COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Lopez-Martinez et al.

Hidroxiapatita y germinacion de pepino

Ecosist. Recur. Agropec. Nim. Esp. Ill: e3608, 2023
https://doi.org/10.19136/era.alOnlll.3608

Efecto de nanoparticulas de hidroxiapatita en el desarrollo y germinacion de

Cucumis Sativus L.

Effect of hydroxyapatite nanoparticles on the development and germination of

Cucumis Sativus L.

Guadalupe Lépez-Martinez![®)
Norma Ruiz-Torres

Enrique Diaz-Barriga-Castro- D
Ricardo Hugo Lira-Saldivar’®
Isaias Lopez Hernandez|®)

Jesus Luna Anguiano|®)

Eduardo Arén Flores-Hernandez!"®)

IDepartamento de Suelos-Universidad
Autbnoma Agraria Antonio Narro,
Unidad Laguna. Periférico Raul Lépez
Sanchez y Carretera a Santa Fe, CP.
27054. Torredn, Coahuila, México.

ZDepartamento de Fitomejoramiento-
Centro de Capacitacion y Desarrollo en
Tecnologia de Semillas. Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro. CP.
25315. Saltillo, Coahuila, México.

3Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada. Blvd. Enrique Reyna Her-
mosillo No. 140. CP. 25294. Saltillo,

Coahuila. México.
4Departamento de

Biologia-
Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, Unidad Laguna. Periférico Raul
Lépez Sanchez y Carretera a Santa Fe.
CP. 27054. Torreén, Coahuila. México.

*Autor de
sica1208@hotmail.es

correspondencia:

Articulo cientifico
Recibido: 28 de enero 2023
Aceptado: 04 de diciembre 2023

Como citar: Lépez-Martinez G,
Ruiz-Torres N, Diaz-Barriga-Castro
E, Lira-Saldivar RH, Lopez Hernan-
dez |, Luna-Anguiano J, Flores-
Hernandez EA (2023) Efecto de
nanoparticulas de hidroxiapatita en el
desarrollo y germinacién de Cucumis
Sativus L. Ecosistemas y Recursos
Agropecuarios Num. Esp. Ill: e3608.
DOI: 10.19136/era.a10nll1.3608

RESUMEN. Las nanoparticulas de hidroxiapatita (nHAp) tienen el potencial
de estimular el crecimiento de plantas y actuar como nanofertilizante.
El objetivo de este bioensayo fue evaluar el efecto de la nHAp sobre
la germinaciéon de semillas y algunos aspectos fisiol6gicos de plantulas
de pepino (Cucumis sativus L). Los tratamientos consistieron en dosis
crecientes de nHAp (0, 25, 50, 100, 200, 500, 1000 y 2000 mg L.
La utilizacion de la nHAp causo efectos significativos para las variables
longitud de plumula y biomasa seca. La longitud de radicula, germinacion
y vigor fue favorecida con la concentracion de 25 mg L~!; mientras que
con 200 mg L~! se detecté una inhibicién. La diferencias detectadas se
atribuyen a la atraccion electrostatica entre nanoparticulas, al observarse
que concentraciones superiores a 200 mg L~! se aglomeraron formando
microparticulas, lo que limita su absorcién por la planta por las barreras de
las paredes y membranas celulares.

Palabras clave: Agronanotecnologia, cucurbitdceas, nanofertilizantes,
fisiologia de semillas, fitotoxicidad.

ABSTRACT. Nanoparticles of hydroxyapatite (nHAp) have the poten-
tial to stimulate plant growth and act as a nanofertilizer. The objective of
this bioassay was to evaluate the effect of nHAp on seed germination and
some physiological aspects of cucumber (Cucumis sativus L) seedlings.
The treatments consisted of increasing doses of nHAp (0, 25, 50, 100, 100,
200, 500, 1000 and 2000 mg L~!). The use of nHAp caused significant
effects on plumule length and dry biomass. Radicle length, germination,
and vigor were favored at 25 mg L~!, while at 200 mg L=, an inhibition
was detected. The inhibitory effect is attributed to the electrostatic attraction
between nanoparticles, since at concentrations higher than 200 mg L~!
they agglomerated to form microparticles, which limits their absorption by
the plant through the barriers of the cell walls and membranes.
Key words: Agronanotechnology, cucurbits, nanofertilizers,
physiology, phytotoxicity.
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INTRODUCCION

