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RESUMEN

Durante las ultimas décadas, la investigacion en ciencia y tecnologia se ha
centrado en la fabricacion de estructuras atOmicas y materiales a escalas
nanometricas. Las NPs pueden tener una mayor reactividad quimica y ser mas
bioactivas que las particulas mas grandes, por su tamafo, tienen mejor acceso a
cualquier cuerpo y tienen probabilidad de entrar en células tejidos y organos.
Ofrece la posibilidad de generar nanoproductos como fertilizantes, plaguicidas,
sensores y promotores de crecimiento de plantas. La justificacién de este trabajo,
radica en la posibilidad de usar nanoparticulas metalicas en forma de nano
promotores de la germinacidbn y/o como nano fertilizantes en cultivos de

invernadero.

La presente investigacion comprendié dos estudios, el primero se llevo a
cabo en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de Semillas del Centro de
Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (CCDTS), de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), en donde se evalu6 el efecto de cuatro
concentraciones (0, 25, 50 y 100 ppm) de nanoparticulas de Oxido de Cobre
(NPsCuQO) sobre el vigor y germinacion de semillas de tomate (Solanum

lycopersicum), variedad Rio Grande

En el Estudio 2, semillas previamente imbibidas en NPsCuO (0, 25, 50 y
100 ppm), se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades.
Posteriormente se trasplantaron a maceta en donde se aplicé al sustrato NPsCuO
(0, 25, 50 y 100 ppm), y subsiguientemente se determind altura de planta,

diametro de tallo, e indice de clorofila utilizando un SPAD modelo 502. Ademas, se

Xl



usé un determinador portati marca LI-COR 6400, para medir la tasa de

asimilacion de COz, CO:z intercelular, transpiracién y conductancia estomatica.

Estudio 1. Los resultados indican que la aplicacion de NPsCuO a las
semillas durante el proceso de imbibicion, no influyd sobre el vigor y la
germinacion de semillas de tomate Rio Grande; sin embargo, a 50 y 100 ppm de
NPsCuO, se obtuvo mayor peso seco de plantula, longitud media de vastago y de

radicula, ambas concentraciones con valores estadisticamente iguales.

Estudio 2. En invernadero, el uso de NPsCuO aplicadas al sustrato en
forma de suspension a concentraciones altas (50 y 100 ppm), inhibieron el
desarrollo de la planta, causando fitotoxicidad, lo cual se reflej6 en un menor
diametro de tallo y altura de planta. En cuanto a la tasa de asimilacion de COg, los
tratamientos evaluados modificaron la eficiencia del mesdfilo para la fijacion del
COs2. Durante la etapa reproductiva se obtuvo mayor tasa de asimilacion de COz,
esto pudo deberse a que, durante dicha etapa, la planta requiere una mayor
cantidad de fotosintatos para la floracion y el llenado de frutos. El contenido de
clorofila, aumenté a medida que transcurrieron las horas después de la aplicaciéon

de NPsCuO, asi como con el tiempo de desarrollo del cultivo.

Palabras clave: clorofila, fotosintesis, germinacion, nanoparticulas, vigor
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|. INTRODUCCION

La nanotecnologia (NT) es el estudio, disefio, creacion, sintesis,
manipulacion, manejo, operacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas a

nano escala.

Por esta razén en la actualidad, esta siendo considerada parte de la nueva
revolucidon tecnologica; ya que brinda grandes posibilidades de desarrollo a
medida que se asimila y difunde en la sociedad (Contreras, 2016). Entre las
diversas areas de aplicacion encontramos el desarrollo de peliculas para celdas
solares, almacenamiento de energia, nanogeneradores, la catalisis de

combustible, y de tratamiento de agua (Khan, 2014).

Los diversos usos potenciales de la NT en la agricultura han creado gran
interés, ya que ofrecen la posibilidad de mejorar la produccién agricola mediante
diversas estrategias, las cuales pueden incrementar la produccién de alimentos
utilizando menores insumos de energia, asi como reduciendo los costos de
produccion y desperdicios de agroquimicos; todo esto es una prioridad para
gobiernos e instituciones, que estdn conscientes del dafio que hemos venido
ocasionando a nuestro planeta y que ha contribuido significativamente a los
grandes problemas mundiales como son el calentamiento global y el cambio

climatico.

