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RESUMEN. Recientemente se ha reportado el potencial de los nanofertilizantes
para incrementar rendimientos de los cultivos. Las nanoparticulas de hidroxiapatita
(nHAp) se aplican como fertilizantes a las plantas por su alto contenido en P
y Ca (Cajog(PO4)6(OH),), pero hay escasa informacién al respecto. El objetivo
del trabajo fue producir nHAp sintético, caracterizarlo y evaluar su efecto como
nutriente en el desarrollo de plantulas de rdbano (Raphanus sativus) variedad
Champion. La sintesis de nHAp se realizé mediante una solucién acuosa de
hidréxido de calcio [Ca(OH);] y acido ortofosférico (H3PQO,4). Para analizar su
efecto biologico, se establecié un bioensayo con siete tratamientos en semillas
de rabano con las siguientes concentraciones: control (agua destilada, T1); 25
(T2); 50 (T3); 100 (T4); 200 (T5); 500 (T6) y 1 000 mg L~! (T7); las plantulas se
desarrollaron hasta los siete dias después de la siembra. Los resultados muestran
que una concentraciéon de 1 000 mg L! redujo la germinacién en 14,4% en
comparacién con el tratamiento control (0 mL™!). Mientras que el vigor de las
plantulas se redujo 11.2% con 500 mg L~!. La plumula y radicula no mostraron
diferencias significativas por los tratamientos con respecto al control, sin embargo,
se observé una diferencia estadistica con las dosis de 25 y 200 mg L~!, al
inhibir y promover respectivamente el crecimiento de las plantulas. Se observé
que altas concentraciones de nHAp generaban efectos adversos en las semillas.
Finalmente, las nHAp estimularon la produccién de biomasa.

Palabras clave: Nanotecnologia, nanofertilizante, radicula, semillas, vigor.

ABSTRACT. The potential of nanofertilizers to increase crop yields has re-
cently been reported. Hydroxyapatite nanoparticles (nHAp) are applied as
fertilizers to plants due to their high content of P and Ca (Cajg(PO4)s(OH),),
but there is little information in this regard. The objective of the work was to
produce synthetic nHAp, characterize it and evaluate its effect as a nutrient in
the development of seedlings of radish (Raphanus sativus) variety Champion.
The synthesis of nHAp was carried out using an aqueous solution of calcium
hydroxide [Ca(OH);] and orthophosphoric acid (H3POy4). To analyze its biological
effect, a bioassay was established with seven treatments on radish seeds with the
following concentrations: control (distilled water, T1); 25 (T2); 50 (T3); 100 (T4);
200 (T5); 500 (T6) and 1000 mg L= (T7); the seedlings developed up to seven
days after sowing. The results show that a concentration of 1 000 mg L~! reduced
germination by 14.4% compared to the control treatment (0 mL~!). While the vigor
of the seedlings was reduced 11.2% with 500 mg L~'. The plumule and radicle
did not show significant differences by the treatments with respect to the control,
however, a statistical difference was observed with the doses of 25 and 200 mg
L~!, when inhibiting and promoting the growth of the seedlings, respectively. High
concentrations of nHAp were found to have adverse effects on seeds. Finally, the
nHAp stimulated biomass production.

Key words: Nanotechnology, nanofertilizer, radicle, seeds, vigor.
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INTRODUCCION

Para atender la demanda de alimentos a nivel
mundial, en la década de 1960 se inici6 la Revolu-
cién Verde. Durante este periodo se promovieron
los fertilizantes sintéticos, usados cada vez en mayor
cantidad para incrementar los rendimientos agricolas
(Pazos-Rojas et al. 2016). Pero las reservas de roca
fosférica que se utilizan para elaborar los fertilizantes
fosfatados son finitas, estimandose que las reservas
se agotaran en los proximos 50 a 125 afnos con el
ritmo de explotacion actual (Kabiri et al. 2020; Cordell
y White 2015). Como consecuencia a medida que
continua la extraccion de roca fosférica, la calidad
del material de los yacimientos disminuye, los cos-
tos de produccién aumentan y la problematica del
futuro suministro de P parece recibir poca atencién
(Cordell et al. 2009). Aunado a lo anterior, el em-
pleo de agroquimicos sintéticos convencionales in-
crementa la presencia de metales pesados y agentes
téxicos, lo que deteriora la calidad del suelo, ademas
de disminuir su fertilidad natural (Méndez-Argulello y
Lira-Saldivar 2019). Como una alternativa para miti-
gar la futura escasez de P, se ha propuesto el uso de
la roca fosférica sintetizada en laboratorio (hidroxia-
patita), la cual puede dosificarse de forma directa al
cultivo como una suspensién de nanoparticulas para
mejorar su eficiencia de aplicacién y absorcion, lo que
aumenta la disponibilidad del P para las plantas, al
evitar su fijacion en el suelo (Banotra et al. 2017).
Las propiedades fisicas y quimicas de los materiales
a escala nanométrica son diferentes a las del mate-
rial a granel (Saleh 2020). El uso de nanofertilizantes
para la liberacién y control preciso de nutrientes per-
mite el desarrollo de una agricultura sostenible y com-
patible con el ambiente, ya que se reduce la cantidad
de insumos y se minimizan las pérdidas de nutrientes
(Predoi et al. 2020).

