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RESUMEN

Capsicum annuum L. tipo jalapefio, es una especie que contiene compuestos bioactivos
de interés, entre ellos terapéutico, y su cultivo en Colombia sustenta la economia de
muchos hogares campesinos. Considerando su cultivo, el déficit del micronutriente cinc
(Zn), en esta especie, puede causar problemas en su desarrollo. Es por ello que,
actualmente, se investiga el uso de las nanoparticulas (1-100 nm) de ZnO (ZnO-NPs)
como potenciales fertilizantes. No obstante, existe una preocupacion generalizada por el
impacto nocivo que pudiera tener la liberacién accidental o deliberada de nanoparticulas
sobre las plantas. Para aportar a esta teméatica, en este estudio, se plante6 como objetivo
general determinar el efecto de tratamientos de ZnO constituido por nanoparticulas (ZnO-
NPs) o microparticulas (ZnO-MPs), en concentraciones de 0, 10, 20, 50, 100 y 200 mg L™
6 mg Kg™*, sobre el desarrollo vegetativo juvenil y adulto de C. annuum. Para ello se
sintetizaron las nanoparticulas de ZnO, que presentaron un tamafio de particula <100 nm,
y se adquirieron comercialmente las ZnO-MPs. A continuacion, se evalu6 el efecto de los
tratamientos con estas particulas de ZnO sobre del desarrollo vegetativo juvenil de C.
annuum, a los 14 dias después de su exposicion (dde) a los mismos. Se encontré que
estos no afectaban la germinacion de las semillas, pero si el desarrollo posterior de las
plantulas. Como sucedid, con la reduccion en longitud de raiz para plantulas provenientes
de semillas tratadas con 20, 100 y 200 mg L™ de ZnO-NPs y 10, 100 y 200 mg L™ de ZnO-
MPs. Asi mismo, el ZnO ocasioné la reduccion en peso seco del tallo, en plantulas
originadas de semillas expuestas a 10, 20 y 200 mg L™ de ZnO-NPs y 10, 100 mg L™ de
ZnO-MPs. No obstante, la longitud del tallo aumenté en plantulas obtenidas de semillas
expuestas a 50 y 100 mg L™ de ZnO-NPs y 20, 50, 100 y 200 mg L™ de ZnO-MPs. Para
determinar el efecto del ZnO sobre el desarrollo vegetativo adulto, se establecieron
plantulas en sustrato suplementado con los tratamientos indicados, durante 126 dias.
Transcurrido este periodo, se observé una inhibicion en el desarrollo de plantulas
ocasionada por la exposicién a 200 mg L™ de ZnO, independientemente de su constitucion
como NPs o MPs. Esta concentracién, ademas, redujo el valor de otras variables de
desarrollo, como: niumero de hojas, area foliar, nimero de yemas florales y peso seco del
tallo. Por otro lado, la acumulacion de biomasa en la raiz se vio afectada por la
exposicion a ZnO-NPs, a una concentracion de 200 mg L™*, y a ZnO-MPs en
concentraciones de 10, 50 y 200 mg Kg*, ocasionando un efecto adverso sobre el
desarrollo vegetativo adulto de C. annuum. Por lo tanto, se puede concluir que el efecto
del ZnO, considerando concentracion y tamafio, dependi6é del estado de desarrollo de C.
annuum.

PALABRAS CLAVE: Capsicum annuum, nanoparticulas de oxido de cinc, fitotoxicidad,
nanofertilizacion.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia, la domesticacion y seleccion genética en el género
Capsicum, ha permitido la obtencidn de genotipos pungentes y no pungentes,
conocidos como aji y pimenton, respectivamente (Kim et al., 2014). Dentro de este
género existen especies de gran interés, como Capsicum annuum L., la cual
presenta un alto valor nutritivo y contiene numerosos metabolitos con propiedades
farmacoldgicas, Utiles para el tratamiento de diversas enfermedades (Antonio
et al., 2018; Olatunji y Afolayan, 2018).

En Colombia, este cultivo representa una parte importante de la produccién
agricola, ya que durante el afio 2020 se cosecharon 101195 t (MADR - Agronet,
2021) y en el aflo 2019 se exportaron 3269 t de aji (Minagricultura, 2020). Sin
embargo, el volumen de produccion aun no es suficiente para competir con
grandes exportadores de la region, como Estados Unidos y México (FAO, 2020).
Por lo tanto, para mejorar la competitividad del sector, es necesario promover la
siembra de variedades con alta demanda internacional, como lo es el aji jalapefio
(Araujo et al., 2010; Pichardo-Gonzélez et al., 2018).

Actualmente, para poder obtener un cultivo rentable de C. annuum, se utilizan
agroquimicos como fertilizantes, fungicidas y plaguicidas, los cuales pueden
propiciar efectos nocivos en el medio ambiente y la salud humana (do Régo et al.,
2016; Sellare et al., 2020). Por lo tanto, es necesario investigar alternativas que
permitan obtener una produccion sustentable del cultivo (Samaranayake et al.,
2020). En este sentido, se busca mejorar la eficiencia y disminuir la cantidad de
agroquimicos utilizados haciendo uso de la nanotecnologia, la cual se encarga de
implementar técnicas que permiten la manipulacién de la materia que presente un

tamafio entre 1y 100 nm (Flores-Villasefior et al., 2016).
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Especificamente, se esta investigando la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de
cinc (ZnO-NPs) como nano-fertilizantes, ya que siendo el cinc (Zn) un
micronutriente para las plantas y dada su alta reactividad, las ZnO-NPs podrian
aportar este elemento eficientemente en comparacion con los fertilizantes
tradicionales (Singh etal., 2018). No obstante, las nanoparticulas podrian
ocasionar un impacto perjudicial sobre las plantas y por ello, también, es necesario

evaluar su toxicidad (Tripathi et al., 2018).

Es por esto que, en este estudio, se evalué comparativamente el efecto que tenian
las particulas nanométricas y micrométricas de ZnO sobre la germinacién de las
semillas y el desarrollo vegetativo juvenil y vegetativo adulto de Capsicum annuum
L.
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1. JUSTIFICACION

Ademas de su valor nutritivo y gastrondmico, C. annuum posee compuestos
bioactivos de interés medicinal (Antonio et al., 2018; Olatunji y Afolayan, 2018). En
este sentido, se ha encontrado que el extracto de C. annuum, en condiciones in
vitro, reduce hasta 10 veces la carga de ARN del virus SARS-CoV-2 (De Pellegrin
etal., 2021). Por otro lado, esta especie contiene metabolitos como
capsaicinoides, carotenoides y flavonoides, que pueden ayudar a prevenir, tratar y
controlar enfermedades como el cancer, la diabetes y la hipertension (Antonio
et al., 2018; Chen y Kang, 2014; Hassan et al., 2019; Luo et al., 2011).

Para obtener una produccion adecuada de C. annuum, se requieren condiciones
nutricionales 6ptimas (do Régo et al., 2016). En particular, en esta especie, la
deficiencia del micronutriente Zn, ocasiona el desarrollo de plantas con fenotipos
enanos arrosetados y hojas pequefias, que presentan clorosis intervenal
(Balakrishnan, 1999; do Régo et al.,, 2016). No obstante, la exposicion a altas
concentraciones de Zn también puede provocar retraso en el crecimiento y
clorosis, que se extiende desde las hojas jovenes hasta las mas longevas (Kaya
et al., 2018; Nagajyoti et al., 2010).

En Colombia, algunos de los suelos aptos para el cultivo de C. annuum pueden
presentar déficit de Zn. Este es el caso en los Llanos Orientales y en los valles
interandinos de los rios Magdalena, Cauca y Patia, debido a que, generalmente,
sus suelos se caracterizan por tener un pH basico, lo cual dificulta la absorcion de
Zn en las plantas (Alloway, 2008; Bonilla C, 1994; Escobar et al., 2004). Tal
deficiencia se suple, por lo regular, utilizando fertilizantes convencionales como el
sulfato de cinc y el 6xido de cinc (Robson, 1993). Sin embargo, el sulfato de cinc
tiene alta movilidad en el suelo (Gangloff et al., 2006) y su uso excesivo causa

contaminacion en el medio ambiente (Lahive et al., 2011). Por otra parte, el ZnO
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comercial posee baja solubilidad, condicion que afecta su disponibilidad para la
planta (McBeath y McLaughlin, 2014; Robson, 1993).

Es por ello que la utilizacion de las ZnO-NPs, como nano-fertilizante, se plantea
como alternativa prometedora ya que podria ayudar a reducir los impactos
ambientales. Esto debido a que, dada su mayor reactividad y la liberacion
controlada de Zn, permitirian reducir la frecuencia y cantidad de fertilizante
empleado (Yang et al., 2021). No obstante, los efectos deben ser contrastados con
las consecuencias indeseables que puedan tener las nanoparticulas sobre las
plantas (Tao etal., 2021), ya que pueden representar un riesgo de toxicidad y
acumulacion en la cadena trofica, debido a que las plantas son organismos de

produccion primaria (Rajput et al., 2020b; Rico et al., 2011).

En consecuencia, esto ha llevado a que se realicen numerosas investigaciones
gue evaltuan el efecto de las ZnO-NPs sobre varias especies de plantas, pero adn
existen vacios en el conocimiento, porque, generalmente, no se compara su efecto
con particulas de mayor tamafio, denominadas microparticulas (Garcia-Gémez y
Ferndndez, 2019), y ademas, el estudio normalmente se limita a las etapas
tempranas en el desarrollo, como la germinacion y el desarrollo de plantulas (V.
Singh et al., 2021).

Por lo anteriormente mencionado, este estudio aporta al conocimiento del efecto
del ZnO, en el desarrollo vegetativo juvenil y adulto, sobre C. annuum, utilizando
concentraciones ambientalmente relevantes y considerando el efecto del tamafio
de particula de ZnO, nano y microparticulas. Los resultados de este trabajo
pueden servir como referentes y utilizarse como base en futuras investigaciones
gue evallen la produccion y el mejoramiento de las condiciones de cultivo de esta

especie.
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2. OBJETIVOS

2.1. Obijetivo general

Evaluar el efecto de particulas nano y micrométricas de oxido de cinc sobre la
germinacion y el desarrollo vegetativo de plantas de aji jalapefio (Capsicum
annuum L.).

2.2. Objetivos especificos

e Estructurar un método reproducible y controlable para sintetizar nanoparticulas
de 6xido de cinc con caracteristicas predeterminadas.

e Determinar el efecto de particulas micro y nanométricas de 6xido de cinc sobre

la germinacion de semillas de C. annuum.

e Comparar el efecto de nanoparticulas sintetizadas y particulas micrométricas

de 6xido de cinc sobre el desarrollo vegetativo de C. annuum.

16



3. MARCO TEORICO

3.1. Caracteristicas de Capsicum annuum L.

Capsicum annuum L. es una planta domesticada con centro de origen entre
México y el norte de América del Sur, aunque ha sido introducida a zonas
templadas y tropicales alrededor del mundo (Lim, 2013). Su crecimiento es 6ptimo
en suelos franco-arenosos con un pH entre 6.5 y 7.5, requiere de temperaturas
medias a cdlidas y ademas es intolerante a la sombra (do Régo et al., 2016; Lim,
2013).

Taxondmicamente pertenece al reino Plantae, divisibn Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, orden Solanales, familia Solanaceae, género Capsicum y especie
Capsicum annuum L. (Bosland y Votava, 2012). Es una planta anual o perenne de
corta duracion. Morfolégicamente es un sub-arbusto y alcanza hasta 1 m de altura,
tiene una raiz principal profunda y sus tallos son glabrescentes. Sus hojas son
simples y alternas de margen entero. Las flores tienen caliz cupular, truncado; su
corola es blanca; tiene cinco estambres; anteras azulosas y oblongas (Lim, 2013).
Su fruto es una baya pungente elipsoidal-cénica o fusiforme y su pericarpio es
verde, cuando estd inmaduro, y rojo, cuando alcanza su madurez. Las semillas

son amarillas con forma aplanada-lenticular (Lim, 2013).

