Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Nan

Direccion de Investigacion : U

Subdireccién de Programacion y Evaluadf

Proyecto de Investigacion 2017 =" e

Unidad: | Saltilo [ Division: | Agronomia | Departamento: | Horticultura

Programa de Investigacién: | Doctorado en Ciencias de Agricultura Protegida

Linea de investigacion: | Produccion horticola sustemtable

Titulo del proyecto: Respuesta de Tomate (Solanum lycopersicum) a la Aplicaciéon de Nanoparticulas de Zn y Ti

Presupuesto solicitado (Maximo $100,000) | $ 100,000 | El proyecto es: | Nuevo | X | Continuacién |
Tipo de investigacion: | Basica Aplicada | x | Tecnolégica | x | e-mail del luisalonso_va@hotmail.com

responsable
Vinculacién: | Si | [No [ X [ Fondos concurrentes: |
Cooperante(s) :
Entidad (es): | Coahuila [ Municipio (s): | Saltillo
Localidades: | Buenavista
A realizar durante el afio(s): | 2017-2020
Participantes Adscripcion  Expediente Firma

(Clave Depto.) No. [ (\

Responsable Dr. Luis Alonso Valdez Aguilar 0208 3924 P S
Colaborador: Dr. Armando Hernandez Pérez 0208 4188 e —A ~
Colaborador: Dr. Karim De Alba Romenus 0208 2362 = i il
Colaborador: .
Colaborador:

Nivel estudios | Matricula Firma
Tesista: Eneida Adilene Pérez Velasco Doctorado 41091348
Programa Docente: | Doctorado en Ciencias en Agricultura Protegida
Tesista: St
Programa Docente:
Tesista:
Programa Docente:

Vo. Bo. i Autoriza
Firma
y sello
Nombre Dr. Victor Mahuel Reyes Salas Dr. Armando Robledo Olivo
Jefe de epart‘&mento Subdirector de Programacion y Evaluacién
. Cada Jefe de Departamentgfdebera deja‘\copia para su archivo
i

Subdireccion de Programacion y Evaluacion PYE-01



Protocolo para Proyecto de Investigacion 2017 030

1.-Titulo del proyecto
| Respuesta de Tomate (Solanum lycopersicum) a la Aplicacion de Nanoparticulas de ZnO y TiO: —H

2.- Introduccién

La nanotecnologia en una ciencia interdisciplinaria aplicada en multiples areas del conocimiento
como lo son el sector energético, cosmético, ganaderia, industria alimenticia, textil, construccion,
medicina y la agricultura. En la actualidad la poblacion esta en aumento constante y esto conlleva
a que la produccion de cultivos deba mantenerse al dia para abastecer el requerimiento de
alimentos (Cheng et al., 2016). Dicha poblacion cada vez presta mayor atencion al valor nutricional
y al abastecimiento de alimentos por lo que la seguridad alimentaria es un asunto de interés social,
lo que estimula el desarrollo de alternativas para la obtencion de cultivos de mayor resistencia a
factores bioticos y abidticos asi como aumentar el rendimiento de éstos. A la espera de que la
poblacién mundial supere los 9,000 millones para el afio 2050, los cientificos estan trabajando para
desarrollar nuevas formas para satisfacer la creciente demanda mundial de alimentos, energia y
agua, sin aumentar la exigencia sobre los recursos naturales. La nanotecnologia — el disefio de
particulas ultra pequefias — esta emergiendo para promover el crecimiento y desarrollo eficiente de
los cultivos. Esta idea es parte de la ciencia en evolucion llamada agricultura de precision, en la
que los agricultores utilizan la tecnologia para orientar el uso de agua, fertilizantes y otros insumos
(Sekhon, 2014). '