La palabra nanotecnologia (NT) derivada del
vocablo griego “nanno” que significa enano y equivale
a la mil millonésima parte de un metro (Ameen 2022),
evoluciona a través de ideas y propuestas emanadas
de la biologia, quimica, fisica, ingenieria y medicina
(Lira-Saldivar et al. 2018). Las nanoparticulas
(NPs) son particulas coloidales sélidas que varian en
tamano de 10 a 100 nm (Singh et al. 2021), mien-
tras que la NT se enfoca al estudio de los mate-
riales y sus multiples aplicaciones, considerandose
que esta ciencia representa ya la quinta revolucién
tecnoldgica (Yadav 2021). Las NPs disenadas por
medio de la NT tienen propiedades excepcionales,
como su gran relacion area superficial contra volu-
men, propiedades optoelectrdnicas y fisicoquimicas
mejoradas, en comparacién con sus contrapartes
de mayor tamano (Raliya 2017), su aplicaciéon en
cualquier tipo de industria, asi como en la agricul-
tura y el procesado de alimentos se considera como
una estrategia prometedora (Mishra et al. 2021), para
contribuir a solucionar problemas que afectan la pro-
duccién agropecuaria (Cerna-Chavez et al. 2023).
Las inversiones y la investigacién en estas &reas
van en aumento debido a sus beneficios potenciales,
como es el desarrollo de nanofertilizantes (NF) los
cuales son calificados como la mejor alternativa a los
fertilizantes quimicos tradicionales (Babu et al. 2022),
ademas cuando las NPs son encapsuladas en una
matriz polimérica o mineral son liberadas gradual y
lentamente, incrementando asi su eficiencia de apli-
cacion (Barman et al. 2022). Diferentes tipos de NPs
derivados del carbén como el grafeno y los nanotubos
de carbono de pared multiple y sencilla, asi como las
NPs metalicas (Ag, Ce, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn, Si, Ti, en-
tre otros) y sus formas en éxidos, han sido empleadas
para elaborar nanoformulaciones de insumos agrico-
las convencionales como fésforo, urea y azufre, que
se han convertido en nanoplaguicidas (Bratovcic et
al. 2021) y nanofertilizantes (Mahapatra et al. 2022),
los cuales han mostrado resultados prometedores en
la germinacién de semillas, crecimiento de planta y
produccién (Chhipa 2017).

Se ha sefalado que el éxito de la produccién

de un cultivo esta determinado por los componentes
de calidad fisioldgica de la semilla, los cuales predi-
cen si la semilla tendra altos indices de viabilidad
(Avila-Marioni et al. 2012), siendo la germinacién y el
vigor los principales indicadores de calidad fisiolégica
de semillas (Gonzalez et al. 2014). La germinacién
inicia con la imbibicién, proceso donde absorbe agua
la semilla mediante su inmersién en soluciones os-
méticas (Moreno et al. 2006), por lo que la calidad
fisioldgica se puede mejorar a través de la imbibi-
cién, utilizando soluciones con NPs disueltas (Artola
et al. 2003, Marin et al. 2007). El uso de esta tec-
nologia puede ayudar a solventar las necesidades fi-
siolégicas de las semillas, incrementar la velocidad y
porcentaje de germinacién y reducir el porcentaje de
plantas anormales (Soares et al. 2013, Alcala-Rico et
al. 2019).

Por otro lado, los nutrientes de tamarno
nanométrico se pueden absorber, translocar y retener
de manera mas eficiente en las plantas (Navarro et
al. 2008) y debido a su tamano, pueden facilmente
penetrar a través de los poros de la célula vege-
tal (aproximadamente 30 nm), incluso, a través de
la cuticula de la semilla (Jiang et al. 2014). En el
presente trabajo se ha utilizado nano hidroxiapatita
(nHAp) como material de prueba, debido a que con-
tiene P y Ca. Es bien sabido que el P es un fertilizante
muy importante, ya que coadyuva en el crecimiento,
produccién de biomasa y rendimiento, su deficiencia
limita el crecimiento y el rendimiento de los cultivos
(Ogawa et al. 2014). Como la deficiencia de P en el
suelo es uno de los principales factores que limitan
el rendimiento de los cultivos, se requiere mas inves-
tigacion para maximizar la eficiencia de uso de este
nutriente (Wu et al. 2021). Por su parte, el Ca es
necesario en gran medida para producir nuevos pelos
absorbentes en la raiz (White y Broadley 2003). De-
bido a eso la sintesis y caracterizacién de nHAp ha
sido objeto de estudio para generar nanomateriales
que puedan tener un uso practico en la agricultura
(Flores-Hernandez et al. 2020).

