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RESUMEN

En este trabajo de tesis, se investigo la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas
de 6xido de zinc (NPsZnO) mediante el método sol-gel como este mostraba efectos
sobre el crecimiento de Zea mays desde etapas tempranas de su desarrollo. Las
NPsZnO se caracterizaron mediante DRX, SEM, espectroscopia Raman y FT-IR,
obteniendo un tamano promedio de 20.903 nm y una morfologia semi ovalada con

porosidad diversa.

Mediante las nanoparticulas se impregnaron semillas de Zea may en diversas
concentraciones (1-256 pg/mL), se evalué su germinacion, fotosintesis vy
biomarcadores de crecimiento. Se demostré6 que en concentraciones de 16-32
pMg/mL la germinacion mejoro significativamente, asi como la actividad fotosintética,
también se incrementaron los niveles de clorofila, biomasa vegetal, area foliar y

radical por su parte concentraciones arriba de 128 ug/mL mostraron efectos téxicos.

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios publicados que muestran
beneficios, asi como riesgos del uso de nanoparticulas en la agricultura. Por lo que
se necesita un manejo cuidadoso de NPsZnO para explotar sus beneficios en la

mejora del crecimiento vegetal y disminuir efectos adversos.

Palabras clave: Nanoparticulas- Oxido de zinc- Método sol-gel- Zea mays-

Germinacion.




ABSTRACT

In this thesis work, the synthesis and characterization of zinc oxide nanoparticles
(ZnO NPs) were investigated using the sol-gel method, as this method showed
effects on the growth of Zea mays from the early stages of development. The ZnO
NPs were characterized using XRD, SEM, Raman spectroscopy, and FT-IR,
obtaining an average size of 20.903 nm and a semi-oval morphology with diverse
porosity.

Seeds of Zea mays were impregnated with the nanoparticles at various
concentrations (1-256 ug/mL), and their germination, photosynthesis, and growth
biomarkers were evaluated. It was demonstrated that at concentrations of 16-32
Mg/mL, germination significantly improved, as did photosynthetic activity. Chlorophyli
levels, plant biomass, leaf area, and root biomass also increased, whereas

concentrations above 128 pg/mL showed toxic effects.

The obtained results are consistent with published studies that show both the
benefits and risks of using nanoparticles in agriculture. Therefore, careful
management of ZnO NPs is needed to exploit their benefits in enhancing plant

growth while minimizing adverse effects.

Key words: Nanoparticles- Zinc oxide- Sol-gel method- Zea mays- Germination.




1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 El maiz en México

El maiz (Zea mays), es el cereal por excelencia en la cultura del centro del
continente americano. El valor sociocultural le ha generado un papel de alta
importancia en la soberania y seguridad alimentaria, esto lo hace un cultivo
fundamental especialmente en zonas rurales de México. precisan como el cereal
se domestico en la época prehispanica y se convirtido en un pilar de la gastronomia
y la alimentacion mexicana. Se estima que se consumen ~100 kg de maiz per capita
por afio en México (SIAP, 2021)

México se posiciona en 8° lugar en producciéon de maiz, en 2017 exportdé a 17
paises, Venezuela (58%), Kenia (33%) y Estados Unidos (4%) fueron los destinos
mas importantes (SIAP, 2017). La produccion de maiz en 2021 fue de 28.43
toneladas, con un crecimiento del 2.6% respecto al 2021. El maiz blanco represento
24.75 toneladas con un incremento del 0.5%, mientras que la produccion de maiz
amarillo aumentoé un 11.7%, alcanzando un total de 3.36 toneladas. Sin embargo, la
disponibilidad del producto y los precios internacionales generaron un incremento

en el precio del grano (SIAP, 2021).

El maiz también es relevante en la rotacion de cultivos, dado que los residuos
vegetales son de descomposicién lenta, esto promueve la acumulacién de materia
organica y mejora la estructura del suelo, mejorando el intercambio gaseoso, el

incremento radical y la infiltracion de agua (Masci et al., 2020).

Debido a la importancia de este cultivo, para cubrir la demanda para la poblacion,
en la agricultura intensiva, se emplea la fertilizacion quimica para suplementar los
macro y micronutrientes. Sin embargo, el uso excesivo de estos insumos ha
generado dafios ambientales significativos, desde la contaminacién del suelo y
mantos acuiferos hasta la alteracion de las poblaciones microbianas nativas. La
aplicacion desmedida de fertilizantes quimicos ha generado ademas importantes

pérdidas econdmicas (Lira-Saldivar et al., 2018).




1.2 Factores que regulan el desarrollo vegetal
El crecimiento y desarrollo vegetal es un proceso muy complejo coordinado por

diversos factores bioticos y abiéticos, como luz, temperatura, disponibilidad de agua
y nutrientes en suelo. Para resolver el déficit de nutrientes, estos suelen
suplementarse de manera exégena, principalmente los macronutrientes como el
fosforo o el nitrdgeno, pero también micronutrientes como el zinc, siendo este ultimo
uno de los micronutrientes mas deficientes en suelos, afiadiéndose tipicamente en
forma de sulfatos (Kirby & Romhel, 2008), dado que la deficiencia de micronutrientes

resulta en alteraciones morfo-fisioldgicas afectando la produccion del cultivo.

1.2.1 Importancia del zinc en el desarrollo vegetal
El zinc (Zn) es un micronutriente esencial en plantas, y tiene un papel critico en su

metabolismo, asi como en las respuestas al estrés (Samreen et al., 2017). Se
necesitan ~15-20 mg/kg en tejido seco para obtener un funcionamiento metabdlico
adecuado, esto es aproximadamente el 0.1% del peso seco total en el tejido vegetal.
El zinc es necesario para el metabolismo de carbohidratos y funciona como cofactor
en diversas enzimas fotosintéticas, antioxidantes e incluso en la sintesis de

proteinas (Guil Guerrero et al., 1998).

En plantas, el Zn también regula indirectamente el desarrollo vegetal a través de la
homeostasis de fitorreguladores derivados de aminoacidos como el triptéfano,
fundamental para la sintesis de auxinas como el acido indol-3-acetico (Eide, 2011.,
Escudero-Almanza et al., 2015). El zinc esta presente en forma de Zn?* en los
sistemas vegetales y tiene propiedades nucleofilicas, esto lo ayuda a reaccionar con
multiples moléculas, como agua y CO2. Esto se observa en algunas funciones como
la de catalizador en enzimas como la anhidrasa carbdnica, la carboxipeptidasa y la
aminopeptidasa (Chong & Auld, 2007).

La cantidad adecuada de Zn es esencial para que se mantenga activo el fotosistema
Il durante la fotosintesis. Cuando existe una deficiencia de Zn, se suelen desarrollar
manchas cloréticas en las hojas, debido a la falta de clorofila y posteriormente la

necrosis 0 muerte celular (Amezcua & Lara, 2017).




1.3 Fotosintesis
La fotosintesis es el proceso biologico mas importante en el planeta tierra, es llevado

a cabo por las plantas, algas y cianobacterias. De acuerdo con Carril (2011), se
conocen 3 tipos de fototrofias: fototrofia basada en rodopsina, fotosintesis
anoxigénica y fotosintesis oxigénica, siendo esta ultima, la que cambid la forma de
vida en el planeta, al ser el proceso mediante el cual se lleva a cabo la fijacion de
diéxido de carbono (CO2) y la liberacion de O2 (Taiz & Zeiger, 2003).

La fotosintesis se ha dividido en 2 etapas: la fase luminica y la fase obscura. La fase
luminosa, llamada asi porque necesita de la captacion de fotones como iniciadores
del proceso, es también llamada fase energética, pues el fin de esta es obtener
moléculas energéticas como el Adenosin-Trifosfato (ATP) y poder reductor de
moléculas como la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), asi como
O2 (Taiz & Zeiger, 2003). Mientras que, durante la fase obscura o biosintética de la
fotosintesis, se usan las moléculas energéticas generadas durante la fase |, para
sintetizar como resultado final moléculas de glucosa a partir de la fijacion de COz2
(Taiz & Zeiger, 2003).

1.3.1 Fase luminica de la fotosintesis
La fotosintesis se lleva a cabo en los cloroplastos de algas y plantas. Por cada célula

vegetal, se llegan a encontrar hasta 100 cloroplastos, estos son uno de los tres
plastidios existentes. Dentro del cloroplasto se encuentra una alta concentracion de
clorofilas, pigmentos que absorben luz y son pilares de la fotosintesis (Rakesh
Kumar et al., 2017). Los cloroplastos tienen una estructura compleja, que contiene
dos membranas fosfolipidicas (interna y externa) con un espacio intermembranas
en ellas. El interior del cloroplasto contiene un liquido acuoso denominado estroma
en el cual se encuentran pilas de tilacoides llamadas granas. Los tilacoides tienen
forma de plato plano y se delimitan por otra membrana que se conoce como espacio
tilacoidal. En los tilacoides, encontramos complejos proteicos de tipo
transmembranal llamados fotosistemas, puntualmente el fotosistema Il (PSIl) y el
Fotosistema | (PSI). Estos fotosistemas son esenciales para la captura y conversion

de energia luminica en energia quimica (Mcfadden, 2001).




La fotosintesis es un proceso que usa la luz como motor de arranque, es decir, la
absorcion de la luz se lleva a cabo por pigmentos (clorofilas) que encontramos en
el fotosistema Il (PSll o Peso), mediante resonancia las clorofilas encontradas en el
fotosistema llevan la energia hasta la clorofila diana o centro de reaccion que tiene
una longitud de onda de 680 (A= 680 nm).

La fotosintesis inicia con la absorcién de luz por las clorofilas del PSII, que luego
trasmiten energia hasta una clorofila diana o también llamado centro de reaccién
que tiene una longitud de onda de 680 nm. Esta energia capturada por el PSlI
genera la fotdlisis de agua, generandose como subproductos oxigeno y protones
(Purves et al., 2003).