3.1.1. Desarrollo fenoldgico de Capsicum annuum L.

El desarrollo de C. annuum esta determinado por la interaccion del genotipo de la
planta con las condiciones ambientales, en el tiempo y el espacio (Rose, 2017).
Estos procesos se traducen en la diferenciacion de tejidos y 6rganos, mediante
cambios anatomicos y morfoldgicos, asi como cambios en el crecimiento mediante

la variacion de biomasa (Evans, 1973). Por lo tanto, el desarrollo de C. annuum
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ocurre en las siguientes etapas (Baurle y Dean, 2006; Bove et al., 2002; Cohen
et al., 2014):

Germinacion. Esta etapa se subdivide en tres fases siendo la primera la de
imbibicion donde la semilla se hidrata, reactivando su metabolismo, y para ello se
genera un cambio en el proteoma del embridn (sintesis de proteinas de novo). En
la segunda fase, el eje embrionario acumula sustancias osmoéticamente activas y
se acidifican las paredes celulares, lo cual permite, en la tercera fase, la expansion
celular y la consecuente elongacion del embridn, accidn que es visible cuando la

radicula protruye a través de la testa de la semilla (Figura 1).

e Desarrollo vegetativo juvenil (plantula). Etapa posterior al proceso de
germinacién y en la que empieza a crecer una pequefia plantula que puede
conservar sus cotiledones y desarrolla hojas. Sin embargo, esta plantula es
incapaz de inducir sefiales de floracion (Figura 1).

e Desarrollo vegetativo adulto. En esta etapa, ademas de desarrollar hojas,
yemas Yy ramificaciones, la planta adulta empieza a tener la capacidad de
generar sefales inductivas para la floraciéon (Figura 1).

e Desarrollo reproductivo. Es la etapa en la que en la planta se generan
procesos de meiosis, lo cual permite el desarrollo de estructuras sexuales

(flores), que finalmente daran origen a frutos con semillas (Figura 1).
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Figura 1. Esquema que ilustra las etapas del desarrollo de C. annuum
considerando la germinacion de la semilla, transformacion de la plantula juvenil a
planta adulta, y su etapa reproductiva. [Adaptado de Baurle y Dean, (2006)].

La duracion de los procesos fenolégicos en C. annuum (Figura 1) es variable, ya
que dependen, en gran parte, de factores ambientales como: la temperatura, la
humedad, la frecuencia de irrigacion vy el tipo de sustrato. En este sentido, se ha
reportado que un cultivo establecido a una temperatura promedio de 23 °C y 298
mm de precipitacion, las plantas fructifican a los seis meses de haber sido
sembradas (Azofeifa y Moreira, 2004). El desarrollo del ciclo de vida de C.
annuum, en el que se incluyen las etapas nombradas anteriormente (figura 1),

requiere que las plantas tengan condiciones de nutricion optimas.
3.2.  Macronutrientes y micronutrientes

Las plantas no solamente necesitan agua y luz para desarrollarse, también
requieren de nutrientes, los cuales se clasifican en dos grandes grupos, segun su
abundancia relativa en los tejidos vegetales (Marschner, 2011; Mengel y Kirby,
2000): Los macronutrientes (nitrégeno, N; fésforo, P; potasio, K; azufre, S;
magnesio, Mg y calcio, Ca), que se encuentran por encima de 1000 mg Kg™ del
peso seco de la planta, y los micronutrientes (hierro, Fe; manganeso, Mn; cobre,
Cu; cinc, Zn; niquel, Ni; molibdeno, Mo; boro, B y cloro Cl) con concentraciones
por debajo de 100 mg Kg™* del peso seco de la planta (Marschner, 2011; Mengel y
Kirby, 2000). Tales elementos se aportan a los cultivos, generalmente, mediante el
uso de productos quimicos, denominados fertilizantes. El presente estudio se
enfocod en establecer el efecto causado por el suministro del micronutriente Zn,

como ZnO en dos tamarfios de particula diferente.

3.2.1. Elcinc (Zn) como micronutriente

El Zn es un elemento con peso atdbmico 65.38 u, y numero atémico 30. Es un
elemento esencial para la vida (Karlsson et al., 2015), Este elemento actia como
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cofactor de diferentes enzimas y por lo tanto es necesario para que las plantas
realicen procesos como la fotosintesis, la sintesis de las auxinas y la activacion del
sistema de defensa (Hafeez, 2013). Este micronutriente ayuda a mantener la
homeostasis ante condiciones de estrés, ademas es fundamental para la
replicacion y la trascripcion del ADN (Hafeez, 2013; Stanton etal., 2022).
Adicionalmente, el Zn hace parte estructural de las proteinas celulares, por lo cual
ayuda a mantener la integridad de las membranas biologicas y afecta
directamente la absorcion de agua y minerales, ya que estabiliza algunas
proteinas de transporte (Castillo-Gonzélez etal.,, 2018). Este micronutriente
también hace parte de los factores de transcripcion, denominados proteinas dedo
de cinc (en inglés, Zinc finger proteins), que estan involucrados en la
diferenciacion celular, el desarrollo de semillas y deméas 6rganos de las plantas
(Singh et al., 2018; Sturikova et al., 2018; Yang et al., 2014).

El Zn en el suelo puede encontrarse como el catién soluble Zn**, forma en la cual
esta biodisponible para su absorcion por la raiz de las plantas. El factor que mas
afecta la distribucién y movilidad del Zn en el suelo es el pH, ya que su
concentracion aumenta cinco veces cada vez que el pH disminuye en una unidad.
A pH mayor que 7.5, la disponibilidad del Zn en el suelo, para las plantas, se
reduce debido a que el Zn(OH), insoluble predomina en la solucién del suelo
(Sturikova et al., 2018).

Por otro lado, se ha encontrado que el Zn es uno de los micronutrientes mas
deficitarios en los suelos de gran parte del planeta, condicién que puede propiciar
pérdidas en el rendimiento de los cultivos (Alloway, 2008). La deficiencia de Zn en
las plantas, puede ocasionar hojas pequefias y delgadas, con clorosis intervenal y
disposicion arrosetada, caracteristicas producidas debido al acortamiento de los
entrenudos en el tallo (Balakrishnan, 1999; do Régo et al., 2016).

20



3.2.2. Toxicidad del cinc

No obstante, la exposicion de las plantas a grandes cantidades de Zn puede
generar fitotoxicidad. Se puede presentar toxicidad en las plantas, cuando hay
exceso de Zn, porque los iones Zn** competirian por los sitios de iones
biol6gicamente activos en las enzimas (Buchanan et al.,, 2015; Sturikova et al.,
2018). De esta manera, el exceso de Zn podria afectar la transferencia de
azucares al embrién en las semillas, y disminuir el transporte y absorcion de
nutrientes y agua en las raices, ya que este elemento compite de manera
antagonica con otros como el N, Fe, Mn y Cu (Kaur y Garg, 2021). Ademas, este
elemento, en altas concentraciones, puede reducir el crecimiento en diferentes
organos de las plantas e inhibir la multiplicacién y diferenciaciéon celular. Los
efectos ocasionados por su toxicidad, también incluyen la desorganizacion del
sistema fotosintético en los cloroplastos y respiratorio en las mitocondrias (Kaur y
Garg, 2021; Sturikova et al., 2018).

Buscando soluciones que permitan tener un equilibrio de manera estable y
prolongada en la liberacién de iones Zn?*, sin generar un impacto desfavorable
sobre las plantas o el medio ambiente, se han propuesto estrategias de empleo
eficiente de fertilizantes haciendo uso de la nanotecnologia (Thounaojam et al.,
2021).

3.3. Lananotecnologia y los nanomateriales

La nanotecnologia es un campo de estudio que busca obtener, evaluar y
manipular de manera controlada materiales, estructuras, dispositivos y sistemas a
escala nanométrica, concretamente con un tamafio menor a 100 nm (1 nm = 10
m). Este interés surge porque, a esta escala, la materia presenta caracteristicas y
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas novedosas (Ealias y Saravanakumar,

2017; Roco, 2011). Especificamente, dentro de la nanotecnologia, se consideran
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los nanomateriales, que pueden tener forma de puntos cuanticos, nanoparticulas,
nano-cables, nano-hojas, entre otros (Nasrollahzadeh etal., 2019). En este

estudio se utilizaron nanoparticulas.

3.3.1. Las nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas muy pequefias con una distribucion de tamafio
en el rango de nanometros (Martino etal., 2016). Las nanoparticulas se
caracterizan por poseer una alta superficie especifica (area superficial por unidad
de masa) o sea una alta cantidad de centros activos, esto debido a que la cantidad
de iones, atomos y moléculas en su superficie es grande frente al nimero total de
estas especies quimicas en la particula. Esta caracteristica las hace mas
reactivas que las particulas de composicion similar y mayor tamafio (Martino
etal., 2016; Mohamed y Paleologos, 2018). Debido a su composicién, las
nanoparticulas inorganicas, conformadas por metales o por Oxidos metalicos,
pueden tener aplicaciones potenciales en el campo de la nutriciobn mineral de las
plantas (Chhipa, 2017; Ealias y Saravanakumar, 2017). Entre ellas se destacan las
nanoparticulas de 6xido de cinc (ZnO-NPs) que son empleadas en el area de la
salud, los materiales, las ciencias ambientales, y, especificamente, en la
agricultura para la produccién de agroquimicos (Mosquera-Sanchez et al., 2020;
Ong et al., 2018; Rajput et al., 2020b; Scott et al., 2018; Vargas et al., 2021). Uno
de los métodos utilizados para obtener estas nanoparticulas es el denominado
complejo polimérico-Pechini, proceso utilizado en este trabajo para obtener las
ZnO-NPs requeridas.

3.3.2. Método de sintesis de ZnO-NPs mediante el complejo polimérico — Pechini

Este método fue patentado en 1967 con el objetivo de obtener titanatos o niobatos
de plomo o alcalinotérreos (Pechini, 1967). Sin embargo, el proceso original ha

sufrido modificaciones que han permitido obtener 6xidos metalicos de tamaifio
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nanomeétrico (Sunde et al., 2016). En el proceso modificado se utiliza un precursor
de sal de cinc, un acido organico, como el 4cido citrico, etilenglicol e hidréxido de
amonio (Ochoa etal., 2009) que propician procesos de quelacion, asi como
reacciones de poliesterificacion e hidrolisis y condensacion, favoreciendo la
formacién de una resina que, al ser pirolizada, permite obtener las ZnO-NPs de
interés (Azor, 2018; Ochoa et al., 2009). Para verificar la naturaleza quimica y
caracteristicas de estas nanoparticulas, posteriormente, se utilizaron diversas

técnicas convencionales de caracterizacion.

3.3.3. Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas

Debido a que el efecto de las nanoparticulas en los sistemas biol6gicos depende
de sus caracteristicas es necesario conocer las propiedades de los materiales
nanometricos obtenidos, usando el proceso de sintesis seleccionado. Para ello se
utilizan varias técnicas de caracterizacion (Kumar y Dixit, 2017), entre las que se

encuentran las que se indican a continuacion.

¢ Andlisis termogravimétrico (ATG) y andlisis térmico diferencial (ATD)

Con el ATG se determina la estabilidad térmica de una muestra y la fraccion de
sus componentes volatiles, mediante el cambio de su masa, al someterla a un
calentamiento a una tasa de temperatura constante (Rajisha et al., 2011). Por otro
lado, en el ATD se compara el cambio de temperatura entre la muestra de interés
y una muestra patron de referencia, bajo condiciones similares de calentamiento o
enfriamiento (Tanzi etal., 2019), cambios de temperatura que indicarian el
desarrollo de procesos exotérmicos o endotérmicos al interior del sélido. Los
resultados de estos ensayos permiten establecer el rango de temperatura 6ptimo
para tratar una muestra, y obtener el producto requerido, en el presente estudio un

oxido.
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e Espectroscopia de absorcion ultravioleta visible (UV — Vis)

Esta técnica se utiliza para conocer las transiciones electronicas mas importantes,
que ocurren en el sdélido sintetizado, al hacer incidir radiacion electromagnética,
sobre él. Dichas transiciones se pueden determinar debido a que la radiacion
incidente sobre el material, en el rango de las longitudes de onda UV-Vis,
suministraria a un electron del solido la cantidad minima de energia para excitarlo.
Asi, por ejemplo, el electrén podria pasar de la parte superior de la banda de
valencia a la parte inferior de la banda de conduccién y con este valor de energia
se puede determinar el “gap” de energia del material (Yurdakal et al., 2019).

e Espectroscopia de absorcion infrarroja (IR)

Esta técnica permite determinar los grupos funcionales presentes en una muestra
y se fundamenta en la irradiacion de la muestra con longitudes de onda en el
espectro infrarrojo, radiacion que puede ser reflejada o transmitida por el solido
dependiendo de la frecuencia y su correlaciéon con la frecuencia de vibracién
propia de los grupos funcionales existentes, lo que puede propiciar un fenémeno
de resonancia. De esta manera, los enlaces presentes en la muestra pueden
absorber radiacion de frecuencias especificas y vibrar de manera distintiva,
dependiendo de la naturaleza del grupo funcional. Posteriormente, con la
obtencion del espectro se pueden identificar los diferentes enlaces o grupos
funcionales mediante la comparacion con espectros IR conocidos, recopilados en
bases de datos (Kristo, 2012).

e Difraccion de rayos X (DRX)

Esta técnica permite determinar la estructura cristalina de un soélido. La misma se
fundamenta en la dispersion e interferencia de un haz de rayos X monocromatico
qgue incide, en angulos especificos, sobre los planos reticulares de una muestra.

Este proceso permite determinar su ordenamiento cristalino mediante la
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generacion de picos de interferencia constructiva, los que dan origen al
diafractograma de la muestra. La intensidad de estos picos esta relacionada con la
disposicion y los arreglos periddicos de los atomos constituyentes y es tipica para
cada material, por lo que se puede comparar con los patrones estandar
almacenados en bases de datos (Kohli y Mittal, 2019).

e Microscopia electronica de barrido (MEB)

Esta técnica permite conocer la morfologia, tamafio y aglomeracion de las
nanoparticulas y se basa en el escaneo de la superficie de una muestra con una
sonda constituida por un haz de electrones, los cuales producen una emisién de
electrones secundarios desde la muestra, lo que permite la formacién una imagen
del solido (Henini, 2000).