La principal ventaja de usar nHAp como
nanofertilizante, con respecto a otros nanomateriales,
es que son reconocidas por su biocompatibilidad y
biodegradabilidad intrinseca (Ramesh et al. 2018).
Por lo tanto; cuando se considera su aplicacion en
campo abierto, el perfil biolégico de la nHAp no
debe plantear ninguna preocupacién sobre la salud

humana y ambiental (Marchiol et al. 2019). Con
respecto a la aplicacion de la nHAp en la agricultura,
Rane et al. (2015) documentaron que este tipo de
nanoparticulas (NPs) pueden mejorar la fisiologia de
plantas de maiz al aumentar el contenido de clorofila,
el crecimiento vegetativo, la proliferacién de raices y
el rendimiento. Al respecto, Montalvo et al. (2015)
utilizaron las HAp NPs en plantas de trigo, reportaron
que ese tipo de NPs pueden actuar como fertilizante
fosfatado, ya que su tamafo permite que se muevan
con facilidad en el suelo, penetren por las raices y
fluyan por el xilema, mediante el flujo masivo de agua
creado por la transpiracién.

En un estudio realizado con plantas de lechuga
(Lactuca sativa) se reporta que la biomasa seca de
plantas cultivadas en suelos calcareos incrementa
con la aplicacion del P contenido en los nHAp, este
fue el método mas efectivo que la fuente ordinaria
de fertilizante de H3PO4-P (Taskin ef al. 2018). En
plantas de tomate (Solanum lycopersicum), Marchiol
et al. (2019) determinaron que la elongacion radicu-
lar debido a la aplicaciéon de nHAp fue estimulada de
forma significativa y que las plantas de tomate culti-
vadas en hidroponia no sufrieron efectos fitotéxicos.
Por lo que bajas concentraciones de HAp NPs po-
drian usarse como aportadoras de P y Ca, asi como
de otros elementos y moléculas nutritivas para las
plantas. Con respecto a la potencial fitotoxicidad de
las HAp NPs, hay reportes que afirman que las do-
sis elevadas de NPs metalicas inducen dicho efecto
y conllevan un posible riesgo para el crecimiento de
las plantas, en las cuales se han observado efec-
tos citotoxicos y genotdxicos debido al estrés oxida-
tivo que generan las especies reactivas de oxigeno
(ERO) (Antisari et al. 2018). Mientras que Rui et
al. (2017) al evaluar nanoparticulas de plata (NPsAg)
en cacahuate (Arachis hypogaea L.), reportaron que
la dosis de 2 000 mg Kg~! inhibi6 el crecimiento de
las plantas y la formacién de vainas. Otros estudios
con NPs de 6xidos metalicos como CuO, NiO, TiO,,
Fe; O3 y Co304 a diferentes dosis, reportan una re-
ducciéon en la germinacién de semillas de lechuga,
rabano y pepino; esto se atribuye a la adsorcion
de éstas sobre las superficies de las semillas y la
liberacion de iones metdlicos, en dosis mayores los

www.ujat.mx/era
2

E. ISSN: 2007-901X



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Flores-Herndndez et al.

Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita y su efecto en pldntulas de rdbano

Ecosist. Recur. Agropec. 8(1): e2747, 2021
https://doi.org/10.19136/era.a8nl.2747

efectos téxicos de las NPs varian con el tipo de cul-
tivo y el tamano de la semilla (Rizwan et al. 2017).
Por su parte Jain et al. (2017), evaluaron la fitotoxici-
dad de NPs de ZnO en semillas de mijo (Pennisetum
glaucum) y tomate (Solanum lycopersicum), encon-
traron que una concentracién de 1 000 mg L~! redujo
la germinacion en 18.3 y 60% para el mijo y tomate,
respectivamente. Ademas de que las estructuras de
las semillas de mijo (cuticula gruesa y testa lisa), les
permitieron ser menos sensibles a las suspensiones
con NPs de ZnO, en comparacién con las semillas de
tomate, las cuales tienen testa delgada y rugosa.