Los electrones que se liberan en la fotdlisis del agua se transfieren mediante una
serie de transportadores hacia el PSI. En esta cadena de transporte, se generan
moléculas energéticas como “NADHP” y “ATP”. Fundamentales para la siguiente
etapa de la fotosintesis. EI PSI absorbe luz con una longitud de onda de 700 nm.
Dando pie a que los electrones excitados sean utilizados para reducir el NDP* a

NADPH, otro importante portador de energia.

En el proceso se genera un gradiente de protones mediante la membrana tilacoidal,
que se utilizan por una enzima llamada ATP sintasa para la sintesis de ATP, esta
es la moneda energética de la célula (Taiz & Zeiger, 2003). En la figura 1, se muestra

un esquema grafico representativo de la fase luminica de la fotosintesis.
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Figura 1. Fase luminosa. Fotosintesis en plantas (Imagen recuperada Taiz & Zeiger, 2003).




1.3.2 Fase oscura o Ciclo de Calvin

El Ciclo de Calvin o fase obscura es una etapa crucial de la fotosintesis en la cual
son utilizadas las moléculas energéticas que se generaron en la fase luminica, con
el objetivo de fijar el CO2 atmosférico y generar carbohidratos, este proceso se

divide en tres fases.

La primera fase denominada, fase de fijacién de carbono, en esta una molécula de
CO2 se junta con una molécula de 5 carbonos llamada Ribulosa-1,5-bifosfato-
carboxilasa-oxidasa (RuBisCo). De este proceso se obtienen dos moléculas de

acido-3-fosfoglicerol (3-PGA), moléculas que se utilizaran mas adelante en el ciclo.

En la segunda fase, denominada reduccion, las moléculas de 3-PGA se transforman
en ATP y NADPH vy junto con las obtenidas en la fase luminica se transforman en
gliceraldehido-3-fosfato (G3P).

La tercera fase, denominada de regeneracién, une varias moléculas de G3P para
formar glucosa. Las moléculas que sobran de G3P se regeneran en RuBisCo y este

proceso también requiere de energia brindada por ATP de la fase luminica.

En conjunto, estas tres fases conforman la denominada “fase obscura”, ya que se
realiza continuamente y no necesita directamente una fuente de energia luminica
para su funcionamiento. Este ciclo es esencial para la produccion de carbohidratos

y desarrollo de las plantas (Taiz & Zeiger, 2003).

En la figura 2, se muestra un esquema grafico representativo de la fase oscura de

la fotosintesis.
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Figura 2. Fase Obscura o Ciclo de Calvin. (Imagen recuperada de Khan Akademy 2022).

1.4 Participacion del zinc en la fotosintesis

El zinc durante el proceso de la fotosintesis juega un papel critico, ya que participa
en la activacion de enzimas durante la sintesis de clorofila, el catabolismo de
almidon en monosacaridos como la glucosa para la obtencion de energia.
Asimismo, durante la fase luminica de la fotosintesis, el zinc mantiene activo el
fotosistema Il (durante la fase luminica). Durante el proceso de fotosintesis, las
hojas al estar expuestas a la luz generan altas concentraciones de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la sobreacumulacién de ROS puede dafiar las clorofilas
y los lipidos de las membranas, dando lugar a un rapido desarrollo de clorosis y
necrosis en las plantas, sobre todo en dias largos y con alta luminosidad, lo que
colateralmente puede inducir apoptosis celular (Mendoza & Luis Rodriguez-Lopez,
2007). Sin embargo, la disponibilidad de zinc ayuda a contrarrestar estos efectos
negativos de las ROS en las células, ya que desempena un papel clave para el
funcionamiento de enzimas como la superdxido dismutasa, que ayuda a reducir los
niveles altos de ROS en las células y evitar dafo celular (Mendoza & Luis
Rodriguez-Lépez, 2007).




Por otro lado, en la fase oscura de la fotosintesis, el zinc forma parte estructural de
proteinas chaperonas, responsables de mantener la estructura tridimensional
adecuada de la RuBisCO, responsable de la fijacion del CO2 atmosférico para la
obtencién de glucosa y energia para las plantas (Amezcua & Lara, 2017). Ademas,
activa a la enzima anhidrasa carbdnica, responsable de incrementar la
concentracion de CO:2 dentro del cloroplasto para incrementar la tasa de
carboxilacién de la RuBisCO (Amezcua & Lara, 2017). La fotosintesis en plantas
también ha demostrado tener un rol clave para la regulacion de vias de sefializacion
como la via TOR (Target Of Rampamycin), esta via converge en procesos celulares
que regulan el crecimiento y desarrollo vegetal a través de la homeostasis de
fitorreguladores, balance nutricional, respuesta al estrés biético y abidtico, asi como

en el sistema antioxidante vegetal.

Por otro lado, se han estudiado alternativas que permitan mejorar el desarrollo y
productividad de cultivos agricolas como el maiz, haciendo mas eficiente procesos
claves del desarrollo vegetal como Ila fotosintesis. En este sentido, la
nanobiotecnologia ha demostrado tener un impacto positivo para mejor el desarrollo

vegetal.

1.5 Nanoparticulas en el desarrollo vegetal
Las nanoparticulas (NPs) en las ultimas décadas han sido de estudio en plantas con

el fin de buscar alternativas para solucionar problemas de desabasto de algunos
cultivos de interés agricola, asi como reducir el uso de insumos quimicos que

representan un problema grave de contaminacion ambiental en la actualidad.

Se ha explorado el uso de multiples tipos de nanoparticulas en los cultivos
vegetales, desde nanoparticulas a base de carbono, asi como nanoparticulas
metalicas, que poseen propiedades fisicoquimicas a las que se atribuyen sus
efectos en la promocién del crecimiento vegetal. Existe un niumero importante de
estudios previos que demuestran que el uso de nanoparticulas organicas vy
metalicas mejora el desarrollo de cultivos vegetales. Entre las nanoparticulas mas
ampliamente estudiadas en plantas a la fecha, se encuentran los nanotubos de

carbono (NTC) de origen natural, sintéticos, de una sola capa o de pared multiple,




dopados, etc., estos han sido de gran interés cientifico debido a los efectos positivos
mostrados en el desarrollo vegetal, estos efectos se han atribuido en parte a la
capacidad de estas nanoparticulas para atravesar la membrana en las células
vegetales, lo que facilita la entrega de compuestos importantes para las células
(Srinivasan & Saraswathi, 2010). Por otro lado, se ha documentado que la aplicacion
de nanotubos de carbono de pared multiple o Multi-walled Carbon nanotubes
(MWNTC's) estimulan la germinacion de semillas como Zea mays y Hordeum
vulgare (Lahiani et al., 2013). En otro estudio se confirmoé que los MWCNT oxidados
generaron una mejora significativa en la elongacion del sistema radicular,
incremento del desarrollo de la parte aérea y al mismo tiempo en la promocion de
la actividad enzimatica en el sistema antioxidante en Nicotiana tabacum (Hao et al.,
2018).

Ademas del uso de nanoparticulas de naturaleza organica en los cultivos vegetales,
también se estudia la aplicacion de nanoparticulas metalicas en beneficio de las
plantas. Diversos autores han demostrado que estas nanoparticulas metalicas han
mejorado el desarrollo en distintos estadios del desarrollo de diversas especies
vegetales. Estas investigaciones concluyen que la adicion de estas nanoparticulas
mejora potencialmente el aprovechamiento de los nutrientes por la planta,
reduciendo las cantidades de insumos de origen sintético y/o quimico aplicado (Liu
& Lal, 2015). Por ejemplo, en plantas de Triticum con la aplicacién de nanoparticulas
de cobre se demostré un incremento del 25% en el rendimiento de esta planta,
comparado con las plantas control (Batsmanova et al., 2013). Asimismo, se
demostré una mejora en la germinacion de semillas de Solanum lycopersicum con
la aplicacion de nanoparticulas de oxido de silicio (Ronaldo Silva et al., 2019).
También se documentd que semillas de S. lycopersicum incrementaron la actividad
del sistema antioxidante en condiciones de estrés salino cuando fueron
suplementadas con nanoparticulas de silicio (Ronaldo Silva et al., 2019). Otras
nanoparticulas de origen metalico ampliamente estudiadas son las NPs de plata; se
documento6 que estas NPs en Bacopa Monnieri incrementaron la germinacién y la

tasa fotosintética en la etapa de madurez de esa planta, mientras que en Phaseulus
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vulgaris mostraron un incremente en la raiz, la parte aérea y la tasa fotosintética
(Krishnaraj et al, 2012).