Las nHAp han generado un interés creciente
de aplicaciones agronomicas, se considera que las
nHAp pueden tener un impacto significativo en la ger-
minacion de la semilla y la actividad metabdlica de
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la planta, ademés del potencial uso como nanofer-
tilizante (Flores-Hernandez et al. 2021, Wang et al.
2016). Por ejemplo, Liu y Lal (2014) mostraron que
las nHAp incrementaron el rendimiento de Glycine
max en 33% comparado contra un fertilizante de P
convencional. Por otro lado, las nHAp son conocidas
por su biocompatibilidad intrinseca y biodegradabili-
dad (Ravichandran et al. 2012).

Se seleccion6 el cultivo de pepino (Cucumis
sativus L.) por ser utilizado en todo el mundo (Wehner
y Maynard 2003), se le considera de alto valor nutri-
cional ademés de los beneficios econémicos asocia-
dos con esta cucurbitacea (Dingal et al. 2018). Las
exportaciones de México a los Estados Unidos de
pepinos y pepinillos frescos o refrigerados fueron de
$587.34 millones de délares durante 2019 (Trading
Economics 2020). En este mismo afio, México sem-
br6 10 424 ha de las cuales se cosecharon 10 403
ha con una produccién de 578 949 ton, obteniendo
un rendimiento promedio de 56.081 ton ha~! (SIAP
2020). Por lo antes sefialado, el objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto de nanoparticulas
de hidroxiapatita en aspectos fisioldgicos del pepino
para determinar la viabilidad de usarla como promo-
tora de crecimiento.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizé6 semilla de pepino variedad Poin-
sett 76 (SAKATA®, México, Zapopan Jalisco), de
crecimiento anual indeterminado, estructura suelta,
polinizacion abierta y produccion precoz.

Nanoparticulas de hidroxiapatita (nHAp)

Se usaron nanoparticulas de hidroxiapatita sin-
tetizadas y caracterizadas segun el procedimiento
descrito por Flores-Hernandez et al. (2020). La
reaccién quimica utilizada fue por precipitacién
himeda y se ejecutd de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

6H3PO4 + lOCa(OH)z — Cal()(P04)6(0H)2 +18H,0

Posterior a la reaccién quimica himeda se ob-
tiene un precipitado, el cual se pasé por estufa de

secado a 70 °C por 24 h para eliminar el exceso
de agua, resultando una delgada capa de material
solido.

Caracterizacion de nHAp por potencial Zeta (PZ)

Se determiné el PZ utilizando un equipo micro
trac ZETA-check de Colloid Metrix Company® 2021
(Microtrac Retsch GmbH, Duesseldorf, Germany), el
cual es un analizador de dispersién dindmica de luz
(DLS) que proporciona informacién sobre el tamafo
de las particulas, el potencial Zeta, concentracién
y peso molecular. Permite mediciones rapidas con
tecnologia confiable, precision y exactitud. EI po-
tencial Zeta determina la carga superficial de las
nanoparticulas al medir su potencial eléctrico, esto
representa la cantidad de repulsion o atraccién elec-
trostatica (o carga) entre las capas que rodean a
la particula (Cano-Sarmiento et al. 2018). Este
parametro indica cémo se afecta la estabilidad de
las NPs en una suspension y proporciona informa-
cién sobre las causas de la dispersién, agregacion o
floculacion (Mikolajczyk et al. 2015).

Tratamientos aplicados de nHAp

Se utilizé6 nHAp con tamano entre 10 y 45 nm.
La concentracién inicial fue de 5 000 mg L=, la cual
fue suspendida en agua desionizada estéril y dis-
persada durante 30 min con un sonicador Tianjing
Autoscience (AS2060 Instrumental Factory, Tianjing,
China). Se realizaron los célculos correspondientes
para diluir la solucién inicial y obtener siete concentra-
ciones diferentes. Los tratamientos evaluados fueron
a 25, 50, 100, 200, 500, 1 000 y 2 000 mg L~! y un
control con agua destilada

Germinacion de semillas y crecimiento de plantu-
las

Se utilizaron lotes de 100 semillas para cada
tratamiento, con pinzas de diseccién se realiz6 la
distribucién de las semillas en cajas Petri de 100
x 15 mm. En la etapa de imbibicion se agregé
cada tratamiento con una pipeta, la dosis fue de 10
mL de suspensién de nHAp. Posteriormente, las
semillas se mantuvieron durante 4 h en una camara
de crecimiento, modelo Equitec EGCS 3S, 301 3SHR

E. ISSN: 2007-901X

www.ujat.mx/era
3


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

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Lopez-Martinez et al.