La nanotecnologia aplicada al agro se ha estudiado desde hace 15 anos, y ahora existen muchas
investigaciones sobre los avances de la nanotecnologia agricola. De los afios 2014 a 2017 hubo
mas de 14,000 publicaciones sobre los estudios de la nanotecnologia en la agricultura (SCOPUS,
2017). En contraste con el uso de fertilizantes convencionales, lo que implica muchas toneladas de
insumos, la nanotecnologia se centra en pequefas cantidades. Las particulas a nanoescala miden
entre 1 y 100 nanémetros en al menos una de sus dimensiones (Gutiérrez et al, 2008). Los
cientificos estan investigando activamente una gama de nanoparticulas de metales y éxidos
metalicos, también conocidos como nanofertilizantes (NF), para su uso en las plantas y en la
agricultura. Estos materiales se pueden aplicar a las plantas a través del riego o pulverizarse sobre
sus. hojas. Los estudios sugieren que la aplicacion de las nanoparticulas sobre las hojas de la
planta es especialmente beneficiosa para el medio ambiente, ya que no entran en contacto con el
suelo (Peteu, 2010). El uso de NF es una de las aplicaciones potenciales de la nanotecnologia en
la agricultura, estos nanomateriales proporcionan uno o mas nutrientes en las plantas para apoyar
su crecimiento y produccién (Liu y Lal, 2015). El facil acceso de las nanoparticulas (NPs), debido a
su tamano, a las rutas de absorcion de las plantas (simplasto y apoplasto), la disminucion de la
perdida de fertilizantes (lixiviacion), reduccion de costos y minimizar del deterioro ambiental son
ventajas del uso de nanofertilizantes en la agricultura (Dubey y Mailapalli, 2016).

Actualmente existen diferentes nanofertilizantes a base de Cu, Ag, Mn, Mo, Zn, Fe, Si, Ti y sus
Oxidos, esta nanoforma ha demostrado resultados prometedores a concentraciones optimas en la
germinacion de la semillas, el crecimiento y la produccion de las plantas (Taha et al., 21016). En
esta investigacion enfocaremos nuestra atencion a los nanofertilizantes a base de Zn y Ti pues en
estudios publicados se demostré que usando ZnO en frijol aumentd la actividad de tres enzimas:
fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y fitasa, ademas las plantas de frijol aumentaron su contenido
de fosforo, aumentaron su biomasa (27%) y la produccion de grano incrementé 6% comparado con
plantas tratadas con fertilizacion convencional (Mahajan et al, 2011). En cultivos como pepino
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(Zhao et al., 2014) y cacahuate (Prasad et al., 2012), los NFs ayudaron a incrementar la eficiencia
en el uso de Zn. Los NFs también tienen el potencial de aumentar el valor nutricional de las
plantas. En otro estudio se reporté que la aplicacion de NPs de TiO2 en plantas de tomate
aumentan la tasa fotosintética, mientras que en el cultivo de espinaca incrementé el crecimiento de
la planta en un 73%, hubo mayor fijacién de N y mejor contenido nutrimental, y en Vigna
unguiculata amentd el rendimiento de 26%-51% (Zheng et al., 2005). Recientemente Dehkourdi y
Mosavi (2013) usaron TiO2 en semillas de perejil, lo que aumentd el porcentaje de germinacion,
biomasa y el contenido de clorofila.

A pesar de los buenos resultados que se han obtenido con las nanoparticulas, adin se requiere
llevar a cabo evaluaciones de impacto sobre la salud humana y en el medio ambiente, desarrollar
métodos para evaluar y gestionar los riesgos que puedan surgir, asi como también las formas
sostenibles para su fabricacién. La nanotecnologia tiene un extenso campo de estudio y existen
aspectos que en la actualidad no han sido estudiados profundamente; por ejemplo, la mayoria de
los estudios reportados se han realizado ya sea en condiciones de invernadero exclusivamente o
bien en condiciones de campo, y no han sido disefiados para determinar si el sistema de cultivo en
condiciones de agricultura protegida o a campo abierto imponen condiciones que modifiquen la
respuesta de las plantas a los NFs. Entre otros aspectos, tampoco se ha reportado si la forma de
la NPs tiene un efecto sobre las respuestas de las plantas a los NFs. Por lo anteriormente
expuesto se planteo el presente proyecto con los siguiente objetivos:

Objetivo general; :
* Determinar el efecto de las nanoparticulas de ZnO vy TiO2 en el cultivo de tomate.

Objetivos especificos:
* Determinar si la concentracion/elemento de la NP modifica la respuesta en funcion de las
condiciones del cultivo (campo abierto e invernadero).
» Determinar el efecto de la morfologia/elemento de la NP en el cultivo tanto en condiciones
protegidas como de campo abierto.

» Determinar el efecto causado por la forma de aplicacion de NP: foliar y drench.

