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RESUMEN

En el presente estudio, se realizo la evaluacion de las nanoparticulas de 6xido de
zinc (ZnO NPs) sobre la mejora de la calidad fisiol6gica y sanitaria de una raza
Mexicana de maiz nativo rojo, mediante las pruebas de germinacion estandar (GE)
y de envejecimiento acelerado (EA). Respecto a la calidad fisioldgica, se encontro
un incremento significativo en la germinacion de las semillas en ambas pruebas de
germinacion con el uso de las ZnO NPs, siendo mas notorio en el EA (90%) en
contraste con el grupo Control (68%). El recubrimiento conteniendo Unicamente el
almiddén gelatinizado parecié mantener la germinacion de la semilla (80%). Estos
resultados indican que el recubrimiento con almidén conteniendo las ZnO NPs
protegio y estimuld la germinacion de la semilla cuando ésta se encontré bajo
condiciones de estrés abidtico (40°C y 100% HR). Asimismo, se encontrd que las
ZnO NPs protegieron a las semillas contra ciertos microorganismos patdgenos
como hongos y bacterias en ambas pruebas de germinacion; en consecuencia una
contaminacion de 37% y 8% fue observada para la GE y el EA, respectivamente, en
comparacion con el grupo Control (70 y 40%, respectivamente). Adicionalmente, las
ZnO NPs mejoraron de manera significativa algunas caracteristicas de la plantula
de maiz como la longitud de la plumula, el diametro de la plumula, la longitud de la
raiz, y el nimero de raices secundarias. La espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier con reflexion total atenuada (FTIR-ATR) confirmo una
mayor produccion de las biomoléculas (carbohidratos, proteinas, y lipidos) y de las
moléculas estructurales (celulosa, hemicelulosa, y lignina) en las plantulas tratadas
con las ZnO NPs. De estos resultados se concluye que el uso de ZnO NPs mejoré

la calidad fisiologica y sanitaria de la semilla de maiz nativo.



Palabras clave: Nanoparticulas de ZnO, semilla de maiz nativo, calidad fisiolégica

y sanitaria.
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SUMMARY

In the present study, the evaluation of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) on the
improvement of the physiological and sanitary quality of a Mexican landrace of red
maize was carried out by means of the standard germination tests (SG) and the
accelerated aging test (AA). Regarding the physiological quality, a significant
increase in seed germination was found in both tests with the use of ZnO NPs, being
more noticeable in the AA (90%) in comparison with the Control group (68%). The
coating containing only gelatinized starch appeared to maintain seed germination
(80%). These results indicate that the starch-coating containing ZnO NPs protected
and stimulated germination when seed were subjected to conditions of abiotic stress
(40°C and 100% RH). Likewise, it was found that the ZnO NPs protected the seeds
against certain pathogenic microorganisms such as fungi and bacteria in both
germination tests; consequently, an average contamination of 37% and 8% was
observed for the SG and AA, respectively, in comparison with the Control group (70
and 40%, respectively). Additionally, the ZnO NPs significantly improved some
seedlings traits such as shot length, shoot diameter, radical length, and number of
secondary roots. Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated total
reflection (FTIR-ATR) confirmed a higher production of biomolecules
(carbohydrates, proteins, and lipids) and structural molecules (cellulose,
hemicellulose, and lignin) in the seedlings treated with ZnO NPs. From these results,
it is concluded that ZnO NPs improved the physiological and sanitary quality of the

native maize seed.

vii



Keywords: ZnO nanoparticles, native maize seed, physiological and sanitary

quality.
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l. INTRODUCCION

La intervencion de la nanotecnologia en la agricultura tiene perspectivas brillantes
para mejorar la eficiencia del uso de los fertilizantes a través de nanoformulaciones,
reduciendo las cantidades de productos quimicos a porciones significativamente
menores que las requeridas convencionalmente, protegiendo asi al

agroecosistema.

En afos recientes, se han realizado progresos notables en el desarrollo de la
nanotecnologia como plataforma tecnolédgica para investigar sus efectos sobre los
sistemas bioldgicos. El aumento en el uso de los nanomateriales en la agricultura,
ha estimulado a los investigadores a conocer el efecto de su aplicacion en el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, asi como en la mejora de la calidad de las

semillas.

El tamafio nanométrico de dichos materiales les brinda una mayor facilidad de
penetracion a través de las membranas biologicas, causando cambios morfo-

fisiolégicos, en comparacion con los materiales con escala micrométrica (en bulto).

El Zinc (Zn) es el micronutriente esencial mas importante requerido por las plantas.
Desempefia un papel fundamental en diversos procesos metabdlicos como en la
produccion de la clorofila, la sintesis de auxinas, la activacién enzimatica, y la
integridad de la membrana. Asimismo, juega un papel importante en la produccién
de la biomasa, la funcionalizacion del polen, y en la germinacién de las semillas

debido a su participacién como co-factor de diversas enzimas.



Existen reportes que indican que las nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO NPs)
incrementan el nivel de acido indolacético (AIA) en las raices y en los brotes apicales

de las plantas, promoviendo de esta forma su velocidad de crecimiento.

Diversos autores sefialan que debido a las caracteristicas distintivas provistas por
la alta area superficial especifica con respecto al volumen, la reactividad, el tamarfio,
y la forma, las ZnO NPs desempefian una funcion importante en la produccion de la
clorofila, la elongacion de la raiz, la produccion de polen, la producciéon de biomasa,

y en la mejora de la calidad fisiologica y sanitaria de las semillas.

Por lo anteriormente descrito, resulta promisoria la transicion de la agricultura
tradicional a la agricultura conjunta con la nanotecnologia como una alternativa
sostenible en la mejora de la calidad de las semillas, del vigor de la plantula, y del

incremento en el rendimiento de los cultivos agricolas de las especies nativas.



Il. JUSTIFICACION

En México, centro de origen y de diversificacion del maiz, existen 59 razas descritas
por sus caracteristicas morfolégicas, bioquimicas, y su distribucion en regiones
geograficas especificas del pais (Vielle-Calzada y Padilla, 2009). Desde el punto de
vista alimenticio, politico, econdmico, y social, el maiz es el cultivo mas importante
del pais, cubriendo una superficie agricola sembrada de 7.6 millones de hectareas
(SIAP, 2017). Se estima que el 76.5% de esta area es cultivada con razas nativas
(Vega-Alvarez et al., 2017), las cuales, ademas de ser parte del patrimonio
biocultural de México, son el sustento de miles de familias de las zonas rurales del
pais, quienes las siembran para su autoconsumo (Fernandez et al., 2013). Es por
ello que resulta necesario llevar a cabo trabajos y programas de investigacion en la
produccion de semillas que permitan la evaluacion e identificacion de la calidad
fisiol6égica de las mismas en cuanto a su germinacion y su vigor (Viloria y Méndez,
2007). Es por esto la importancia que tiene el desarrollo de tecnologias que mejoren
los sistemas de produccién agricola en beneficio de los pequefios productores para

la proteccidn, la conservacion, y la reivindicacién de las razas nativas de maiz.