La NT tiene aplicacion en la agricultura; a través del mejoramiento de la
eficiencia de los nutrientes, desarrollo de pesticidas de nueva generacion. Asi

como los mecanismos de interacciones huésped-parasito a nivel molecular, la



busqueda de compuestos para la conservacién y envasado de alimentos etc.
(Mukhopadhyay, 2014). En la agricultura moderna sustentable la nanotecnologia
promete aportar soluciones usando nanoparticulas (NPs), las cuales poseen tres
mecanismos principales de accion: 1. generacion de especies reactivas de
oxigeno, 2. liberacion de iones, y 3. acumulacion o penetracion de la membrana
celular (Alvarado et al., 2014 y Resham et al., 2015). Ademas, el desarrollo de
NPs ha llegado con el espectro amplio para producir agentes antimicrobianos (Yah
y Simate 2015). En estudios recientes se ha demostrado que uno de los
principales potenciales de las nanoparticulas metalicas es su efecto
antimicrobiano en patégenos de humanos y plantas siendo un factor importante su
tamafio debido a que entre menor tamafio mayor es su efecto antimicrobial

(Yamamoto, 2001; Betancourt et al., 2014).

Del Castillo (2012) indica que la revolucion nanotecnolégica se asocia, por
una parte, a la "fabricaciéon molecular" cuya viabilidad tendria un impacto enorme
en nuestras vidas, en las economias, los paises y en la sociedad en general en un
futuro no lejano. Entre los efectos, destacan sus potenciales impactos en la

medicina, la biologia, el ambiente, la informatica y la construccion.



1.1. OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar el efecto de la aplicacion de nanoparticulas de éxido de cobre
(NPsCuO) en la germinacién, desarrollo de planta y asimilacion de CO2, en el

cultivo de tomate.
Objetivos especificos

e Determinar la respuesta a la imbibicibn de semillas de tomate, en
suspensiones de NPsCuO, de variables relacionada con la calidad
fisiologica.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de NPsCuO en variables agronémicas de
plantas de tomate cultivado en invernadero.

e Cuantificar la respuesta a la aplicaciéon de suspensiones de NPsCuO de
variables fisioldgicas: indice de clorofila, altura de planta, diametro de tallo y

tasa de asimilacion de COa.

1.2. HIPOTESIS
e La aplicacion de NPsCuO afecta la germinacion, desarrollo de planta y la
tasa de asimilacion de CO2 en tomate. Por lo tanto se pueden mejorar
caracteristicas asociadas con el desarrollo de la plantula y establecimiento

del cultivo.



ll. REVISION DE LITERATURA

Durante las ultimas décadas, la investigacion en ciencia y tecnologia se ha
centrado en la fabricacion de estructuras atdmicas y materiales a escalas
nanométricas (1 nm= 10° m), lo que cominmente se conoce C€OMo
“‘Nanobiotenologia” (NT) (Savage et al., 2007). Esta nueva ciencia
multidisciplinaria proporciona productos con nuevas propiedades fisicoquimicas
diferentes a las de las moléculas individuales o sélidos de la misma composicion

(Medina et al., 2007).

En un intervalo de tiempo relativamente corto, la NT ha tenido un impacto
significativo en numerosos sectores incluyendo la agroindustria. La NT,
considerada como una tecnologia emergente, se orienta a la caracterizacion,
elaboracion y aplicaciéon de materiales de dimensiones muy pequefas, en el rango
de 1 a 100 nanémetros (nm), o sea de 1 a 100 billonésimas de metro (Yadollahi et
al., 2009), por lo que se ubica dentro de la escala atdbmica y molecular. La NT es
un extenso campo de la investigacion interdisciplinaria, ya que con ella se abre un
amplio abanico de oportunidades en diversas areas como la medicina, la industria

farmacéutica, la electronica y la agricultura sustentable (Prasad, et al., 2014).

Los avances en la NT se estan integrando en la biologia que se ha llevado
al surgimiento de una nueva disciplina apasionante llamada nanobiotecnologia

(Razzaq et al., 2015).

La investigacion nanotecnologica puede aportar a nuestro pais la
innovacion tan necesaria para generar empresas de alta tecnologia que
incrementen la competitividad del pais y produzcan empleos bien remunerados.
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Desde que se elaboré el Plan Nacional de Desarrollo 2007-2012, se consider a la
NT como sector estratégico y como una tecnologia precursora, debido a que
tienen una fuerte incidencia sobre el desarrollo de muchas actividades
productivas, y porque se prevé que en el futuro su utilizacion sera determinante
para el desarrollo de muchas ramas de los sectores agropecuario, industrial y de
servicios; y por lo tanto para la productividad y competitividad del pais. Es un
hecho gue la nanociencia esté llamada a convertirse en un nuevo paradigma en el
conocimiento humano. La NT en el nuevo milenio promete ser la cuarta revolucion
industrial (Maynard et al., 2015), de manera que aquellos paises que no logren
incorporarse podrian quedar fuera de la nueva redistribucién industrial resultante
de la competencia. Ademas, la economia mundial, basada cada vez mas en el
conocimiento y en la innovacioén tecnoldgica, coloca en desventaja a aquellos
paises que no invierten en educacion y conocimiento. En este contexto la
nanotecnologia aparece como una obligacion, en lugar de una opcion, y México ha

comprado esa receta de desarrollo (Zayago-Lau y Foladori, 2010).