Hipotesis

La aplicacion de nanoparticulas de ZnO y TiO2 estimulara el crecimiento y desarrollo del cultivo de
Solanum lycopersicum

3.-Revisioén de Literatura

La agricultura actualmente enfrenta diversos obstaculos como el cambio climatico, uso irracional
de recursos no renovables y uso excesivo de agroquimicos, los cuales se intensifican con el
aumento constante de la poblacion humana (7.4 billones: Datos del Banco Mundial 2015). A
medida del incremento poblacional la produccion de alimentos debe estar al dia para evitar la
escasez de alimento. La poblacion en la actualidad ha mostrado mayor interés en la seguridad
alimentaria y valor nutricional de los alimentos. Existen paises en donde la agriculfura es la
columna vertebral de su economia, por ello, y por el escenario antes expuesto, es imperativo
mejorar las practicas agricolas convencionales a practicas mas inteligentes; por esto se recurre a
tecnologias avanzadas como la nanotecnologia aplicada al agro. La qanotecnologlg estudia
materiales de tamano nanometrico que tiene caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas muy
particulares (Guo, 2004). La nanotecnologia tiene multiples aplicaciones en la agricultura en forma
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de nanoplaguicidas, nanosensores y nanofertilizantes, lo que ha permitido que la agricultura
convencional se convierta en agricultura de precision, en la que los agricultores utilizan la
tecnologia para orientar el uso de agua, fertilizantes y otros insumos. La agricultura de precisién
hace que la agricultura sea mas sostenible, ya que reduce los residuos (Chhipa y Joshi, 2016)

Un aumento significativo en la produccion agricola podria ser posible mediante la utilizacion del
conocimiento actual en el campo de la nanotecnologia para una nutricion eficiente, buenas
practicas de proteccion de plantas y agricultura de precision (Tarafdar et al., 2013). En el caso de
la nutricion de cultivos, el uso de fertilizacidn quimica impulsa la produccion agricola, pero
disminuye la calidad de estos, ademas puede causar serias amenazas al ecosistema (flora
microbiana del suelo), contaminacion de fuentes de agua dulce, afectando severamente a las
personas que usan estas fuentes de agua para beber y afecta la vida acuatica aumentando el
crecimiento de algas (Bacon, 2014). Los fertilizantes nitrogenados son los que se usan de una
manera incontrolada y/o excesiva, esto ha causado una acumulacién de nitratos a un nivel tdxico
en aguas subterraneas (Dubrovsky, 2010). Se ha informado que entre un 50% y 70% de los
insumos quimicos no se utilizan por que se pierden por lixiviacion o mineralizacion (Bollag et al.,
1992). La nanotecnologia no solo ha revolucionado la agricultura con nutrientes innovadores en
forma de NFs, también ha ayudado en el campo de proteccion de plantas a través del desarrollo
de nanoplaguicidas, eficiente sistema de gestion de agua, y también aumentar la eficiencia de las
plantas en la utilizacion de la energia del sol (Ditta, 2015). De aqui surge la necesidad de
desarrollar un sistema de nutricién vegetal mas eficiente, convertir las practicas agricolas
convencionales en practicas inteligentes mediante la participacion de tecnologias avanzadas. Los
investigadores alrededor del mundo han instado en desarrollar y promover el uso de NFs que
podrian servir como nutrientes para las plantas, mejorar las tasas de germinacion, crecimiento,
rendimiento y muchos parametros fisiologicos (Liu y Lal, 2015).

Distintos autores definen a los NFs como nanomateriales (NMs) que miden aproximadamente 1-
100 nm, pueden ser responsables de proporcionar uno o mas tipos de nutrientes para las plantas
en crecimiento, y apoyar su crecimiento y mejorar la produccién (Liu y Lal, 2015); estos NMs
pueden actuar como vehiculos de macro o micronutrimentos para las plantas o bien ayudar como
portadores de elementos metdlicos y sus 6xidos, debido a su tamafio son capaces de entrar en las
células directamente, lo que reduce/evita los mecanismos intensivos de energia de su absorcion
(Brackhage, 2013; DeRosa et al.,, 2010). De forma similar a los fertilizantes convencionales, los
NFs se disuelven en la solucion del suelo y las plantas pueden absorberlos directamente, su
solubilidad podria ser mayor que la de los sélidos que se encuentran en la rizosfera debido a su
pequeno tamano. Estos son més eficientes en comparacion con los fertilizantes comunes, ya que
reducen la pérdida de N debido a lixiviacion y disminuyen el deterioro del suelo (Suman, 2010).

