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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Respuesta fisiologica y bioquimica de 'I'é"gérrﬁin'a(;ian,r el vigéf y el desarrollo | 50,000.00
de plantas, a la aplicacion de nanoparticulas.

2 - Introduccion - S - -

La nanotecnologia comprende el estudio, disefio, creacién, sintesis, manipulacién y aplicacion de
materiales en tamafio de millonésimas de metros (nanometros). Cuando se manipula la materia a esta
escala, presenta propiedades tnicas, y estas dependen de su tamafio, forma y distribucion dentro de la
muestra. Estos factores se pueden modificar al variar el tipo de ion y la dosis. Las nanoparticulas son
actualmente utilizadas en diversos productos industriales, tecnolégicos, médicos y agricolas. Dentro de los
procesos en los cuales participan las nanoparticulas estan la purificacion del agua, tratamiento de aguas
residuales, remediacion ambiental, procesamiento y envasado de alimentos, aplicaciones industriales, y en |
la medicina, entre otros. En la agricultura, se han utilizado para el mejoramiento de los cultivos y liberacion
de diferentes compuestos como pesticidas logrando aplicar cantidades pequefias en partes especificas de
la planta, sin afectar otros tejidos.

La nanotecnologia puede ser una herramienta que permita aumentar la produccion por sus propiedades
Unicas: por ejemplo, mejorar la eficiencia de uso de nutrientes a través de nanoformulaciones de
fertilizantes, la atencién y el control de plagas, el desarrollo de pesticidas e insecticidas comerciales de
nueva generacion, reduciendo asi la cantidad del producto por aplicar al suelo o al follaje, protegiendo al
agroecosistema.

Actualmente se esta evaluando la efectividad de la aplicacion de diferentes nanoparticulas y de
microparticulas, como una opcién para promover el vigor de germinacion de semillas y el crecimiento de
plantulas. Resultados obtenidos en diversos estudios indican que las nanoparticulas de Zn, Fe, Ti, 3i a
concentraciones bajas (0-100 ppm), tienen un efecto positivo en el vigor de germinacion y en el incremento
de tallo y/o radicula. Ademas de incrementos en los niveles de clorofila.

Objetivos - - - o Sl [P S o o

e Determinar el efecto en la germinacion, de la aplicacion de nanoparticulas de Cu y Fe, a diferentes
concentraciones, durante el proceso de imbibicién, en semillas de maiz y pepino.

« Conocer la respuesta fisiolégica a la aplicacion de nanoparticulas de Cu, en plantas de maiz,
cultivadas en invernadero.

« Identificar en laboratorio, los niveles de toxicidad por aplicacion de nanoparticulas de Cu y Fe,
durante el proceso de germinacion.

Hipotesis

Lap aplicacién de naﬁop;ti_éulas de CuO ; Fe,O; en concentraciones bajas, promueve el vigor de
germinacion, y el crecimiento de plantula, por su funcién como cofactores enzimaticos.

La aplicacién de nanoparticulas de CuQO y Fe,O, incrementa los niveles de clorofila, por ser iones
involucrados en su sintesis.

La aplicacién al sustrato de nanoparticulas de CuQ en concentraciones altas (500-1500 ppm), afecta el
crecimiento de plantas, por inhibir la division celular.

3.-Revision de Literatura
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Las propiedades novedosas que muestran las nanoparticulas (NPs) han hecho que sean el objeto de |

estudio de los ultimos afios. Las NPs son la aplicacién mas utilizada de la nanotecnologia (NT) con
dimensiones entre 1 y 100 nm. Poseen propiedades unicas que les dan aplicaciones potenciales en la
agricultura. Las NPs de metales nobles como el oro, plata y el cobre, han sido objeto de investigacién por
sus diversas aplicaciones (Ferrer, 2012). Existen diversos tipos como ultrafinas, aglomerados y agregados,
y tienen la capacidad potencial de viajar en el interior de organismos (plantas) que otros materiales o
particulas mas grandes no pueden hacer. Por lo tanto, se pueden evaluar diversas interacciones de las NPs
con fluidos, células y tejidos (Bhattacharyya et al., 2014).