Ante lo mencionado, este estudio tiene como objetivo la sintesis y la caracterizacion
de ZnO NPs, asi como su aplicacién en semillas de una raza de maiz nativo, con el
objetivo de determinar la influencia que éstas tienen sobre la mejora en la calidad

fisiol6gica y sanitaria de la semilla, asi como en el vigor de la plantula.



. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

e Sintetizar y evaluar el efecto de las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO
NPs) sobre la calidad fisiolégica y sanitaria de la semilla de una raza de maiz

nativo (Zea mays L.) del Estado de México.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar las nanoparticulas de ZnO por el método de precipitacion y
caracterizarlas por espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de reflectancia
difusa, espectroscopia de fluorescencia, microscopia electronica de
transmision, espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier con
reflexion total atenuada (FTIR-ATR), y andlisis de seguimiento de
nanoparticulas.

e Determinar el efecto de las ZnO NPs sobre la germinacion de la semilla y el
vigor de plantula de maiz.

e Determinar el efecto de las ZnO NPs sobre los microorganismos patégenos
presentes en la germinacion de la semilla de maiz.

¢ |dentificar los principales grupos funcionales en el tejido de la raiz y del tallo

mediante FTIR-ATR.

3.3 Hipotesis
e Las nanoparticulas de ZnO mejoraran la calidad fisiologica y sanitaria de la

semilla de maiz nativo pigmentado del Estado de México.



V. REVISION DE LA LITERATURA

4.1 Generalidades del maiz

4.1.1 Origen del maiz

La evidencia mas antigua del maiz como alimento proviene de algunos lugares
arqueoldgicos en México donde algunas mazorcas pequefias estimadas en mas de
5,000 afios de antigliedad se encontraron en las cuevas de los habitantes primitivos.
El maiz se deriva del teosintle, a través de mutaciones y por seleccion natural que
fue obtenido por los primeros agricultores fitomejoradores (Beadley, 1939; 1978;
1980). Es aceptado el hecho de que el teosintle es el antecesor silvestre del maiz,
y que ha participado directamente en el origen del maiz cultivado. La hipotesis de
Beadley de que el maiz es una forma domesticada del teosintle ha encontrado
considerable apoyo por parte de diversos investigadores como Galinat, (1988, 1995)

Goodman, (1988) y Doebley, (1990).

4.1.2 Tipos de maiz

El maiz tiene una gran variabilidad en el color, la textura, la composicién, y la
apariencia. Puede ser clasificado en distintos tipos segun: i) la constitucion del
endospermo y del grano; ii) el color del grano; iii) el ambiente en el que es cultivado;

iv) la madurez, y v) su uso.

Los tipos de maiz mas importantes son el duro, el dentado, el reventén, el dulce, el
harinoso, el ceroso, y el tunicado. Dowswell et al. (1996) han descrito varios tipos
de granos basados en la clasificacion citada. Econdmicamente, los tipos mas
importantes de maiz cultivados para grano o forraje y ensilaje se encuentran dentro

de las tres categorias “duro”, “dentado”, y “harinoso”, consideradas las mas

5



importantes. Un cuarto tipo de maiz que puede ser agregado a los anteriores es el
maiz con proteina de alta calidad (QPM) basado en el mutante opaco-2 obtenido en

la busqueda de una mejor calidad de las mismas.

4.1.3 Importancia de los maices nativos en México

Desde el punto de vista alimentario, politico, econémico, y social, el maiz es el
cultivo mas importante del pais, cubriendo una superficie agricola sembrada de 7.5
millones de hectareas (SIAP, 2018), principalmente en las zonas sub-himeda

tropical, templada humeda, y sub-hiumeda (Mera-Ovando y Mapes-Sanchez, 2009).

Los maices nativos, ademas de ser parte del patrimonio biocultural de México, son
el sustento de miles de familias en las zonas rurales, por lo que su proteccion y
conservacion resulta fundamental (Fernandez et al., 2013). Recientemente, se han
realizado valiosas investigaciones con el fin de evaluar otras cualidades en las razas

nativas.

Vazquez-Carrillo et al. (2011) investigaron la aptitud de algunas razas nativas de la
region serrana de Sonora para ser usadas en la elaboracion de preparaciones
culinarias tradicionales, ademas de la tortilla. Con respecto al contenido de
nutrientes y fitoquimicos de interés en las variedades nativas, existen trabajos en
los que se ha determinado la presencia de componentes bioactivos en los maices
pigmentados (L6épez-Martinez et al., 2009; Salinas-Moreno et al., 2012; Salinas-
Moreno et al., 2013) y en sus productos (Aguayo-Rojas et al., 2012; Mora-Rochin et
al., 2010). Otros investigadores se han enfocado en el contenido de aceite de
algunas variedades nativas (Torres-Morales et al.,, 2010) como también en el

contenido de azucares en maiz elotero (Coutifio-Estrada et al., 2010).



Se ha reportado también que las razas nativas, respecto de las variedades
mejoradas, presentan la ventaja de adaptarse en los terrenos mas limitados en
nutrientes (Turrent-Fernandez et al., 2012; Vazquez-Carrillo et al., 2011; Fernandez
et al., 2013), tal es el caso del Zn cuyo déficit en los suelos se ha registrado a nivel
mundial (Adhikari et al., 2015; Prasad et al., 2012). De igual forma, la deficiencia de
Zn es un problema presente en mas del 50% de los suelos de México, lo que
conlleva a una mala nutricion de los cultivos, reduciendo su produccién en un 20%,
y por consecuencia, una deficiencia de Zn en la poblacion Mexicana (Castellanos et

al., 2014).

Para corregir los efectos negativos en los cultivos por la deficiencia de este
elemento, se adiciona sulfato de zinc (ZnSOa4) a manera de fertilizante, dependiendo
de las condiciones del suelo (Melgar y Diaz-Zorita, 1997). No obstante, esta practica
puede llegar a generar un impacto negativo en el ambiente debido a su uso

irracional.

En términos del rendimiento, las variedades mejoradas han mostrado ser
notablemente superiores a las nativas, pero los pequefios productores suelen
preferir sus variedades locales. Esto se debe a ciertas ventajas que se han
identificado en las razas nativas, las cuales en su mayoria se siembran en terrenos

edafologicos mas limitativos (Turrent-Fernandez et al., 2012).

Con base en diversas consideraciones que involucran la importancia de los maices
nativos de México, se expresa que la conservacion del germoplasma de los mismos
depende fundamentalmente de la proteccion que se otorgue a los agricultores en
pequefia escala a través de subsidios, asesoria técnica, y con programas de
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desarrollo rural planificados y adaptados a las condiciones reales del medio (Kato
et al., 2009). De manera adicional, la revalorizacion de los usos tradicionales y el
impulso estratégico de usos novedosos pueden contribuir notablemente a la
conservacion in situ de los maices nativos (Fernandez et al., 2013), por lo que las
acciones gue se propongan para potenciar el uso de las variedades nativas locales
deben considerar las barreras propias de la composicién y caracteristicas del grano;
las barreras del manejo poscosecha; las de caracter econdémico, ademas de los

factores socioculturales (Hellin et al., 2010).