3.4. Las ZnO-NPsy su interaccién con las plantas

La exposicion de plantas a ZnO-NPs puede realizarse a través de las semillas,
raices o parte aérea y segun la via, los mecanismos de absorcién y transporte
cambian (Barkataki y Singh, 2019). El transporte de ZnO-NPs desde la raiz de las
plantas puede ocurrir mediante el espacio apoplastico, constituido por los espacios
intercelulares, o mediante el espacio simplastico, por el que se transportan
sustancias de célula a célula mediante los plasmodesmos que las unen (Faizan
et al., 2020; Marschner, 2011).

La ruta apoplastica permite a las nanoparticulas transportarse hasta el xilema y
moverse con la corriente transpiratoria. El ingreso de nanoparticulas a la raiz,
mediante esta ruta, depende del tamafio de poro de las paredes celulares (5-20
nm), la presion osmoética, las fuerzas capilares y la capacidad de las

nanoparticulas para atravesar la banda de Caspary (Barkataki y Singh, 2019).
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En cuanto a la ruta simplastica, la entrada de las nanoparticulas depende de la
endocitosis, que posiblemente, permite su encapsulacién e ingreso a las células
(Barkataki y Singh, 2019; Singh et al., 2018), y del tamafio de los plasmodesmos
(20 a 50 nm de diametro). Esta ruta permite el transporte hacia el floema de la
planta o el almacenamiento y transformacién de las nanoparticulas en las

vacuolas de las células (Barkataki y Singh, 2019; Singh et al., 2018).

Adicionalmente, el efecto de las ZnO-NPs depende de factores asociados a las
plantas, el sustrato, asi como de sus caracteristicas fisicoquimicas, de modo que
estos factores interactian para propiciar efectos benéficos o téxicos en las

plantas. A continuacion se realiza una breve descripcion de estos efectos.
3.4.1. Efectos benéficos

Las nanoparticulas pueden liberar iones Zn**, de manera controlada, y por lo tanto
la fertilizacion puede realizarse de forma mas eficaz (Sturikova et al., 2018). Por
otro lado, la adicion de ZnO-NPs podria reducir algunos tipos de estrés en las
plantas, como el estrés salino o por metales pesados (Abdel Latef et al., 2017;
Rizwan et al., 2019) y puede promover la germinacion y el crecimiento en algunas

especies de plantas (Prasad et al., 2012; Raja et al., 2019).

3.4.2. Efectos toxicos

Las nanoparticulas pueden causar dafios mecanicos en las plantas al obstruir el
sistema de transporte, la pared o membrana celular y pueden ocasionar necrosis
en los tejidos (Garcia-Gomez et al., 2018b). Otro mecanismo de dafio celular
ocurre cuando las nanoparticulas generan estrés oxidativo, al interactuar con los
componentes celulares, produciendo especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

(Molnar et al., 2020). Este estrés puede afectar los procesos de multiplicacion y
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aumento de volumen celular, lo que ocasionaria, finalmente, la disminucién del

crecimiento de la planta (Rajput et al., 2020a).

4. ANTECEDENTES

Actualmente, investigaciones sobre nanoparticulas se han enfocado en determinar
el destino de las mismas, las modificaciones que sufren, su transferencia a las
cadenas troficas, asi como su uso como nutriente (Zeb etal, 2021).
Especificamente, se ha encontrado que la exposicion de plantas a ZnO-NPs ha
ocasionado efectos tanto benéficos como perjudiciales (Garcia-Gomez vy
Fernandez, 2019).

La bibliografia consultada indicé que la exposicion a ZnO-NPs, en la etapa de
desarrollo juvenil, aumenté el porcentaje de germinacién en Triticum aestivum
(Rai-Kalal y Jajoo, 2021), Allium cepa (Tymoszuk y Wojnarowicz, 2020) y Zea
mays (Neto et al., 2020). Asimismo se encontré que, en esta etapa, las ZnO-NPs
podrian favorecer el crecimiento de la raiz y el tallo de las plantulas, promoviendo,
adicionalmente, el aumento de la biomasa en especies como Capsicum chinense
(Israel Garcia-Lopez et al., 2018), Phaseolus vulgaris (Savassa et al., 2018) y
Solanum melongena (Younes et al., 2020). Por el contrario, en otros trabajos, se
encontré que la exposicion a las ZnO-NPs resultaba ser perjudicial, reduciéndose
el porcentaje de germinacion, la longitud de la raiz o la biomasa en Arabidopsis
thaliana (Wan et al., 2019), Trigonella foenum-graecum (Osman et al., 2020) y

Brassica nigra (Zafar et al., 2019).

Cuando las plantas se encontraban en la etapa adulta, las investigaciones

indicaron que las ZnO-NPs promovian el crecimiento del tallo y raiz, y favorecian
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el aumento del area foliar y la acumulacion de biomasa en algunas especies
como: Brassica oleracea, (Awan et al., 2021), Lactuca sativa (Xu et al., 2018) y
Oryza sativa (Madhusudanan et al., 2019). Sin embargo, otras plantas mostraron
intolerancia a la exposicidon a las ZnO-NPs y en respuesta su crecimiento y
biomasa se redujeron, como es el caso de Cucumis sativus (Moghaddasi et al.,
2017), Glycine max (Priester et al., 2017) y Raphanus sativus (Singh y Kumar,
2018).

Por otro lado, si se compara el efecto de las ZnO-NPs con el de las ZnO-MPs, los
resultados reportados son contradictorios. Algunos investigadores indican que las
nanoparticulas tienen un efecto similar en las plantas que las microparticulas
(Garcia-Gomez et al., 2018a), mientras que otros mencionan que el efecto de las
nanoparticulas resulta ser mas perjudicial, esto debido a que ellas presentan una
forma mas biodisponible para las plantas (Moghaddasi et al., 2017). Sin embargo,
también, se ha encontrado que las nanoparticulas pueden ser menos perjudiciales
para las plantas, ya que tanto las condiciones del sustrato, como la especie de
planta pueden modular la biodisponibilidad del Zn, dependiendo del tamafio de
particula (Garcia-Gémez y Fernandez, 2019; Medina-Velo etal., 2017).
Adicionalmente, otros autores han reportado que las nanoparticulas pueden ser
mas facilmente absorbidas que las microparticulas, por la raiz, cuando se presenta

un déficit de cinc, lo que se traduce en efectos benéficos (Kopittke et al., 2019).

Especificamente, los estudios realizados en C. annuum, mostraron que la
exposicién de semillas a ZnO-NPs, en una concentracién entre 100 y 500 mg L™,
aumentaron su vigor, aunque la longitud de la raiz disminuyé (Garcia-Lopez et al.,
2018). Otros efectos negativos encontrados estan relacionados con la disminucién
de biomasa y area foliar (Iranbakhsh et al., 2018). Sin embargo, cuando la via de
aplicacion fue la foliar, en una concentracién de 50 mg L™, se favoreci6 el
crecimiento tanto del tallo y la raiz, asi como del area foliar y se incrementé el

peso seco (Méndez-Arguello et al., 2016).
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Si se consideran los diversos mecanismos de suministro de las ZnO-NPs a las
plantas, aun se desconoce el efecto que puede tener su aplicacion sobre C.
annuum, en diferentes concentraciones, por la via radicular. Por lo tanto, es de
interés evaluar el efecto de las nanoparticulas al utilizar diversas rutas de
exposicion, informacién que permitiria la implementacion segura y eficaz de la

nanotecnologia a la agricultura.

5. MATERIALES Y METODOS

Para desarrollar de manera coherente el proyecto y en consideracion de su

naturaleza interdisciplinar, el trabajo se realiz6 en tres etapas:

e Sintesis, caracterizacion de ZnO-NPs y adquisicién de microparticulas de ZnO.

e Determinacidn del efecto de nanoparticulas y microparticulas de ZnO sobre la
germinacion de semillas de C. annuum y su desarrollo vegetativo juvenil (etapa
de plantula).

e Determinacién del efecto de nanoparticulas y microparticulas de ZnO

adicionadas al sustrato sobre el desarrollo vegetativo adulto de C. annuum.

5.1. Sintesis de ZnO-NPs

Las ZnO-NPs se sintetizaron mediante el método de complejo polimérico - Pechini
(Pechini, 1967), modificado para favorecer reacciones de hidrélisis vy
condensacion. Para ello se utiliz6 como precursor el acetato de cinc dihidratado
(Zn(CH3COO0), - 2H,O - Merck), acido citrico (CgHgO; - Merck) como agente
guelante y etilenglicol (C,HgO, - Merck) como solvente, en una proporcion molar

de 1/1/4 respectivamente.
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Para iniciar la sintesis, se calent0 el etilenglicol a 70 °C agitdndolo constantemente
a 320 rpm mientras se adicionaba el &cido citrico correspondiente.
Simultaneamente, en otro recipiente, se disolvio el acetato de cinc en 40 mL de
agua destilada - desionizada. Luego se mezclaron estas dos disoluciones a
temperatura ambiente, con agitacién constante. A la mezcla resultante se ajusto
su pH a 8.5, adicionandole hidréxido de amonio (NH4OH 28.81% Merck) con un
dosificador volumétrico (Metrohm). Mientras se adicionaba el hidroxido de amonio
al sistema, se registré la curva de valoracion potenciométrica (grafica del pH del
sistema en funcién del volumen suministrado de hidréxido de amonio), esto con el
objetivo de controlar las condiciones del proceso de sintesis y garantizar la

reproducibilidad del mismo.

La mezcla a pH de 8.5 se calento, a 120 °C, hasta que se conformé una resina de
color amarillo. Posteriormente, esta resina se sometié por 3 horas a tratamiento
térmico de 350 °C en un horno (Haceb), obteniéndose un precalcinado de color
negro, el cual se maceré en un mortero de agata. Finalmente, el precalcinado se
trasladé a una mufla (Terrigeno), la cual se programé para que siguiera una curva
de calentamiento, a una velocidad de 5 °C min® y que duré 9 horas, hasta
alcanzar una temperatura de 500 °C. El sdlido resultante de este tratamiento fue

un polvo calcinado de color blanco.

5.2. Caracterizacién del material pulverulento

Para determinar la naturaleza y las propiedades fisicoquimicas del sélido obtenido
mediante sintesis descrita, se emplearon las siguientes técnicas convencionales

de caracterizacion de sustancias:

5.2.1. Analisis termogravimétrico (ATG) y analisis térmico diferencial (ATD)
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Para determinar el efecto del tratamiento térmico sobre el precalcinado y conocer
los eventos fisicoquimicos que pueden ocurrir durante su desarrollo, el
precalcinado se sometié a un analisis térmico. Para ello se empleé el equipo
termogravimétrico — termodiferencial SDT Q600 - TA Instruments, a una velocidad

de calentamiento de 5 °C min™ en una atmdsfera de aire.

5.2.2. Espectroscopia de absorcion en ultravioleta-visible (UV-Vis)

Las muestras sintetizadas se caracterizaron empleando espectroscopia de
absorcién en el rango UV-Vis para determinar las transiciones electrénicas mas
importantes que podrian ocurrir al interior del solido. Para ello se preparé una
suspension acuosa con el polvo sintetizado, a una concentracién de 100 mg L™, la
cual se sometio a ultrasonido, durante 30 minutos, para romper los aglomerados
existentes. Posteriormente, la suspension se transfirié a una celda de cuarzo, de 1
cm de ancho, la cual se colocé en el porta-muestra del espectrofotdmetro (Thermo
Scientific Spectronic Genesys 6). Para obtener el espectro de absorcion UV-Vis de

la muestra, se realiz6 una estimacion entre 190 nm y 800 nm de longitud de onda.

5.2.3. Espectroscopia de absorcion infrarroja (IR)

Por otro lado, para conocer los grupos funcionales presentes en el material
sintetizado, se empled espectroscopia infrarroja (IR). Para obtener el espectro IR
de la muestra de interés, se conformé una pastilla mezclando el sélido sintetizado
y KBr en un porcentaje aproximado de 10 y 90% (p/p), respectivamente. Esta
pastilla se colocé en el porta-muestra del espectrofotometro (Thermo Scientific
Nicolet iS 10) y se realiz6 un barrido entre 400 y 4000 cm™.
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5.2.4. Difraccion de rayos X (DRX)

Adicionalmente, para conocer la estructura cristalina del polvo ceramico
sintetizado se emple6 difraccién de rayos X (DRX). Para obtener el difractograma
de la muestra sintetizada por el método de Pechini (1967) modificado, se empled
el difractometro D8 ADVANCE, con Geometria Da Vinci.