1.6 Efecto de las nanoparticulas en la fotosintesis
El uso de nanoparticulas en las plantas también ha demostrado tener efectos

positivos y negativos sobre la maquinaria y eficiencia fotosintética, donde se ha
observado que las NPs alteran la fluorescencia, rendimiento cuantico y otros
factores, sin embargo, aun no es claro el papel de estos nanomateriales en dicho
proceso, a pesar de que la fotosintesis es el proceso clave en la vida de las plantas,
al transformar la energia luminica en energia quimica. Recientes reportes cientificos
han informado que los nanotubos de carbono que se adicionaron en cloroplastos
aumentaron tres veces la actividad fotosintética en comparacion con cloroplastos
usados como testigos, ademas, se detecté un aumento en la tasa de transporte de
electrones (Botero et al., 2014). Por otro lado, (Ronaldo Silva et al., 2019) mostraron
que nanoparticulas de silicio mesoporoso se unian al fotosistema Il y se generd una
actividad estable inducida por una reaccion fotosintética, asimismo, los electrones
impulsados por luz tenian la posibilidad de desarrollar fotosensores y sistemas
fotosintéticos artificiales. La tasa fotosintética fue mejorada en otro estudio, como
respuesta a la mejora y aumentos en pigmentos fotosintéticos, asi como una mayor
actividad de la anhidrasa carbdnica con la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de
silicio (shihan et al., 2012). Mientras que la aplicacién de nano-anatasa de dioxido
de titanio (TiO2) demostré mejorar la asimilacién del carbono fotosintético iniciando
la actividad de la RuBisCo, lo que puede promover la carboxilacion de la enzima
(Yang et al., 2006). En 2007 (Lei et al., 2007) mostraron que la nano-anatasa TiO2
tiene un perfil fotocatalizador y que mejoraba la absorbancia de luz, lo cual
conllevaba a una mejor transformacion de la energia Iluminosa. Estas
nanoparticulas también demostraron una proteccion antienvejecimiento de los
cloroplastos (Yang et al., 2006). Otras investigaciones mostraron que la nano-
anatasa promovio el transporte de electrones de cadena completa, fosforilacion de
la actividad de la clorofila en luz visible y ultravioleta, la actividad de fotorreduccion

del fotosistema Il y la evolucion del oxigeno molecular (Lei et al., 2007).
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En 2007 se demostré que las nanoparticulas metalicas inducen una mejora en la
produccion de energia quimica en sistemas fotosintéticos, esto debido a que la
clorofila se une a nanocristales de oro y plata en el centro de reaccién, lo que forma
un sistema hibrido que genera 10 veces mas electrones excitados, todo esto, por
efecto plasmoén (Govorov & Carmeli, 2007). El sistema antioxidante en las plantas
estd directamente relacionado con la fotosintesis, ya que protege las células
vegetales de los dafos causados por los ROS que se generan durante este proceso.
La fotosintesis y el sistema antioxidante trabajan en conjunto para mantener la salud
y el rendimiento de las plantas, especialmente en condiciones ambientales
desafiantes, en este sentido, (Faizan et al., 2018) evaluaron el sistema antioxidante
posterior a la aplicacién de diversas concentraciones de nanoparticulas de 6xido de
zinc en plantas de chile Capsicum annuum, en sus resultados mostraron que todos
los tratamientos con nanoparticulas tuvieron una mejor respuesta en los parametros
del sistema antioxidante, lo cual relacionaron al incremento en la mejora de factores

fotosintéticos como el incremento en las concentraciones de clorofila.
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2. JUSTIFICACION

El sector agroalimentario utiliza aun tecnologias convencionales que presentan un
desaprovechamiento de recursos, asi como danos al medio ambiente al lixiviarse al
suelo. Una de las alternativas como sustitutos del uso de agroquimicos es el uso de
nanoparticulas como el 6xido de zinc (NPsZnO) nanoestructurado, que ha mostrado
tener efectos positivos al desarrollo vegetal. Si bien, algunos trabajos pioneros han
reportado algunos posibles mecanismos mediante los cuales las NPsZnO
promueven el desarrollo vegetal, aun no es claro cual es el papel que tienen en
procesos como la fotosintesis y procesos que en sinergia son clave en la regulacion
metabdlica en todos los estadios de desarrollo vegetal. Por lo que, en este proyecto,
se profundizara en el estudio de los efectos de las NPsZnO a nivel morfo-fisioldgico
y su participacién en procesos como la fotosintesis en Zea mays, una de las

gramineas de mayor importancia agroalimentaria.
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3. HIPOTESIS

El zinc nanoestructurado mejora el desarrollo de Zea mays estimulando la actividad

fotosintética comparado con la respuesta al zinc convencional.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto del zinc nanoestructurado en la estimulaciéon del desarrollo de

Zea mays mediante el incremento de la tasa fotosintética.

4.2 Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de 6xido de zinc.

e Evaluar la absorcion de zinc en semillas y plantas de Zea mays.

e Evaluar el efecto de las NPsZnO en la germinacion de Zea mays con NpsZnO
y zinc convencional en bioensayos dosis respuesta.

e Evaluar biomarcadores de crecimiento de Zea mays cultivado con NPsZnO.
y zinc convencional en bioensayos dosis respuesta.

e Evaluar el efecto del NPsZnO y zinc convencional sobre la tasa fotosintética

en plantulas de Zea mays.
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5. MATERIAL Y METODOS

Para realizar este proyecto de investigacion se llevd a cabo la sintesis y
caracterizacion de NPs de ZnO, posteriormente estas NPs se utilizaron para el
establecimiento de bioensayos dosis respuesta de maiz suplementado con NPsZnO

o zinc convencional en condiciones in vitro y en fitotron.

5.1 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc
Se sintetizaron las nanoparticulas por método sol-gel. Para la obtencién del “sol”

como fuente de zinc o precursores se usaron 5 gramos de nitrato de zinc (Zn(NOs),),
el cual fue agregado en 250 mL de agua destilada y estabilizado (450 rpm) y
temperatura ambiente durante 5 minutos, mientras que como agente quelante se
usaron 10 gramos de acido citrico (C¢HgO-) el cual se dejé estabilizar en 250 mL de
agua destilada a (450 rpm) y temperatura ambiente durante 5 minutos,
posteriormente ambas soluciones fueron mezcladas (450 rpm) durante 30 minutos.
Para la obtencién del gel como agente precipitante y estabilizador se usaron 5mL
de hidroxido de sodio (NaOH) el cual fue agregado por una técnica de goteo con
intervalos de 10 segundos entre cada gota hasta terminar la solucion, a una
agitacion constante (450 rpm) y una temperatura ambiente, una vez terminado el

goteo se dejo estabilizar durante 30 minutos en agitacién constante (450 rpm).

Posteriormente, esta solucion se sometié a un proceso de evaporacion y secado
durante 24 horas en un horno a 100°C. Al obtener el sobrante se afor6 a 100 mL y
se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos, posteriormente la muestra fue secada
en horno a 80°C durante 24 horas. Para finalizar el proceso, la muestra se calciné
durante 60 minutos a 560°C en mufla y el residuo obtenido se pulverizé en mortero
durante 25 minutos para unificar tamafio de agregados. En la figura 3 se muestra

paso a paso el proceso de la sintesis.
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Figura 3. Sintesis de nanoparticulas. Sintesis por método sol-gel.

5.1.1 Caracterizacion de nanoparticulas de ZnO

-
- nnlo

~_ J

Aforo a 100mL Dividir en 12,000 rpm/5mm

560°C/1h

Para conocer las propiedades de las NPsZnO obtenidas por sol-gel, se tomaron 0.1-

0.5 gramos para su analisis por los siguientes métodos analiticos:

Difraccion de rayos X (DRX): El andlisis de la composicién elemental se realiz6 por

DRX, para ello se analizaron 0.1 gramos de NPsZnO, en una corrida de intensidad

de 0 a 9000 (u.a.) sobre un intervalo de 0 a 70 en 26 grados.

Asimismo, con los datos obtenidos mediante el analisis DRX se determiné el tamano

de cristalito de las NPs de ZnO, mediante el uso de la trigonometria y reflexién,

mediante los angulos que estas NPs presentan en su morfologia. A continuacion,

se muestra un ejemplo para la obtencion de este valor:
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Partiendo de la siguiente formula:

KA
BcosfO

Tamario del Cristalito (promedio en A) =

Donde:

e 6: La mitad del angulo de Bragg (radianes).

e A: Longitud de onda de los rayos x utilizados.

e K: Factor de forma adimensional, normalmente 0.9 (asume cristalitos
esféricos) pero varia con la forma real del cristalito.

e B: Linea que se ensancha a la mitad de la intensidad maxima (FWHM),
después de restar la linea instrumental que se ensancha.

Mientras que para calcular “FWHM” (Full Widht at Half Maximum) se realiza
mediante la siguiente evaluacion en el espectro correspondiente, el cual se muestra

en la figura 4:

FWHM
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Figura 4. Determinacion de FWHM. Espectro tomado como ejemplo para la obtencion de los
valores necesarios en FWHM que forman parte del calculo para el tamafio de Cristalito

Microscopia electronica de barrido (SEM): Para evaluar las caracteristicas

morfolégicas y tamafio de las NPsZnO, se tomaron 0.5 gramos de la muestra y se
analizé mediante SEM, se observo la muestra a distintos aumentos: 5, 10, 20, 30 y
100K

Para determinar el tamafio de las nanoparticulas se uso el programa ImagedJ y se
tomd una foto del oxido de zinc con un aumento de 60K (Figura 10) en el cual

mediante un analisis de pixeles tomando como escala barra de 100 nm, se midieron
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100 “esferas” reconocidas como nanoparticulas, se tomo su radio y se determiné su
area mediante la siguiente formula:
A=1r*r2
A= area
7= valor de Pi
r’= radio al cuadrado

Espectroscopia Raman: Para la obtencién de la cristalinidad y la composicion
quimica se usaron ~0.1 gramos de muestra y se analizaron mediante
espectroscopia Raman con una intensidad de 0-1700 (u.a.) sobre un

desplazamiento Raman de 0 a 80 (s/cm).

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): Por ultimo, se analizd

~ 0.1gramos de nanoparticulas de ZnO mediante FTIR, con una transmitancia de 0-
100 sobre una frecuencia de onda de 0 a 3000 (s/cm), lo que permitié identificar los
grupos funcionales caracteristicos del ZnO. En la figura 5 se integran graficamente
los distintos métodos complementarios que permitieron hacer una caracterizacion

integral de las NPs de ZnO obtenidas.
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Espectroscopia Raman Cristalinidad y composicion quimica
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Absorbancia de grupos funcionales
Transformada de Fourier (FTIR)

Figura 5. Caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de zinc
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5.2 Establecimiento de bioensayos dosis respuesta de maiz para evaluar el
efecto de las NPs sobre el desarrollo vegetal y fotosintesis

Para evaluar el efecto de las NPs de ZnO sobre los biomarcadores de desarrollo de

maiz se planted la siembra de la semilla usando dos distintas metodologias:

Fase 1: Se expusieron las semillas (impregnado) durante 24 h a una solucion con
distintas concentraciones de nanoparticulas de ZnO y posteriormente se procedio a

la siembra de estas en agrolita.

Fase II: Las semillas se conservaron en agua destilada durante 24 h, posteriormente

se agregaron las NPs y las semillas fueron sembradas.