Hidroxiapatita y germinacion de pepino

Ecosist. Recur. Agropec. Nim. Esp. Ill: e3608, 2023
https://doi.org/10.19136/era.alOnlll.3608

(Equitek, Guadalajara, México), programada a 25 °C
4 2 °C con fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de os-
curidad.

Posterior al periodo de imbibicién, se
seleccionaron 75 semillas al azar por tratamiento,
las cuales se sembraron en tres repeticiones de 25
semillas distribuidas horizontalmente sobre papel An-
chor (Seedburo Equipment Company, Hidalgo, TX,
U.S.A.), previamente humedecido con agua desti-
lada. Se tomé en cuenta la direccién del embrion
colocéndolo hacia abajo; posteriormente se humede-
cié otro papel anchor del mismo tamario para cubrir
la semilla, al estar unidos los dos papeles anchor
se procedié a enrollarlos para después colocarlos en
bolsas de plastico, las cuales a su vez se acomodaron
en cestas de polietileno de 20 cm de ancho x 45 cm
de altura, en seguida se introdujeron en la camara
de crecimiento durante siete dias bajo las mismas
condiciones de temperatura y fotoperiodo.

Variables evaluadas

Las variables de vigor de semilla (V%), por-
centaje de germinacién (G %), longitud de plumula y
radicula (LP y LR) y peso seco (PS), se evaluaron de
acuerdo con las normas del ISTA (2004). Tambien se
determinaron el indice de germinacién normalizado
(IGN) e indice de elongacion de la radicula (IER)
de acuerdo con indicado por Bagur-Gonzélez et al.
(2011).

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefo del experimento fue completamente
al azar con ocho tratamientos y tres repeticiones por
tratamiento. La unidad experimental consistié de 25
semillas. Los datos de las variables porcentaje de
germinacién y porcentaje de vigor se transformaron
mediante arcoseno para cumplir con los supuestos de
normalidad. Los resultados obtenidos fueron someti-
dos a un andlisis de varianza, se utiliz6 la compara-
ciébn de medias de Tukey (o = 0.05) por medio del
software SAS Version 9.4.

RESULTADOS

Nanoparticulas de hidroxiapatita (nHAp)

El polvo obtenido para la sintesis de nHAp,
se analiz6 por medio de difractometro de rayos X, la
lectura obtenida se compar6 contra el patron estan-
dar de la hidroxiapatita pura, comprobandose que el
polvo obtenido corresponde a la hidroxiapatita (Figura
1a). Para comprobar el tamafio de particula se realiz
una micrografia por microscopio electronico de trans-
mision (TEM, Figura 1b). El tamafo aproximado de
las particulas fue de entre 25 y 40 nm.

Potencial zeta (PZ)

El potencial zeta determina la carga superficial
de las nanoparticulas al medir su potencial eléctrico,
esto representa la cantidad de repulsién o atraccién
electrostatica (o carga) entre las capas que rodean a
la particula. Este pardmetro indica como se afecta la
estabilidad de las NPs en una suspension y propor-
ciona informacion sobre las causas de la dispersién,
agregacion o floculacion. En el andlisis del PZ de
las nHAp, present6 una lectura de -20 mV, lo cual in-
dica que el PZ de las nanoparticulas es muy bajo, no
existe repulsidn entre ellas y es facil su aglomeracion.

Germinacion y vigor de semillas

El porcentaje de germinacion mostré diferen-
cias estadisticas (p < 0.05) en todos los tratamientos,
orientados a una inhibicion en la germinacion, resul-
tando las concentraciones de 200 y 2 000 mg L~!
el menor porcentaje de germinacion (38.67 £ 07.48
y 24.00 + 4.64), al reducirse 56.06 y 72.73% con
respecto al control (88.00 = 17.03). La utilizacién de
la nHAp afectd negativamente el vigor. La concen-
tracién de 200 mg L~! fue la mas perjudicial (49.33
4 7.21), observandose una disminucién del 35.09%
(Tabla 1) con respecto al tratamiento control (76.00 +
11.11).