5.2.5. Microscopia electronica de barrido

Finalmente, se utilizé microscopia electrénica de barrido (MEB) para conocer la
aglomeracion, el tamafio y la morfologia de las particulas de ZnO sintetizadas.
Para generar una superficie conductora y evitar que la muestra se cargara
eléctricamente, el polvo cerdmico se adhirié a una cinta de carbono y se realiz6 un
metalizado superficial con oro, usando para ello un equipo de pulverizacion
catddica (Denton Vacum Modelo Desk V). Posteriormente, este montaje del solido
de interés se coloc6é en el porta-muestra del equipo y se observé con un
microscopio electronico de barrido (Jeol JSM 6490 LV), en el modo configuracién

de electrones secundarios, con un voltaje de aceleracion de 20 kV.

5.3. Adquisicién de microparticulas de ZnO

En este trabajo se utilizd, como microparticulas de ZnO, el 6xido adquirido en la
forma comercial (Sigma-Aldrich), con 99.9% de pureza y tamafio de particula <1

pm (informacién suministrada por el fabricante).

5.4. Obtencidn y desinfeccién del material vegetal
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Para la realizacion de este trabajo se emplearon semillas de aji jalapefio
(Capsicum annuum L.), extraidas de frutos adquiridos directamente con un
agricultor y producidos organicamente, lo que garantiz6 que no habian sido
expuestas a agroquimicos convencionales, que pudieran interferir con el efecto de
los tratamientos experimentales con ZnO a que fueron sometidas (OECD, 2006).
Estos frutos se desinfectaron con solucion de hipoclorito de sodio al 2.5%, se
lavaron con agua destilada y se dejaron madurar al ambiente hasta que
adquirieron un color rojo. Luego se extrajeron las semillas de los frutos y aquellas
que no presentaban deterioro fueron depositadas en recipientes de vidrio color
ambar y almacenadas en oscuridad a 5 °C (Khan et al., 2009). Antes de someter
las semillas a los tratamientos, estas se desinfectaron mediante inmersion en
hipoclorito de sodio al 2%, durante 5 minutos, con agitacion permanente, seguida

de tres (3) enjuagues con agua destilada estéril (Ahmed et al., 2000).
5.5. Seleccién de tratamientos

La determinaciéon del efecto de las nanoparticulas y las microparticulas de ZnO,
sobre la germinacion de semillas y el desarrollo vegetativo de plantas de C.
annuum, se efectu6 exponiendo semillas o plantulas a tratamientos con ZnO. Para
ello, se consideraron los dos tamafios de particula y diferentes concentraciones,
condiciones seleccionadas de acuerdo a la clasificacion establecida por Reddy-
Pullagurala et al. (2018), para concentraciones ambientalmente relevantes de
ZnO-NPs:

e Las dosis bajas se encuentran entre 0 y 50 mg Kg™, como se ha reportado, y
en general, tendrian efectos benéficos para las plantas.

e Las dosis medias se encontrarian en el rango de concentraciones entre 50 y
500 mg Kg™.

e Las dosis altas estarian por encima de los 500 mg Kg™, para las cuales se han
reportado efectos de toxicidad en las plantas. Sin embargo, rara vez los

ecosistemas terrestres contienen concentraciones tan altas de ZnO-NPs.
33



De acuerdo a lo expuesto, se decidid6 emplear tres (3) concentraciones bajas (10,
20y 50 mg L™ 6 mg Kg™) y dos (2) concentraciones medias (100 y 200 mg L™ 6
mg Kg?), tanto de ZnO-NPs como de ZnO-MPs, y se incluyé como testigo
absoluto un tratamiento consistente en semillas con agua destilada o plantas con

sustrato.

5.6. Efecto del oxido de cinc (ZnO) sobre la germinacién de semillas y

crecimiento de plantulas de C. annuum

5.6.1. Efecto del ZnO sobre la germinacion de semillas

El experimento realizado para determinar el efecto del ZnO sobre la germinacién
de semillas de C. annuum, se llevé a cabo en los laboratorios adscritos al
Departamento de Biologia de la Universidad del Cauca. Con este propdsito 100
semillas previamente desinfectadas, fueron colocadas durante 24 horas en
suspensiones acuosas de ZnO, constituido por nano o microparticulas, en las
concentraciones ya indicadas y ajustadas a un pH de 7.0. Luego las semillas se
distribuyeron en 10 cajas de Petri esterilizadas (repeticiones), cada una con 10
semillas (unidad experimental), provistas con papel filtro (Chmlab) y 5 mL de agua
desionizada (Raliya etal., 2015). Estas cajas se ubicaron en un cuarto de
crecimiento, con fotoperiodo de 12 horas (Nieto-Garibay et al., 2009), iluminacién
de 2000 lux y temperatura de 24.2 + 6 °C.

5.6.2. Variable estimada
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La variable de respuesta estimada, en las semillas expuestas a los tratamientos,
fue el nUmero de semillas germinadas a los 7 y 14 dias (ISTA, 2016). Las semillas
se clasificaron como germinadas considerando el surgimiento de

una radicula con al menos 1 mm de longitud (Lee et al., 2018).

5.6.3. Efecto del ZnO sobre el crecimiento de plantulas de C. annuum

El efecto del ZnO sobre el desarrollo juvenil de C. annuum, se determiné en las
plantulas provenientes de las semillas expuestas a este Oxido en el ensayo
previamente realizado y descrito, cuantificando 14 dias después de la exposicion
(dde) a los tratamientos, evaluando las siguientes variables: la longitud del tallo,
longitud de la raiz principal, el peso seco de la parte aérea y peso seco de la raiz

de plantulas.

Para realizar este procedimiento, se separd la raiz del tallo de las plantulas
mediante un corte en la zona de transicion raiz/tallo y su longitud se midid, para
cada plantula, con un calibrador digital (Fischer). El peso se determiné empleando
una balanza analitica (Ohaus Adventurer) y, debido a que la balanza no poseia las
suficientes cifras significativas para determinar pesos individuales, este se estimé
para el conjunto de plantulas que habia en una caja de Petri. Para cuantificar el
peso seco, inicialmente las muestras se colocaron en un horno (Wtc Binder) a 80
°C, hasta alcanzar un peso constante, el cual fue el que se registré6 (Smart y
Bingham, 1974).

5.7. Determinacion del efecto de particulas ZnO adicionadas al sustrato sobre el

desarrollo vegetativo adulto de plantas de C. annuum

Para evaluar el efecto de las nanoparticulas y las microparticulas de ZnO, sobre el
desarrollo vegetativo adulto de C. annuum, se sembraron en sustrato las plantulas

obtenidas a partir de semillas.
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5.7.1. Preparacion del sustrato y constitucion de los tratamientos

El sustrato empleado se conformd preparando una mezcla con turba de
Sphagnum spp. (Kekild), perlita (Hoffman) y zeolita (Bioespacio), en proporcion de
volumen 50/30/20 respectivamente (Méndez-Argulello et al., 2016). Esta mezcla se
dividié en 11 porciones, adicionandose a cada una 10, 20, 50, 100 6 200 mg de
nanoparticulas o microparticulas de ZnO, por Kg de sustrato; a una de ellas no se
le adicioné ZnO, constituyéndose en el testigo absoluto; de esta manera se
conformaron los tratamientos. Cada porcion de sustrato se llevd a un molino
rotatorio, donde se mezclé durante una hora, para garantizar su homogeneidad.
Posteriormente, de esta mezcla se tomaron porciones de 360 g y se dispensaron
en 10 macetas de pléstico, de 10 cm de didametro y 12 cm de altura, debidamente
etiquetadas con la identidad de los tratamientos. Para determinar el pH del
sustrato, se adicion6 agua destilada en proporcion 1/1 (p/v), se mezclo
regularmente y, después de una hora, se realizd la determinacion de pH con un

pH-metro (Metrohm), obteniéndose un pH de 6.50 (Bravo y Giraldo, 2003).

5.7.2. Obtencion de plantulas

Esta etapa se desarrolld, en los laboratorios de Biologia de la Universidad del
Cauca. Para ello se tomaron 1000 semillas de C. annuum y se depositaron en 100
cajas de Petri (10 semillas por caja), provistas de papel filtro (Chmlab),
humedecido con 5 mL de agua desionizada. Estas cajas se ubicaron en un cuarto
de crecimiento, con 12 horas de fotoperiodo (Nieto-Garibay etal.,, 2009),
iluminacion de 2000 lux y a temperatura promedio de 24 + 3°C, durante 14 dias.
En estas condiciones germinaron las semillas que dieron origen a las plantulas

gue se evaluaron.
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5.7.3. Establecimiento de plantulas en el sustrato

En cada maceta provista con el sustrato, se sembro tres (3) plantulas, con
apariencia saludable y una longitud de 5 £ 0.5 cm, las cuales fueron irrigadas con
200 mL de agua destilada por maceta. Posteriormente, las macetas se trasladaron
a un invernadero, a una temperatura promedio de 25 £ 7 °C y humedad relativa
promedio de 68 + 6%, donde estas se ubicaron completamente al azar. Cada siete
(7) dias se realiz6 una redistribucion espacial de las macetas, completamente
aleatoria, y a cada maceta se le adicion6 100 mL de solucion de Hoagland
(Phytotech), elaborada segun Hoagland y Arnon (1950). Transcurridos 63 dias, se
efectu6 un raleo dejando una plantula por maceta para evitar relaciones de
competencia o alelopatia (Geilfus, 2019). Este experimento tuvo una duracion total
de 126 dias.

5.7.4. Variables estimadas

En este experimento donde se evalu6 el desarrollo vegetativo adulto de plantas de
C. annuum, después de ser tratadas con ZnO, se tomaron como variables el
namero de hojas y nimero de yemas florales, las cuales fueron determinadas por
observacion directa. Ademas, se evalu6 la longitud del tallo y longitud de la raiz
principal, empleando para ello una regla graduada en centimetros (Liu y Lal,
2014); el area foliar que se determiné con un medidor de area foliar LICOR LI-
3100 (Azofeifa y Moreira, 2004); el peso seco tanto de la parte aérea como de la
raiz y que fueron cuantificados mediante una balanza analitica Ohanus
Adventurer. Especificamente, para determinar el peso seco, las muestras se
colocaron en bolsas de papel etiquetadas y se secaron en un horno (Wtc Binder)

a 80 °C, hasta alcanzar un peso constante (Smart y Bingham, 1974).

5.8. Disefio experimental y analisis estadistico
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Las unidades experimentales, del primer y segundo experimento, correspondieron
al conjunto de 10 semillas establecidas en las cajas de Petri y a las plantas
sembradas en sustrato, que respectivamente, se asignaron a los tratamientos
mediante un disefio experimental completamente al azar. De manera especifica,
los valores correspondientes al niamero de semillas germinadas se analizaron
mediante un modelo lineal generalizado mixto con medidas repetidas. La
expresion de los modelos lineal generalizado y lineal generalizo mixto
correspondié a la consignada en Gomez etal.,, (2019) y Landy N., (2012). El
andlisis de los datos para las variables indicadas se efectué atendiendo a su
distribucién y cumplimiento de los requerimientos para el mismo, tal como se

resume en la Tabla 1, construida con base en este criterio.

El andlisis estadistico de todos los datos provenientes de las variables (ver Tabla
1), se realizé empleando el programa estadistico InfoStat v. 2020 (Di Rienzo et al.,
2020), que utiliza el motor de célculo de R (Wilson y Norden, 2015). Las graficas
se obtuvieron usando el programa IBM SPSS Statistics v.23 (IBM, 2019) y Origin
(Origin, 2020).

Tabla 1. Andlisis estadistico para las variables estimadas en C. annuum
sometido a tratamientos con diferentes concentraciones de ZnO-NPs o ZnO-MPs.

Experimento | Tipo de | Descripcion | Distribucién Analisis Separacion
variables | de variables de medias
Desarrollo Discretas NSG 7-14 binomial MLGM Bonferroni
vegetativo | Continuas LR gamma MLG DGC
juvenil LT gamma MLG DGC
PSR normal MLG DGC
PSA gamma MLG DGC
LR x PSR t Kendall
LT x PST t Kendall
Desarrollo Discretas NH cuasi-Poisson MLG Bonferroni
vegetativo NYF Poisson MLG Bonferroni
adulto AF gamma MLG Bonferroni
Continuas LR gamma MLG Bonferroni
LT gamma MLG Bonferroni
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PSR gamma MLG Bonferroni
PSA gamma MLG Bonferroni
LR x PSR r Pearson
LT x PSA r Pearson

[Abreviaturas para variables: NSG 7-14, nimero de semillas germinadas a los 7 y 14
dde; LR, longitud de la raiz; LT, longitud del tallo; PSR, peso seco de la raiz; PSA, peso
seco de la parte aérea; NH, nimero de hojas; NYF, nimero de yemas florales; AF, area
foliar. Analisis: LR x PSR, correlacion entre longitud de la raiz y su peso seco; LT x PSA,
correlacion entre la longitud del tallo y el peso seco de la parte aérea; MLG, modelo lineal
generalizado; MLGM, modelo lineal generalizado mixto; T Kendall, Correlacion de Kendall;
r Pearson, Correlacion de Pearson. Separacion de medias: DGC, Prueba Di renzo,
Guzman y Casanoves. Las pruebas de analisis de varianza, los modelos empleados y la
separacion de medias se aplicaron con p < 0.05].