5.2.1 Preparacion de soluciones stock de nanoparticulas

5.3Bioensayos in vitro de Zea mays con nanoparticulas

Se prepararon soluciones stock de nanoparticulas de 6xido de zinc a una
concentracion de 500 pg/mL, de la cual, se realizaran diluciones para obtener 0, 1,2,
4, 8, 16, 32, 64, 128, y 256 pg/mL de NPs.

5.3.1 Impregnado de semillas con nanoparticulas de ZnO
Para esta fase, las semillas de maiz fueron inmersas en 10 mL de las soluciones

con NPs de 6xido de zinc a las concentraciones sefaladas en apartado 5.2.1,

posteriormente se dejaron en reposo a temperatura ambiente 24 h.

De las semillas previamente impregnadas con las NPs, 25 semillas por tratamiento
fueron secadas en horno a 60°C durante 3 horas, posteriormente fueron
pulverizadas en molino orbital para y analizadas mediante fluorescencia de rayos X
(FRX) para determinar el perfil mineral en las semillas previamente a la siembra, asi
como la cantidad de zinc absorbido en las semillas durante el proceso de inmersion,

el procedimiento se esquematiza en la figura 6.
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Figura 6. Diagrama preparacién de semillas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO y
analisis elemental en semillas mediante técnica de FRX.

5.3.2 Bioensayos in vitro de Zea mays con nanoparticulas de ZnO
Para evaluar la germinacion y el desarrollo de maiz suplementado con NPs de ZnO,
se establecieron bioensayos dosis respuesta in vitro y en fitotron (Figura 7 y 8) como

se describe a continuacion:

Para los bioensayos in vitro se sembraron las semillas con el tratamiento descrito
en la figura 6. Para ello, se desinfectaron semillas de maiz con hipoclorito de sodio
al 20% (v/v) durante 2 minutos y posteriormente enjuagadas 3 veces con agua
destilada estéril por intervalos de un minuto para eliminar residuos del hipoclorito;
posteriormente se sembraron 30 semillas por tratamiento en medio agar-agua

dispuesto en cajas magenta. Estas se dejaron a temperatura ambiente (~25°C) en
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obscuridad y se evaluaron los cambios morfolégicos en las semillas durante 7 dias
posteriores a la siembra y se evaluo6 el porcentaje y la velocidad de germinacion
(Figura 7).

Zea mays impregnado con Nps

——p> ———N

Caiz maganta con medio agaragar Sembrado en caja magenta de Evaluacidn de germinacion
Impregnado de semiilas semillas de Zea mays impregnadas durante 7 dias
(24h) con Nps

Figura 7. Diagrama bioensayo in vitro. Evaluacion de germinacién de semillas de maiz impregnadas
con nanoparticulas de ZnO.

5.3.3 Bioensayos de maiz con nanoparticulas de ZnO en condiciones de
fitotrén

La siembra de las semillas se realizé en contenedores de polietileno de 500mL con
agrolita previamente esterilizada a 121°C/30 min, se sembraron 3 semillas por
contenedor. Posteriormente se incubaron a 22°C y se mantuvieron en fitotrén.
Después de la germinacion las plantulas se irrigaron diariamente con agua destilada
para mantener la humedad a capacidad de campo y cada 3 dias se subministré una
solucion nutritiva completa para las plantas control, y para las plantas
suplementadas con zinc nanoestructurado se agregé una solucién sin zinc
convencional. Las plantulas se cosecharon para su analisis 21 dias después de su
siembra, se eliminaron residuos de agrolita de la raiz y se analizé la arquitectura
radical, para ello, se midi6 el tamano de la raiz primaria, numero de raices
secundarias y volumen radical con el software “WinRHIZO 2013 Basic, Reg, Pro &

Arabidopsis For Root Measurement”.

Para determinar el area foliar de las plantulas, se midié la longitud del tallo con

vernier.

22




Para evaluar la biomasa vegetal, las plantulas fueron pesadas después de la
cosecha, posteriormente se secaron en horno a 60°C durante 48h para eliminar el

H20 en el tejido vegetal, para después ser pesadas en balanza analitica.

5.3.4 Actividad fotosintética de maiz cultivado con zinc nanoestructurado y
zinc convencional

El efecto de las NPs de ZnO sobre la actividad fotosintética, se utilizaron para el
analisis pinzas para fotosintesis, se obtuvieron valores de intercambio de gases,

contenido de clorofila (SPAD), y el trabajo en el fotosistema l.

Para realizar la fase Il, se desinfectaron las semillas de forma similar a la fase |,
posteriormente se verbalizaron las semillas sumergiéndolas en agua destilada por
24 h a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron las distintas
concentraciones de NPs de ZnO como en la fase | y se sembraron las semillas. Se

analizaron los mismos variables respuesta que en la fase |.

mpregnado de semillas Sembrado de semillas impregnadas Plantas de maiz con NPs
24h) con Nps en agrolita esteril

3 \
//
/
P
/

Solucién con diversas

Siembra de semillas
concentraciones de NPs v

agregado de solucién con
NPs

Plantas de maiz con NPs
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Concentracion de clorofila

Pinzas de fluorescencia Trabsaosn PRl

¥

Vernier digital _ Balanza analitica

S

Escaner WinRhizo

Figura 8. Bioensayos de maiz con nanoparticulas de ZnO en condiciones de fitotron, analisis de

parametros biométricos.

24




6. DISENO EXPERIMENTAL

Se plante6 un disefio experimental completamente aleatorio con 9 tratamientos

(suplementados con NPs de ZnO suplementados con una solucion mineral sin Zn,

un control negativo [irrigado con agua] y un control positivo [plantulas irrigadas con

una solucion mineral con la dosis recomendada de zinc convencional] para cada

una de las fases, es decir, 18 tratamientos y 4 controles). Se utilizaron 6 macetas

para cada tratamiento, cada una con 5 plantulas, n=30, como se muestra en el

cuadro siguiente:

Tabla 1. Tratamientos

Tratamientos NPsZnO
(ng/mL)
Control negativo (C-) 0
Control positivo (C+) 0
Tratamiento 1 1
Tratamiento 2 2
Tratamiento 3 4
Tratamiento 4 8
Tratamiento 5 16
Tratamiento 6 32
Tratamiento 7 64
Tratamiento 8 128
Tratamiento 9 256

Solucion
mineral*

Zn-

Zn+
Zn-
Zn-
Zn-
Zn-
Zn-
Zn-
Zn-
Zn-
Zn-

* Soluciéon mineral completa con Zn convencional (ZnSO4 0.96g/mL), sin Zn

convencional.
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6.1 Variables respuesta
Para cumplir los objetivos de este trabajo de investigacion se planted evaluar las
siguientes variables respuesta:

» Caracterizacion de nanoparticulas de ZnO.

= Porcentaje y velocidad de germinacion.

= En plantulas de maiz de 21 dias de crecimiento se midieron los siguientes
parametros: Arquitectura radical, longitud de la planta, biomasa vegetal,
fotosintesis.

= Perfil mineral en semilla y en plantulas de 21 dias de desarrollo vegetal.

6.2 Analisis estadistico.
Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA), y se
determind si existian diferencias significativas al comparar las medias con las

pruebas de LSD con P<0.05, con software Statistic 8.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de ZnO

7.1.1 Analisis de nanoparticulas de ZnO por espectroscopia de difraccion de
rayos X

Para realizar la caracterizacion de las nanoparticulas de 6xido de zinc, las muestras
se analizaron mediante espectroscopia de difraccion de rayos X. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 9, donde se identificaron los picos caracteristicos
de las nanoparticulas de 6xido de zinc, de acuerdo con lo reportado por Aquino
(2016), donde se identificaron los picos caracteristicos siguientes: pico A en 0.
36384°, B 0. 4081°y C a 0. 43886°, lo que nos indicia que se obtuvo un material

cristalino a base de zinc.
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Figura 9. Espectro de difraccion de rayos X de las nanoparticulas de ZnO.

A partir del espectro de DRX se evaluo el ensanchamiento de picos para determinar
El tamano de los cristalitos y tension de la red debido a la dislocacién mediante
trigonometria y la reflexion a partir de los angulos que se forman de acuerdo con su
morfologia y la relacion del valor FWHM (Full widht at Half Maxium) de los picos

caracteristicos, obteniendo para el pico A un valor de 30.49, B= 9.60 y para el pico
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C un valor de 22.62 u.a, obteniendo un promedio del tamano de cristalito de 20.903

u.a.

7.1.2 Analisis de NPsZnO por microscopia electréonica de barrido (SEM)
La morfologia de las nanoparticulas de ZnO fue analizada mediante SEM, las

micrografias obtenidas se muestran en la figura 10, donde las NPsZnO observa una
morfologia semi ovalada, con una porosidad variable, esta porosidad en las NPs
puede ser variable dependiente de los precursores y método de sintesis y causar
efectos en la bioquimica y morfologia vegetal, debido a la variabilidad en la

dispersién de las cargas de las nanoparticulas, generando cambios energéticos.

Figura 10. Micrografias de nanoparticulas de ZnO obtenidas por microscopia electronica de
barrido, nanoparticulas de 6xido de zinc por método sol-gel. A, B, C y D muestran las NPsZnO
obtenidas en aumento de 5k, 10k, 20k y 30k respectivamente.

28




Se determiné el tamafio de NPs en micrografia SEM de las nanoparticulas de ZnO
con un aumento de 60K (Figura 11). Los resultados mostraron que las NPs de ZnO
obtenidas fueron de ~72.044 nm, caracteristico de los nanomateriales, que se

encuentran en rangos de 10 -100 nm.

100nm IIMM
WD 6.7mm

Figura 11. Micrografia electrénica de barrido de las nanoparticulas de ZnO obtenidas por
método sol-gel en aumento de 60K. Las lineas rojas muestran el diametro de las NPs.