Los NFs se dividen en tres categorias: ,

1.- NF de macronutrientes: en esta categoria se encuentran los elementos que la planta necesita
en gran cantidad como son el N, P, K, Ca, Mg, S (Ditta, 2015). Muchos investigadores han
desarrollado y estudiado los NFs de macronutrientes usandolos en laboratorio y campo. Liu y Lal
(2015) y Ditta et al. (2015) han revisado el uso de NFs en la agricultura de manera integral. La
zeolita recubierta con urean, fue usada como fuente de N y mostré capacidades de liberacion lenta
y controlada de N (Kottegoda et al., 2011). Liu y Lal (2014) estudiaron nanoparticulas de Ca y P
las cuales mostraron un incremento de 20% y 33% en el rendimiento de semilla de Glycine max en
comparacion con los fertilizantes convencionales. Liu y colaboradores (2004) desarrollaron NPs de
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calcio en el cultivo de Arachis hypogaea y estos mejoraron 15% la biomasa. Delfani et al. (2014)
desarrollaron NPs de Mg como alternativa al Mg convencional y obtuvieron un incremento del 7%
en el peso de la semilla de Vigna unguiculata.

2.- NF de micronutrientes: son definidos como oligoelementos, que a diferencia de los
macronutrientes, la planta requiere de cantidades minimas (s100ppm) pero siguen siendo
esenciales (Ditta, 2015). Delfani et al. (2014) utilizaron NPs de Fe en guisantes de ojos negros y
obtuvieron un aumento del 10% en el contenido de clorofila en las hojas; en Glycine max, el
contenido de clorofila se incrementé con una concentracion de 30-60 ppm (Ghafariyan et al.,
2013). Nanoparticulas de Mn en el cultivo de Vigna radiata aumentaron en 52% |a longitud de la
raiz, 38% de longitud de brote y 38% la biomasa (Pradhan et al, 2013). Las NP-Cu han
aumentado un 35% la fotosintesis en algas Egeria densa (Nekrasova et al., 2011) y aumentd un
40% el crecimiento de lechuga (Shah y Belozerova, 2009). Las NPs de Molibdeno aumentaron la
actividad microbiana y crecimiento de semilla en garbanzo (Taran et al., 2014). En cuanto al Zn, es
un micronutriente esencial encargado de regular las actividades enzimaticas en las plantas, en
estudios con aplicacion de ZnO mostraron una mejora significativa en la biomasa, longitud de raiz,
contenido de clorofila y proteina, y actividad enzimatica (fosfatasa) en Vigna radiate, Cicer
ariatinum, Cucumis sativus, Raphanus sativus, Brassica napus y frijol cluster (Lin y Xing 2007;
Mahajan et al., 2011;Zhao et al., 2013; Raliya y Tarafdar 2013). Muchos investigadores han
enfocado su atencion en los efectos de las NPs de ZnO en el crecimiento y productividad de los
cultivos empleando, de tal forma que de todos los micronutrientes el Zn es el elemento mas
estudiado. En otro experimento de invernadero con el cultivo de pepino (Cucumis sativus) se
demostré un aumento de 10% entre y 60% en la masa seca de la raiz de la planta con la
aplicacion de 400 y 800 mg kg, respectivamente, en comparacion con un tratamiento sin
aplicacion de NPs de ZnO (Zhao et al., 2014).

3.- NFs nanoparticulados: en esta lista se encuentran elementos que no son esenciales para las
plantas, sin embargo, su aplicacion ha mostrado respuestas positivas en cultivos a los que se le
han aplicado, varios investigadores han informado sobre su efecto positivo sobre la eficacia de la
fotosintesis y actividades enzimaticas como la de la nitrogenasa, aumentando asi el suministro de
N para las plantas (Yang et al., 2007). Otro elemento de esta lista es el Titanio, este elemento
aumento |a fijacion de nitrégeno, la germinacién y crecimiento de la semilla en G. max (Lu et al.,
2002), en Spinacia oleracea el TiO2 aumento el N total, contenido de proteina y clorofila (Gao et
al., 2008).