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Sintesis de ZnO-NPs

En la Figura 2 se muestra la curva de valoracion potenciométrica de la mezcla
acetato de cinc — etilenglicol — &cido citrico, asi como la variacién de temperatura,
obtenidas al adicionar hidroxido de amonio (NH,OH - Merck) al sistema, durante la
realizacion del proceso propuesto por Pechini, (1967) y modificado. Si se
considera el cambio de pendiente, en la curva de valoracién, son evidentes cuatro
etapas, tal como se indica en la Figura 2. Inicialmente, entre pH 1.82 y 4.0, el
sistema que contenia el precursor de cinc presenté un aspecto de color blanco y
viscoso que, al adicionarle lentamente el hidréxido de amonio, incrementé su valor
del pH asi como el de su temperatura, alcanzando un valor de ~36 °C. Este
comportamiento de la temperatura del sistema indicaria que, por la adicion del

NH4OH, ocurririan reacciones exotérmicas en su interior.
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En la segunda etapa del proceso, cuando el valor de pH presento valores entre 4.1
y 5.0, el sistema mostré un cambio de color y poco a poco se fue tornando
transparente. En esta etapa, se presentd un incremento aproximadamente lineal
de la curva de valoracion, con un valor de pendiente constante, lo que indicaria un
consumo moderado, continuo y regular de los hidroxilos — OH™ suministrados por
la base. Estos hidroxilos reaccionarian con las especies quimicas presentes en el
sistema favoreciendo, por ejemplo, reacciones de hidrélisis y condensacion
(Farhadi-Khouzani etal., 2012). Aunque al inicio de la segunda etapa, la
temperatura del sistema alcanzé un valor maximo de 36.7 °C, al final de la misma
la temperatura se redujo hasta 33.4 °C, lo que indicaria el desarrollo de reacciones

endotérmicas en esta etapa del proceso.

En la tercera etapa, cuando el sistema pasé de tener un pH de 5.2 a un valor de
8.0, la mezcla se volvié a tornar de color blanco. En esta etapa del proceso, el pH
se incrementd considerablemente, lo cual indica que pocos hidroxilos reaccionaron
con las especies quimicas presentes en el sistema, propiciando un gran aumento
de la concentracion de OH en el solvente y por lo tanto el rapido incremento del
valor del pH que se observa en esta zona de la curva (Figura 2). Ademas se
presentd nuevamente un incremento en el valor de temperatura del sistema,
alcanzando un valor maximo de ~36.2 °C, indicando el desarrollo de reacciones

exotérmicas en su interior.

Al alcanzar un valor de pH entre 8.0 y 8.5, el sistema se tornd, nuevamente,
transparente y se saturé (cuarta etapa), es decir que la adicién de hidroxido de
amonio incrementd el pH de manera lenta y constante. Respecto a la temperatura,
esta fue disminuyendo hasta alcanzar aproximadamente la temperatura ambiente.
Considerando el comportamiento de la curva de valoracion potenciométrica

(Figura 2), se definid6 como pH adecuado para la sintesis 8.5.
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Figura 2. Curva de valoracion potenciométrica (color azul) y curva de
variacion de la temperatura (color rojo) obtenidas para el sistema de cinc durante
la sintesis de ZnO-NPs, utilizando el método de Pechini, (1967) modificado. [La
gréfica se ha dividido en diferentes zonas (Z) con base en los cambios observados

durante el proceso de sintesis].

6.2. Caracterizacion del material cerAmico sintetizado

6.2.1. Analisis térmogravimétrico (ATG) y analisis térmico diferencial (ATD)

En la figura 3 se muestran las curvas ATG/ATD y sus derivadas, correspondientes
al pre-calcinado del compuesto de cinc, sintetizado por el método de complejo
polimérico — Pechini. Analizando la curva de pérdida de peso (curva de ATG -
Figura 3A y 3B), se observa que el sélido de interés, al calentarse hasta la
temperatura de 100 °C, experimenta una pérdida de peso de ~10% que puede
atribuirse a la volatilizacion del agua adsorbida en la superficie del material. La
mayor pérdida de peso se presentd entre ~340 y ~520 °C, aproximadamente de un
65%, y que se puede asociar a la descomposicion total de los complejos
existentes en el solido, principalmente a la oxidacion de la fase organica presente
ocasionando el desprendimiento de CO, y agua. En este rango de temperaturas
se formaria el 6xido de cinc. Finalmente, a partir de los ~550 °C, la muestra

adquirié peso constante.
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En el caso de la curva de flujo de calor (curva de ATD - Figuras 3A y 3C),
inicialmente, a una temperatura de 90 °C, se observa un pico endotérmico
pequefio, que se podria asociar con la volatilizacion del agua adsorbida.
Posteriormente, a partir de los ~400 °C, se presentan en la curva varios picos
exotérmicos pequefios consecutivos, destacandose el ubicado a ~480 °C y que
corresponderia a la oxidacion de la fase organica, con la formacion de oxi-
carbonatos de cinc. El pico exotérmico mas apreciable, a ~500 °C, se podria
asociar a la descomposicion de estos oxi-carbonatos, lo que conduciria a la
formacion del ZnO. Finalmente, se observa una gran variacion de la linea base, lo
que indicaria que la conductividad térmica, de la muestra en estudio, varia
apreciablemente con relacion a la de referencia. Con base en estos resultados, se
determind gque un tratamiento térmico a 500 °C, del pre-calcinado era conveniente
para obtener el ZnO de interés, al utilizar el método de complejo polimérico —
Pechini, (1967) modificado.
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Figura 3. Andlisis térmico del pre-calcinado obtenido del desarrollo del

proceso de sintesis por Pechini, (1967) modificado utilizado en este trabajo: (A)
variacion del porcentaje de peso y flujo de calor, (B) Pérdida de peso y su derivada
y (C) Flujo de calor, al incrementar la temperatura.

6.2.2. Espectroscopia de absorcion en ultravioleta visible (UV-Vis)

En la Figura 4 se muestra el espectro de absorcion en el UV-Vis del ZnO
sintetizado a 500 °C. En el espectro se observa un maximo de absorcién a 379 nm
(3.3 eV) que se puede asociar a la transicion electronica de la banda de valencia a
la banda de conduccion y que esta relacionada con el ancho de la banda prohibida
de energia, cuyo valor reportado en la literatura, para el ZnO, es de ~3.3 eV
(Chitra etal.,, 2020; Srikant y Clarke, 1998). Adicionalmente, se observan
transiciones electronicas en el espectro visible (>400 nm) que podrian involucrar
los defectos estructurales que existen en la muestra. Estos defectos generan
estados de energia que se ubican en el interior de la banda prohibida, como
orbitales localizados (Kaygili et al., 2018). Las bandas de absorcién ubicadas entre
200 y 350 nm podrian corresponder a transiciones electronicas entre orbitales

localizados sobre los iones de Zn**y O* (intercambio de carga).
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Figura 4. Espectro UV-Vis obtenido para polvo de ZnO sintetizado por el
método de complejo polimérico - Pechini, (1967) modificado, tratado a 500 °C

6.2.3. Espectroscopia de absorcion infrarroja (IR)

En la Figura 5 se muestra el espectro de absorcidon IR obtenido para la muestra de
ZnO sintetizada por el método de complejo polimérico — Pechini, tratada a 500 °C.
En el espectro IR aparecen, principalmente, una banda a 3435 cm™ que se puede
asociar a los grupos hidroxilo —OH presentes en el sélido y una banda centrada en
430 cm™! caracteristica del 6xido de cinc. Las pequefias bandas entre 730 y 1500
cm™ podrian corresponder a grupos funcionales que contendrian carbono,
adsorbidos sobre la superficie, asi como a defectos estructurales con especies H*
y H™ en su interior, por ejemplo, dentro de vacancias de oxigeno o vacancias de
Zn, tal como ocurre en otros sistemas (Ahmed y Senthilkumar, 2021; Kumar y
Kumar, 2008a, 2008b; Stankic etal., 2010). Es necesario recordar que las
vacancias de oxigeno son uno de los defectos estructurales mas importantes que
existen en el ZnO. Este resultado indica que el tratamiento térmico a 500 °C fue

efectivo para remover la fase organica presente en el pre-calcinado.
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Figura 5. Espectro de absorcion IR obtenido para ZnO-NPs sintetizado por el
meétodo de Pechini, (1967) modificado, tratado a 500 °C.

6.2.4. Difraccion de rayos X

La Figura 6 muestra el difractograma de rayos X del polvo ceramico de ZnO
sintetizado por el método Pechini. La muestra presenté una estructura cristalina
Unica, correspondiente al ZnO tipo wurtzita (PDF 75-576), muy bien cristalizada
dada la esbeltez de los picos de difraccion. Los datos de DRX obtenidos
experimentalmente se utilizaron para determinar el tamafio de cristalito del sélido.

Especificamente, se usé el pico de mayor intensidad, con indices de Miller (101), y

la ecuacion de Debye Scherrer ,t, = %, donde se tom6 como factor de forma

k=0,9 y A=1.54060 A, y se determind tanto el ancho a la altura media del pico - B
como 0 (la mitad del angulo de ubicacién del pico en el difractograma) de los datos
experimentales. Con la informacion anterior, y la férmula indicada, se calcul6 el
tamafio del cristalito del ZnO sintetizado por el método Pechini obteniéndose un

valor de 33.20 nm.
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Figura 6. Difractograma de rayos X del ZnO sintetizado por el método de

Pechini (1967) modificado.

6.2.5. Microscopia electronica de barrido

Las micrografias obtenidas con microscopia electronica de barrido (Figura 7A, 7B
y 7C), de los polvos de ZnO sintetizados, indicaron que las particulas primarias
presentaron un tamafio de particula <100 nm, una morfologia esferoidal y gran
aglomeracion. En la tabla (7D) de la Figura 7 se indica el andlisis quimico
elemental realizado a la muestra de ZnO sintetizada, utilizando la espectroscopia
EDS. Considerando las masas atémicas del Zn (65.38 u) y del O (15.99 u), asi
como las masas relativas indicadas en la tabla (Figura 7D), se realizaron los
calculos correspondientes que indicaron que la muestra no era estequiométrica
(un mol de Zn por un mol de O, de acuerdo a la formula quimica del ZnO) y que,
aunque existian zonas deficientes de oxigeno, predominaron las zonas ricas en
oxigeno (ver Figura 7D). Este resultado llevé a concluir que en este solido existia,

como defecto predominante, oxigeno intersticial (O)).
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Figura 7. Micrografias Micrografias MEB de los polvos de ZnO obtenidos por
el método de complejo polimérico — Pechini, a 500°C, con diferente magnificacion:
(A) X6000 y (B) X20.000, asi como de las zonas del so6lido donde se realizo el
analisis quimico elemental — espectroscopia EDS (C) y los resultados del mismo

(D).
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6.3. Efecto del 6xido de cinc (ZnO) sobre la germinacion de semillas y desarrollo

de plantulas de C. annuum

6.3.1. Numero de semillas germinadas

Se encontro que el numero promedio de semillas germinadas de C. annuum, para
el tratamiento testigo a los 14 dias, fue de 9.6 = 0.2, o sea del 96%, como se
puede observar en la Tabla 2, donde se resume el andlisis de datos para las
variables evaluadas durante el desarrollo vegetativo juvenil de las plantas. Este
porcentaje de germinacion proporciona un control del experimento, ya que la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (States y Substances, 1996)
reglamenta que, en una prueba de toxicidad, el porcentaje de germinacién de

semillas de C. annuum debe superar el 55% para el tratamiento testigo absoluto.

Como se puede observar en la Figura 8, tanto las plantulas pertenecientes al
tratamiento testigo absoluto (Figura 8A), como las provenientes de las semillas
sometidas a tratamientos con ZnO-NPs (Figura 8B I-V)) y ZnO-MPs (Figura 8C I-
V), en concentraciones de 10, 20 50, 100 y 200 mg L™, presentaron germinacién
asincronica, encontrandose desde semillas sin germinar, hasta plantulas con
cotiledones completamente expandidos; comportamiento que coincide con lo
reportado para esta especie por Demir (2002). No obstante, al evaluar el nUmero
de semillas geminadas a los 7 y 14 dias, después de la exposicion a los
tratamientos no se presentaron diferencias significativas entre los mismos (Figura
9y Tabla 2).

Cruz et al.(2013) sefialaron que la capacidad de germinacion de las semillas esta
relacionada con la sensibilidad de estas al tratamiento, por lo cual, el nUmero de
semillas de C. annuum germinadas, que ellos evaluaron, no fue influenciado por
las particulas de ZnO en las concentraciones consideradas. Este resultado

coincide con el obtenido en un estudio previo, realizado por Garcia-Lopez et al.
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(2018), quienes expusieron semillas de C. annuum a concentraciones de ZnO-
NPs, entre 100 y 500 mg L™, y tampoco observaron un efecto sobre el porcentaje

de germinacion.