2.1. Aplicaciones de la nanotecnologia y los nanomateriales
Las propiedades y efectos de las particulas y materiales a nano escala
difieren considerablemente de las particulas mas grandes con igual composicién

quimica.

Las NPs pueden tener una mayor reactividad quimica y ser mas bioactivas

que las particulas mas grandes, por su tamafio, tienen mejor acceso a cualquier



cuerpo y tienen probabilidad de entrar en células, tejidos y érganos (Lugo-Medina

et al., 2010).

El mismo autor menciona que la NT tiene aplicacion en sistemas de
alimentacion y agricultura sustentable, mientras que los nanomateriales ofrecen
innovacion de productos a la industria de alimentos, en forma de colorantes,
saborizantes, aditivos nutricionales e ingredientes antibacterianos para el

envasado, asi como agroquimicos y fertilizantes mas potentes.

Molins (2008) menciona que la NT contribuye con nuevas clases de
estructuras moleculares originales, muestra rapidos avances que prometen
cambiar o afectar muchas esferas de la ciencia y la tecnologia. Ademas, ofrece
innumerables posibilidades para el progreso humano, mediante la creacion de
varios tipos de nanomateriales aplicables en revolucionarios tratamientos médicos
en la investigacion agricola y métodos de diagndstico de inocuidad alimentaria, en
procedimientos de restauracion ambiental aplicaciones energéticas como el
revestimiento de células solares, incluso en productos cotidianos de gran volumen
como los cosméticos, tejidos repelentes de la suciedad y pintura auto-lavable. No
obstante, es esencial y urgente evaluar no sélo los beneficios, sino también los
posibles riesgos que plantean las NPs y acordar medidas efectivas mediante

criterios reguladores adecuados.

El mismo autor menciona que la NT tiene aplicacion en sistemas de
alimentacion y agricultura sustentable, mientras que los nanomateriales ofrecen

innovacion de productos a la industria de alimentos, en forma de colorantes,



saborizantes, aditivos nutricionales e ingredientes antibacterianos para el

envasado, asi como agroquimicos y fertilizantes mas potentes.

Las NPs estan relacionadas con la reduccién del impacto ecoldgico al
requerirse menor cantidad de aplicaciones y agroinsumos en productos generados
por esta tecnologia. (Lira-Saldivar et al., 2016). Por lo anterior, se propone el
empleo de nanomateriales como antagonistas de microorganismos fitopatégenos
siendo amigables con el ambiente; reduciendo los riesgos de intoxicacién para los

seres vivos (Espinoza, 2014).

2.1.1. La nanotecnologia en la agricultura

La nanotecnologia (NT) es una ciencia que proporciona nanomateriales con
nuevas propiedades fisicoquimicas, que tienen una gran cantidad de aplicaciones
en la agricultura. Ofrece la posibilidad de generar nanoproductos como
fertilizantes, plaguicidas, sensores y promotores de crecimiento de plantas. Sin
embargo, las aplicaciones de estos nanomateriales pueden provocar toxicidad e
interferir en el metabolismo a través de la generacion de Especies Reactivas de

Oxigeno (ERO’s) (Tang et al., 2016).

La NT ha generado gran interés en el desarrollo de productos de uso
agricola, ya que representa una excelente oportunidad para aminorar el uso de
agroquimicos sintéticos, con la posibilidad de reducir el impacto ambiental que se
ha venido dando en las Ultimas décadas. Es asi como la NT aplicada a la

agricultura tiene por objetivo formular productos con ingredientes activos de



tamafilo nanométrico, lo cual los hace mas eficientes y de facil disponibilidad,

ademas de minimizar las pérdidas al aplicar el producto.

La NT tiene también el potencial de revolucionar los sistemas
agroalimentarios, a través de la utilizacion eficiente del agua, la proteccion contra
insectos y enfermedades, proporcionando nuevas herramientas para la biologia
molecular y celular, creando nuevos materiales para la deteccion y proteccion del
medio ambiente. Esta observaciébn se centra en las estrategias modernas
utilizadas para el manejo del agua, el uso de pesticidas sintéticos tradicionales y el
potencial de los nanomateriales en la agricultura sustentable como un enfoque

moderno en la nueva revolucion verde (Lira-Saldivar et al., 2014).

En este mismo sentido, Chinnamuthu y Boopathi (2009) indican las diversas
areas de aplicacién de la NT en la agricultura: 1. Almacenamiento de energia,
produccién y conversion (modulos fotovoltaicos), 2. Incremento de la productividad
agricola (zeolitas nanoporosas para la liberacién prolongada y eficiente de
fertilizantes), 3. Nanocépsulas para la liberacion puntual de pesticidas, 4.
Nanosensores para monitorear la calidad del suelo y la vitalidad de la planta, 5.
Nanosensores para la deteccion de plagas y de fitopatbgenos y 6. Uso como

pesticidas.