Longitud de plumula y radicula

La longitud de plimula no fue afectada por las
distintas concentraciones de la nHAp. Con respecto a
la longitud de radicula, la concentraciéon de 100 y 200
mg L~! presenté un efecto inhibidor de crecimiento
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Figura 1. (a) Patrén de difraccion XRD. (b) Imagen TEM.

Tabla 1. Comparacién de medias para variables de calidad de semilla de Cucumis sativa tratadas con nanoparticulas de

hidroxiapatita.

Concentracion aplicada Germinacion Vigor LP LR PS

(mgL™h (%) (%) (cm) (cm) (mg plantula™!)

0 88.00(+ 17.03)”  76.00(x 11.11)7  6.02(% 1.18)*  10.98(=2.93)°  10.74(+ 0.95)"

25 74.67(4 14.45)%  70.67(£ 10.33)%*  6.35(= 1.25)¢  13.15(x 3.51)  12.06( 1.06)"

50 78.67(4 15.20)%  70.67(+ 10.33)%*  5.83(£ 1.15)¢  11.77(=3.14)%*  11.39(% 1.00)*

100 52.00(+ 10.06)>¢  57.33(+ 08.38)%?  5.85(+ 1.15)  10.68(+= 2.85)°  11.15(% 0.98)"

200 38.67(+ 07.48)Y  49.33(+07.21)>  5.55(4 1.09)¢  08.43(=2.25)°  10.27(+ 0.90)

500 58.67(4 11.35)%¢  61.33(4 08.97)%  6.04(x 1.19)  11.90(+ 3.18)  11.74(+ 1.03)*

1000 62.67(4+ 12.13)%¢  50.67(4 07.41)%  6.03(+ 1.19)*  12.44(+ 3.32)%  10.81(+ 0.95)°

2000 24.00(+ 04.64)¢  61.33(+ 08.97)"> 5.86(+ 1.15)  11.23(+3.00%  12.39(+ 1.09)*

LP: Longitud de plumula, LR: Longitud de radicula, PS: Biomasa Seca. Los valores son el promedio de tres repeticiones. Me-
dias (n = 3) & desviacién estandar. Las diferentes letras son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05) y representan las

diferencias entre tratamientos.

al reducir 2.73 y 23.22%, con respecto al control, en
cambio las concentraciones de 25, 50, 500, 1000 y
2000 mg L~! aumentaron la longitud en 19.76, 7.19,
8.38, 13.29 y 2.27% respectivamente en relacion al
tratamiento control (Tabla 1).

Produccién de biomasa seca

Las nHAp no tuvieron afectacién de forma sig-
nificativa (p < 0.05) en la produccion de biomasa
en ningun tratamiento, como se indica en el Tabla
1, sin embargo, el tratamiento de 25 mg L=! pre-
senta el valor numérico més alto en comparacién
contra el tratamiento control con una diferencia de
5.17%, mientras que el tratamiento de 200 mg L~!

mostro el valor numérico més bajo, representado por
un 12.59% en comparacién contra el control.

indice de germinaciéon normalizado y de elon-
gacion de radicula

La comparacién de medias del IGN indica
que los concentraciones de 25 y 50 mg L~' pre-
sentaron baja toxicidad; en cambio los tratamien-
tos con 100, 500 y 1 000 mg L~! presentaron una
toxicidad moderada y los tratamientos de 200 y 2 000
mg L~! de nHAp presentaron alta toxicidad (-0.5605
y -0.7272, respectivamente), segun se muestra en el
Tabla 2. Para el IER, los tratamientos de 100 y 200
mg L~! presentaron una baja toxicidad, al obtenerse
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Tabla 2. Escala de toxicidad de las nHAp en pepino de acuerdo con el indice
de germinacion normalizado (IGN) y el indice de Elongacién Radicular (IER)

Dosis aplicada (mg L) IGN Toxicidad IER Toxicidad
25 -0.1515 Baja 0.1976 promocién
50 -0.1060 Baja 0.0719  promocion
100 -0.4091  Moderado  -0.0273 baja
200 -0.5606 Alto -0.2322 baja
500 -0.3333  Moderado 0.0838 promocién
1000 -0.2878 Moderado  0.1330  promocién
2000 -0.7273 Alto 0.0228  promocion
0.4 1
0.2 1 s~~s
r S _—”_—m~~
I ~~~“s I’ ~~~‘.
0 T ‘-~\ g
I T25 TlOO‘\\ T200 7 T500 T1000 T2000
[ ~ ’
0.2 1 SN
0.4 4
0.6
08 &L
IGN e eee-]|ER