Por otro lado, Rawashdeh et al. (2020) obtuvieron resultados similares al exponer
semillas de Lactuca sativa a ZnO-NPs, en concentraciones de 25 y 50 mg L™
Estos investigadores propusieron que, a pesar de este resultado, las particulas de
ZnO podrian liberar iones Zn?** que afectarian la permeabilidad de la testa de la
semilla. Estos iones, al ingresar a la semilla, podrian ocasionar modificaciones en
la sintesis de enzimas de novo durante la germinacion, alterando la movilizacién
de carbohidratos, lo que finalmente propiciaria cambios en la biomasa y la longitud
de las plantulas (Rawashdeh et al., 2020). Por lo tanto, aunque no haya efecto
sobre el numero de semillas germinadas, las particulas de ZnO podrian alterar el

desarrollo posterior de las mismas.

Es necesario indicar que el efecto del ZnO, sobre la germinacion de las semillas,
es aun controversial. Hay trabajos que mencionan que las ZnO-NPs (10-100 mg L
1Y aumentarian el porcentaje de semillas germinadas de Vicia faba (Youssef y
Elamawi, 2020). Adicionalmente, se ha reportado que tanto las nano, como las
microparticulas de ZnO (50-1600 mg L™) promoverian la germinacién de semillas
de Allium cepa (Tymoszuk y Wojnarowicz, 2020). No obstante, otros estudios
mostraron que las ZnO-NPs (800 y 1600 mg L™) ocasionarian una reduccién en el
porcentaje de germinacién en semillas de Solanum lycopersicum y Medicago
sativa (de la Rosa etal., 2013). Lo enunciado indica que, dependiendo de su
especie, las semillas podrian tener diferente respuesta a la exposicion de ZnO
(Faizan etal., 2020; Liu etal., 2020). Es por ello que, para determinar el
mecanismo de accion del ZnO sobre las semillas, a nivel molecular, es necesario,
a futuro, realizar estudios sistematicos, rigurosos y detallados, considerando la
composiciéon 'y conformacion de la semilla, asi como las propiedades

fisicoquimicas de las particulas.
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Figura 8. Plantulas de C. annuum provenientes de semillas sin tratamiento o
testigo (A) y tratadas con nanoparticulas (B) y microparticulas (C) de ZnO, en
concentraciones de 10 (1), 20 (I1), 50 (ll), 100 (IV) y 200 mg L™ (V). [Cada
fotografia corresponde a una de las repeticiones con 10 individuos, organizados
desde el mas desarrollado (izquierda) hasta el menos desarrollado (derecha). [La
barra en la parte inferior derecha representa 1 cm].
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Figura 9. Numero de semillas de C. annuum germinadas, transcurridos 7 (A) y

14 dias (B) de exposicién a tratamientos con concentraciones de 0 (TO, amarillo),
10, 20, 50, 100 y 200 mg L™ de ZnO nanométrico (N, azul) como micrométrico (M,
verde). [Las lineas sobre las barras corresponden a + 2 veces el error estandary.

6.3.2. Longitud de la raiz y tallo de las plantulas expuestas a particulas de ZnO

La Figura 10A y Tabla 2 indican que las particulas de ZnO causaron reduccion en
la longitud de la raiz de las plantulas. Los tratamientos que causaron una longitud
estadisticamente diferente al testigo se mencionan a continuacion y se indica,
entre paréntesis, el porcentaje de reduccidon que ocasionaron respecto a este:
ZnO-NPs a 20 mg L™ (-18%), 100 mg L™ (-30%) y 200 mg L™ (-32%); ZnO-MPs a
10 mg L (-21%), 100 mg L™ (-23%) y 200 mg L™* (-37%). Los resultados del
efecto de las ZnO-NPs sobre la disminucion de la longitud de la raiz, coinciden con
los obtenidos por Wan et al.,, (2019), quienes observaron la inhibicion de la
longitud de la raiz de Arabidopsis thaliana causada por ZnO-NPs, en
concentraciones entre 20 y 200 mg L™. Para justificar la reduccién de la longitud
radicular, algunos investigadores han planteado la posibilidad de que las particulas
de ZnO disminuyan la actividad de la enzima a-amilasa, encargada de hidrolizar el
almidén de la semilla, por lo que la planta tendria menos recursos energéticos
para propiciar los procesos metabdlicos que favorecerian el crecimiento radicular
(Iranbakhsh et al., 2018; Sheteiwy et al., 2016).
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Por otro lado, la Figura 10B y la Tabla 2 muestran que 6 de los 10 tratamientos
con particulas de ZnO incrementaron la longitud del tallo, significativamente, en
comparacion con el testigo absoluto. Estos tratamientos se nombran a
continuacion y se indica, entre paréntesis, el porcentaje de incremento de la
longitud del tallo: ZnO-NPs a 50 mg L™ (+14%) y 100 mg L™ (+16 %); ZnO-MPs a
20 mg L™ (+20%), 50 mg L™ (+20%), 100 mg L™ (+17%) y 200 mg L™ (+13%).
Estos resultados coinciden con los obtenidos en un estudio realizado con Brassica
nigra que fue expuesta a ZnO-NPs (500-1500 mg L™), en una etapa temprana del
desarrollo, donde los investigadores reportaron una disminucion de la longitud
radicular y, simultaneamente, un aumento en la longitud del tallo (Zafar et al.,
2016). Para explicar el crecimiento del tallo, causado por la presencia del ZnO, se
podria considerar las funciones del Zn como micronutriente y, por ello, su
participacion en procesos metabdlicos como el de la sintesis de &cido indolacético,
auxina que promueve la elongacion del tallo (Dileep Kumar et al., 2020) y, también

reduce el crecimiento de la raiz (Kochhar y Gujral, 2020; Taiz et al., 2015).
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Figura 10.  Longitud promedio de la raiz principal (A) y tallo (B) en plantulas de
C. annuum, obtenidas a partir de semillas tratadas con 0(TO, amarillo), 10, 20, 50,
100 y 200 mg L™, tanto de ZnO nanométrico (N, azul) como micrométrico (M,
verde), transcurridos 14 dias de exposicion a estos tratamientos. [El asterisco
sobre la barra indica que el tratamiento presenta promedio estadisticamente
diferente al testigo (p < 0.05) y la linea sobre la barra corresponde a + 2 veces el
error estandar].
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6.3.3. Peso seco de laraiz y el tallo de las plantulas

Uno de los principales indicadores de toxicidad en las plantas, en este trabajo
posiblemente propiciado por la exposicion a nanoparticulas, es la reduccion de la
biomasa, que se determina midiendo el peso seco (Tao etal., 2021). En el
presente estudio se encontré6 que el peso seco de la raiz no fue afectado,
significativamente, por la presencia de ZnO-NPs (Figura 11A y Tabla 2). Sin
embargo, el peso seco del tallo (Figura 11B y Tabla 2) disminuyo6 en la proporcion
indicada entre paréntesis para plantulas obtenidas a partir de semillas expuestas a
nano particulas, en concentraciones de 10 mg L™ (-15%), 20 mg L™ (-17%) y 200
mg L™ (-13%), y tratadas con microparticulas, en concentraciones de 10 mg L™ (-
19%) y 100 mg L™ (-13%). La toxicidad ocasionada por concentraciones bajas (10
mg L), se podria justificar considerando que estas particulas tendrian mayor
solubilidad y liberarian, por lo tanto, mayor cantidad de iones Zn** (Peralta-Videa
et al., 2014). Por otro lado, para mayores concentraciones, el efecto de la cantidad
de particulas presentes en el medio y su aglomeracion afectarian la disolucion de

las mismas, reduciendo la concentracién de iones Zn** disueltos (Lv et al., 2015).

Por otro lado, los defectos estructurales que presentaron las ZnO-NPs sintetizadas
en este trabajo, como vacancias de oxigeno (ver seccién 6.2.5), podrian ocasionar
un efecto inhibitorio sobre el crecimiento, evidenciado en el peso seco de las
plantulas. Ya que estas vacancias podrian mediar y promover la reaccion entre
electrones y huecos, atrapados en las particulas, con grupos OH™ y moléculas de
02 y N2, generando especies reactivas de oxigeno o de nitrégeno que propiciarian
estrés oxidativo en la planta y, por lo tanto, reduccién en su biomasa (Balazova
et al., 2020; Molnar et al., 2020).

Considerando los resulados observados para plantulas de C. annuum, obtenidas a
partir de semillas expuestas a ZnO, se puede afirmar que los tratamientos que

redujeron el peso seco del tallo ocasionarian toxicidad en la plantula. Se llega a
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esta afirmacion debido a que la reduccion en el peso seco registrado fue igual o
mayor a un 10% (Figura 11A, 11B y Tabla 2), porcentaje considerado como un
nivel critico de toxicidad (Badamasi y Saminu Dagari, 2019; Macnicol y Beckett,
1985). Los resultados mencionados en este trabajo concuerdan con los reportados
por Osman et al, (2020) en su estudio, donde las ZnO-NPs que utilizaron para los
ensayos ocasionaron disminucion en el peso seco del tallo en plantulas de

Trigonella foenum-graecum.
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Figura1ll. Peso seco de raiz (A) y tallo (B) en plantulas de C. annuum,
obtenidas de semillas expuestas a 0 (TO, amarillo), 10,20, 50, 100 y 200 mg L™,
tanto de ZnO nanométrico (N, azul) como micrométrico (M, verde), después de 14
dias de ser sometidas a estos tratamientos. [El asterisco sobre la barra indica que
el tratamiento presenta un valor estadisticamente diferente al testigo (p < 0.05) y la
linea sobre la barra corresponde a + 2 veces el error estandar.

6.3.4. Correlacion entre la longitud y el peso seco de la raiz y el tallo de las
plantulas

Generalmente, la longitud del tallo o la raiz de las plantas y su respectivo peso
seco (biomasa) tienen una relacién de proporcionalidad directa, bajo condiciones
de desarrollo 6ptimas (Niklas y Enquist, 2001). Con este propésito, se realizé una
prueba de correlacién de Kendall, entre la longitud de la raiz y su peso seco
(Figura 12 A), la cual indicé una correlacion moderada significativa, segun el
coeficiente t obtenido, (p = 0.00, t = 0.424). Asi mismo, se realiz6 una prueba de
correlacion de Kendall entre la longitud del tallo y el peso seco de este (Figura
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12B), dando como resultado una correlacion débil significativa (p = 0.01, t =
0.210). Esta correlacion débil se pudo deber a que las particulas de ZnO
promovieron el aumento de longitud del tallo, mientras que éstas no tuvieron
efecto sobre el peso seco del tallo o causaron su disminucion respecto al testigo
absoluto (Figuras 10B y 11B).

Los resultados obtenidos pueden explicarse debido a que las plantulas de C.
annuum no solamente crecen de manera longitudinal, sino también radial (Pereira-
Dias et al., 2020) y por lo tanto, los tratamientos con particulas de ZnO pudieron
tener efecto en la longitud del tallo, pero no en su diametro con la misma

magnitud,

lo que también determinaria su biomasa. Adicionalmente, esta

respuesta puede estar relacionada con el cambio en los compuestos de la pared
celular de las plantulas, ya que estudios previos han reportado que las ZnO-NPs 'y
ZnO-MPs, pueden alterar las rutas metabodlicas de compuestos como la lignina
(Mazaheri Tirani et al., 2019), por lo que la observacion del aumento en la longitud
del tallo no siempre se traduce en una mayor acumulacion de biomasa.
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Tabla 2. Valores promedio de las variables estimadas en plantulas de C. annuum, obtenidas a partir de
semillas tratadas con ZnO, constituido por nanoparticulas (N) y microparticulas (M) en concentracién de 0 (T0), 10,
20, 50, 100 y 200 mg L™, transcurridos 14 dias de exposicion a este 6xido. [Los valores corresponden al promedio
de 10 repeticiones + el error estandar, valores seguidos de letras iguales en una misma columna no presentan

diferencias significativas (p<0.05)].