7.1.3 Analisis de nanoparticulas de ZnO por espectroscopia Raman
En la figura 12 se muestra el espectro Raman de las NPsZnO sintetizadas por sol-

gel. Se identificaron tres frecuencias de onda caracteristicas en la banda base, el A
en ~436 cm™ el B en ~580 cm™ y el D en ~1156 cm', todos estos caracteristicos
demostrado en multiples estudios, sin embargo, la frecuencia A, siendo una las mas
documentadas corresponde a uno de los puntos de Fonén Transversal Optico
(FTO), este es un tipo de cuasiparticula en fisica del estado sélido que se asocia
con las vibraciones colectivas de los atomos en una red cristalina. Los fonones TO

son uno de los dos tipos principales de fonones 6pticos, siendo el otro tipo los
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fonones LO (Longitudinales Opticos). Y este se confirma presente con la presencia
de la frecuencia B (Khan, 2010; Sato-Berru et al., 2007).
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Figura 12. Espectro Raman de las nanoparticulas de ZnO obtenidas por método Sol-Gel.
Fragmento de desplazamiento Raman 250-200 cm™.

7.1.4 Analisis de nanoparticulas de ZnO por espectroscopia infrarroja por
transformacioén de Fourier (FTIR)

Para identificar los grupos funcionales caracteristicos de las NPsZnO, las muestras
fueron analizadas por FTIR, donde se identifico un pico a 869 cm'y otro en 1456,
caracteristicos del ZnO, asimismo se identificaron grupos fucionales tipicos de los
precursores que se utilizaron para la sintesis de las NPs, a 1103 cm™ se identifico
al C-N, en 1381 cm™ un pico caracteristico del NO2 (Aquino et al., 2018), los cuales

representan grupos carbono-carbono, carbono-hidrogenos y el mas importante
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Zinc-oxigeno con lo cual confirmamos que el método de sintesis fue exitoso al

obtener las nanoparticulas esperadas (Figura 13).
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Figura 13. Espectroscopia FTIR de las nanoparticulas de ZnO obtenidas por método Sol-
Gel. Frecuencias caracteristicas con grupos funcionales ZnO C-H y NO.

El analisis complementario de los analisis DRX, SEM, permiti6é identificar las
caracteristicas morfolégicas de las NPs de ZnO, identificando que estas NPs
presentan tamafio de los cristalitos (20.093 nm) y un tamafo de las NPs~72.044
nm. Asimismo, mediante FTIR y espectroscopia RAMAN, se obtuvo la identificacion
de estas NPs al detectarse mediante FTIR los grupos caracteristicos ZnO, C-N y
NO:2 de las NPs de ZnO y con Raman identificamos un punto en 436 sobre la banda
de desplazamiento el cual se documenta como FTO, asegurando que se encuentra

sobre una red cristalina perteneciente al ZnO.

31




7.2 Bioensayos de Zea mays con nanoparticulas de ZnO

7.2.1 Analisis elemental en semillas de maiz previamente a su siembra

Para evaluar si el cebado de la semilla con NPs influye sobre la captacion u
absorcion de este micronutriente previamente a su germinacion, las semillas de Zea
mays cebadas con nanoparticulas, secadas y posteriormente pulverizadas se
analizaron por FDX. Para evaluar el perfil mineral los resultados mostraron que la
cantidad de zinc en semillas fue creciente al ir incrementando la concentraciéon de
NPs de zinc suplementadas, en concentraciones de 16-32 pg/mL de NPs, la
absorcion de este metal fue muy similar, sin embargo, en concentraciones
superiores fue aumentando la cantidad de zinc presente en las semillas de maiz,
niveles muy superiores a lo observado en las semillas donde se suplemento el zinc
en forma no nanoestructurada (control +) donde se obtuvo un contenido de Zn de
50 ppm, como en el control negativo donde las semillas unicamente estuvieron en

contacto con agua, donde el zinc detectado fue de 30 ppm (Figura 14).

400 - Semilla de maiz

300

200

Zinc (ppm)

100

0-
C- c+ 1 2 4 8 16 32 64 128 256
NpsZnO (pg/mL)

Figura 14. Zinc en semillas de maiz después de 24h en contacto con Zn convencional o
nanoestructurado. Valores obtenidos mediante fluorescencia de rayos X. Con n=15

En la figura 15 se muestra el andlisis cuantitativo de 3 macronutrientes de las
semillas de maiz, que permitié conocer las cantidades de cada mineral al inicio de
la siembra. Los resultados cuantitativos del K, S y P fueron analizados en las

semillas de maiz después de 24h de impregnado con distintas concentraciones de
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NpsZnO. Los resultados mostraron que en los tratamientos con 4-32 ug/mL de NPs
tuvieron un incremento evidente de la concentracion de K en las semillas, mientras
que en los demas tratamientos la cantidad de este macronutriente se mantuvo muy
similar al de las semillas control (positivo y negativo) (figura 15A). Asimismo, la
cantidad de S fue ligeramente superior en los tratamientos con 4-32 ug/mL de NPs,
y los demas tratamientos muy similar al control (figura 15B). Mientras que la

cantidad de P mostré resultados similares en todos los tratamientos salvo en la

concentracion de 32 pg/mL, la cual fue ligeramente mayor al resto.
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Figura 15. Macronutrientes detectados en semilla de maiz después de 24h en contacto con Zn

convencional o nanoestructurado. A) Potasio, B) Azufre y C) Fosforo. Valores obtenidos mediante
fluorescencia de rayos X, con n=15.
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Fase I: Bioensayos in vitro de Zea mays con nanoparticulas de ZnO

7.3 Germinacion de semillas de maiz impregnadas con zinc convencional o
con nanoparticulas de ZnO en bioensayos in vitro

Para evaluar los efectos de las NPs de ZnO y el zinc convencional sobre la
germinacion de la semilla de maiz en condiciones in vitro, se seleccionaron las
concentraciones de 1 a 256 pg/mL de estas NPs. Los resultados obtenidos
mostraron que, al suplementar el zinc nanoestructurado, impregnando las semillas
24h previamente a la siembra con estas NPs, en los tratamientos en
concentraciones de 2-64 ug/mL se incrementd tanto la velocidad como el porcentaje
de germinacién de la semilla, donde se observa que desde el dia 2, todos los
tratamientos con NPs en este rango de concentraciones fueron superiores que en
las semillas control en los primeros dias después de la simbra. Los resultados
mostraron que en los tratamientos con 32 y 16 pg/m se alcanzé un 100 % de
germinacion en el dia 4, mientras que en las semillas de los controles negativo y
positivo se obtuvo un 75% de germinacién a los 5 dias. En contraste, al suplementar
las NPs en una concentracion mas elevada, se detectd una inhibicion de la
germinacion dependiente de la concentracion; en las semillas impregnadas con 128
pg/mL se detecté una un 40% de germinacién y con 256 ug/mL de NPs de ZnO el
maximo de germinacion obtenido fue de 37% a los 5 dias después de la siembra
(Figura 16).

En las figuras 17-19 se muestran imagenes representativas de la germinacion de
las semillas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO por 24h. Imagenes

obtenidas 1 y 5 dias después de la siembra.
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Germinacion in vitro (24h impregnado)
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Figura 16. Germinacion de semillas de maiz impregnadas durante 24 h con nanoparticulas de ZnO
ensayo in vitro. Diversas concentraciones de NPsZnO en Los datos fueron analizados al séptimo dia
con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas representan
diferencias significativas. n=5.

Figura 18. Semillas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO o zinc convencional dos dias
después de su siembra.
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Figura 19. Semillas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO o zinc convencional 5 dias
después de su simbra.

7.4 Germinacion de semillas de maiz suplementadas con zinc convencional o
nanoparticulas de ZnO 24 h suplementadas en el momento de la siembra en
condiciones in vitro

La germinacién de las semillas también se evalué al vernalizar las semillas
unicamente en agua por 24h, y agregar estas NPs al momento de la siembra.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 20 donde se observd que la
velocidad y el porcentaje de germinacion en las semillas del control positivo
(semillas suplementadas con zinc convencional) y los tratamientos con
nanoparticulas en concentraciones de 1-64 pg/mL no mostraron diferencias
significativas entre si, pero alcanzaron porcentajes superiores que las semillas del
control negativo. En contraste, se observd que las concentraciones mas altas de
NPs de ZnO (128 y 256 ug/mL) tuvieron los porcentajes mas altos de germinacion

al dia 5 después de la siembra.
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Germinacion in vitro (agregado en siembra)
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Figura 20. Germinacion de semillas de maiz suplementadas con nanoparticulas de ZnO al momento
de la siembra en bioensayo in vitro. Los datos fueron analizados al séptimo dia con ANOVA-LSD
con p= < 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas representan diferencias
significativas. n=5.

A continuacion, se muestran imagenes representativas tomadas en el segundo y
quinto dia después de la siembra, en las cuales se observa la progresién de la

germinacion y se representan en las figuras 21-22.

2l

Figura 21. Semillas de maiz cultivadas con nanoparticulas de ZnO o zinc convencional al momento
de la siembra, dos dias después de la siembra.
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Figura 22. Semillas de maiz cultivadas con nanoparticulas de ZnO o zinc convencional 5 dias
después de la siembra.

Fase |l: Bioensayos de Zea mays con nanoparticulas de ZnO cultivado en
condiciones de fitotron

Para esta segunda fase experimental, se realizaron bioensayos en fitotrén para
evaluar el desarrollo de maiz cultivados con las distintas concentraciones de ZnO o
zinc convencional a nivel de germinacion y en estadio de plantula y evaluar su efecto

en parametros fotosintéticos y perfil mineral.

7.5 Germinacion de semillas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO
en bioensayos en fitotron

Los resultados obtenidos sobre la germinacion de las semillas se muestran en la
figura 23. Podemos observar que en las semillas impregnadas con 4-32 ug/mL de
NPs, se obtuvo una mayor velocidad y porcentaje de germinacion comparado a los
demas tratamientos y a ambos controles donde no se suplementaron las NPs,
siendo los tratamientos con 16-32 ug/mL los que alcanzaron el mayor % de
germinacion. En contraste, con 256 ug/mL se observdé una disminucion de la

germinacion.
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Figura 23. Germinacion de semillas de maiz impregnadas durante 24 h en fitotrén. Diversas
concentraciones de NPsZnO, los datos fueron analizados al séptimo dia con ANOVA-LSD con p=
< 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas representan diferencias significativas.
n=5.