Figura 2. indice de germinacién normalizado y elongacién de la radicula de Cucumis sativus.

valores negativos de acuerdo con los célculos realiza-
dos (-0.0273 y -0.2322, respectivamente). El resto de
los tratamientos tuvieron valores positivos superiores
de cero (Figura 2), lo que indica un efecto promo-
tor en el crecimiento de las semillas. El tratamiento
de 25 mg L~! presento el indice de ER mas alto
(0.1976), mientras que el tratamiento de 2 000 mg
L~! presento el indice ER mas bajo (0.0227), estos
resultados concuerdan con el fenémeno de la horme-
sis, caracterizado por una estimulacion en dosis bajas
y una inhibicién en dosis altas.

DISCUSION

Germinacion y vigor de las semillas

Segln Baz et al. (2020), la germinacién es
una fase critica en el desarrollo de plantas y la pro-
duccion de cultivos, por tal motivo se han evaluado
diferentes tipos de NPs, con efectos positivos (Xin

et al. 2020, Bayat et al. 2022) pero los resulta-
dos en este bioensayo no concuerdan con esta afir-
macién. Se han reportado efectos fitotoxicos de di-
versos nanomateriales en distintos cultivos (Ruttkay-
Nedecky et al. 2017, Jogaiah et al. 2021). Verma et
al. (2021) explica que este efecto puede deberse prin-
cipalmente al tipo de NPs analizada y la actividad fo-
tocatalitica de las mismas, las cuales difiereren tanto
en tamano como en la morfologia. Por otro lado, Guo
et al. (2022) concluyen que se debe tener en cuenta
la composicién quimica, tamaro y forma de las NPs,
los métodos de sintesis, su forma de exposicion, asi
como las especies de plantas utilizadas, debido a que
los efectos varian entre especies diferentes. Lo an-
terior, indica que una misma NPs pueda promover
la germinacién o causar fitotoxicidad de acuerdo al
tipo de semilla/cultivo analizado. Al respecto, trabajos
previos con nHAp no mostraron respuesta en germi-
nacién, por ejemplo, Ortiz et al. (2017) mencionan
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que en semillas de lechuga no se detectaron efectos
en dosis de hasta 8 000 mg L~!, efectos similares
fueron observados por Marchiol et al. (2019) quienes
reportan que el aumento en las concentraciones de
nHAp no presentaron fitotoxicidad en tomate.

Los resultados encontrados se pueden de-
ber al fenédmeno denominado hormesis (Mattson
2008), caracterizado por la estimulacién de dosis
baja e inhibicién de dosis alta. La hormesis se ha
observado con frecuencia en estudios disenados
apropiadamente y su manifestacién es independiente
del agente quimico/fisico, modelo biolégico y crite-
rio de valoracién (Jalal et al. 2021). Mientras que
Garcia-Lopez et al. (2018) indican que la etapa de
germinacion es sensible a condiciones de estrés cau-
sadas por elevadas concentraciones de nanoparticu-
las provocando inhibicién del crecimiento y reduccién
en la produccién de biomasa. Lo que ocurri6é en la
germinacién, vigor y longitud de radicula de la con-
centracién de 200 mg L~! que tuvo el mayor efecto
toxico. En la literatura actual no hay referencias al
efecto toxico de las nHAp, pero hay evidencia del
efecto toxico de NPs metélicas, con las cuales pode-
mos hacer comparativo (Stampoulis et al. 2009).
Por ejemplo, Escobedo et al. (2020) en estudios
con Allium cepa L. encontraron que a mayor concen-
tracion de nanoparticulas el indice mitético disminuye
y el indice de anomalias aumenta, ademas que los
nanomateriales podrian tener un efecto toxico no sélo
en las plantas, sino también en varios microorganis-
mos del suelo, incluidas levaduras, bacterias y hon-
gos (Rajput et al. 2018). Mientras que Corredor et al.
(2009) indican que las NPs son capaces de penetrar
tejidos y dirigirse a diferentes partes de las plan-
tas causando toxicidad. Por lo tanto, es importante
prestar atencion a este efecto, el cual aun no ha sido
explorado y no existe una propuesta para su macro
consumo (Maghsoodi et al. 2020).