La NT permite detectar la presencia de plagas y enfermedades,
contaminacion de alimentos y aplicar la cantidad correcta de nutrientes y
pesticidas que promuevan la productividad, al mismo tiempo que garanticen la
seguridad del medio ambiente y una mayor eficiencia en el uso de insumos

agricolas (Nuruzzaman et al., 2016). En este contexto, se han desarrollado nuevos



nanomateriales basados en el uso de NPs metdlicas, poliméricas, inorganicas,
etc., que permitan aumentar la productividad y que buscan encontrar aplicaciones
para el perfeccionamiento de nanosistemas inteligentes para la captura e
inmovilizacion de nutrientes y su gradual liberacion en el suelo (Kottegoda et al.,

2011).

Esos sistemas tienen la ventaja de reducir al minimo la lixiviacion, al tiempo
que mejoran la absorcién de nutrientes por las plantas y coadyuvan a mitigar la
eutrofizacion al reducir la transferencia de nitrégeno a los mantos acuiferos

subterraneos (Liu y Lal, 2015).

Las aplicaciones de la NT en la agricultura son muy diversas, destacando
principalmente la elaboracién de nanopesticidas encapsulados para su liberacién
controlada (Grillo et al.,, 2016), para la produccion de nano, macro y
micronutrientes, asi como para hacer mas eficiente el uso y aplicaciones de los

agroquimicos (Nuruzzaman et al., 2016).

La NT puede incrementar la eficacia de los pesticidas e insecticidas
comerciales, reduciendo la cantidad de aplicacion al suelo o follaje a dosis
significativamente menores que las requeridas convencionalmente, con la mejora

que eso implica para los ecosistemas (Xue et al., 2014).

2.1.2. Modo de absorcion y translocacion de las nanoparticulas
Cuando las NPs son aplicadas al follaje, se absorben a través de los

estomas y su translocacion o transporte es basipétalo hacia la base del tallo por el



floema. Al ser aplicadas al suelo o en el agua de riego penetran a través de la
epidermis de la raiz y la corteza, posteriormente pasan a la endodermis y
finalmente entran al tejido conductivo del xilema para ser translocadas a larga
distancia hasta las ramas y el follaje de las plantas (Peng et al., 2015). Se ha
sefialado que las paredes y membranas celulares actian como una eficaz barrera
a la entrada de cualquier tipo de NPs, y que la efectividad de su entrada y
transporte esta determinada por el tamafio de los poros de la pared celular, que
estan en el rango de 5 a 20 nm (Fleischer et al., 1999; Eichert et al., 2008). Por lo
tanto, s6lo NPs de un tamafio menor al de los poros de la pared celular pueden

pasar con facilidad y penetrar al citoplasma celular.

2.1.3. Efecto de las nanoparticulas en la germinacién de las semillas

La calidad de la semilla es un concepto basado en la valoracion de
diferentes atributos, cada uno con la finalidad de mejorar el establecimiento de la
planta en condiciones de campo, entre estos se encuentran la calidad genética, la
fisiolégica, la fisica y la sanitaria (Basra, 1995; Copeland y McDonald, 1995;

Marcos-Filho, 1998).

La calidad de las semillas abarca la suma de todas las propiedades o
caracteristicas las cuales determinan el potencial de comportamiento de las
semillas o lotes de semillas y establecimiento del cultivo (Veldzquez, 2015). Una
semilla de alta calidad es importante para la obtencion de un cultivo con buena

densidad de poblacion y un rapido desarrollo de plantas aun bajo condiciones de
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estrés, aunque hay otros factores como la lluvia, las practicas agronémicas, la

fertilidad del suelo y el control de plagas que también son decisivos (FAO, 2011).

La calidad fisioldgica de un lote de semillas implica que ademas de ser
viables, estas germinen y generen plantulas con sus estructuras esenciales
desarrolladas normalmente. Es asi como la calidad fisiolégica y, en particular el
vigor de semilla, se relacionan con la tasa y uniformidad de la germinacion,
desarrollo de plantulas y establecimiento en campo. El vigor involucra la capacidad
que tiene un organismo para la biosintesis de energia y compuestos metabdlicos,
como proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos. Todo ello asociado a la
actividad celular, la integridad de las membranas celulares y el transporte o

utilizacion de sustancias de reserva (Bewley, 1986; Bewley y Black, 1994).