4.- Procedimiento Experimental-
La investigacion se realizara en las la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, en el area de

invernaderos del Departamento de Horticultura.
El material vegetal que se empleara es tomate de crecimiento indeterminado variedad Clermon, se

manejara a un solo tallo con cosecha hasta el 8° racimo. Se empleara una solucién fertilizante
basada en la solucion de Steiner usando un sistema de riego por goteo. Las plantas de tomate se
colocaran en contenedores de 12L de capacidad usando como sustrato una combinacion de
sphagnum peat, fibra de coco y perlita. El experimento se desarrollara en dos condiciones: campo
abierto e invernadero. Los NFs de ZnO y TiO2 seran evaluados en ambas condiciones, por lo que
los factores a estudiar son:

o Condicidn de cultivo: invernadero y campo abierto
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» Concentracion de la Nanoparticula (de 0 a 1500 mg L)

e Formas de aplicacion: foliar y drench

» Morfologia de la NP: cubica, esférica y cilindrica.
Se planea realizar el estudio en dos etapas
1% etapa: se evaluara la concentracion de las NPs de ZnO y TiOz partiendo de 0 a 1500 mg L' con
la finalidad de encontrar la concentracion éptima en el que el cultivo de tomate muestre mejores
resultados agronomicos vy fisioldgicos; la aplicacion de las NPs sera tanto foliar como al drench, en
condiciones de invernadero y campo abierto. En esta etapa se emplearan NPs con morfologia
esférica. Por lo tanto el experimento se establecera en un disefio factorial, siendo los factores:

» Condicion de cultivo: invernadero y campo abierto

e Nanofertilizante: ZnO y TiO2

e Concentracion: 8 niveles

e Forma de aplicacién: drench vy foliar
27 etapa: conociendo la concentracion y la forma de aplicacién con mejores resultados se
evaluaran las morfologia de las NPs: cilindrica, cibica vy esférica. Esta ultima se analizara de
nuevo para evitar cualquier sesgo en la investigacion y de este modo evitar obtener datos
erroneos. Por lo tanto el experimento se establecera en un disefio factorial, siendo los factores:

» Condicion de cultivo: invernadero y campo abierto

e Nanofertilizante: ZnO y TiO2 '

e Concentracion de la Nanoparticula: +20% del 6ptimo obtenido en la Etapa 1

e Morfologia de la NP: clbica, esférica y cilindrica. i
Se analizaran las variables a continuacion listadas:
Variables agronémicas

¢ Altura de planta

¢ Diametro de tallo

e Area foliar

e Biomasa fresca/seca de parte aérea

e Longitud de raiz

¢ Volumen de raiz

'« Biomasa fresca/seca de raiz

¢ Rendimiento
Variables fisioldgicas (metodologia para su determinacion)

e Acido ascorbico (HPLC)

e B carotenos (HPLC)

e Licopeno (HPLC)

e Clorofila a y b (método Lichtenthaler y Wellburn)

* Aminoacidos (HPLC)

* Fenoles totales (Folin-Ciocalteu)

e Capacidad antioxidante (Método ORAC)
Concentraciéon de macro y micronutrientes

e N, P, K, Ca, Mg, S: para el N se empleara el método de micro Kjeldah! y el resto de

elementos se determinaran por ICP.

e B, Cu, Fe, Mn, Zn

e Ti
Dichas variables seran evaluadas durante tres etapas fenologicas del ciclo de cultivo de tomate
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(ﬂoracién, amarre de fruto y cosecha), la absorcion de macro y micro elementos se realizara al
finalizar el Gltimo corte de cosecha ya que para realizar esta determinacion se requiere de
muestreos destructivos.

En todos los experimentos se empleara un disefio de bloques al azar con 5 repeticiones de tres

plantas cada una. Para el analisis estadistico se usara el programa SAS, con una comparacién de
medias de Tukey (P<0.05).

Cronograma de Actividades.
Programacion del Gasto.

2017 015 2019 2020
Actividad a realizar / semestre 1 ' 2 . 5 5 4 53 6
Elaboracion del protocolo X
Establecimiento de 12 etapa de investigacion X
Envio de primer articulo X
Establecimiento de 22 etapa de investigacion X X
Envio de segundo articulo X
Estancias X
Asistencia a congresos X X
Redaccion de tesis doctoral : X X X X X
Examen de grado X

5.-Productos Esperados

e Tesis nivel doctorado
Ponencia en 2 congresos
1 articulo aceptado

1 articulo enviado

Estancia
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