4.2 Nanotecnologia

La nanotecnologia se presenta como un area nueva de investigacion de los
materiales que permite el estudio de fendmenos inéditos que ocurren a nivel atdmico
y molecular. La importancia de la nanotecnologia radica en que a nivel nanométrico,
los materiales adquieren propiedades diferentes con relacion a los materiales de

escala micrométrica (Mendoza y Rodriguez-L6pez, 2007).

La nanotecnologia, considerada una tecnologia con relevante importancia para
diferentes sectores, esta dedicada a la sintesis, la caracterizacion y la aplicacion de
materiales de dimensiones nanométricas cuyo tamafio oscila entre 1 a 100 nm (Ali

et al., 2014, Patel et al., 2014).

Diversos elementos han sido utilizados para la sintesis de nanomateriales, tal es el
caso de las nanoparticulas metalicas, siendo las mas estudiadas las de oro, plata,

paladio, cobre, hierro, titanio y zinc (Khot et al., 2012).



Las ZnO NPs han sido usadas en diferentes 4reas como la industria de los
cosmeéticos, los textiles, la medicina, la electricidad, y en la agricultura (Chang et al.,
2012). En el sector agricola, son estudiadas por su excelente actividad
antimicrobiana (Fang et al., 2013; Sabir et al.,, 2014) y por su potencial como
nanofertilizante, ya que pueden corregir las deficiencias de Zn en las plantas,
promoviendo su crecimiento y su desarrollo (Naderi y Shahraki, 2013; Raskar y

Laware, 2014; Dimkpa et al., 2015).

4.2.1 La nanotecnologia en la agricultura

La intervencion de la nanotecnologia en la agricultura tiene perspectivas brillantes
para mejorar la eficiencia del uso de nutrientes a través de nanoformulaciones de
fertilizantes, el control de plagas, y el desarrollo de plaguicidas de nueva generacion,
reduciendo de esta manera la cantidad del producto por aplicar al suelo o al follaje,
a dosis significativamente menores que las requeridas convencionalmente,

protegiendo asi al agroecosistema (Xue et al., 2014).

Por otro lado, la intervencion de la nanotecnologia en el sistema postcosecha
ayudara a la conservacion, al envasado de alimentos, al fortalecimiento de las fibras
naturales, y a la eliminacion de los contaminantes del suelo y del agua, mejorando
el tiempo de conservacion de los vegetales, la recuperacion de los suelos afectados
por la salinidad, y la estabilizacién de las superficies propensas a la erosiéon

(Muckhopadhyay, 2014).

Actualmente, se considera que los nanodispositivos tendran la capacidad de
detectar infestaciones de plagas y de enfermedades en los cultivos, la deficiencia
de nutrientes o cualquier otro problema de fitosanidad, mucho antes de que los
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sintomas sean evidentes en la escala macro (Scott y Chen, 2013). No obstante, se
prevé un gran futuro a través de la exploracion y la explotacion de los materiales
biolégicos de origen agricola y natural en beneficio de una sociedad sostenible con

el estudio de los diversos nanomateriales (Faunce et al., 2013).

4.2.1.1 Nanoparticulas de 6xido de zinc en los cultivos agricolas

Las nanoparticulas son una opcion bastante prometedora debido a su tamafio, su
volumen de superficie, y sus propiedades fisicoquimicas. Diversas nanoparticulas
tienen aplicaciones potenciales en el sector agricola, un ejemplo de ellas son las de

oxido de cobre, las de 6xido de titanio, y las de 6xido de zinc (Kardos et al., 2014).

Existen reportes indicando que las ZnO NPs incrementan el nivel del acido
indolacético en las raices y en los brotes apicales, promoviendo de esta forma la
velocidad de crecimiento en las plantas (Shyla y Natarajan, 2014). Esto es debido a
que el Zn es uno de los nutrientes esenciales y un componente muy importante de
varias enzimas responsables de diversas reacciones metabdlicas; también
desemperia una funcion importante en la produccién de la clorofila, la germinacién
de las semillas, la produccién del polen, y de la biomasa (Pandey et al., 2010). El
efecto de las ZnO NPs en el crecimiento vegetal podria relacionarse también a la
actividad que tiene el Zn como precursor en la produccién de auxinas, las cuales

promueven la elongacion y la division celular (Rehman et al., 2012).

Este efecto promotor ha sido atribuido al Zn por ser éste uno de los micronutrientes
esenciales demandados para la division celular y por su importancia como

componente de varias enzimas, el cual a su vez también esta implicado en la
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sintesis de las proteinas, los carbohidratos, los lipidos, y los acidos nucleicos

(Tarafdar et al., 2014).

Por lo anteriormente expuesto, el presente proyecto pretende evaluar el efecto de
las ZnO NPs con el objetivo de mejorar la calidad fisioldgica y sanitaria de la semilla,

y el vigor de la plantula de una raza de maiz nativo pigmentado del Estado de México
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacién del experimento

El presente estudio se desarrollo en la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM), Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES Cuautitlan), Unidad de
Investigacion  Multidisciplinaria  (UIM-Laboratorio 14), cuyas coordenadas
geograficas son 19° 41’ 23.2” latitud N y 99° 11 '23.9” longitud O, con una altitud de

2280 msnm.

5.2 Quimicos y reactivos

Todos los quimicos y los reactivos utilizados en este estudio fueron de grado
analitico y se utilizaron sin purificacion. Se empled nitrato de zinc hexahidratado
(ZN(NO3)2 - 6H20, pureza de 98%), hidroxido de sodio (NaOH, pureza = 97%) y
glicerol (CsHsOs, pureza = 99.5%), los cuales fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, MO, USA). El almidén de maiz de grado comercial se adquirié de
Ingredion México S.A. de C.V. (Tlalnepantla, Estado de México, México). Se empled

agua desionizada para la preparacion de las soluciones respectivas.

5.3 Sintesis y caracterizacion de las ZnO NPs
Las ZnO NPs fueron sintetizadas por el método de precipitacién con base en la
metodologia descrita por Estrada-Urbina et al. (2018), empleando nitrato de zinc

hexahidratado (Zn(NO3)2:6H20) e hidréxido de sodio (NaOH) como precursores.