Semillas Longitud raiz Longitud tallo  Peso seco raiz Peso seco tallo

Tratamiento germinadas/ (mm) (mm) (9) (9)
caja

Testigo (TO) 9.6+0.2 ab 35.01+2.36 a 14.76+0.57 a 0.0058+0.001 a 0.0388+0.0013 a
N 10 9.7+0.1 ab 33.75+2.24 a 14.33+0.56 a 0.0051+0.001 a 0.0330+0.0013 b
N 20 9.5+0.2 b 28.77x2.01 b 14.06+0.59 a 0.0052+0.001 a 0.0324+0.0013 b
N 50 9.4+0.2 b 32.82+2.32 a 16.84+0.60 b 0.0060+0.001 a 0.0400+0.0013 a
N 100 9.6+0.2 ab 24.53+1.68 b 17.12+0.57 b 0.0053+0.001 a 0.0365+0.0013 a
N 200 9.3x0.2 b 26.09+1.99 b 15.15+0.64 a 0.0077+0.001 a 0.0337+0.0013 b
M 10 9.6x0.2 ab 29.52+2.16 b 15.01+0.62 a 0.0046+0.001 a 0.0313+0.0013 b
M 20 9.6+0.2 ab 37.74+2.51 a 17.67+0.56 b 0.0060+0.001 a 0.0358+0.0013 a
M 50 9.94+0.1 a 39.72+2.61 a 17.77+0.55 b 0.0077+0.001 a 0.0390+0.0013 a
M 100 9.3+0.2 b 28.22+1.93 b 17.21+0.57 b 0.0049+0.001 a 0.0338+0.0013 b
M 200 9.7+0.2 ab 23.24+1.52 b 16.68+0.57 b 0.0052+0.001 a 0.0378+0.0013 a
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6.4. Efecto de la aplicacién de particulas de ZnO en sustrato sobre el desarrollo

vegetativo adulto de C. annuum

6.4.1. Efecto sobre el desarrollo foliar

La variable nimero de hojas desarrolladas en C. annuum durante los 126 dias de
exposicion a las ZnO-NPs y ZnO-MPs, adicionado al sustrato de la planta,
presentd un incremento que tendié a ser lineal hasta el dia 112 (Figura 13A y
13B). Para destacar, a medida que trascurrié el tiempo, las plantas sometidas al
tratamiento con mayor concentraciéon de ZnO, 200 mg Kg* independiente de si
las particulas tenian tamafio nano o micrométrico, presentaron el menor niumero
de hojas con relacién al testigo absoluto, un 25% menos, al final del experimento
(Figuras 13A a 13C, Figura 14B y Tabla 3).

Por otro lado, en plantas establecidas en sustrato suplementado con la
concentracién de ZnO evaluada mas alta (200 mg Kg™), el area foliar presentd una
reduccion significativa con relacién a plantas pertenecientes al tratamiento testigo;
el efecto inhibitorio fue del 64% para plantas expuestas a ZnO-NPs y del 69% para
las sometidas a ZnO-MPs (Figura 14A, 14B, y Tabla 3). Aunque estos tratamientos
disminuyeron el area foliar, no se observaron hojas cloréticas o necroéticas (Figura
14B), sintomas que indicarian un efecto téxico crénico del Zn sobre las plantas
tratadas con este oxido (Iranbakhsh et al., 2018).

Como se indicara posteriormente, cuando se haga referencia a los resultados
obtenidos para las variables relacionadas con el desarrollo de raiz, tallo y yemas
florales en las plantas de C. annuum sometidas a los tratamientos, éste también
fue inhibido cuando se expusieron a las maximas concentraciones de ZnO
suministradas. De modo que, considerando lo enunciado, es posible, como

también lo indican otros trabajos (Zafar et al., 2020), que la disminucion en el
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namero de hojas y el &rea foliar propicie una menor capacidad fotosintética de las
plantas, lo que afectaria el desarrollo de las mismas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo (Figuras 13 y 14 y Tabla 3)
contrastan con los reportados por Awan et al. (2020), quienes encontraron que la
exposicion de Brassica oleracea a ZnO-NPs ocasioné un aumento en el nimero
de hojas y area foliar. Una justificacion a esta diferencia en los resultados se
podria dar considerando que B. oleracea asimila mayor cantidad de Zn que otras
especies de plantas (Navarro-Leon et al., 2016). Adicionalmente, como ya se
menciond, es muy probable que para diferentes especies de plantas se presente

distinta respuesta frente a la exposicién de las mismas a particulas de ZnO.
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Figura 13. Numero promedio de hojas en plantas de C. annuum sembradas en
sustrato que contenia concentraciones de 0 (T0), 10, 20, 50, 100 y 200 mg Kg™ de
Zn0O, tanto nanométrico (A) como micrométrico (B), evaluado durante los 126 dias
y especificamente al final del periodo de observacion (C). [El asterisco sobre las
barras indica que los tratamientos presentan promedio estadisticamente diferente
al testigo (p < 0.05) y la linea sobre las barras corresponde a + 2 veces el error
estandar].
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Figura 14. (A) Area foliar promedio de plantas de C. annuum sembradas en
sustrato que contenia concentraciones de 0 (TO, amarillo), 10, 20, 50, 100 y 200
mg Kg' de ZnO, tanto nanométrico (N, azul) como micrométrico (M, verde),
evaluada transcurridas 18 semanas de su desarrollo en estas condiciones. (B)
Fotografias que ilustran el nimero de hojas con su area, para plantas establecidas
en sustrato desprovisto de ZnO (T0) y suplementado con 200 mg Kg* de ZnO-
NPs (N200) o 200 mg Kg™* de ZnO-MPs [El asterisco sobre las barras indica que
estos tratamientos presentan promedio estadisticamente diferente al testigo
(p<0.05) y la linea sobre las barras corresponde a *+ 2 veces el error estandar. El
cuadro en la parte superior derecha de las fotografias representa 1 cm?).
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6.4.2. Efecto sobre el desarrollo de yemas florales

La evaluacion del desarrollo vegetativo adulto de C. annuum, sometidas a
tratamiento con particulas de ZnO, se realiz6 hasta la formacion de las primeras
yemas florales, las cuales indican la transicion del desarrollo vegetativo hacia el
reproductivo. Las yemas florales son estructuras que contienen meristemos con
capacidad de generar flores (Ramirez y Goyes, 2004). Como se puede apreciar en
las Figuras 15A y 15B, estas estructuras empezaron a desarrollarse entre el dia 91
y 112 de observacion, tal que los tratamientos con 50 y 100 mg Kg* de ZnO-NPs
indujeron precocidad. Sin embargo, la diferencia en el tiempo de aparicién de las
primeras yemas florales, en las plantas tratadas con ZnO, respecto al testigo

absoluto, fue de apenas siete dias.

Este resultado contrasta con el reportado por Seydmohammadi et al. (2019)
quienes encontraron que la aplicacion foliar de ZnO-NPs retrasaba el desarrollo
floral en Eustoma grandiflorum. Esta diferencia se puede justificar considerando
que el efecto de las particulas de ZnO, sobre las plantas, puede cambiar si se
aplica a la raiz o a la parte aérea. Ademas, el efecto depende de la frecuencia de
aplicacion del ZnO (Su et al., 2019), que para el presente trabajo fue de una sola
vez. Esta respuesta debe depender, también, de las caracteristicas de las
particulas (de alli la importancia de elaborar una caracterizacion muy completa de
las mismas), su concentracion y de las condiciones del medio donde se

desarrollen las plantas (Garcia-Gomez et al., 2017; R. P. Singh et al., 2021).

Al finalizar el ensayo (Figura 15C y Tabla 3), el numero de yemas florales, en las
plantas sometidas a los tratamientos, disminuy0 con relacion al testigo absoluto,
para las plantas sometidas a tratamientos, con concentraciones de ZnO-NPs de
20 mg Kg* (-52%) y 200 mg Kg™ (-43%). Asi mismo, los tratamientos con ZnO-
MPs redujeron el valor de esta variable en concentraciones de 10 mg Kg™ (-43%),

50 mg Kg™ (-39%) y 200 mg Kg™ (-52%). Los resultados obtenidos en el presente
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trabajo coinciden con los reportados por Yoon et al, (2014) quienes encontraron
que, con una dosis de ZnO-NPs de 500 mg Kg™, se reducia el desarrollo de flores
en Glycine max. El efecto inhibitorio de las particulas de ZnO, que propicio la
reduccion del numero de yemas florales, con la concentracion mas alta evaluada
(Figura 14C y Tabla 3), también coincide con lo reportado por Rout y Das, (2009)
quienes encontraron que, para dosis altas de Zn, aplicadas a las plantas, se

podria impedir, disminuir o retrasar el desarrollo de estructuras reproductivas.
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Figura15. Numero promedio de yemas florales en plantas de C. annuum
sembradas en sustrato que contenian concentraciones de 0 (T0), 10, 20, 50, 100 y
200 mg Kg™* de ZnO: (A) nanométrico (N) y (B) micrométrico (M), estimado durante
126 dias de desarrollo, y especificamente al final de este periodo (C). Yemas
florales observadas el dia 112 de desarrollo en una planta establecida en sustrato
suplementado con 100 mg Kg* de ZnO-NPs (D). [El asterisco sobre las barras
indica que los tratamientos presentan promedio estadisticamente diferente al
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testigo (p < 0.05) y la linea sobre las barras corresponde a + 2 veces el error
estandar].

Tabla 3. Numero de hojas y yemas florales cuantificado en plantas de C.
annuum, con 126 dias de sembradas en sustrato suplementado con ZnO
constituido por nanoparticulas (N) o microparticulas (M) en concentraciones de 0
(testigo absoluto), 10, 20, 50, 100 y 200 mg Kg™ de sustrato. [Los valores
corresponden al promedio de 10 repeticiones * el error estandar, aquellos
seguidos de letras iguales en la misma columna no presentan diferencias
significativas (p<0.05)].

] NUmero de NUmero de
Tratamiento ppjag yemas florales
Testigo 16+1 a 2t0.5a
N 10 16+1 ab 3x0.6 a
N 20 15+1 ab 1+0.3 b
N 50 17+1 a 4+0.6 a
N 100 14+1 ab 4+0.7 a
N 200 12+t1 b 1+0.4 b
M 10 13t1 ab 1+0.4b
M 20 14+1 ab 2+x0.5a
M 50 13+1 ab 1+0.4 b
M 100 15+1 ab 3+x0.5a
M 200 12+t1 b 1+0.3 b

6.4.3. Efecto de las particulas de ZnO sobre la raiz y el tallo en la fase vegetativa

adulta

Con relacion a la longitud de la raiz principal de las plantas de C. annuum,
establecidas en sustrato suplementado con diferentes concentraciones de micro o
nanoparticulas, se encontré que los tratamientos con ambos tipos de particula, a
una concentracion de 200 mg Kg*, propiciaron la disminucién en un 37% de la
longitud de la raiz principal de las plantas (Figuras 16A y 16C).

Autores como Caldelas et al., (2020) y Wan etal.,, (2019), indicaron que la
reduccion de la longitud de la raiz de las plantas, ocasionada por el efecto de
particulas de ZnO, se puede dar en dos zonas de crecimiento de la misma. La

primera ocurriria en el meristemo apical donde la multiplicacion celular estaria
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inhibida, principalmente, por la presencia de iones Zn** disociados de las
particulas. La segunda zona de elongacién celular seria afectada, principalmente,
por las ZnO-NPs. En el caso de las ZnO-MPs, estas tendrian impedimento para
transportarse, como particula, al interior de la planta. Como ellas tienen un tamafio
superior a los 100 nm y debido a que los poros de las paredes celulares de las
plantas tienen un tamafio entre 5 y 20 nm (Rajneesh et al., 2018), se presentaria
una barrera o impedimento para la movilidad de las microparticulas. Por lo
mencionado, se estaria favorecido el transporte de los iones cinc — Zn** y el de las
nanoparticulas hacia el interior de las plantas, indudablemente considerando que

las particulas no se aglomeren.

En cuanto a la longitud del tallo, se encontrdé que las ZnO-NPs condujeron a una
inhibicién de su crecimiento del 35% y las ZnO-MPs, del 45%, para la dosis de 200
mg Kg™ (Figuras 16B y 16D). Un posible mecanismo a considerar, para explicar
este efecto inhibitorio, podria involucrar el transporte de especies de cinc. En este
aspecto, los iones Zn**, generados por disolucién y disociacion de las ZnO-NPs y
ZnO-MPs podrian ser absorbidos y transportados desde la raiz hacia el tallo.
Adicionalmente, las ZnO-NPs podrian entrar en la raiz mediante la ruta
apoplastica y, posteriormente, atravesar la banda de Caspary mediante
endocitosis hasta alcanzar el simplasto y el sistema vascular de la planta,

llegando, finalmente, a la parte aérea (Chen et al., 2018; Lv et al., 2015).

De hecho, trabajos recientes indican que las ZnO-NPs o los iones Zn?* disociados
podrian sufrir transformaciones, encontrandose en la parte aérea como fosfato de
cinc o como complejos Zn-histidina (da Cruz et al., 2019; Lv et al., 2021). Por lo
tanto, con base en lo enunciado, la reduccion en el crecimiento del tallo se podria
explicar considerando el efecto de las ZnO-NPs, los iones Zn?* 0 sus compuestos
modificados sobre el crecimiento del tallo, en el meristemo apical del mismo, ya
qgue el Zn podria ser translocado, de manera preferencial, hacia la parte aérea

como un mecanismo de defensa para evitar posibles dafios en la raiz. Esto
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ocurriria, especificamente, para concentraciones altas de Zn (Long et al., 20083;
Nemcek et al., 2020; Singh y Kumar, 2016).
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Figura 16. Longitud promedio de la raiz principal (A) y del tallo (B) en plantas de
C. annuum sembradas en sustrato que contenia concentraciones de 0 (TO,
amarillo), 10, 20, 50, 100 y 200 mg Kg™, de ZnO nanométrico (N, azul) y
micrométrico (M, verde), transcurridos 126 dias de exposicibn a estos
tratamientos. Ademas, se muestran raices de plantas establecidas en sustrato
desprovisto de ZnO (TO) y provisto con 200 mg Kg™* de ZnO-NPs (N200) o 200 mg
Kg' de ZnO-MPs (M200) fotografia (C) y tallos de plantas sembradas en sustrato
con las mismas especificaciones (D). [El asterisco sobre la barra indica que el
tratamiento presenta promedio estadisticamente diferente al testigo (p < 0.05) y la
linea sobre la barra corresponde a + 2 veces el error estandar. La barra inferior de
las fotografias representa 1 cm].
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Como ya se menciond, uno de los principales indicadores de toxicidad de las ZnO-
NPs, en las plantas, es la acumulaciéon de biomasa (Tao et al., 2021), que se
puede determinar midiendo el peso de las plantas. En este sentido, se ha
reportado que, por lo general, las ZnO-NPs generan un efecto mas inhibitorio que
las microparticulas (Sadasivam et al., 2018). Sin embargo, como se observa en la
Figura 17 Ay Tabla 4, tan solo la exposicion a ZnO-NPs, en concentracion de 200
mg Kg™, produjo menor peso seco de la raiz en comparacion con el testigo
absoluto. En cambio, las ZnO-MPs causaron la reduccién del peso seco de la raiz
en 3 de las 5 concentraciones evaluadas: 10 mg Kg™* (-45%), 50 mg Kg™* (-40%) y
200 mg Kg™ (-53%).

