicaron 0.5 g
de triple 17 y a los 60 DDS se aplicaron 0.5 g de triple 17. Para realizar los
calculos de fertilizacién se consideré una densidad aparente del suelo de 1.3
gcm=2y una profundidad de 30 cm.
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