Las ZnO NPs fueron caracterizadas por espectroscopia de UV-Vis de absorcion
(Cary 8454 UV-Vis, Agilent Technologies, Woodbridge, Ontario, USA),

espectroscopia de reflectancia difusa (DRS, Lambda 365, Perkin-Elmer, Waltham,
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MA, USA), fluorescencia (LS-55, Pexcvbnrkin-Elmer, Waltham, MA, USA),
microcopia electronica de transmision (TEM, JEM-1010, JEOL, Peabody, MA, USA),
andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA, NanoSight NS300, Malvern
Instruments, Worcestershire, UK), y espectroscopia de infrarrojo con transformada
de Fourier con reflexién total atenuada (FTIR-ATR, Frontier SP8000, Perkin-Elmer,
Waltham, MA, USA) de acuerdo con las metodologias descritas por Estrada-Urbina

et al. (2018) y Hernandez Meléndez et al. (2018).

5.5 Experimento en el laboratorio

5.5.1 Material vegetal
Se utilizé semilla de maiz nativo pigmentado rojo (Tlalnepantla-0917) producida y
cosechada en el afio 2017 a 2308 msnm en Coyotepec, Estado de México (Figura

1) la cual fue proporcionada por los pequefios productores de la region.

Figura 1. Semilla de maiz nativo rojo (Tlalnepantla-0917).

La semilla fue del tipo semi-cristalino/harinoso con un tamafio promedio de 11.6 x

8.3 x 4.3 mm de largo, ancho, y espesor (semilla plano medio), con un peso de mil
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semillas de 341.8 £ 0.22 g y un peso hectolitrico de 75.81 * 0.45 kg/hL. La semilla

presentd un contenido de humedad de 9.7 £ 0.16 % y un valor de pH de 6.02 + 0.03.

5.5.2 Suspension de recubrimiento con las ZnO NPs

Para el recubrimiento, se prepard una suspension de 600 mL para 1 Kg de semilla.
Para ello, 7 g de almidon de maiz fueron suspendidos en 450 mL de agua
<desionizada. Se mezcldé hasta homogeneizar y se calentd hasta alcanzar 80°C
para lograr la gelatinizacion. La suspension se mantuvo en agitacion durante 10 min
y se agregaron 700 pL de glicerol como agente plastificante y se dejé en agitacion
durante 5 min. Posteriormente, 350 mg de ZnO NPs fueron suspendidos en 150 mL
de agua desionizada y se llevé a sonicar durante 20 min a 25 KHz y 100% de
potencia para re-suspender las nanoparticulas. Finalmente se agregaron las ZnO
NPs a la suspension del almidon y se dej6 enfriar a temperatura ambiente (Figura

2).

Figura 2. Suspension de recubrimiento a base de almidén de maiz gelatinizado
conteniendo las ZnO NPs.
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5.5.3 Acondicionamiento de las semillas

Las semillas se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante
1 min y se enjuagaron en agua destilada estéril tres veces para remover el
excedente. Posterior a ello, las semillas fueron inmersas en la suspension
preparada de ZnO NPs durante 10 min. Una vez transcurrido el tiempo, las semillas

se retiraron y se secaron a temperatura ambiente.

5.6 Descripcion de los tratamientos

El primer tratamiento con la etiqueta “Control” consistio en la semilla sin
recubrimiento; el segundo tratamiento denominado “SC” consté en un recubrimiento
a la semilla con almidéon de maiz gelatinizado; y el tercer tratamiento con la
abreviacion “ZnO NPs”, fue el recubrimiento de la semilla a base de almidon de maiz
gelatinizado con la incorporacion de las ZnO NPs a un contenido de 0.16 mg ZnO

NPs (= 7.7 x 10° particulas por semilla).

5.7 Evaluacion de la calidad de la semilla

La influencia de las ZnO NPs sobre la calidad de la semilla se determiné mediante
la valoracion de: 1) la calidad fisiolégica, tomando en cuenta el porcentaje de
germinacion, 2) la calidad sanitaria, registrando el nimero de semillas contaminadas
por microorganismos, 3) el vigor de la plantula, considerando ciertos parametros
morfol6gicos como la longitud de la plumula, el diametro de la plumula, la longitud
de laraiz, y el nUmero de raices secundarias, y 4) la produccién de biomoléculas en
el tejido de la parte aérea y de la raiz de las plantulas, mediante un analisis FTIR-

ATR.
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5.7.1 Germinacion estandar

Se emplearon cuatro réplicas de 50 semillas sobre toallas de papel celulosa,
previamente hidratadas. Los tratamientos fueron aleatorizados y los rollos se
colocaron en una camara de germinacion a 25°C durante 7 d con fotoperiodo
alternado de 16/8. Las plantulas fueron evaluadas de acuerdo con los

procedimientos de la Asociacién Internacional de Andlisis de Semillas (ISTA, 2005).

5.7.2 Vigor por envejecimiento acelerado

Se dispusieron de 50 semillas en réplicas de cuatro que fueron colocadas sobre una
zaranda dentro de una camara plastica conteniendo 1 L de agua (camara interna),
y situada en una cdmara de EA (camara externa). Las semillas se envejecieron a
41°C y 100% de humedad relativa durante 96 h (Moreno, 1984). Transcurrido el

tiempo de estrés, se procedid a realizar la prueba de germinacion estandar.

5.8. Variables evaluadas

5.8.1 Porcentaje de germinacion y de contaminacion microbiolégica

Para el porcentaje de germinacién se cont6 el nimero de semillas que produjeron
plantulas al séptimo dia, considerando germinadas a las semillas que presentaron
la emergencia de la radicula o0 mas del 50 % del coledptilo lleno y a punto de salir la

hoja (Hartmann y Kester, 1982).

Del mismo modo se realizé el registro de la contaminacion microbiolégica en la
semilla tomando en cuenta como semilla contaminada aquella que present6 micelio

0 colonias bacterianas en la epidermis.
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Los porcentajes de germinacién y de contaminacion se calcularon mediante las

siguientes ecuaciones:

NSG
50

PG = ( )100 1)

PC = (%) 100 )

50

Donde PG= porcentaje de germinacion, NSG= numero de semillas germinadas;

PC= porcentaje de contaminaciéon, NSC= numero de semillas contaminadas.

5.8.2 Longitud y didmetro de la plumula

El recuento de las plumulas se realizé a los 7 d posteriores de efectuada la prueba.
Para la longitud de la plumula se tomé como base a partir de la interseccién raiz-
mesocotilo hasta el apice del coleoptilo, reportando los datos en cm. El didmetro de
la plumula se realiz6 con la ayuda de un vernier digital Digital Caliper + 0.001 mm.
La medicion se realizé en la interseccion mesocotilo-coledptilo y se reportaron los

datos en mm.

5.8.3 Longitud de laraiz y numero de raices secundarias

Se midi6 la longitud de la raiz principal de las plantulas tomando como base la
insercion de la raiz con la semilla hasta el apice de la misma, y expresando los datos
en cm. Asi también, se cuantificd el nimero de raices secundarias que promovio

cada plantula y se report6 el dato como el nimero promedio.