Sin embargo, la calidad de las semillas se restringe con el transcurso del
tiempo y la tasa de deterioro depende de las condiciones ambientales durante el
almacenamiento y el tiempo en que éstas permanecen almacenadas. El primer
componente de la calidad fisiolégica que muestra sefales de deterioro es el vigor
de las semillas, seguido de una reduccién en la germinacion y de un mayor

porcentaje de plantulas anormales (Ferguson, 1995).

Chinnamuthu y Boopathi (2009) mencionan que las NPs pueden ser usadas
en el manejo de las semillas e indican una variedad de aplicaciones, entre las que
incluyen la imbibicion con nano-encapsulaciones de cepas especificas de
bacterias a lo cual denominan “semillas inteligentes”, asegurando el
establecimiento en campo, mejorando la productividad de los cultivos. Estos

autores también indican que la NT ofrece como herramienta la aplicacion de NPs,
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gue mejoran la germinacién de las semillas y los parametros fisioldgicos
relacionados, para optimar la capacidad de absorcion, degradacion de reservas y

division celular.

Otros autores (Hashemi y Mousa, 2013; Ullah y Arshad, 2014) mencionan
que las semillas tratadas con materiales a nano escala, generan un cambio en la
dinamica de la germinacion, observdndose un incremento en el porcentaje de
germinacion y el indice de velocidad de emergencia. El periodo de germinacion se
acelera debido a la mayor disponibilidad de agua, y el porcentaje de germinacién
final se incrementa, lo cual indica condiciones adecuadas para el crecimiento de
las semillas. La clave para el aumento de la tasa final de germinacion de las
semillas es la penetracion de nanomateriales en la semilla (Khodakovskaya et al.,

2009).

El efecto de las NPs comienza a manifestarse desde la germinacion de las
semillas, reflejAndose en una mayor emergencia y uniformidad que se observa en
la germinacion final, debido principalmente a la penetracion de nanomateriales en
la semilla, que permiten aumentar la imbibicion de agua y micronutrientes,
acelerando la degradacion de reservas, y beneficiando a las primeras etapas del
proceso germinativo. En estudios realizados por Mahmoodzadeh et al. (2013), se
evidencian los efectos de titanio a nano escala con particulas de TiOz2, reportando
una promocion de la germinacion del 75 % con la aplicacion de NPs (20 nm de

tamario de particula a 2000 mg L de concentracion).

Savithramma et al. (2012) demostraron que la tasa de germinacion de

semillas tratadas con NPs de plata es 28 % mayor que la del control. De acuerdo a
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los autores, la contribucién de las NPs fue facilitar el movimiento de agua y
nutrientes a través de la cubierta de la semilla para acelerar la germinacion de

semillas y crecimiento de plantulas.

Abbasi et al. (2016) indican que las NPs de plata y silice pueden tener un
efecto positivo sobre la germinacién de semillas y rasgos iniciales de crecimiento.
La introduccién de NPs en la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas
podria tener un impacto significativo y, por lo tanto, se puede utilizar para
aplicaciones agricolas para un mejor crecimiento y rendimiento. Krishna y
Natarajan (2014) indican que las NPs de Zinc (ZnO), plata (Ag) y diéxido de titanio
(TiO2) mejoran la velocidad de germinacion en semillas de cacahuate. Los efectos
beneficiosos de las NPs podrian atribuirse a una mayor produccion de enzimas
responsables de las reacciones metabdlicas. Por otra parte, podrian incrementar
los niveles de &cido indolacético (AlA), en las raices o brotes, que a su vez pueden

incrementar el vigor de las semillas y por ende el crecimiento de plantulas.

Las NPs debido a sus caracteristicas fisico-quimicas, son algunos de los
posibles candidatos para modular el estado redox y el cambio de la germinacién
de las semillas, el crecimiento, el rendimiento y la calidad de las plantas
(Mukherjee y Mahapatra, 2009). La aplicacion de NPs estimula la germinacion de
la mayoria de las especies, sin embargo, esta respuesta depende de la
concentracion y el genotipo (Hatami et al., 2014). Por lo tanto, existe la posibilidad
de aplicar una amplia gama de NPs para mejorar las caracteristicas fisiologicas y

morfoldgicas de los cultivos (Mingyu et al., 2007).
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Trabajos desarrollados en diversas especies de plantas confirman que al
menos las NPsZnO promueven la germinacion y crecimiento de plantulas (Siddiqui
et al., 2014). Como ejemplo se puede citar el estudio realizado por Prasad et al.
(2012), donde indican que en semillas de cacahuate una concentracion de 1000
mg L de NPsZnO promueve la germinacion, asi como la elongacién de raiz y

tallo.

Una preocupacion para la aplicacion de nanomateriales en la germinacion

de las semillas es su fitotoxicidad (Ménica y Cremonini, 2009).