La eficiencia de absorcion y los efectos de las NPs sobre las diversas funciones de crecimiento y procesos
metabdlicos, varian de manera diferenciada entre las plantas (Nair et al., 2010). Considerando lo anterior,
Chinnamuthu y Boopathi (2009) muestran que las NPs pueden ser usadas en el manejo de las semillas e
indican una variedad de aplicaciones, entre las que incluyen la imbibicion con nano-encapsulaciones de
cepas especificas de bacterias a lo cual denominan “semillas inteligentes”, asegurando el establecimiento
en campo, mejorando la productividad de los cultivos. Estos autores también mencionan que la NT ofrece
como herramienta la aplicacion de NPs, que mejoran la germinacion de las semillas y los parametros
fisiologicos relacionados, para optimar la capacidad de absorcion, degradacion de reservas y division
celular. Otros autores (Hashemi y Mousa, 2013; Ullah y Arshad, 2014) mencionan que las semillas tratadas
con materiales a nano escala, generan un cambio en la dinamica de la germinacion, observandose un
incremento en el porcentaje de germinacion y el indice de velocidad de emergencia. El periodo de
germinacion se acelera debido a la mayor disponibilidad de agua, y el porcentaje de germinacién final se
incrementa, lo cual indica condiciones adecuadas para el crecimiento de las semillas. La clave para el
aumento de la tasa final de germinacion de las semillas es la penetracion de nanomateriales en la semilla
(Khodakovskaya et al. 2009). El efecto de las NPs comienza a manifestarse desde la germinacion de las
semillas, reflejandose en una mayor emergencia y uniformidad que se observa en la germinacién final,
debido principalmente a la penetracion de nanomateriales en la semilla, que permiten aumentar la
imbibicion de agua y micronutrientes, acelerando la degradacion de reservas, y beneficiando a las primeras
etapas del proceso germinativo. En estudios realizados por Mahmoodzadeh et al. (2012), evidencian los
efectos de titanio a nanoescala con particulas de TiO,, reportando una promocion de la germinacion del 75
% con la aplicacion de NPs (20 nm de tamafo de particula a 2000 mg L' de concentracion). Najafi et al.
(2016) utilizaron como fertilizantes NPs de Fe/SiO, en dosis bajas, reportando efectos significativos en la
germinacion y aumento de longitud del brote en los cultivos del maiz y la cebada. El nivel éptimo de
concentracién de NPs de Fe ayuda a aumentar la germinacion y la respuesta al crecimiento de las plantulas
de trigo (Triticum aestevum L.) (Jahangir et al., 2015).

Savithramma ef al. (2012) demostraron que la tasa de germinacion de semillas tratadas con NPs de plata
es 28 % mayor que la del control. De acuerdo a los autores, la contribucion de las NPs fue facilitar el
movimiento de agua y nutrientes a través de la cubierta de la semilla para acelerar la germinacion de
semillas y crecimiento de plantulas.

Sin embargo, los estudios para determinar si realmente es benéfico usar NPs como parte del
acondicionamiento de la semilla, son pocos, por lo que se tiene que considerar el concepto de calidad de la
semilla, ya que estd relacionado con la respuesta germinativa, e implica también aspectos genéticos,
fisiologicos y morfolégicos (Carvalho y Nakagawa, 2012), por lo que es importante realizar mas
investigacion en este tema.
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4 - Procedimiento Experimental -

Estudio |. Efecto de nanopa_rt_lculas de CuO y F9203 en la germmacnon de semillas y desarrollo de

planta de pepino y maiz.

El trabajo se llevara en el Laboratorio de Fisiologia de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en
Tecnologia de Semillas (CCDTS), de la Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro”. Se utilizara semilla
certificada de hortalizas, pero que han estado almacenadas por dos afios, esto con la intencion de que
tengan algun grado de deterioro y que su porcentaje de vigor y germinacion se haya reducido en al menos
20 %. Se incluira semilla de meldn, pepino, calabaza y maiz. Se hara un estudio preliminar para conocer la
calidad fisiolégica de estas semillas, de acuerdo a la ISTA (2012), esto para constatar el nivel de deterioro
y, que, al aplicar los tratamientos, se pueda evaluar el efecto promotor de las nanoparticulas en la
germinacion y en el vigor.