Esta diferencia entre el efecto causado por los dos tipos de particula de ZnO, en el
rango de concentraciones evaluado, podria ser ocasionado por la aglomeracion de
las ZnO-NPs (ver Figura 7), lo que ocasionaria reduccion en su reactividad (Labille
y Brant, 2010). Adicionalmente, dadas las -caracteristicas particulares que
presentan las ZnO-NPs, se podria favorecer su adsorcién sobre los componentes
del sustrato, debido a su alta energia superficial, restringiéndose su transporte e
interaccidén con la raiz de las plantas (Kouhi et al., 2015). Es por esto que, en
futuras investigaciones, es necesario evaluar la interaccion de las nanoparticulas
con el sustrato y la cantidad de iones Zn?* liberados por las particulas, para poder
diferenciar entre la fitotoxicidad causada por iones y la causada por ZnO-NPs o
ZnO-MPs.

La reduccidon del peso seco se podria justificar considerando que el Zn, en una
dosis alta, impediria la acumulacion de biomasa en las plantas y que ademas,
como se reportd recientemente (Balazova et al., 2020; Plaksenkova et al., 2020),
las ZnO-NPs o los iones Zn?**, que se disocien de las ZnO-NPs o ZnO-MPs,

podrian ocasionar dafios en las células de las plantas mediante estrés oxidativo,
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genotoxicidad, citotoxicidad o competencia con iones divalentes en los sitios

activos de las enzimas (Dimkpa et al., 2015).

Por otro lado, el peso seco del tallo (Figura 17 B) disminuyé significativamente,
respecto al testigo, para la concentracién més alta evaluada (200 mg Kg™), tanto
de ZnO-NPs como de ZnO-MPs, en un 48 y 58%, respectivamente. Por lo tanto,
las concentraciones que propiciaron una reduccién significativa del peso seco se
pueden considerar téxicas, ya que estos tratamientos causaron una reduccion
superior al 10% en la biomasa de las plantas de C. annuum (Badamasi y Saminu
Dagari, 2019; Macnicol y Beckett, 1985). Este resultado coincide con el reportado
por Kouhi et al. (2015), quienes evaluaron la exposicién de Brassica napus a iones
Zn**, ZnO-NPs y ZnO-MPs, utilizando concentraciones entre 10 y 250 mg L™
Estos investigadores concluyeron que los iones Zn?* fueron los que méas afectaron
el crecimiento de B. napus, seguidos en su orden por las microparticulas (ZnO-

BPs por su abreviatura en inglés) y finalmente las nanoparticulas (ZnO-NPs).
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Figura 17. Peso seco de la raiz (A) y del tallo (B), en plantas de C. annuum
sembradas en sustrato que contenia concentraciones de 0 (TO, amarilllo), 10, 20,
50, 100 y 200 mg Kg™ de ZnO nanométrico (N, azul) y micrométrico (M, verde),
transcurridos 126 dias del ensayo. [El asterisco sobre la barra indica que las
plantas sometidas a este tratamiento, presentaron para la variable un promedio
estadisticamente diferente al testigo (p < 0.05) y la linea sobre la barra
corresponde a * 2 veces el error estandar].
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6.4.4. Correlacion entre la longitud y el peso seco de la raiz y la parte aérea de las

plantas

Para determinar la asociacion entre la longitud y el peso seco, tanto de la raiz
como del tallo en las plantas adultas de C. annuum, se realiz6 una prueba de
correlacion de Pearson. El coeficiente de correlacion, r (p = 0.000, r = 0.430) entre
la longitud de la raiz y su peso seco (Figura 18A) indicé una correlacion
significativa, positiva y moderada entre estas dos variables. Asi mismo, el
coeficiente de correlacion (p = 0.000, r = 0.663) entre la longitud del tallo y el peso
seco de la parte aérea (Figura 18B) indicd una correlacion significativa, positiva y
moderada. Esta relacién de proporcionalidad moderada, posiblemente se obtuvo
debido a que la biomasa de las plantas no solamente depende del crecimiento
longitudinal sino también radial, y de factores como la densidad y composicion
celular (Carpita y McCann, 2020; Gallego-Giraldo et al., 2016; Kong et al., 2021).
Por lo tanto, las variables de crecimiento, adicionales a la longitud, podrian tener
influencia sobre la generacion de biomasa en las plantas de C. annuum.
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Figura 18. Correlacion entre la longitud de la raiz principal y su peso seco (A) y
correlacion entre la longitud del tallo y su peso seco (B) de todas las plantas de C.

annuum.
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6.5. Consideraciones finales

Como se puede observar en los resultados obtenidos de esta investigacion, las
particulas de ZnO (ZnO-NPs o ZnO-MPs) en las concentraciones empleadas (10,
20, 50, 100 y 200 mg Kg™) incrementaron, disminuyeron o no propiciaron
diferencias significativas en las variables evaluadas, dependiendo del estado de
desarrollo vegetativo (juvenil o adulto) en que se encontraba C. annuum. Estas
diferencias en cuanto al efecto del ZnO sobre C. annuum, en funcién de su etapa
de desarrollo, se podria justificar si se considera la expresion de genes que
regulan la sintesis de proteinas transportadoras de Zn, segun los requerimientos
nutricionales en cada fase del ciclo de vida de la planta (Ajeesh Krishna et al.,
2020; Akther et al., 2020; Cu et al., 2020). Asi mismo, la respuesta de las plantas,
frente al suministro de ZnO, estd determinada por la absorcién, transporte y

acumulacion de Zn (Deshpande et al., 2018; Nair y Chung, 2017).

Por otro lado, la exposicion de las plantas de C. annuum a las particulas de ZnO
podria alterar la homedstasis del Zn en la planta y propiciar, ademas, un cambio
en su balance nutricional (Balazova et al., 2020; Farghaly et al., 2020). Este hecho
permitiria a futuro implementar programas de biofortificacion en esta especie, ya
gue es urgente solucionar los problemas nutricionales de la poblacion humana,
para la que el Zn también es un micronutriente (Umar etal., 2020).
Adicionalmente, las concentraciones con las cuales no se observaron efectos
inhibitorios, podrian ser utilizadas considerando su potencial uso, como: nano-
fungicidas, nano-pesticidas, nano-bactericidas y nano-sensores en las plantas de
C. annuum, promoviendo asi el desarrollo de una agricultura sustentable con el
medio ambiente (Verma etal., 2022). No obstante, es necesario resaltar que,
aunque el crecimiento de la planta es un indicador del efecto de las ZnO-NPs o
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ZnO-MPs, sobre esta, no es suficiente con su evaluacién. Para tener un
conocimiento mas profundo, de los mecanismos de interaccion de las ZnO-NPs o
ZnO-MPs con C. annuum, es necesario complementar el presente estudio con
otros que consideren el sistema de defensa de la planta, los procesos genéticos,
la fotosintesis, ademas del transporte, absorcién y transformacién de nutrientes
(Garcia-Gomez et al., 2018).
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Tabla 4. Valores promedio de variables estimadas en las plantas de C. annuum, trascurridos 126 dias de
establecidas en sustrato suplementado con 0 (T0), 10, 20, 50, 100 y 200 mg L™ de ZnO como nanoparticulas (N) o
microparticulas (M). [Los valores corresponden al promedio de 10 repeticiones + el error estandar, valores seguidos
de letras iguales en una misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05)].

Tratamiento Area;\ foliar Longitud raiz Longitud tallo Peso seco raiz Peso seco tallo
(cm’) (cm) (cm) (9) (9)

Testigo (TO) 167.42+24.02 a 27.34+2.62 a 20.30+1.51 a 0.0624+0.0222 d 0.2483+0.0949 bcd

N 10 162.46+x23.31 a 26.38+2.53 ab 20.79+1.54 a 0.0637+0.0228 d 0.2837+0.0781 d

N 20 132.89+19.07 a 25.5+2.44 ab 19.22+1.43 ab 0.0563+0.0259 cd 0.2289+0.0901 bcd

N 50 145.90+20.93 a 21.28+2.04 ab 18.75+1.39 ab 0.0609+0.0225 d 0.2462+0.0808 bcd

N 100 125.11+17.95 a 18.83+1.81 ab 16.74+1.24 ab 0.0579+0.0324 bcd  0.2745+0.1289 cd

N 200 59.69+8.56 bc 16.85+1.62 b 13.43+1.00 bc 0.0359+0.0143 abc  0.1287+0.0453 a

M 10 85.38+12.25abc  20.61+1.98 ab 16.06+1.19 abc 0.0341+0.0162 ab 0.1737+0.1120 abc

M 20 113.84+16.33ab  21.11+2.02 ab 18.01+1.34 ab 0.0432+0.0225 abcd 0.1647+0.0991 ab

M 50 84.96x12.19 abc  23.43%£2.25 ab 16.22+1.20 ab 0.0374+0.0135 abc  0.1662+0.0731 ab

M 100 135.64+£19.46 a 20.74+1.99 ab 17.99+1.34 ab 0.0658+0.0317 d 0.2621+0.1146 bcd

M 200 51.27+7.36 ¢ 16.97+1.63 b 11.29+0.84 ¢ 0.0292+0.0095 a 0.1065+0.0362 a
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7. CONCLUSIONES

El efecto de las nano y microparticulas de ZnO dependié del estado de
desarrollo de Capsicum annuum; puesto que no se observéd un efecto de este
oxido sobre el numero de semillas germinadas, pero si sobre la longitud y la
biomasa de las plantulas provenientes de estas semillas, expuestas a algunas
concentraciones de Oxido de cinc. Por otro lado, en las plantas establecidas en
sustrato, suplementado con 200 mg Kg™* de nano y microparticulas, se pudo
observar un efecto inhibitorio sobre nimero de hojas, area foliar, nimero de
yemas florales, peso seco y longitud de la raiz y el tallo. Adicionalmente, se
encontré que la exposicion a nanoparticulas de ZnO, en concentraciones de 50

y 100 mg Kg*, podrian causar precocidad en el desarrollo de yemas florales.

El método de complejo polimérico - Pechini modificado permiti6 obtener
particulas de ZnO con un tamafio dentro del rango nanométrico de manera

reproducible y controlada.

Las plantulas de C. annuum, provenientes de semillas expuestas a nano (ZnO-
NPs) y microparticulas de ZnO (ZnO-MPs), no se present6 una disminucion en
la longitud de la raiz cuando las concentraciones aplicadas fueron, 10 y 50 mg
L™, de ZnO-NPs, 0 20 y 50 mg L™ de ZnO-MPs. Por otro lado, la longitud del
tallo aumenté cuando se emplearon concentraciones de 50 6 100 mg L™, de
ZnO-NPs, y 20, 50, 100 6 200 mg L™ de ZnO-MPs.

La aplicacibn de nano y microparticulas de ZnO a semillas de C. annuum,
independiente de la concentracion, no afectd el peso seco de la raiz de
plantulas obtenidas a partir de estas semillas. Sin embargo, se observd un
efecto inhibitorio sobre el peso seco de su tallo cuando las semillas fueron
expuestas a concentraciones de 10, 20 6 200 mg L™, de ZnO-NPs, y 10 6 100
mg L™ de ZnO-MPs.
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La aplicacion de nano y microparticulas de ZnO a semillas de C. annuum, en
las concentraciones utilizadas, no tuvo efecto sobre el peso seco de raiz de
plantulas obtenidas a partir de estas semillas. No obstante, se observé un
efecto inhibitorio, sobre el peso seco de su tallo, cuando las semillas fueron
tratadas con concentraciones de 10, 20 6 200 mg L™ de ZnO-NPs, o 10 y 100
mg L™ de ZnO-MPs.

Los tratamientos aplicados en concentraciones de 20 y 200 mg L™, de ZnO-
NPs, o de 10, 50 y 200 mg L™, de ZnO-MPs, propiciaron disminucién del

namero de yemas florales.
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