Para las HAp NPs a la fecha existen pocos es-
tudios que evallen su impacto en la germinacion y
crecimiento de plantulas. Al respecto, Marchiol et al.
(2019), reportan que la germinacion de semillas de
tomate no fue afectada por el aumento en la concen-
tracion de HAp NPs en unrangode 222000 mg L™,
mientras que la elongacion de la raiz fue estimulada.
Mientras que Ortiz et al. (2017) reportan que las
nHAp no tiene efectos téxicos en la germinacién de
semillas de L. sativa, por lo que la aplicacion de las
nHAp podria considerarse como proveedor de los
macronutrientes P y Ca. Pero ningun estudio ha
abordado el efecto de las nHAp sobre la germinacién,
vigor y crecimiento de plantulas de R. sativus. Debido
a esto, la hipotesis de este trabajo experimental fue,
que las diferentes dosis de nHAp pueden provocar
efectos variables en aspectos fisiologicos del rabano.
Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue pro-
ducir HAp NPs sintéticas, caracterizarlas y evaluar su
efecto como nutriente en el desarrollo de plantulas de
rabano.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La variedad de R. Sativus utilizada fue Cham-
pion (SAKATA®, México, Zapopan Jalisco) de
polinizacion libre, que genera bulbos uniformes de
forma redonda y color rojo brillante, ideal para culti-
varse el ciclo otono-invierno.

Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita

La sintesis de las HAp NPs se realiz6 mediante
el procedimiento descrito por Kottegoda et al. (2011),
a partir de una solucién acuosa de hidréxido de cal-
cio [Ca(OH),] y acido orto fosférico (H3PO4), con una
relacion estequiométrica de Ca/P = 1.67. La mezcla
se mantuvo en agitacién constante y se calenté a 95
°C para activar la reaccién quimica, como se muestra
a continuacion.

6H3PO4 + 10Ca(OH); — Cajo(PO4)6(OH)2 + 18H,O

Una vez realizada la reaccién de sintesis de
nHAp, la solucién resultante se dej6 reposar durante
72 h hasta que el producto esperado se precipitéd y
form6 la separacién de fase, al final del tiempo indi-
cado.

Caracterizacion de las nHAp por difraccion de
Rayos X (XRD)

Las nHAp se examinaron mediante un difrac-
tometro XRD (Rigaku, Ultima IV(R)). Los patrones
de difraccién de XRD se registraron en un rango de
20 de 10 a 80°, se obtuvo un tamano de NPs en
el rango de 10 a 45 nm. El célculo para obtener el
tamafo promedio de las particulas de cristalita, se
realizé6 mediante el software instalado en ese equipo
con base al método Halder-Wagner (lzumi y Takuiji
2015).

Caracterizacion de las nHAp con microscopio
electronico de transmision (TEM)

La morfologia y la microestructura de las nHAp
se determiné con un microscopio FEI-TITAN 80-
300 kV (Fisher Scientific, HiIIsboro®), operado a un
voltaje de aceleracion de 300 kV. Las muestras para
los andlisis se prepararon al depositar y evaporar una
gota de la solucién coloidal en rejillas de encaje de
carbono y cobre. El procesamiento de micrografias
del TEM se interpreté mediante el software Digital Mi-
crograph 3.7.0 (Gatan Software, Inc.). La descripcion
de las nHAp se realizd con imagenes de microscopia
electronica de transmision y alta resolucién (CTEM
y HRTEM), asi como por difraccion de electrones
(SAED).
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El andlisis de la imagen del TEM para deter-
minar el didmetro principal entre las NPs, se realiz6
al medir al menos 300 de ellas. La distribucion del
tamario de particula a partir de las imagenes CTEM,
se realiz6é con el siguiente procedimiento: 1) con el
software Image Pro-10 (Media Cibernetics Inc., Ver-
sion 10.0.3) se midié el didmetro medio de mas de
300 NPs; 2) con los datos obtenidos, se determino
la frecuencia absoluta para rangos de diametros tipi-
cos; y 3) con los datos anteriores expresados en
porcentaje se crearon los histogramas presentados.

Tratamientos aplicados de HAp NPs

Las suspensiones se prepararon con
nanoparticulas de un tamafo entre 10 y 45 nm. La
concentracion inicial fue de 5 000 mg L=!, en sus-
pension en agua desionizada estéril y dispersada du-
rante 30 min con un sonicador Tianjing Autoscience
(AS2060 Instrumental Factory™™). La suspension se
diluy6é y se aplicaron siete tratamientos, los cuales
fueron: control (agua destilada, T1); 25 (T2); 50 (T3);
100 (T4); 200 (T5); 500 (T6) y 1 000 mg L~! (T7).