5.8.4 Analisis FTIR-ATR (raiz y plumula)
Con la finalidad de identificar los grupos funcionales y la inferencia de los

compuestos respectivos en el tejido de las plantulas de cada tratamiento, se
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procedié conforme a la metodologia de Estrada-Urbina et al. (2018). Para ello, el
tejido seco de 7 d de la plumula y de la raiz fue macerado y analizado mediante la
espectroscopia FTIR-ATR previamente descrita, en un rango de 400-4000 cm™. Las
areas de las principales bandas del espectro IR fueron calculadas mediante el

software Spectrum 10.4.2.

5.9 Disefio experimental y andlisis estadistico

El estudio se ejecutd bajo un disefio experimental completamente al azar con tres
tratamientos y cuatro repeticiones. Se efectud la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis (a= 0.05) para el analisis de las variables expresadas en porcentajes y los
analisis de varianza (ANDEVA) empleando la prueba de Tukey (a= 0.05) para las
variables referentes al vigor de la plantula. Los datos fueron analizados con el

paquete estadistico SAS.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion de las ZnO NPs

6.1.1 Propiedades Opticas de ultravioleta visible y de reflectancia difusa
La espectroscopia de UV-visible de absorcion es usada ampliamente como una
técnica para examinar las propiedades 6pticas de 6xidos metélicos a nanoescala.
El espectro de absorcion de las ZnO NPs sintetizadas (Figura 3) revela el pico
caracteristico del ZnO a nanoescala, a una longitud de onda de 376 nm (Zak et al.,
2011), lo que indica la naturaleza monodispersa de la distribucion de las NPs. No
se observaron otros picos en el espectro, lo que confirma que el producto sintetizado
es solamente ZnO en la fase hexagonal de la wurtzita.
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Figura 3. Espectro de absorcion UV-Vis de las nanoparticulas de ZnO

sintetizadas.
El espectro de la reflectancia difusa (Figura 4a) muestra una fuerte disminucion

alrededor de los 450 nm, que puede relacionarse a la banda-gap debido a la
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transicion de los electrones que se mueven de la banda de valencia a la banda de

conduccion.

Igualmente, la energia de la banda gap se estim6 de acuerdo con la funcién de
Kubelka-Munk ([F(R)hu]?) frente a la energia del fotén (hv), teniendo como resultado

un valor estimado de 3.21 eV de la banda gap de las ZnO NPs (Figura 4b).
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Figura 4. (a) Espectro de reflectancia difusa, y (b) Espectro de reflectancia de las

nanoparticulas de ZnO sintetizadas, transformado por la funcion de Kubelka-Munk.

Este resultado es similar con lo reportado por Khorsand et al. (2013), quienes
encontraron un valor de banda gap de 3.28 eV para nanopatrticulas de ZnO cuasi-

esféricas, calcinadas a 600 °C.

El espectro de fluorescencia de las ZnO NPs (Figura 5) se determind en una
suspension acuosa a una longitud de onda de excitacion de 325 nm. En el espectro
se observaron los cuatro picos de emision caracteristicos del ZnO nanométrico en

estado puro, a longitudes de onda de 422 nm, 445 nm, 485 nm, y 527 nm.
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Figura 5. Espectro de emision de fluorescencia de las nanoparticulas de ZnO
sintetizadas.

En este estudio, el pico de emision azul a 422 nm se atribuye a la formacién de
defectos intersticiales del Zn, la emision azul a 445 y 485 nm puede ser el resultado
de la transicidon de los electrones desde el nivel de las vacancias de oxigeno
ionizado a la banda de valencia, y la fluorescencia verde a 527 nm puede atribuirse
a los defectos antisitio. Estos resultados son similares con lo reportado por
Hernandez-Meléndez et al. (2010) quienes encontraron los picos de emision
caracteristicos, a longitudes de onda de 423 nm, 445 nm, 485 nm y 527 nm en una
suspensién acuosa, a una longitud de onda de excitacion de 325 nm, en

nanoparticulas de ZnO.

Comunmente se considera que la emision del borde de banda que se encuentra en
un rango de los 400 nm, debe atribuirse a la recombinacion de excitones
(Vanheusden et al., 1996), y que la emision verde a los 422 nm, corresponde a las

vacancias de oxigeno ionizado del ZnO, resultante de la recombinacion de una
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abertura generada por fotones con el Unico estado de carga ionizado de este defecto
(Monticone et al., 1998). La emisién azul-verde puede ser el resultado de la
transicion de los electrones desde el nivel de las vacancias de oxigeno ionizado a
la banda de valencia a los 445 y 485 nm (Monticone et al., 1998; Yadav et al., 2008;

Hernandez Meléndez et al., 2018).

6.1.2 Morfologia de las nanoparticulas de ZnO
La microscopia de transmision electronica (TEM) permite visualizar directamente la
estructura y el tamafo de una o de un conjunto de nanoparticulas. Ademas, permite

conocer la distribucidon de tamario y la dispersidén de las nanoparticulas.

En la Figura 6 se muestra la morfologia y el tamafio de las ZnO NPs sintetizadas.
Se puede observar de manera clara que las particulas tienen un rango estrecho en

lo referente a su didmetro y presentan una forma cuasi-esférica.

200 nm

Figura 6. Imagen ilustrativa del TEM de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas.

Esta gama de tamafios de particula puede ser el resultado de la nucleacion

dependiente del tiempo y del crecimiento de las nanoparticulas durante la sintesis.
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6.1.3 Distribucion del tamafio y concentracion de las particulas usando
analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA)

La distribucion del tamafio de las ZnO NPs sintetizadas (Figura 7) indic6 una
distribucion relativamente amplia (76-334 nm). El tamafio promedio de las particulas
y el valor de la moda calculados a partir del NTA fueron de 180 nm y 124 nm,
respectivamente. No obstante, se encontraron también dos poblaciones menores

con didmetros mayores (180 nmy 334 nm).
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Figura 7. Distribucion del tamafio y concentracion de las nanopatrticulas de ZnO

sintetizadas.
Es bien sabido que la dispersibn de luz dindmica permite relacionar el
desplazamiento aleatorio de las particulas con el didmetro hidrodinamico de éstas.
Este didmetro dependera de la fuerza i6nica del medio, de la concentracion de la
disolucién, de la temperatura, y de su indice de refraccion. En medios de elevada
fuerza idnica, el tamafio obtenido es menor al real de la nanoparticula, mientras que
en medios de baja fuerza idnica se obtienen valores del diametro de particula

mayores (Llinas y Sanchez-Garcia, 2013). En este sentido, las particulas con un
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gran didmetro hidrodinamico podrian deberse a la formacién de agregados a partir

de particulas primarias en la suspension (Wagner et al., 2016).

En cuanto a la concentracion de las particulas, la preparacion de ZnO NPs presento
7.7 x 10® particulas/mL. En consecuencia, cada semilla de maiz tuvo

aproximadamente 7.7 x 10° particulas.