Almutairi y Alharbi (2015) estudiaron el efecto de NPsAg en el porcentaje de
germinacion, la tasa de germinacion, longitud de raiz, peso fresco y peso seco en
plantulas melén, maiz y calabaza. Evaluaron siete concentraciones (0.05, 0.1, 0.5,
1.0, 15 20 y 25 mg mlt) de AgNPs en semillas durante el proceso de
germinacion. Las tres especies respondieron de manera diferente, en semillas
tratadas de melon y calabacita se increment6 el porcentaje de germinacién, en
relacion a la semilla no tratada. Las NPsAg mostraron efecto toxico, inhibicién del
crecimiento de radicula de maiz, mientras que en melén y calabacita se presenté
promocion con ciertas concentraciones de NPsAg. Este estudio demostré que
puede presentarse efectos negativos y positivos en la germinacion, dependiendo

de la respuesta del cultivo.
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2.2. Laimportancia del cobre (Cu)

El cobre es un metal de color rojo, blando y ddctil, sus elevadas
conductividades térmica y eléctrica son solo inferiores a las de la plata (Cotton,

1981).

Esta presente en la plastocianina de los cloroplastos, un componente
importante del sistema transportador de electrones de la fotosintesis y puede estar
involucrado en la reduccion de nitritos (Bidwell, 1979). El Cobre es necesario en
cantidades extremadamente pequefias. En suelos con pH mayores de 7, la

disponibilidad de cobre es limitada (O” Barr, 1977).

Varias proteinas que contienen Cu desempefian un papel fundamental en
procesos como la fotosintesis, respiracion, desintoxicacibn de radicales
superoéxido y lignificacién. Sin Cu no habria fotosintesis ya que este elemento es
necesario para la formacion de clorofila. Cuando se presenta una deficiencia de
Cu, la actividad de estas enzimas se reduce drasticamente. La reduccion del
transporte fotosintético de electrones como consecuencia de menores contenidos
de plastocianina, una proteina que contiene Cu, disminuye la tasa de fijacién de
CO2, de modo que el contenido de almidén y de carbohidratos solubles

(especialmente sacarosa) también se reduce (Le6n y Sepulveda, 2012).
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2.2.1. Absorcién y translocacion del cobre en las plantas
El Cu puede ser absorbido por las plantas tanto en la forma de cation
monovalente como divalente. La forma monovalente es absorbida solo en los

suelos humedos con disponibilidad de oxigeno limitada (Mengel y Kirby, 2001).

El Cu es un elemento movil en el floema que puede ser retraslocado desde
las hojas viejas y los 6rganos vivaces hacia otras partes de la planta que lo
demanden, aunque este reciclaje no parece ser muy eficiente para las hojas
jovenes que se ven mas afectadas por la deficiencia de Cu que las hojas viejas

(Marschner, 1995).

El Cu interviene en la formacion del polen, la fecundacion, la lignificacion de

los tejidos y la defensa frente a las enfermedades (Bavaresco et al., 2010).

2.3. La fotosintesis y su importancia

La fotosintesis es el Gnico mecanismo de entrada de energia para la
biosfera (con excepcidn de los procesos que realizan algunas bacterias quimio-
sintéticas que obtienen energia de la oxidacibn de sustratos inorganicos)

(Salisbury y Ross, 1994).

Basicamente consiste en la reduccién de CO2 atmosférico a carbohidratos

en plantas verdes, gracias a la luz.

La fotosintesis es un proceso endergdnico porque se necesita la

participacion de la energia radiante del sol para iniciar la cadena de reacciones
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que llevan a la formacién de los compuestos organicos que almacena el

organismo (Cogua, 2011).

La importancia de la fotosintesis desde el punto de vista quimico, es la

transformacion de la energia luminosa en energia quimica.

La fotosintesis es importante para el hombre, entre otros aspectos, porque
mediante ella se producen alimentos y oxigeno (Barcelé et al., 1983). Pero,
ademas de forma directa o indirecta ella alimenta casi la totalidad del mundo vivo

en el planeta (Campbell y Reece, 2005).
2.3.1. Factores ambientales que influyen en la fotosintesis

La fotosintesis esta influida por un gran nimero de factores ambientales,
tales como luz, temperatura, concentracion de Oz y CO:2 del aire, disponibilidad de
agua en el suelo, nutricion mineral y aplicacion de productos quimicos, asi como
los insectos, enfermedades y todas sus posibles interacciones. A corto plazo (de
dias a semanas), las condiciones ambientales influyen sobre la fotosintesis
mediante la regulacion de la conductancia estomética y la actividad fotosintética. A
largo plazo, es regulada a través de cambios en el area foliar. Entre los factores

que influyen en la fotosintesis se encuentran:

e Luz. - La radiacion fotosintéticamente activa (400-700 nm de longitud de
onda), es la fuente de energia para el proceso fotosintético. Promueve los
procesos de apertura estomatica e influye en la tasa de difusién de CO-.
Una alta intensidad luminosa puede producir dafio en el aparato