Germinacion de semillas y crecimiento de plantu-
las

En cada tratamiento se utilizaron 75 semillas
las cuales se colocaron en cajas Petri (100 x 15 mm),
sin divisién. Los tratamientos se aplicaron una sola
vez durante la etapa de imbibicién, para lo cual se
afiadieron 10 mL de suspension de nHAp con una
pipeta, en cada uno de los tratamientos. Para luego
colocar las cajas Petri durante 4 h en una camara
de crecimiento para plantas [Equitec EGCS 3S, 301
3SHR (Equitek)®], a 25 4+ 2 °C con un fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad. Completado
el periodo de imbibicién de las semillas, se sem-
braron tres réplicas de 25 semillas por tratamiento
en papel Anchor (Seedburo Equipment Company),
humedecido con agua destilada, las semillas se colo-
caron de forma horizontal, sobre el papel, con el em-
brién ubicado hacia abajo, enseguida se procedi6 a
humedecer otro papel del mismo tamafo para cubrir
las semillas. Posteriormente, se plegaron en un rollo
de 4 cm de ancho, que se colocaron en cestas de
polietileno de 20 x 45 cm de ancho y alto, y se re-

gresaron a la cdmara de crecimiento durante siete
dias bajo las mismas condiciones de temperatura y
fotoperiodo.

Parametros evaluados durante el experimento

El bioensayo se desarroll6 de acuerdo con
las normas del ISTA (2004), las cuales consideran
los siguientes parametros: porcentaje de vigor y de
germinacion, longitud de plumula y radicula (cm), al
finalizar el bioensayo se determiné la acumulacién de
biomasa seca en miligramos por plantula.

Vigor de semillas (V%)

Al cuarto dia después de la siembra, se realiz6
el primer conteo para la toma de datos de plantulas
normales (plantulas que tienen bien desarrolladas la
raiz y la plumula, con desarrollo total de 2.0 cm en
promedio). Para determinar el vigor de la semilla, se
expreso el resultado en porcentaje.

lantulas les
Vigor de semilla (V%) = PramTiias normaces x 100

niimero de semillas incubadas

Porcentaje de germinacion (G%)

Se determind a los siete dias después de la
siembra en el segundo conteo, para lo cual se con-
siderd el conteo total de plantulas normales y el re-
sultado se expres6 en porcentaje.

Porcentaje de germinacion (G%) =

niimero de semillas germinadas

x 100

niimero de semillas incubadas

Longitud de plumula y radicula

La longitud de la plumula (cm) se midio desde
la interseccion raiz-hipocoétilo hasta la base del
cotileddn (longitud de plumula). Mientras que la lon-
gitud de la radicula (cm) se midié desde la base del
hipocétilo hasta el dpice de la radicula.

Peso seco (miligramos por plantula)

Las plantulas normales de cada unidad ex-
perimental se colocaron en bolsas de papel estraza
perforadas e identificadas, que después se colocaron
en una estufa de secado (RIOSA modelo H-24®),
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a temperatura de 72 °C durante 24 h. Al finalizar el
tiempo se registr6 el peso de las muestras en una
balanza analitica (AND modelo HR-200®), para de-
terminar el valor de la biomasa seca y se reporté en
miligramos por plantula.

Disefo experimental y analisis estadistico

El experimento se realizé mediante un disefio
completamente al azar con siete tratamientos y tres
repeticiones. La unidad experimental consistio en un
rollo de papel anchor con 25 semillas. Para cumplir
con los supuestos de normalidad, los datos de las
variables porcentaje de germinaciéon y de vigor se
transformaron mediante la funcién arcoseno (Steel y
Torrie 1962). Los resultados se presentaron como
media £ desviacion estandar. Los datos de las
variables se analizaron con ANOVA y las medias de
tratamientos se compararon con la prueba de Tukey,
con un nivel de significacion de 5% (o = 0.05), se
utilizé el paquete estadistico SAS version 9.4.

RESULTADOS

Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita

Las HAp NPs se obtuvieron por reaccién de
precipitacion quimica himeda mediante agitacion
mecanica a 1 000 rpm, el tamafio de las particulas re-
sulté entre 10 y 45 nm, sin embargo, el 53.1% de las
NPs se encuentran en el rango de 15 a 25 nm, con
morfologia predominantemente en forma de varilla,
estas condiciones son deseables para su estudio y
aplicacién en la agricultura. En la Tabla 1 se muestra
la distribucion de tamanos y la morfologia de las HAp
NPs.