6.1.4 Andlisis FTIR-ATR de las nanoparticulas de ZnO

El espectro FTIR de las ZnO NPs calcinadas a 600 °C se puede apreciar en la
Figura 8. En el espectro se observé una banda ancha alrededor de los 391 cm que
se atribuy6 al modo de vibracion Zn-O. Este resultado es similar a lo reportado por
Khorsand et al. (2013) quienes observaron una banda de absorcién a los 410 cm
correspondiente a la forma hexagonal del ZnO. Se encontré también en el espectro
una banda de absorcién a 1440 cm, que puede estar relacionada con el C-O 'y, por

lo tanto, puede ser desechada.
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Figura 8. Espectro tipico de FTIR-ATR de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas.
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6.2 Vigor de la semilla

6.2.1 Calidad fisioldgica

En el presente estudio se encontré diferencia estadistica significativa (p < 0.05) en
el porcentaje de germinacién tanto en la prueba de germinacion estandar (GE) como
en el envejecimiento acelerado (EA). Las semillas tratadas con el recubrimiento
conteniendo las ZnO NPs mostraron una germinacion del 97% en la prueba de GE,
en contraste con las semillas del grupo Control y del grupo SC cuyo valor fue del
80% y 83%, respectivamente (Tabla 1), pudiendo observarse en la Figura 9 la

germinacion de las semillas de cada tratamiento.

Tabla 1. Efecto de las ZnO NPs en la calidad fisiol6gica y sanitaria de las semillas
de maiz durante las pruebas de germinacion estandar (GE) y de envejecimiento

acelerado (EA).

_ Germinacién (%) Contaminacion (%)
Tratamiento
GE EA GE EA
Control 80+352 68+352 70+362 45+532
SC 83+252 80+25%a 58+3.12 40+ 482
ZnO NPs 97 +25" 90+3.3° 37+£4.2P 8+24°

Medias con diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (Kruskal-Wallis p <
0.05). Valor promedio * error estandar.

En la prueba del EA, el grupo Control presentd el menor porcentaje de germinacion
(68%) cuando se comparé con el grupo de ZnO NPs, cuyo valor fue del 90%. No
obstante, el recubrimiento con el almidén parecié mantener la germinacion estandar
de la semilla (80%). De este resultado se concluye que: a) el almidon gelatinizado
mantuvo la germinacién de la semilla cuando ésta se encontraba en condiciones
desfavorables como las suscitadas en el EA, y b) las ZnO NPs tuvieron la capacidad

de promover e incrementar el porcentaje de germinacion de las semillas.
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Figura 9. Comparacion de la germinacion en la prueba del envejecimiento
acelerado (EA). (a) ZnO NPs, (b) Semilla cubierta, y (c) Control.

Adhikari et al., (2016) reportaron un incremento en la germinacién de las semillas
de diversas especies (90-100%) cuando evaluaron la influencia de nanoparticulas
de ZnO (<100 nm) mediante un recubrimiento a la semilla, a un contenido de 25 mg

Zn/g de semilla, en comparacion con un grupo Control (80%).
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De igual forma, trabajos desarrollados en diversas especies de plantas confirman
que las ZnO NPs promueven la germinacion y el crecimiento de las plantulas
(Siddiqui et al.,, 2015). Otros investigadores encontraron efectos positivos
significativos en la germinacion de las semillas de cacahuate y de frijol mungo con
el uso de ZnO NPs en comparacion con un grupo Control (Prasad et al., 2012;
Jayarambabu et al., 2014). Por su parte, Pandey et al. (2010) encontraron efectos
promisorios cuando estudiaron el efecto de las ZnO NPs en la germinacién y la

velocidad de crecimiento del garbanzo.

En esta investigacion, la germinacion de la semilla de maiz se vio favorecida por las
ZnO NPs en ambas pruebas, siendo mas notorio el resultado en el EA, por lo que
las ZnO NPs desarrollaron un papel importante en la germinacion debido que el Zn
es un metal que se encuentra presente en las clases de enzimas oxidorreductasas,
transferasas, hidrolasas, liasas, ligasas e isomerasas (Auld, 2001), por tanto, se
sugiere que la presencia del Zn en escala nanométrica tiene una funcién muy
importante como cofactor de las enzimas involucradas en el proceso de la
germinacién (Pandey et al., 2010), el cual a su vez esta implicado en la sintesis de
las proteinas, los carbohidratos, los lipidos, y los acidos nucleicos (Tarafdar et al.,
2014). En este sentido, la prueba del EA se ha desarrollado para la evaluacion de
la calidad fisiolégica de las semillas mediante la determinacion del vigor debido a la
dificultad que se presenta el estudiar el efecto del deterioro de las semillas por
periodos largos de almacenamiento. Los resultados reportados en el este estudio
indicaron que el recubrimiento con almidén de maiz gelatinizado conteniendo las

ZnO NPs desempefié una doble funcién en la germinacion de las semillas de una
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raza de maiz nativo: 1) el recubrimiento con almidén fungié como una capa
protectora a la semilla evitando un deterioro avanzado cuando ésta se encontro bajo
las condiciones del estrés abibtico; y 2) el Zn se relaciond en la proteccién y el
mantenimiento de la estabilidad estructural de las membranas celulares, asi como
en la sintesis de las proteinas, y una tolerancia al estrés debido a las condiciones
del ambiente. No obstante, no hay estudios que comprueben la capacidad
protectora del almidon y de las ZnO NPs a la semilla mediante un recubrimiento, por
lo que esta investigacion puede ser considerada pionera para este tipo de

evaluaciones en la determinacion del vigor de las semillas.

6.2.2 Calidad sanitaria
En lo que respecta a la calidad sanitaria, se encontré una contaminacion
microbiolégica en la semilla principalmente por los hongos de los géneros Fusarium

spp., Penicillium spp., y Trichoderma spp (Figura 10).

Figura 10. Comparacion de la contaminacion microbiolégica en la semilla de maiz

durante la prueba de germinacién estandar. (a) ZnO NPs, (b) Semilla cubierta, y
(c) Control.

Se observo que las ZnO NPs protegieron a la semilla contra algunos patdégenos

tanto en la prueba de GE como en el EA, por lo que en estos tratamientos se
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presentd un porcentaje de contaminacién microbioldgica menor (23%), en contraste
con el grupo Control (58%), lo que pone en evidencia la capacidad anti fungica que
tienen las nanoparticulas colocandolas asi como una alternativa al uso de fungicidas
sintéticos, disminuyendo de esta forma el impacto negativo que éstos generan para

el ambiente.

De igual forma se ha encontrado que las ZnO NPs poseen actividad fuertemente
anti fungica y bactericida a bajas concentraciones sin afectar la fertilidad del suelo
en comparacion con los fungicidas tradicionales (Ruparelia et al., 2008). El efecto
biocida de las NPs frente a ciertos patdgenos aun se desconoce; sin embargo, se
ha visto que las ZnO NPs desestabilizan la membrana celular de las bacterias y de
los hongos provocando modificaciones en la permeabilidad de la misma, una merma
en el nivel de ATP que se refleja en una baja tasa de respiracion, asi como dafios

al ADN (Monge, 2009).