Este estudio consistira de pruebas de germinacion y de vigor para cada especie, con la aplicacion de
diferentes dosis de nanoparticulas comerciales de CuO y Fe;O;. Inicialmente se realizara la imbibicion de la
semilla sobre papel filtro en cajas Petri, con soluciones previamente preparadas con diferentes
concentraciones de NPs (bajas: testigo, 10, 20, 50,100; y altas: testigo, 500, 1000 y 2000 ppm) por 24 h. El
testigo se tratara con agua destilada. Posteriormente las semillas se sembraran entre papel Anchor
humedecido con agua destilada, y se enrollaran en forma de taco. Se estableceran 6 repeticiones de 25
semillas por cada tratamiento, estds seran colocadas en una canastilla en una camara germinadora a 25
°C. Se haran dos evaluaciones, la primera al cuarto dia después de la siembra, identificando plantulas
normales como un indicador de vigor de germinacion y la segunda al séptimo u octavo dia (dependiendo de
la especie), para determinar plantulas normales, plantulas anormales, semillas sin germinar, longitud de
tallo, longitud de radicula, peso seco de tallo y de radicula. Antes de obtener el peso seco, se determinara
el contenido relativo de clorofila con un SPAD 502 PLUS. El estudio se establecera en un diseno
completamente al azar con arreglo factorial. Se realizara una comparacion de medias por medio de la
Prueba de Tukey.

Estudio Il. Aplicacion de nanoparticulas de CuO en concentraciones altas para determinar su efecto
en plantas de maiz cultivadas en invernadero.

Semillas de la variedad Jaguan, se sembraran en macetas de polietileno de 2 L de capacidad. Se utilizara
como sustrato una mezcla de vermiculita y perlita 1:1 (v/v). Se aplicara fertilizacion de fondo con N-P-K al
momento de realizar la mezcla de lo sustratos. Se realizaran riegos con solucion nutritiva Hoagland,
eliminando el nutriente que sera aplicado en forma de nanoparticula. Cada planta recibira dosis de CuO de
acuerdo al tratamiento correspondiente (0, 500, 1000 y 1500 ppm). Se aplicara insecticidas y fungicidas
como tratamientos preventivos.

Se evaluaran las siguientes variables: nimero de hojas, altura de planta, indice relativo de clorofila,
produccion de biomasa seca (raiz/tallo). Se realizaran también mediciones de la tasa de asimilacion de
CO,, conductividad estomatica, CO, intercelular y transpiracion: estas mediciones se haran utilizando un
aparato portatil de fotosintesis LI-6300 (LI-COR, inc. Lincoln, Nebraska, EUA.).

Para determinar el peso seco, plantas completas se separaran en raiz y tallo, se pondran en bolsas se
papel de estraza y se determinara peso seco a temperatura de 70°C por 72 horas. El bioensayo se
establecera en un d|seno compietamente al azar, con 6 plantas por tratam|ento Para analizar los datos se

4
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utilizara el programa estadistico SAS version 9.1,

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar ¥ 77:77 E

Adquisicion de material yreactivos

Siembra en laboratorio y aplicacion de NPs

x| x| gi
|
x| x|»x|»

X
Toma de datos I Ix

Siembra en invernadero y aplicacion de NPs

x| X | XX

Toma de datos

Asistencia a congreso X X

Escritura de tesis IR : . X X X X

Examen profesional N : .

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar BRI |1 F M | A M d J A |S O N D
Adquisicidén de material y reactivos de laboratorio = 7270” 10 i3
Adguisicion material invernadero _ | [10 (10
'ESTOES LOIDEAL et T | i 3
Duracion total del proyecto Pl R - y
| Afio de Inicio | 2018 __ |A#o estimado de conclusion 2018 |

5.-Productos Esperados

« 3 tesis de Licenciatura
e 2 ponencias en Congreso
= 1 publicacion
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