Longitud de plumula y radicula

Los nuevos productos agroquimicos a base de
nanotecnologia han demostrado ser prometedores en
la agronomia (Lira-Saldivar et al. 2018). Para el caso
de la nHAp, se han reportado efectos positivos en
diferentes cultivos, por ejemplo, Bala et al. (2014)

obtuvieron incremento en el crecimiento de radicula
de Cicer arietinum, debido al aumento de la actividad
de la giberelina. Mientras que Marchiol et al. (2019)
aplicaron nHAp en plantulas de tomate, observando
un incremento de la longitud radicular con las con-
centraciones de 200 y 500 mg L~! de un 64 y 97%,
con respecto al control. En otro trabajo con plantas
de Raphanus sativus sembradas con nHAp, se re-
porta un incremento significativo en el alargamiento
del brote, alargamiento de las raices y biomasa seca
(Madanayake et al. 2020). Los resultados del pre-
sente trabajo difieren con los efectos promotores de
crecimiento mencionados por Marchiol et al. (2019) y
Madanayake et al. (2020), debido a que la variable
longitud de plumula no tuvo efecto estadistico sig-
nificativo bajo ningun tratamiento. Con respecto a
la longitud de radicula, la concentracion de 200 mg
L~! present6 un efecto inhibidor de crecimiento en un
23% con respecto al control (Tabla 1). En cambio,
se encontré similitud con la investigacion de Jiang et
al. (2014), quienes trabajaron con semillas de frijol
mungo y nHAp a diferentes tamarios de particula y
concentracion; con resultados de una fuerte tenden-
cia de inhibicién en la longitud del hipocétilo (HL) a
concentraciones de 5 mg mL~!, con nHAp de tamafio
menor al poro de la pared vegetal (aproximadamente
30 nm), lo que permitiria penetrar facilmente la célula.
El efecto de inhibicion se debilité a concentracion de
10 mg mL™!, debi6 a que las nHAp mas alla de
cierta cantidad, pueden aglomerarse y formar particu-
las grandes, cuyo tamario excede el tamafo del poro
de la célula. La aglomeracién de particulas es posible
que ocurra durante el proceso de sintesis de nHAp.
De acuerdo con Salimi et al. (2012), se deben aten-
der diversas condiciones de la reaccién que pueden
afectar el tamano de particula, sin embargo, la ve-
locidad de agitacion y la temperatura son los princi-
pales factores para controlar. Una temperatura ele-
vada genera una disminucion en la viscosidad de la
solucion que acelera la tasa de colisién de los nu-
cleos vy, por lo tanto, resulta en particulas mas pe-
quenas, por otra parte, velocidades de agitacién altas
evitan la formacién de aglomerados. Para determi-
nar la posibilidad de aglomerase de las NPs se uti-
liza el potencial Zeta (PZ), el cual indica la afinidad
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electrostética o la facilidad para formar agregados en
solucién. NPs en suspension con carga de 4+ 30 mV
(milivoltios)o superior generan mayor repulsién por su
carga superficial, lo que evita su agregacion, por otro
lado, cuando el PZ se encuentra en el rango de 10
- 20 mV disminuye la repulsion y facilita la unién en-
tre particulas. Por lo tanto, cuando el PZ se acerca
a cero, la aglomeracién de las particulas es favore-
cido (Lorenzo-Acosta 2006 y Flores-Hernandez et al.
2020).

El andlisis del PZ de las nHAp utilizadas en
este estudio fue de -20 mV, esto significa que prac-
ticamente no existe repulsién entre las nHAp en
solucion y facilmente pueden generar agregados
de tamafo superior al poro de la célula vegetal,
impidiendo su paso y alterando el efecto de las nHAp.
Los datos antes descritos del PZ ofrecen una ex-
plicacion a la ausencia de efecto en la longitud de
plimula y el comportamiento de la radicula, simi-
lar al descrito por Jiang et al. (2014), los resulta-
dos obtenidos de esta variable mostraron que los
tratamientos de 100 y 200 mg L~! disminuyeron la
longitud en 2.73 y 23.22% con respecto al control,
lo que evidencia el efecto inhibidor, mientras que los
tratamientos de 25, 50, 500, 1 000 y 2 000 mg L~!
aumentaron la longitud en 19.76, 7.19, 8.38, 13.29 y
2.27%, con respecto al control. Este comportamiento
concuerda con el encontrado por Jiang ef al. (2014),
por lo que podemos suponer que a concentracion
mayor de 200 mg L~! provoca aglomerados grandes
de las nanoparticulas de HAp, los cuales por su
tamarno no podrian ingresar a las células, impidiendo
visualizar el efecto de las NPs.