La germinacion de maiz también se evalu6 en condiciones de fitotrén, en donde se
agregaron las distintas concentraciones de NPs de Zn o el zinc convencional en el
momento de la siembra de la semilla (Figura 24).
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Figura 24. Germinacion de semillas de maiz suplementadas con nanoparticulas de ZnO al momento
de la siembra en condiciones de fitotrén. Los datos fueron analizados al séptimo dia con ANOVA-
LSD con p= < 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas representan diferencias
significativas. n=5.
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7.6 Efecto de las nanoparticulas de ZnO sobre la altura de maiz en estadio de
plantula

Al ser el zinc un micronutriente movil, este nutriente participa en distintos procesos
metabdlicos que regulan el desarrollo vegetal. Por lo que se evalué el efecto de las
NPs de ZnO y se comparo con el efecto del zinc convencional sobre la altura de las
plantulas de maiz, 21 dias posteriores a la siembra. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 25. En la figura 25A se muestra la altura de las plantas que
fueron impregnadas con las NPs 24 h previamente a su siembra, puede observarse
que las plantulas impregnadas con nanoparticulas en 1- 64 ug/mL mostraron tener
una mayor longitud que las plantas control negativo. Y al compararlas con las
plantulas suplementadas con Zn convencional, se puede observar que al adicionar
este micronutriente en forma nanoaestructurada se favorecio el crecimiento de las
plantulas en concentraciones de 8-32 ug/mL, alcanzandose una mayor longitud con
pug/mL de NPs. En contraste, los tratamientos de 128 y 264 yg/mL no mostraron
diferencias significativas comparado con las plantulas control.

En las figuras 26 y 27 Se muestran imagenes representativas del crecimiento del

maiz 21 dias después de la simbra.
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Figura 25. Longitud del tallo de plantulas de maiz cultivadas con nanoparticulas de ZnO en
condiciones de fitotron, 21 dias después de la siembra. A) Las semillas fueron impregnadas
de NPsZnO durante 24h previamente a la siembra. B) se suplementaron las NPs en el
momento de la siembra. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p=<0.05, la
barra representa el error estandar, letras distintas representan diferencias significativas.
n=5.
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Figura 26. Plantulas de maiz que fueron impregnadas con NPsZnO previamente a su siembra,
crecimiento a 21 dias después de su siembra. *Se indican las concentraciones de NPs dentro de
los cuadros en color negro, expresan ug/mL; (+) tratamiento con zinc convencional (ZnSO4
0.86g/mL), (-) tratamiento sin zinc.
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Figura 27. Plantulas de maiz cultivadas con nanoparticulas de ZnO suplementadas al momento de
la siembra, crecimiento 21 dias después de su siembra. *Se indican las concentraciones de NPs
dentro de los cuadros en color negro, expresan pg/mL; (+) tratamiento con zinc convencional
(ZnS0O4 0.86g/mL), (-) tratamiento sin zinc.
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7.7 Efecto de las nanoparticulas de ZnO sobre parametros fotosintéticos en
plantulas de maiz.

Otro de los parametros evaluados en el presenten estudio, fueron factores
relacionados a la fotosintesis: la tasa fotosintética a través fotosistema Il y el

contenido de clorofilas.

En la figura 28 se muestran los resultados de Phi2 obtenido en plantulas de maiz
cultivadas con las NPs de ZnO, 21 dias posteriores a su simbra. En la figura 28A se
muestra Phi2 de las plantulas que fueron impregnadas con las NPs de ZnO durante
24 h. En la figura 28B se muestra el valor Phi2 obtenido en plantulas donde se
agregaron las nanoparticulas al momento de la simbra. En ambos casos, se pudo
observar que al aplicar NPs de ZnO en concentraciones de 1-64 ug/mL Phi2 fue
significativamente superior que en las plantulas control negativo. Mientras que al
comparar las plantulas suplementadas con zinc convencional (control +) y las que
crecieron con zinc nanoestructurado, se observo que Phi2 fue significativamente

mayor en los tratamientos con a 16 y 32 ug/mL de NPs.
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Figura 28. Phi2 en plantulas de maiz cultivadas con nanoparticulas de ZnO en
condiciones de fitotron, 21 dias después de la siembra. A) Las semillas fueron
impregnadas de NPsZnO durante 24h previamente a la siembra. B) Se suplementaron las
NPs en el momento de la siembra. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p=
< 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas representan diferencias
significativas. n=5.
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El contenido de clorofila fue evaluado en unidades SPAD obteniendo las clorofilas
“‘A”, “B” y total. En las figuras 29-31 se muestra el contenido de clorofila A, B y total
de las plantulas cultivadas con semillas impregnadas antes de la siembra. Los
resultados obtenidos mostraron que todos los tratamientos estimularon la formacion
de clorofila A comparado con las plantulas control negativo. Mientras que al
compararlo con el control positivo (suplementado con zinc convencional, se pudo
observar que en concentraciones 1, 64, 128 y 256 ug/ml no se reportaron diferencias
significativas, sin embargo, en concentraciones de 2-32 pg/mL de NPs, estas
estimularon la sintesis de clorofila A al registrarse diferencias significativas

comparado a las plantas con zinc convencional (Figura 29).
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Figura 29. Clorofila “A” en plantas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO 21 después
de la siembra. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el
error estandar, letras distintas representan diferencias significativas. n=>5.

En la figura 30, se muestra el analisis cuantitativo de la clorofila B, donde se observa
que todos los tratamientos evaluados estimularon la formacién de clorofila B
comparado con las plantulas control. Por otro lado, al comparar los resultados con

las plantulas suplementadas con zinc convencional podemos observar que las
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concentraciones mas altas suplementas tuvieron un comportamiento similar, sin
embargo, en concentraciones mas bajas de NPs (1-64 pg/mL de NPsZnO) se

estimulé significativamente la clorofila B.
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Figura 30. Clorofila “B” en plantas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO 21 después de
la siembra. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el error
estandar, letras distintas representan diferencias significativas. n=5

En la figura 31, se muestra el andlisis cuantitativo de la clorofila total, donde se
observd que todos los tratamientos evaluados estimularon la formacién de clorofila
comparado con las plantulas control negativo. Por otro lado, al comparar los
resultados con las plantulas suplementadas con zinc convencional se detecté que
con 128 yg/mL de NPs no se generaron diferencias significativas, al aumentar a 256
Mg/mL disminuy6 significativamente el contenido de clorofila total. Sin embargo, en
los tratamientos donde se suplementaron las NPs en concentraciones entre 1-64

pg/mL la sintesis de clorofila total obtenida fue significativamente superior.

47




Impregnado con NPs (24h)
400000~ a
ab ab ab a b

300000 cd

200000 .

100000

Clorofila total (SPAD)

0-

C- C+1 2 4 8 16 32 64 128 256
NPsZnO (pg/mL)

Figura 31. Clorofila total en plantas de maiz impregnadas con nanoparticulas de ZnO 21 después
de la siembra. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el
error estandar, letras distintas representan diferencias significativas. n=.5.

El contenido de clorofila fue evaluado en unidades SPAD obteniendo las clorofilas
“‘A”, “B” y total. En las figuras 32-34 se muestra el contenido de clorofila A, B y total
de las plantulas cultivadas con semillas en las que se agregaron las NPs de ZnO al
momento de la siembra. Los resultados obtenidos mostraron que la sintesis de
clorofila A en todos los tratamientos fue significativamente superior al control
negativo, pero no se detectaron diferencias comparado con las plantas
suplementadas con zinc convencional (Figura 32).
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Figura 32. Clorofila “A” en plantas de maiz con nanoparticulas de ZnO agregadas en siembra 21
después de ser sembradas. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra
representa el error estandar, letras distintas representan diferencias significativas. n =5
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Podemos observar como la clorofila B se mantiene sin diferencias en los
tratamientos, a diferencia del método de impregnado en el cual en comparacion
existen diferencias en los valores, unicamente C- mantiene un valor muy por debajo

del promedio general (Figura 33).
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Figura 33. Clorofila “B” en plantas de maiz con nanoparticulas de ZnO agregadas en siembra 21
después de ser sembradas. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra
representa el error estandar, letras distintas representan diferencias significativas. n=5.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de la clorofila total mostraron la misma
tendencia que para la clorofila total, donde se observé que al suplementar el zinc
convencional se mejora la sintesis de este pigmento, al obtenerse niveles superiores

que los de las plantas tratadas con nanoparticulas (Figura 34).
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Figura 34. Clorofila total en plantas de maiz con nanoparticulas de ZnO agregadas en siembra 21
después de ser sembradas. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra
representa el error estandar, letras distintas representan diferencias significativas. n=5.

De acuerdo con el analisis comparativo entre el método de impregnado y al
suplementarse las NPs al momento de la siembra, puede inferirse que al impregnar
las semillas con las NPs de ZnO es un proceso que influye significativamente en los

parametros fotosintéticos.