La Figura 1a muestra los patrones de
difraccién de rayos X del precipitado obtenido por
agitacién mecanica. Los resultados concuerdan con
las respuestas tipicas con mayor intensidad en los pi-
cos (002, 211, 112, 300 y 202), por lo que el polvo se
caracteriza como hidroxiapatita pura, de acuerdo con
la base de datos internacional JCDPS 9-432 (Figura
1b), por lo tanto, se confirma la formaciéon de nHAp.
También se observa que la agitacion mecanica pro-
duce tamanos de cristalita de 15.2 + 1.3 nm.

El andlisis de la muestra en el microscopio
TEM (Figura 2a), presenta la imagen de un nHAp
sintetizado con agitacién mecanica, y se observa una
forma de varilla alargada de NPs. En la Figura 2b se
observa la distribucion de los tamafos de HAp NPs
después de medir mas de 300 nanoparticulas. La
mayoria (~ 65%) de las NPs mostraron didmetros
de 10 a 25 nm. Solo ~ 4% exhibieron tamafos su-
periores a 35 nm. En la Figura 2c representativa de
HRTEM, se aprecia un diametro de la particula con
un valor medio de 19.13 nm. Lo anterior concuerda
con la frecuencia de tamafo promedio observada en
el esquema del panel 2b. El patron de difraccion
SAED obtenido del area observada en el panel 2a,
se muestra en el panel 2d. Este patron esta formado
por anillos irregulares asociados con los planos (211,
102, 201 y 200) de la estructura de HAp NPs.

Efecto de las nanoparticulas de HAp NPs en la
germinacion y vigor de las semillas

Los resultados muestran que en ambas
variables los tratamientos fueron similares al control,
excepto en dosis altas donde se observan diferencias
significativas (p < 0.05) de estas variables asociadas
con la calidad fisiolégica de las semillas de R. sativus
(Tabla 2). El vigor de semilla tuvo un decremento de
11.8% (82.00 + 5.14) a 500 mg L~!, en comparacién
con el control (93.00 + 3.95). Para las concentra-
ciones de 0, 25, 50,100, 200 y 1 000 mg L~! no
se obtuvieron diferencias estadisticas significativas.
En la variable germinacion, la maxima disminucién
se encontré con 1 000 mg L~! (Tabla 2) con una
reduccién del 14.4% en comparacién con el testigo
(90.0 £ 5.64%). Para las concentraciones de 0, 25,
50, 100, 200 y 500 mg L~! no se obtuvieron diferen-
cias estadisticas significativas.

Longitud de plumula y radicula

Las nHAp no afectaron de forma significativa (p
< 0.05) la longitud de plimula como se muestra en la
Tabla 2. Con la concentracién de 200 mg L~! se tuvo
una longitud de 7.71 + 0.36 cm, estadisticamente
similar al tratamiento control (7.04 & 0.33 cm) con
diferencia numérica del 8.7%. Para la concentracién
de 25 mg L1, las longitudes de las plimulas fueron
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Tabla 1. Distribucién de tamafios y morfologia de nano hidroxiapatita.

Intervalo de Diametros (nm)  Frecuencia Absoluta % Morfologia
[10—15] 43 12.2
[15—-20] 95 27.0
[20 —25] 92 26.1
[25—30] 71 20.2
[30—35] 36 10.2
[35—-140] 13 3.7
[40 — 43 2 0.6
SUMA 352 100.0
(211)
' (112)
(002) (300)
~ (a) (202)
= i
< 4V
S
2 |
2]
-
74}
=z (b) | .
D I | t
= l
= ablw ', " BN
e e RS P ————
20 25 3 Lo 4% 50
2 Theta
Figura 1. Patrones de difraccién de DRX de la muestra de polvo de HAp NPs

obtenido por dos métodos: (a) agitacién mecéanica y (b) el patrén de difraccién
estandar para HA segun la carta JCPDS 9-432.

de 6.74 4+ 0.32 cm 0 4.3% mas cortas que el control
(7.04 4 0.33 cm) sin ser estadisticamente diferentes.
Los tratamientos de 0, 50, 100, 500 y 1 000 mg L~!
fueron estadisticamente iguales. Con respecto a la
variable crecimiento de la radicula, se observé un
aumento con el tratamiento de 200 mg L~! de nHAp,
alcanzé una longitud de 14.45 + 0.92 cm, sin tener
una diferencia estadistica significativa en compara-
cién con el control (13.43 4+ 0.86 cm); mientras que
a 25 mg L ! la longitud de radicula reporté 12.23 +
0.79 cm, sin tener una diferencia estadistica significa-
tiva contra el tratamiento control, pero apreciandose
una disminucion numérica del 8.9%. Tanto para plu-

mula como para radicula, se observaron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos de
25y 200 mg L1,