6.3 Vigor de la plantula
6.3.1 Longitud y didametro de la plumula
De igual forma se encontrdé un mayor vigor de la plantula con la incorporacién de las

ZnO NPs en el recubrimiento con almidén en la semilla de maiz (Figura 11).

Con relacién a la longitud de la plumula, en ambas pruebas de germinacion, el grupo
ZnO NPs present6 diferencia estadistica significativa cuando se comparé con el

grupo Control y el grupo SC (Tabla 2).
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Figura 11. Comparacion del vigor de la plantula de maiz a los 7 d. (a2) ZnO NPs,
(b) Semilla cubierta, y (c) Control.

Las plumulas del grupo Control se mostraron raquiticas debido que presentaron la
menor longitud (12.75 cm y 8.05 cm) y el menor didmetro (2.78 mm y 1.55 mm) de
manera correspondiente en la GE y en el EA; a diferencia de las plumulas del
tratamiento con ZnO NPs que exhibieron valores de 14.37 cm y 11.09 cm para la
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longitud, y de 3.41 mm y 1.97 mm para el didmetro. Consecuentemente, las

plumulas del tratamiento con ZnO NPs fueron las mas vigorosas.

Este efecto puede relacionarse a la actividad que tiene el Zn como precursor en la
produccion de auxinas, las cuales promueven la elongacion y la division celular
(Rehman et al., 2012). Diversos reportes indican que las ZnO NPs incrementan el
nivel de AIA en las raices y en los brotes apicales, promoviendo de esta forma la
velocidad de crecimiento de las plantas (Shyla y Natarajan, 2014). En otros estudios,
varios investigadores encontraron que las plumulas presentaron mayor vigor
cuando las semillas fueron inmersas en suspensiones conteniendo ZnO NPs, en
contraste con aquellas que no fueron inmersas (Prasad et al., 2012; Estrada-Urbina

et al., 2018).

En este estudio se considerd el diametro de la plumula para definir de manera mas
estricta el vigor de la plantula, puesto que se infiere que el didmetro de la plumula
influye de manera directa en el didmetro del tallo, que es una caracteristica de suma
relevancia al evaluar plantas de maiz, ya que una planta con tallo delgado tendra
una mayor probabilidad de sufrir acame, ocasionando pérdidas significativas en el

cultivo.

5.3.2 Longitud de laraiz y niumero de raices secundarias
Las plantulas del tratamiento ZnO NPs presentaron un efecto superior y significativo
en la prueba de GE y en el EA enlo que concierne a la longitud de la raiz y al nGmero

de raices secundarias producidas (Tabla 2, Figura 11).
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En este sentido, el crecimiento de las estructuras de soporte (raices) de las plantulas
evaluadas fue estimulado cuando se incorporé a la semilla ZnO de tamafio
nanomeétrico, obteniendo una longitud promedio de 20.32 cm y 17.93 cm en la
prueba de GE y en el EA, respectivamente. Mientras que el grupo Control, presentd

valores de 16.23 cm y 14.96 cm en las pruebas referidas anteriormente.

De manera adicional, las plantulas del grupo ZnO NPs exhibieron diferencia
estadistica en la prueba de GE y en el EA en lo que respecta al desarrollo de las
raices secundarias. En ambas pruebas, las plantulas del grupo ZnO NPs mostraron
el valor mas alto de raices producidas con 3.36 y 3.0, correspondientemente, en
contraste con el grupo Control, cuyos promedios fueron de 2.6 y 1.63,
respectivamente. Este resultado puede estar relacionado a una mayor produccion
de auxinas, las cuales estimulan la divisién celular para la formacion de las raices
laterales (Jordan y Casaretto, 2006). Se precisa que el desarrollo de las raices
secundarias es un aspecto importante, puesto que, entre mas raices tenga una
planta, mayores posibilidades tendra de absorber los nutrientes que necesita asi
como un mejor anclaje en el suelo, lo que se traducird en un mayor vigor. Por ello,
la cuantificacion del nimero de raices laterales fue un aspecto importante que se

considero en la evaluacion del vigor de la plantula.

Del mismo modo, Shah y Belozerova (2009) encontraron un incremento significativo
en la longitud de la raiz en comparacion con un grupo control cuando analizaron la
influencia de las nanoparticulas metalicas (silicio, paladio, oro y cobre) en la

germinacion de semillas de lechuga.
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Al respecto, no hay suficiente informacion sobre el empleo de nanoparticulas de
ZnO en la calidad fisiologica de las semillas de maiz; sin embargo, Prasad et al.
(2012) y Jayarambabu et al. (2014), reportaron una mayor longitud radicular con la
aplicacion de nanoparticulas de ZnO en comparacion con un tratamiento Control en

semillas de diversas especies.
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Tabla 2. Efecto de las ZnO NPs en el vigor de la plantula de maiz en la prueba de germinacion estandar (GE) y en el

envejecimiento acelerado (EA).

Tratamiento

Longitud (cm)

Diametro (mm)

GE EA GE EA
Control 12.75+0.42 8.1+052 2.78+0.1°% 1.55+0.12
Plimula sC 13.48 + 0.4 3 9.5+0.4 3 3.12+0.1° 1.72+0.1°2
Zn0 NPs 14.37+05° 11.1+0.6" 3.41+01° 1.97+0.1b
Longitud (cm) Raices secundarias (No.)

GE EA GE EA
Control 16.2+0.7 2 149+052 260+0.1°2 1.63+0.12
Raiz scC 20.3+06°" 16.6 + 0.5 3.31+0.1° 295+0.2°
ZnO NPs 20.3+0.6° 17.9+06°" 3.36+0.1° 3.00+0.1°

Medias con diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferente (Tukey p<0.05). Valor promedio * error estandar.
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6.4 Analisis FTIR-ATR

Las bandas de la espectroscopia FTIR-ATR para la raiz y la parte aérea de la
plantula de maiz se muestran en la Tabla 3 y sus espectros correspondientes en la
Figura 12. Las bandas obtenidas concuerdan con lo reportado en la literatura para
el analisis de tejido vegetal (Dokken and Davis, 2007; Morales et al., 2013; Xu et al.,
2013; Suresh et al., 2016a; Suresh et al., 2016b). La vibracién encontrada en un
rango de 3260-3180 cm?' (banda A) es asignada a un estiramiento
simétrico/asimétrico de N-H en las amidas primarias, los aminoécidos, y las
proteinas. Se encontré también un estiramiento C-H simétrico/asimétrico en ~2920
cm? (banda B), la cual corresponde a los lipidos, con excepcién del Control en cuyo

tratamiento no se observaron dichas vibraciones.