fotosintético, lo que se conoce como fotoinhibicibn (Powles, 1984). En
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oscuridad no se realiza la fotosintesis, se libera el CO2 producido por la
respiracion. A medida que se produce un aumento de luz, la tasa de
fotosintesis incrementa hasta llegar a un punto en el cual la toma de CO2
por la fotosintesis y la pérdida de COz: por la respiracion se equilibran, de
manera que el intercambio gaseoso neto se hace cero. Si la intensidad
luminosa sigue aumentando se alcanza un valor maximo de fotosintesis a
partir del cual ya no se produce un aumento en la captura de CO:2 con la luz
(punto de compensaciéon luminoso). El punto de compensacion luminoso
varia entre las especies, genotipo, tipo de hoja, edad de la hoja,
concentracion de CO2 y temperatura (Kozlowski et al., 1991).

Temperatura. - La fotosintesis en los arboles tiene lugar en un rango de
temperatura que va desde cerca del punto de congelacion hasta
temperaturas por encima de 40 °C. El rango de temperatura especifico
depende de la especie, genotipo, edad de la planta, origen y época. En la
mayoria de las especies de las zonas templadas la fotosintesis aumenta
desde 0 °C hasta alcanzar su maximo entre 15 y 25 °C. En las especies
tropicales la tasa de fotosintesis disminuye a temperaturas por debajo de
los 15 grados centigrados (Kozlowski & Pallardy, 1997).

Concentracion de Oz 'y CO:2 del aire. - Un aumento en la concentracion de
O:2 disminuye la fotosintesis favoreciendo el proceso de fotorrespiracion, por
el contrario, una disminucion de su concentracion favorecera enormemente
la fotosintesis. Dado que la concentracion a la que se encuentra el Oz en el
aire es (21 %) es muy grande comparada con la de CO2 (0.040 %)

cualquier pequefia oscilaciébn, que en condiciones naturales se puede
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producir en su concentracion, no afecta el funcionamiento del aparato
fotosintético, mientras que una oscilacion de la misma magnitud en la
concentracion de CO2 produce grandes cambios (Miller & Riisch, 1960).
Disponibilidad de agua en el suelo. - Tanto un déficit como un exceso de
agua en el suelo afectan la fotosintesis. A corto plazo, la reduccion de la
fotosintesis por la sequia se atribuye a un aumento en la resistencia a la
difusion del COz a los cloroplastos y a una reduccion en la actividad
fotosintética debida principalmente a un cierre estomatico. A largo plazo,
reduce el area foliar con lo que se reduce la actividad fotosintética (David y
Kozlowski, 1974; Grace et al., 1975; Turner et al., 1984).

Nutricién mineral. - La deficiencia de macro y micronutrientes, asi como la
falta de equilibrio en el balance de nutrientes, produce una disminucion en
la tasa de fotosintesis. En las hojas, la deficiencia mineral produce una
bajada en la tasa de fotosintesis neta por diversos motivos: disminucién en
la sintesis de clorofila, disminucién en la capacidad del transporte
electrénico fotosintético, disminucién en la actividad de carboxilacion y de
otras enzimas, descenso de la conductancia estomatica y aumento en los
procesos respiratorios (Kozlowki & Pallardy, 1997).

Aplicacion de compuestos quimicos. - Un gran numero de compuestos
quimicos produce efectos adversos sobre la fotosintesis, especialmente
cuando se aplican a dosis mas altas de las recomendadas (Ayers & Barden,

1975; Kozlowski y Constantinidou, 1986). Tales productos quimicos
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incluyen insecticidas, fungicidas, herbicidas y antitranspirantes (Olofinboba

et al., 1974; Kramer y Kozlowski, 1979; Kozlowski, 1986).

2.3.2. Factores intrinsecos de la planta que influyen en la fotosintesis

La tasa de fotosintesis varia no s6lo con el ambiente, sino con diferentes
factores propios de la planta como son: la tasa de fijacién de CO: en el mesdfilo, la
anatomia y edad de la hoja, el tamafio de los estomas, la frecuencia estomética y

el control de la apertura estomatica (Ehleringer et al., 1976).

2.3.3. Conductancia estomatica

El cierre y la apertura de los estomas regula la cantidad de CO: disponible
en el lugar donde se encuentra la RUBISCO, y por lo tanto, limita la fotosintesis
como consecuencia de las distintas condiciones de estrés (Farquhar y Sharkey,

1982).

La conductancia de los estomas (gs) es una medida de la capacidad de
difusién de los gases, que esta determinada por la apertura del poro y por el

numero de estomas.