Produccion de biomasa seca

En la Tabla 2, se presenta el efecto que tu-
vieron las HAp NPs en la variable produccién de
biomasa seca de plantulas. Las cantidades ahi
mostradas revelan que la mayor acumulacion de peso
seco (8 086 + 606.57 mg plantula!), se obtuvo
cuando se aplicé la dosis de 1 000 mg L~!, habiendo
superado significativamente a los tratamientos que
recibieron 0, 50 y 200 mg L~!, ya que estos repor-
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Figura 2. Micrografias correspondientes a la muestra de nanoparticulas de hidroxiapatita sinteti-
zadas: (a). Imagen TEM que muestra aglomerado de nanoparticulas. (b). Distribucién de tamafos
de las NPs. (c). Imagen HRTEM de una nanoparticula. (d). Patrén de difracciéon SAED obtenido del
area observada en la imagen (c).

Tabla 2. Comparacién de medias para el porcentaje y vigor de germinacién, asi como para la longitud de vastago,
de radicula y biomasa seca de plantulas de Rhapanus sativus tratadas con nanoparticulas de hidroxiapatita.

Dosis aplicada ~ Germinacién  Vigor de germinacion LP LR PS
(mgL7T) (%) (%) (cm) (cm) (mg plantula~T)
0 90 +5.64 ¢ 93+ 3.95¢ 70+033% 134+086% 6758 +506.95"
25 84 + 526 87 +£3.69 % 6.7+032% 122+079% 7102453275
50 86 +5.39 % 88 +3.57 74+035% 143+092% 6813 +511.07"
100 87 + 5.45% 87 +3.69 ¢ 754+035% 14.0+£092% 7088 + 531.70 “
200 87 &+ 5.45 % 88 +3.74 % 77+036¢ 144+092¢ 6725+ 504.47°
500 82+514% 82+ 3.48° 74+035% 143+092% 7034 + 527.65 %
1000 77 +4.82° 87 +3.69 ¢ 704+033% 142+092% 8086 4 606.57 ¢

LP = Longitud de plumula, LR = Longitud de radicula, PS = Peso seco. Los valores son el promedio de tres repeti-
ciones. Medias (n = 3) £ desviacién estandar. Las diferentes letras son estadisticamente diferentes (Tukey, p <
0.05) y representan las diferencias entre tratamientos.

taron 16.4, 15.7 y 16.8%, respectivamente. Mientras DISCUSION

que los tratamientos con las dosis de 25, 100, 500 y

1 000 mg L~! no mostraron diferencias estadistica- Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita
mente significativas. Con respecto a la morfologia, la agitacion

mecanica produjo nanoparticulas en forma de varilla
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con tamano entre 15y 25 nm. De acuerdo con Alvear
et al. (2017), la velocidad de agitacion influye en la
obtencion de particulas mas pequefias, debido a que
el aumento de la velocidad de agitacién incrementa el
choque entre nucleos de reactivos de NPs de Fe3Qqy,
por lo que se obtienen particulas pequefias y uni-
formes. Por otro lado, Yusoff et al. (2018) reportaron
que la agitacién mecéanica aumenta la energia del sis-
tema, lo que aumenta los choques entre los nicleos
de los reactivos debido a su 6ptima distribucion en la
solucién, lo que mejora el rendimiento de la reaccién y
acelera la precipitacién. Mientras que la estequiome-
tria de la reaccién indica que la totalidad de reactivos
se convirtieron en nHAp, lo que concuerda con lo
reportado por Yusoff et al. (2018) sobre la influen-
cia de la agitacion mecanica en el rendimiento de la
reaccion.

Efecto de las nanoparticulas de HAp en la germi-
nacion y vigor de las semillas

Por otro lado, el efecto de distintos tipos de
nanomateriales (metdlicos o derivados del carbono)
en el crecimiento de plantas, ha sido discutido por di-
versos autores como Liu y Lal (2015), quienes men-
ciona que la germinacién es una de las etapas mas
importantes para el establecimiento y rendimiento de
los cultivos, por lo que es de gran interés conocer
cémo actuan las NPs en estos procesos (Garcia-
Lépez et al. 2019). Pero es dificil establecer un
modelo de respuesta de los efectos de las NPs en la
fisiologia de las semillas y plantulas, ya que el efecto
depende de la especie, la concentracion y el tipo de
NPs (Lin y Xing 2007, Arruda et al. 2015). Mien-
tras que otros estudios reportan que la aplicacion de
nHAp no influye en la germinacion y crecimiento de
plantulas.