7.8 Efecto de las nanoparticulas de ZnO sobre la arquitectura radical en
plantulas de maiz

Para evaluar los efectos de las nanoparticulas de ZnO sobre el desarrollo radical,
se evalué la longitud de la raiz, asi como el numero de raices laterales. En la figura
35A puede observarse que al impregnar las semillas con las NPs previamente a la
siembra, se estimuld la longitud de la raiz del maiz en concentraciones de 1-64
Mg/mL, al comparalo con las plantulas control que fueron suplementadas con zinc
convencional. En contraste, si las plantas no fueron impregnadas con las NPs antes

de la siembra y estas se agregaron al momento de la simbra, se puede observar
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gue no se detectan diferencias significativas comparado con las plantulas con zinc

convencional figura 35B.
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Figura 35. Longitud radial en plantulas de maiz cultivadas con nanoparticulas de
ZnO en condiciones de fitotrédn, 21 dias después de la siembra. A) Las semillas
fueron impregnadas de NPsZnO durante 24h previamente a la siembra. B) se
suplementaron las NPs en el momento de la siembra. Los datos fueron analizados
con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas
representan diferencias significativas. n=5.
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El analisis sobre los efectos de las NPs de ZnO sobre el nimero de raices laterales
se muestra en la figura 36. Los resultados obtenidos sobre las plantas donde se
impregnaron las nanoparticulas entes de la siembra mostraron que todos los
tratamientos presentaron un mayor numero de raices laterales comparado con las
plantulas control. Mientras que las concentraciones de 16 y 64 ug/ml estimularon la
formacion de raices laterales comparado con las plantas control suplementadas con
zinc convencional. Se observa que para el impregnado en la concentracion de 16 y
64 pg/ml se obtuvo el mayor numero de raices laterales, por su parte en el agregado
en siembra 8 y 256 ug/ml muestran el mejor resultado, sin embargo para el caso
del impregnado es mas facil observar las diferencias con respecto a los controles
mientras que el agregado aunque muestra diferencias no podriamos asegurar que
sea por el uso de las nanoparticulas ya que las diferencias aunque existen son

pocas y no tienen un intervalo racional.
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Figura 36. Numero de raices secundarias en plantulas de maiz cultivadas con
nanoparticulas de ZnO en condiciones de fitotrén, 21 dias después de la siembra.
A) Las semillas fueron impregnadas de NPsZnO durante 24h previamente a la
siembra. B) se suplementaron las NPs en el momento de la siembra. Los datos
fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el error
estandar, letras distintas representan diferencias significativas. n=5.
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A continuacion, se muestran fotos d las plantulas de maiz tomadas en escaner con
el software WinRHIZO, a los 21 dias después de la siembra (Figura 37-38).

Figura 37. Plantas de maiz con NPsZnO de 21 dias después de la siembra. Método de
impregnado, concentraciones en los recuadros negros. (+) tratamiento con zinc convencional
ZnS04 0.86g/mL, (-) tratamiento sin zinc.
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Figura 38. Plantas de maiz con NPsZnO de 21 dias después de la siembra. Método de agregado en
siembra. Concentraciones en los recuadros negros. (+) tratamiento con zinc convencional (-)

tratamiento sin zinc.
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7.9 Efecto de las nanoparticulas de ZnO sobre la biomasa en plantulas de maiz
Para la obtencion de la biomasa vegetal, se evaluo6 el efecto de las NPs en el peso

fresco y en el peso seco de las plantulas de maiz.

En la figura 39 se muestra el efecto de las NPsZnO sobre el peso fresco en donde
observamos que los tratamientos con 1-64 pg/mL de NPs mostraron un incremento
en el peso, en comparacion con ambos controles, siendo el tratamiento con mayor
desempeno el de 16 uyg/mL (Figura 39A). Por otro lado, en la figura 39B, mostré que
al suplemental las NPs en el momento de la siembra, no presentaron diferencia
entre si, pero si con los controles, sin embargo, para el impregnado se obtuvieron
valores en los tratamientos por encima de los 0.25 hasta los 0.31g mientras que
para los tratamientos agregados en siembra de NPs de ZnO se mantiene en 0.2g
con poca variacion en comparacion con 0.12 y 0.17 de los controles negativo y

positivo respectivamente.
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Figura 39. Peso fresco en plantas de maiz con NPsZnO 21 dias después de la
siembra. (A) Muestra el peso fresco en plantas impregnadas con NPsZnO mientras
que (B) muestra el peso fresco obtenido en plantas con agregado de NPsZnO en la
siembra. Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra
representa el error estandar, letras distintas representan diferencias significativas.
n=5.




El efecto de los nanomateriales también fue evaluado en el peso seco de las
plantulas. En la figura 40A se observan los efectos de las NPsZnO cuando las
semillas fueron impregnadas previamente a la siembra, los resultados mostraron
que en los tratamientos de 4-36 pg/ml de NPs, hubo incrementos comparado con
los de las plantas control, pero unicamente los tratamientos de 8 y 32 ug/mL son
estadisticamente significativos. Asimismo, al evaluar los efectos de las NPs al
suplementarse al momento de la siembra, sobre el peso seco de las plantulas,
puede observarse que los resultados fueron muy similares entre si, Unicamente se
presentd diferencia significativa a los 16 ug/mL. Por lo que podemos decir que
algunas NPs de ZnO incrementaron la biomasa seca vegetal, pero debido a que no
existe una concordancia precisa es dificil asegurar el mecanismo por el que esto

sucede o si en realidad se debe a factores extras que no fueron considerados.
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Figura 40. Peso seco obtenido en plantas de maiz 21 dias después de la siembra.
(A) tratamientos con método de impregnados de NPsZnO, (B) tratamientos con
método de agregados en siembra de NPsZnO. Los datos fueron analizados con
ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas
representan diferencias significativas. n=5.
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7.10 Bioacumulacion de zinc en las plantulas de maiz expuestas a
Nanoparticulas

Al tomar en cuenta los biomarcadores de crecimiento, se observd un mayor
desarrollo en la parte aérea, lo que puede ser ocasionado debido a que el zinc es
un micronutriente movil, lo cual lo mantiene en constante difusién hacia tejidos
nuevos en las hojas, y de igual manera al mantener activos los fotosistemas, es
probable que este se encuentre ubicado en ellos como antena receptora de

electrones.

En la figura 41A se muestra el zinc obtenido en plantas impregnadas 24 horas con
NPsZnO, existe una mayor concentracién de zinc en el follaje, encontrando la mayor
concentracion en 256 pg/mL con ~450ppm, mientras que en el caso del agregado
en siembra (Figura 40-B),de igual manera se encuentra la mayor concentracion en
el tratamiento de 256 pg/mL sin embargo, este estda mas cercano al control
obteniendo valores de ~145 y ~100 respectivamente, por lo que podemos asegurar
que las NPsZnO se acumulan de una manera mas eficiente en la plantula de maiz
que el zinc convencional, esto puede ser debido a que estas atraviesan con mayor

facilidad por medio de canales i6nicos.
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Figura 41. Cuantificaciéon de Zinc en plantulas de maiz. A) representa las plantas con impregnado de
NPsZnO en la semilla y B) el agregado en el momento de la siembra.
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8. DISCUSION

En esta investigacion, se realiz6 la caracterizacion exhaustiva de nanoparticulas de
oxido de zinc (NPsZnO) que fueron sintetizadas por medio del método sol-gel. Los
resultados obtenidos a través de la difraccion de rayos X (DRX) revelaron picos
caracteristicos que concuerdan con los reportados en la literatura para el ZnO
cristalino, lo que confirma la formacién exitosa de un material cristalino usando como
fuente de zinc nitrato de zinc (Zn(NOs)2) (Pérez Velasco et al., 2020). Estos
hallazgos respaldan la eficiencia del método de sintesis usado para la produccion
de NPsZnO.

La determinacion del tamafo del cristalito promedio mediante la formula propuesta
por (Tiwari et al., 2013) y el analisis de los datos espectroscépicos arrojé un tamaro
promedio de cristalito de aproximadamente 20.903 nm. Este valor esta dentro del
rango tipico de tamanos de cristalito informados en la literatura para NPsZnO
preparadas por diversos métodos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
el tamano del cristalito puede influir en las propiedades fisicas y quimicas de las
nanoparticulas, asi como en su comportamiento en aplicaciones especificas, como
la catalisis, la fotocatalisis y la fotoluminiscencia (Ullah et al., 2018). El analisis por
microscopia electronica de transmisién (TEM) proporcioné una visualizacion
detallada de la morfologia de las NPsZnO, revelando una forma semi ovalada con
porosidad diversa. Estas caracteristicas morfolégicas pueden tener implicaciones
significativas en la interaccion de las nanoparticulas con sistemas bioldgicos,
especialmente en términos de su capacidad para atravesar membranas celulares y
su biodisponibilidad en el medio ambiente. Ademas, la presencia de porosidad en
las nanoparticulas puede influir en su area superficial especifica y su capacidad
para adsorber y liberar moléculas bioactivas, lo que podria afectar su eficacia en

aplicaciones biomédicas y ambientales (Nasrollahzadeh et al., 2019).

El analisis de la distribucidn del tamafo de particula y la forma de las nanoparticulas
mediante Imaged revel6 un tamano promedio de particula de aproximadamente
72.044 nm. Esta medida es consistente con los tamanos de particula tipicamente
observados en NPsZnO preparadas por métodos de sintesis similares. Es

importante destacar que el tamafio y la distribucién de las nanoparticulas pueden
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influir en su comportamiento en sistemas bioldgicos, incluida su capacidad para
penetrar en células y tejidos, su toxicidad y su eficacia terapéutica (Nasrollahzadeh
et al., 2019).

El analisis de los espectros Raman y FT-IR confirmé la composicion quimica de las
NPsZnO y la presencia de grupos funcionales caracteristicos. Los picos espectrales
observados son consistentes con los reportados previamente en la literatura para
NPsZnO vy proporcionan evidencia adicional de la estructura y la composicion
quimica de las nanoparticulas. Estos resultados refuerzan la conclusién de que las
NPsZnO sintetizadas en este estudio son quimicamente puras y estan bien
definidas en términos de su estructura y composicion (Chikkanna et al., 2019;
Muhammad et al., 2019).