Adicionalmente, estiramientos de tipo N=N respectivos de aminas primarias fueron
observados en un rango de 2360-2340 cm™ (banda C). Diversos compuestos como
la lignina, las proteinas, los lipidos, y los polisacaridos fueron encontrados en una
banda en ~1590 cm! (banda D). Una flexién simétrica de C-H se encontré en ~1370
cm? correspondiendo de manera principal a los lipidos, asi como también a los
polisacaridos y a la celulosa (banda E). La banda F en ~1249 cm* corresponde a
una deformaciéon asimétrica C-O-H perteneciente a la banda diagnéstica de la
celulosa y de la hemicelulosa, mientras que lo conveniente a la banda G en el rango
de 1200-900 cm™ fue caracteristica de un estiramiento/flexion de C-O-H de los
carbohidratos. Finalmente, se encontré una flexibn en C-C=0 respectiva de los

acidos carboxilicos en la regiéon de los 550 cm™ (banda H).
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Figura 12. Espectro FTIR del tejido de la plantula de maiz. (a) Raiz, y (b) Plumula.
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Tabla. 3 Asignaciones de las bandas de las principales vibraciones activas presentes en los espectros FTIR-ATR de la
plumula y de la raiz de la plantula de maiz.

NUmero de onda (cm™)

Banda Raiz Plumula Grupo funcional y componente comunmente asignado
ZnO NPs Control SC ZnO NPs Control  SC
A 3253 3168 3190 3244 3127 3189 Vibracion de estiramiento N-H (péptidos y proteinas).
B 2920 2926 2926 2920 - 2915 Estiramiento simétrico/asimétrico de C-H (lipidos).
C 2341 2337 2343 2366 2359 2354  Estiramiento N=N, en aminas primarias.
D 1582 1579 1579 1630 - 1627 Estiramiento aromatico C=C (lignina).
c 1367 1375 1364 1410 ) ) Flexion C-H simétrica de —(CHs)n— —(CHz)n— (lipidos,
polisacaridos y celulosa).
F 1249 - 1250 1243 - - Deformacién asimétrica C-O-H (hemicelulosa y celulosa).
1037 1033 1034 1032 - 1036 Estiramiento C-O/flexiébn C-O de C-O-H (carbohidratos).
H 555 551 553 551 - 555  Flexion C-C=0 en é&cidos carboxilicos.
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Estos resultados conciernen con el estado juvenil de la planta, por tal motivo, la
presencia de los carbohidratos fue mayor. No obstante, el incremento en la
produccion de las proteinas en el tejido de la parte aérea puede estar relacionado
con una mayor actividad enzimética debido al Zn. En el mismo sentido, la presencia
del Zn en escala nanométrica promovio una mayor produccion de las proteinas, los
lipidos, los carbohidratos, y la celulosa en el tejido de la parte aérea, en comparacion
con el grupo Control, cuyos componentes no se presentaron, tal es el caso de la
banda F referente a la celulosa y la hemicelulosa que no se expres6 en ambos
tejidos de las plantulas del grupo Control, por lo que de manera incuestionable se
observo que las ZnO NPs afectaron de manera positiva la produccién de moléculas

estructurales en el tejido vegetal, resultando en un buen desarrollo de la plantula.

Actualmente, la espectroscopia FTIR es empleada para estudiar componentes de
manera individual o para la estructura de la biomasa (Xu et al., 2013). Reportes
indican que mediante esta técnica se ha determinado la presencia de celulosa y de

pectina en la pared celular de la cebolla (McCann et al., 1992; Chen et al., 1997).

La técnica de FTIR-ATR resultd ser una alternativa no destructiva para la
identificacion de los grupos funcionales y la inferencia posterior de las biomoleculas
y/o compuestos respectivos que se encuentren presentes en el tejido vegetal. Los
resultados del FTIR-ATR del tejido de la raiz y de la parte aérea, sugieren que las
ZnO NPs tuvieron un efecto considerable cuando las semillas fueron inmersas en
una suspension con nanoparticulas, por lo que se observo un incremento evidente
en la produccidn de los carbohidratos, las proteinas, y los lipidos, asi como también

de los constituyentes estructurales como la lignina, la celulosa, y la hemicelulosa.
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Los datos del area de las bandas (Tabla 4) del tejido de la raiz y de la parte aérea
de la plantula de maiz demuestran una diferencia en el contenido de los grupos
funcionales de las proteinas (3260-3180 cm), la lignina (~1590 cm), y los
carbohidratos (1200-900 cm?), entre las plantulas del tratamiento con ZnO NPs con
relacion a las plantulas del grupo Control. De esto se evidencia que el Zn juega un
papel sustancial en las plantas, por lo que su aplicacion resulta en efectos positivos
en el crecimiento y el desarrollo de las mismas.

Tabla 4. Area de la banda del espectro FTIR-ATR del tejido de la raiz y de la

plimula en las plantulas de maiz.

Area de la banda (u.a.)

Banda Raiz Plumula

ZnO NPs Control SC ZnO NPs Control SC
A 513 249 313 637 104 302
B 37 10 9 108 0 17
C 230 203 210 152 172 138
D 136 90 102 350 88 147
E 90 14 24 125 0 10
F 21 0 8 43 0 0
G 714 308 466 1140 21 385
H 3 1 1 9 0 3
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VII.  CONCLUSIONES

Se logré la sintesis de ZnO NPs mediante un método sencillo de precipitacion
empleando nitrato de zinc e hidroxido de sodio. La caracterizacion de las
nanoparticulas se efectué con técnicas de espectroscopia de ultravioleta visible
(UV-Vis), de reflectancia difusa (UV-Vis DRS), de infrarrojo con transformada de
Fourier con reflexion total atenuada (FTIR-ATR), de fluorescencia, y por microscopia
electronica de transmision (TEM). El andlisis de seguimiento de nanoparticulas
(NTA) demostrd ser una técnica para la determinacion de la concentracion y de la
cantidad de particulas empleadas en este estudio, por lo que esta investigacion se
muestra pionera en lo respectivo a esta técnica. Referente a la calidad de la semilla,
las ZnO NPs ejercieron un efecto positivo en la germinacion, brindando un mayor
vigor a la plantula y mejorando la produccioén de las biomoléculas estructurales. De
igual forma, se encontré que el uso de ZnO NPs mejor6 de manera evidente algunas
variables de importancia agronémica en la semilla de maiz como son la longitud de
la plumula, el diametro de la plumula, la longitud de la raiz, y el nimero de raices
secundarias. No obstante, a pesar de que las aplicaciones de la nanotecnologia son
abundantes, en el sector agricola aun esta limitada, por lo que se recomienda
realizar méas estudios sobre el uso de ZnO NPs en la evaluacion de la calidad de la
semilla, asi como en el crecimiento y el desarrollo de los cultivos agricolas, de
manera especial, en los maices nativos, los cuales, ademas de ser parte del
patrimonio biocultural de México, son el sustento de miles de familias en zonas
rurales, por lo que la proteccion y la conservacion del germoplasma mexicano

resulta fundamental.
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