Por ejemplo, Ortiz et al. (2017) indican que la
aplicacién de una concentracién de 8 000 mg L~!
de nHAp en L. sativa, equivalente a 247 mg L~!
de P, es fitotoxica; pero durante la etapa de imbibi-
cion de las semillas, las nHAp no causaron variacion
en el porcentaje de germinacién entre el testigo y el
tratamiento. Lo que sugiere que la concentracion del
P disponible en las HAp NPs no fue suficiente para
absorberse por las semillas de L. sativa. Por otra

parte, Marchiol et al. (2019) y Ortiz et al. (2017)
reportan que HAp NPs estabilizado con carboximetil
celulosa, aplicada a plantas de tomate, no afecta el
porcentaje de germinacion bajo ninguna de las con-
centraciones de nHAp utilizadas. Por lo que los re-
sultados del presente trabajo coinciden parcialmente
con lo antes sefalado, ya que no se observd un
efecto significativo en los tratamientos de 25, 50 100,
200 y 500 mg L™, con respecto al control, solo el
tratamiento con 1 000 mg L~! presenta diferencia es-
tadistica significativa al reducirse en 14.4% la germi-
nacién con respecto al tratamiento control (90.00 +
5.64). Por otra parte, la variable de vigor fue afectada
con el tratamiento de 500 mg L~ al reducirse 11.83%
con respecto al tratamiento control. Aunque estas pe-
quefas reducciones no se pueden considerar como
un efecto fitotdxico, sino como un efecto inhibidor
del crecimiento relacionado con un elevado poten-
cial osmético por las dosis de HAp NPs (Hojjat et
al. 2017). Pero este comportamiento pudiera ser
atribuido a la diferencia en el tamafio y morfologia de
las nanoparticulas utilizadas.

En relacion con el tamafio y morfologia de las
NPs y su efecto biolégico, Ortiz et al. (2017) utilizaron
NPs con tamafios menores a 100 nm y morfologia es-
férica, mientras que Marchiol et al. (2019) utilizaron
NPs con tamafos entre 94 a 163.3 nm y morfologia
diversa, sin embargo, esos autores sefalan que la
forma de la nHAp es critica para producir anomalias
en pigmentos fotosintéticos de tomate. En el pre-
sente trabajo, las particulas sintetizadas presentaron
un tamafno entre 10 y 45 nm con forma de varillas
alargadas principalmente, estas caracteristicas posi-
blemente facilitaron la penetracion de las HAp NPs
a través del tegumento de las semillas y provocar el
efecto inhibidor en la germinacién y el vigor. Churilov
et al. (2019) reportan que al usar NPs de cobre con
tamanos de particula promedio de 45 y 200 nm en-
contraron que las NPs de 45 nm, tuvieron mayor ac-
tividad biolégica con respecto a la energia germina-
tiva en semillas y plantulas de mostaza blanca.

La fitotoxicidad o inhibicién de crecimiento y
produccion de biomasa relacionada con las HAp NPs
no ha sido reportado en investigaciones previas, pero
pudiera ser semejante al efecto biolégico que cau-
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san las NPs metdlicas en concentraciones elevadas.
A este respecto Garcia-Lépez ef al. (2018) sefalan
que la etapa de germinacion de semillas es particu-
larmente sensible a las condiciones de estrés induci-
das por elevadas concentraciones de nanomateriales
aplicados, debido a que pueden provocar fitotoxicidad
e inhibicion de crecimiento y produccién de biomasa.
Por su parte, Lee et al. (2010) y Manke et al. (2013),
sefialan que altas dosis de NPs metalicas inducen
fitotoxicidad en la germinacién y el vigor, principal-
mente por toxicidad, debido a la composiciéon quimica
de los nanomateriales, ya que liberan iones metalicos
toxicos, y por la inhibicién fisioldgica causada por la
morfologia, estructura, y/o tamafo de las NP.

Por lo tanto, el tamano de las HAp NPs es un
factor clave a considerar en futuras investigaciones
que intenten describir su comportamiento fitotéxico
en dosis elevadas. Por otro lado, la morfologia de la
semilla también tiene una funcion muy importante, ya
que los pliegues en el tegumento de la semilla pueden
ayudar a que las NPs se fijen y se mejore asi la posi-
ble interaccion con éstas, al aumentar la atraccion
electrostatica y las interacciones hidrofébicas en la
superficie de las semillas, lo que puede influir en su
fitotoxicidad (Wu et al. 2012). En relacién con lo an-
terior, Jain et al. (2017) al evaluar la fitotoxicidad de
NPs de ZnO en semillas de mijo perla (Pennisetum
glaucum), tomate y trigo, reportan que una concen-
tracion de 1 000 mg L~! redujo su germinacioén en 18,
30 y 60%, respectivamente. Estos resultados tan de-
siguales con respecto a la especie vegetal, pudieran
atribuirse a que el menor efecto en las semillas del
mijo perla se debid a que tienen una cuticula gruesa
y testa lisa, lo que las hace menos sensible a las
NPs ZnO en comparacion con las semillas de trigo y
tomate, las cuales tienen una capa delgada y testa
rugosa. La reduccion porcentual de germinacién del
mijo perla antes sefalada, resulta ser similar a la
obtenida con el rdbano del presente trabajo. Estos
efectos analogos se pueden explicar por una posible
similitud entre los dos tipos de semilla, especialmente
con respecto a su morfologia, cuticula y testa.