La interaccion entre las nanoparticulas y los sistemas bioldgicos, como las plantas
de Zea mays, es un tema de gran interés y relevancia en la investigacion actual. En
este estudio, se evalu6 el efecto de NPsZnO en las plantas, registrando multiples
parametros de desarrollo, incluyendo la germinacion, el crecimiento, la fotosintesis
y la acumulacion de biomasa, donde un primer analisis de los datos mostré De forma
general, los efectos de este compuesto varian dependiendo del método de
aplicacion; de tal forma que los tratamientos con semillas impregnadas con
nanoparticulas de zinc tuvieron un mejor desempefio que los tratamientos no
impregnados. Por otra parte, los resultados de este estudio revelaron efectos
significativos de las NPsZnO en el porcentaje y velocidad de germinacion de las
plantas de maiz. Ademas, la germinacion de las semillas de Zea mays se vio
promovida por concentraciones bajas de NPsZnO, lo que sugiere un efecto
beneficioso de las nanoparticulas en la fase inicial del ciclo de vida de la planta. Sin
embargo, a concentraciones mas altas, las NPsZnO mostraron un efecto inhibidor
en la germinacion, lo que indica la importancia de una dosificacion adecuada para
evitar posibles efectos adversos (Chen et al., 2016). En términos de crecimiento
vegetal, se observo un aumento significativo en el peso fresco y seco de las plantas
tratadas con NPsZnO en comparacion con el control. Este hallazgo sugiere una
contribucién de las nanoparticulas en el crecimiento y desarrollo de las plantas de
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maiz. Estos resultados concuerdan con estudios previos que han investigado los
efectos de las nanoparticulas de zinc en plantas. Por ejemplo, un estudio de (Sabir
et al., 2014) encontrd que la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc promovid
el crecimiento de las plantas de trigo al mejorar la absorcién de nutrientes y la

actividad enzimatica.

Por otra parte, se ha documentado la deficiencia de zinc como un factor
determinante en la inhibicién del desarrollo de la planta y de la produccion de
biomasa vegetal, como consecuencia de la disminucién de la fijacion fotosintética
de COg, resultado de la disminucion de la actividad de la anhidrasa carbodnica,
enzima altamente dependiente de Zn (Sharma et al., 1994; Zhao & Wu, 2017). En
este sentido, Tewari et al., (2021) han reportado, adicionando fuentes de Zinc
convencional, un aumento en la actividad de la anhidrasa carbdnica y de la actividad

fotosintética en maiz.

En nuestro ensayo, sin embargo, la evaluacion de los parametros fotosintéticos
mostrd resultados variables, lo que indica que, en nuestro estudio, el efecto de las
NPsZnO en la fotosintesis pudo también depender de otros factores, incluyendo la
concentracion de nanoparticulas, las condiciones ambientales y la forma de
aplicacion de estas. Palacio-Marquez et al., (2021). En este contexto, estos autores
han documentado que a dosis especificas la aplicacion foliar de nanoparticulas de
ZnO mejoran la actividad fotosintética en cultivos de frijol, favoreciendo la
acumulacion y produccion de biomasa. Sin embargo, es importante sefialar que, si
bien las NP de ZnO pueden mejorar la fotosintesis y el crecimiento de las plantas,
en los ensayos anteriores los autores no mencionan los mecanismos por los cuales

se produce este efecto.

En varios estudios se ha informado que las nanoparticulas de éxido de zinc (NP de
Zn0O) influyen positivamente en la arquitectura de las raices. Por ejemplo, Sharma
et al., (2022) reportaron un mayor crecimiento longitudinal de raices en plantas de
trigo (Triticum aestivum). De manera similar otros autores documentaron que el

tratamiento con nanoparticulas de éxido de zinc produce una mejora de la longitud
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de las raices en Arachis hipogaea L. Rajiv & Vanathi (2018,) y en raices de brécoli
Awan et al., (2020).

Sin embargo, la concentracién de nanoparticulas es un factor critico, ya que tanto
la deficiencia como el exceso pueden tener efectos variables en la salud de las
plantas (Liu et al., 2022). Se necesitan mas investigaciones para optimizar el uso de

NP de ZnO en la agricultura para garantizar resultados seguros y eficaces.

Estos resultados son consistentes con estudios previos que han investigado los
efectos de las nanoparticulas de zinc en plantas y otros organismos. Del mismo
modo, investigaciones realizadas por (Wang et al., 2016) demostraron que las
nanoparticulas de zinc pueden mejorar la resistencia de las plantas al estrés
abidtico, como la sequia y la salinidad, al regular la expresion de genes relacionados
con el estrés. Sin embargo, es importante tener en cuenta que algunos estudios
también han informado efectos adversos de las nanoparticulas de zinc en las
plantas. Por ejemplo, la investigacion de (Stampoulis et al., 2009) encontré que la
exposicion a altas concentraciones de nanoparticulas de zinc inhibié el crecimiento
de las plantas de maiz al inducir estrés oxidativo y alterar el equilibrio de nutrientes

en las células vegetales.

En conclusion, los resultados de este estudio sugieren que las nanoparticulas de
oxido de zinc pueden tener efectos tanto beneficiosos como adversos en el
crecimiento y desarrollo de las plantas de Zea mays, dependiendo de factores como
la concentracion, el tiempo de exposicidon y las condiciones ambientales. Estos
hallazgos son consistentes con la literatura existente y resaltan la importancia de
realizar investigaciones adicionales para comprender completamente los
mecanismos subyacentes y los efectos a largo plazo de las NPsZnO en los sistemas

bioldgicos.
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9. CONCLUSION
En este estudio, se investigd exhaustivamente la interaccion entre las

nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) y las plantas de Zea mays, abordando
multiples aspectos que van desde la caracterizacién de las nanoparticulas hasta la
evaluacion de su impacto en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Los
resultados obtenidos revelan una serie de hallazgos significativos que merecen una

atencién cuidadosa y una reflexion profunda.

En primer lugar, la sintesis y caracterizacion de las NPsZnO proporcionaron
informacion crucial sobre su tamano, morfologia y composicion, confirmando su
estructura cristalina y su pureza. Este analisis fue fundamental para comprender las

propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas utilizadas en el estudio.

En cuanto a los efectos de las NPsZnO en las plantas de maiz, los resultados son
mixtos y muestran una dependencia significativa de la concentracion de
nanoparticulas. A concentraciones bajas, las NPsZnO demostraron promover la
germinacion y estimular el crecimiento de las plantas, sugiriendo un potencial uso
como promotores del crecimiento en la agricultura. Sin embargo, a concentraciones
mas altas, las nanoparticulas exhibieron efectos inhibidores en la germinacion y el
crecimiento, indicando una toxicidad potencial que podria limitar su aplicacion

practica.

La evaluacion de los parametros de desarrollo de las plantas, como el peso fresco
y seco, la longitud de la parte aérea y radical, y el numero de raices laterales,
proporcion6 una vision detallada de los efectos de las NPsZnO en el crecimiento
vegetal. Los resultados revelaron una respuesta dosis-dependiente, con mejoras
significativas observadas a dosis bajas y efectos negativos a dosis altas, lo que
sugiere la importancia de una gestion cuidadosa de la dosificacion al utilizar

nanoparticulas en la agricultura.

Ademas, se identificaron posibles mecanismos subyacentes de accidén de las
NPsZnO, incluida su capacidad para alterar la absorcién de nutrientes por parte de

las plantas y afectar la fisiologia celular. Estos hallazgos resaltan la necesidad de
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una comprension mas profunda de los mecanismos de toxicidad y los posibles

efectos a largo plazo de las nanoparticulas en los ecosistemas agricolas.

En ultima instancia, este estudio destaca la importancia de abordar de manera
integral los desafios y oportunidades asociados con el uso de nanotecnologia en la
agricultura. Si bien las NPsZnO muestran un potencial prometedor para mejorar el
rendimiento de los cultivos, es fundamental realizar evaluaciones de riesgos y
estudios de seguridad ambiental para garantizar un uso responsable y sostenible

de estas tecnologias.

En conclusion, este estudio proporciona una base solida para futuras
investigaciones en el campo de la nanotecnologia agricola, al tiempo que subraya
la necesidad de un enfoque precautorio y basado en la evidencia para maximizar
los beneficios y minimizar los riesgos de las nanoparticulas en la agricultura

moderna.
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ANEXO A

El analisis DRX no solo nos da la oportunidad de comparar materiales como en este
caso el zinc para su identificacion, también nos permite mediante el uso de la
trigonometria y la reflexion, determinar el tamano de los cristales que conforman la
nanoparticula, mediante los angulos que esta presenta en su forma. A continuacion,
se muestra un ejemplo para la obtencion de este valor.

Partiendo de la siguiente formula:

KA
BcosfO

Tamafrio del Cristalito (promedio en A) =

Doénde:

e 0: La mitad del angulo de Bragg (radianes).

e A: Longitud de onda de los rayos x utilizados.

e K: Factor de forma adimensional, normalmente 0.9 (asume cristalitos
esféricos) pero varia con la forma real del cristalito.

e B: Linea que se ensancha a la mitad de la intensidad maxima (FWHM),
después de restar la linea instrumental que se ensancha.

Mientras que para calcular “FWHM” (Full widht ar Half Maximum) se realiza
mediante la siguiente evaluacibn en el espectro correspondiente, el cual
observamos en la figura 10.
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Figura 42.Determinacion de FWHM. Espectro tomado como ejemplo para la obtencion de los valores
necesarios en FWHM que forman parte del calculo para el tamafo de Cristalito.
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KA
Bcos6

Tamafio del Cristalito (average in A) =

Sustituyendo los valores que se obtiene del espectro de la figura 10 en el pico “A”,
“B” y “C” en la formula anterior encontramos los siguientes valores:

Tamafio del pico A —22(15405%) _ 34 4q
(0.27°)(2) 2c0s 0.27

Tamafio del pico B —22(1540598) _ _ g g1
(0.27°)(2) 205 0.87

Tamafio del pico C —2D15405%8) _ 55 5o

(0.27°)(2) 2c0s 0.41
Obteniendo un promedio de Cristalito de 20.903 u.a.

Por lo que se determina que la sintesis de nanoparticulas por medio del método
sol-gel arrojo ZnO con un tamafio promedio del cristalito de 20.903 nm.
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