Produccién de biomasa seca

En relacién con la biomasa, Liu y Lal (2014)
mencionan que la aplicacién de nHAp en soya mejoro
la produccion de biomasa en un 18.2% (sobre el
suelo) y un 41.2% (bajo tierra) en comparaciéon con
las plantas fertilizadas con una fuente de P solu-
ble en agua convencional. Mientras que Montalvo
et al. (2015) encontraron que la aplicacién de fer-
tilizantes a base de nHAp en trigo presentaron un
aumento significativo de la materia seca vegetal en
comparacion con los tratamientos control, ademas de

mayor absorcién de fésforo por la planta. Pero las
nHAp no influyeron en los procesos de acumulacion
de biomasa seca en las plantas de pepino, pudiendo
estar relacionado con las necesidades fisiologicas
de la semilla, o una aglomeraciéon de nHAp pudo
inhibir la penetracién en células por el tamafo de los
aglomerados, evitando que se pudiese apreciar un
efecto evidente.

En general el efecto de nHAp en las plantas
difiere por el tipo de planta y la concentracion de
nHAp, por lo que se requieren mas estudios para en-
tender los mecanismos involucrados con la absorcién
de nHAp en varias plantas y células (Maghsoodi et
al. 2020). Lo que concuerda con lo reportado por
Siddiqui et al. (2015) quienes mencionan que las
nanoparticulas interactian con las plantas y causan
diversos cambios fisiolégicos y morfolégicos debido
a las diferentes propiedades fisicoquimicas. Ademas
de que cada especie vegetal presenta un mecanismo
fisioldgico especifico para la absorcion de nutrientes
(Rafique et al. 2018).

indice de germinacién normalizado e indice de
elongacion de la radicula

Bagur-Gonzalez et al. (2011) indican que el
IGN y el IER son estimadores de fitotoxicidad. Al
respecto, Rodriguez et al. (2014) recomienda usar
ambos indices de toxicidad para generar respues-
tas a diferentes factores. Los resultados obtenidos
de IGN e IER son inesperados por su variabilidad,
pero la aglomeracién de las nanoparticulas explicada
anteriormente puede afectar también la respuesta
de estos indices. Existen pocos reportes sobre la
fitotoxicidad de la nHAp, existen reportes sobre la fi-
totoxicidad de NPs metalicas (Asli et al. 2009, Ruffini
et al. 2010, Kim et al. 2013); sin embargo los resul-
tados no son concluyentes debido a que se reportan
efectos positivos y negativos de las NPs de 6xidos
metalicos en diferentes plantas. Incluso, los efec-
tos en la misma planta por el mismo tipo de NPs de
oxido metdlico puede mostrar resultados opuestos,
como los descritos por Ruffini et al. (2010) que tra-
bajo con nTiO, y obtuvo inhibicién en la germinacion
de maiz, contra lo encontrado por Burke et al. (2014)
quien trabajo con la misma NP y no encontr6 efecto
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significativo en maiz. Segun Yang et al. (2015) es-
tas conclusiones opuestas pudieron ser causadas
por la divergencia y combinacion de factores como:
métodos de sintesis de las NPs, concentraciones
utilizadas y el medio donde se aplican (suelo, hidro-
ponia). Por lo tanto, se insta a investigar sistematica-
mente la fitotoxicidad de una amplia variedad de NP
de 6xidos metalicos en plantas de cultivo.

CONCLUSIONES

Las nHAp a una concentracién 25 mg L~}
mejora la germinacién, el vigor y longitud de radicula
de pepino; en cambio la concentracion de 200 mg L~!
mostro los mayores efectos inhibidores, por lo que no
es recomendable como promotora de crecimiento
para el cultivo de pepino. Para trabajos futuros, es

recomendable utilizar nHAp en soluciéon, antes del
proceso de secado y reduccion de tamafio y llevar un
experimento con diversas variedades de cultivo para
identificar claramente el efecto de la nHAp.
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