Longitud de plumula y radicula
Con respecto a los efectos en las plantulas,

los resultados muestran que las bajas concentra-
ciones de HAp NPs (25 mg L™!) redujeron la elon-
gacién de plumula y radicula, mientras que la con-
centracién de 200 mg L~! promovié el crecimiento
de esas variables; en cambio las dosis de 50, 100,
500 y 1 000 mg L~! no afectaron significativamente
el crecimiento. Un posible efecto estimulante en el
crecimiento se puede deber a la penetracion de las
HAp NPs en las semillas, lo que permite la imbibi-
cién de P y Ca, asi como de agua y micronutrientes,
con una consecuente movilizacion de reservas que
apoyan las primeras etapas del proceso de germi-
nacién (Lin y Xing 2007); ademas, por activacion de
enzimas como la amilasa o y B que son las respon-
sables de las reacciones metabdlicas en la etapa de
germinacion (Krishna y Natarajan 2014).

Por otra parte, el nivel de acido indolacético en
las raices y los brotes podria haberse incrementado,
lo que a su vez aumenta la germinacion, el vigor y
el crecimiento de las plantulas (Garcia-Lépez et al.
2018). Mientras que Bala et al. (2014) al aplicar HAp
NPs en Cicer arietinum, encontraron que la concen-
tracion que mostré un mayor crecimiento de brotes
fue de 1 000 mg L~!, mientras que para Marchiol et
al. (2019) el mejor tratamiento fue de 500 mg L~!: En
ese contexto en el presente estudio no se detectaron
diferencias significativas en el crecimiento de brotes
de los tratamientos con respecto al control, por lo que,
con los resultados de este bioensayo no es posible
asegurar que las concentraciones evaluadas de las
nHAp puedan ser usadas eficazmente como nanofer-
tilizante.

Produccion de biomasa seca

La dosis de 1 000 mg L~! de NPs HAp
mejoro la produccion de esta variable con respecto al
tratamiento control, ya que se detect6é una diferencia
de 16.4%, valor semejante al consignado por Liu y
Lal. (2014), quienes aplicaron HAp NPs en soya
(Glycine max) y encontraron que la biomasa seca
aérea producida fue de 13 g por planta, en com-
paracién con 11 g por planta lograda cuando se
aplicé el fertilizante fosfatado. Estos resultados
evidencian que las HAp NPs pueden ser utilizadas
para mejorar algunas respuestas fisioldgicas rela-
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cionadas con la produccién de biomasa. Rafique et
al. (2018) senalan que cada especie vegetal tiene un
mecanismo fisiolégico especifico para la absorcion
de nutrientes como el fésforo, pero en este trabajo
no se dilucidaron los mecanismos que utilizan las
plantas de rabano para tomar HAp NPs como fuente
de nutrientes, por lo que se requiere realizar investi-
gacion mas sistematica en este sentido.

CONCLUSIONES

El uso de la agitacion mecanica durante una
reaccion quimica, facilita los enlaces entre reactivos
y mejora el rendimiento de la reaccién para sinteti-
zar HAp NPs, ya que este tratamiento fisico permite
romper agregados y generar NPs de hidroxiapatita
de tamanos reducidos entre 10 y 45 nm. La carac-
terizaciébn microscopica realizada demostré que la
sintesis de HAp NPs, mediante un proceso quimico
sencillo, podria ser escalado al nivel industrial para
producir a bajo costo nanomateriales con uso poten-
cial en el sector agropecuario. Las HAp NPs sin-

tetizadas y aplicadas en dosis bajas a las semillas
de rébano no afectan el vigor y la germinacién, pero
dosis de 500 y 1 000 mg L~! generan un efecto in-
hibitorio de esta y otras variables. Para el tamario de
plimula y radicula, no se tuvieron efectos estadisti-
cos significativos, mientras que para la acumulacion
de biomasa seca se aprecié un incremento con la
dosis de 1 000 mg L™!, lo que indica que el rango
de las concentraciones utilizadas de HAp NPs no es-
timularon estadisticamente algunos variables en las
plantulas de rabano.
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