Si por ejemplo, los niveles de CO2 atmosférico se elevan haciendo subir el
Ci, los estomas cierran el poro reduciendo su gs y su E, pero mantendran niveles
similares o incluso mayores de Ci con los que continuar su actividad fotosintética

(Schroeder, 2001; Long et al., 2004).
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Varios factores ambientales tienen importantes efectos en la conductancia
estomatica (luz, CO2, humedad y temperatura), y factores internos como el status
hidrico de los tejidos y el nivel de ciertos reguladores como el &cido abscisico

(ABA) y las citoquininas (Cowan, 1977).

2.3.4. Estomas

Los estomas son grupos de dos o mas células epidérmicas especializadas
que se encuentran en la parte aérea de las plantas y cuya funcién es regular el
intercambio gaseoso. Constan de un ostiolo o poro rodeado de dos células

(células oclusivas) (Sanchez & Aguirreolea, 2000).

Cuando los vegetales realizan el intercambio gaseoso, la ganancia de CO:
se acompafia de una pérdida de agua a la atmdsfera por transpiracion. Por lo
tanto, las células oclusivas deben estar bien reguladas para evitar la

deshidratacion (Jones, 1998).

2.3.5. Enzima RUBISCO

La enzima RUBISCO cataliza el paso inicial de la asimilacion fotosintética
del carbono, la carboxilacion de la RuBP genera dos moléculas de 3PGA, que son
empleadas en la formacion de moléculas organicas vitales (Anderson, 2008). La
RUBISCO se encuentra presente en la mayoria de organismos autotrofos, tanto
procariotas (bacterias fotosintéticas y cianobacterias), como eucariotas (algas y

plantas superiores) (Andersson & Backlund, 2008). Esta constituida por 8
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subunidades grandes que se disponen en 4 dimeros que forman un ndcleo
octameérico y 8 subunidades pequefas situadas alrededor del nucleo (Knight et al.,
1993) que al ensamblarse generan una holoenzima con una estructura

hedecamérica (Andersson, 2008).

Posee una serie de caracteristicas, tales como, una lenta velocidad
catalitica (Parry et al., 2007), una baja afinidad por el CO: atmosférico y la
posibilidad de emplear O2 como sustrato en la fotorrespiracién, que hacen que sea
notoriamente ineficiente como enzima inicial fijadora de CO:2 en la fotosintesis

(Portis, 2003; Portis & Parry, 2007; Andersson 2008).

2.3.6. Transpiracion

La transpiracion es la salida de agua hacia la atmdsfera circundante desde
las superficies celulares que, en conjunto al intercambio de di6xido de carbono
(CO2), determinan la eficiencia del uso de agua de una planta y se encuentra
relacionado con la fotosintesis (Azcon-Bieto & Talén, 2000). Su pérdida se
produce a través de estructuras anatémicas como los estomas, lenticelas o
cuticula siendo de esta manera un determinante primario del balance energético

de la hoja y del estado hidrico de la planta (Squeo & Leon, 2007).
La pérdida de agua se puede producir por:

v' Cuticula (10%): pérdida de agua a través de la epidermis, la cual esta

cubierta con una cuticula (deposicion de cutina).
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v Lenticelas (5%): pérdida de agua a través de las lenticelas (porciones del
peridermis con ordenacion celular floja y menor suberificacion) en la corteza
de arboles o en frutos.

v' Estomas (90%): la mayor parte de la pérdida de agua que ocurre, tiene

lugar a través de los estomas de las hojas.

2.3.7. Magnitud de la transpiracion
La transpiracion es la fuerza motriz que impulsa el agua desde el suelo

hasta la atmosfera, y se mide en moles de agua por area foliar por tiempo.

La magnitud de la transpiracion varia mucho de unas plantas a otras; desde
unos dos o tres kilogramos de agua que puede perder una planta de maiz en un
dia hasta un cactus grande que solo puede perder veinticinco gramos de agua

diarios (Aguilar Gutiérrez, 2000).

La magnitud de la transpiracién puede ser expresada como la diferencia de
¥H20 entre la hoja y la atmosfera sobre la sumatoria de las resistencias que se

oponen a la pérdida de agua.

2.3.8. Factores que afectan la transpiracién

Algunos de los factores que afectan la transpiracion son:

» Radiacion. - La planta absorbe luz y radiacion infrarroja desde su

alrededor, pero también irradia energia infrarroja. Si absorbe mas energia
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gue la que irradia entonces el exceso se disipara por conveccién y/o
transpiracion ya que tiene un efecto directo sobre la apertura estomatica.
Humedad relativa. - El contenido de agua o humedad del aire modifica el
¥H20 en la atmosfera y es la diferencia entre este y el de la hoja lo que
favorece o no la salida del vapor de agua del vegetal.

Temperatura. - Es el factor que controla la presion de vapor del agua. A
medida que aumenta la temperatura, aumenta la presion de vapor de una
forma exponencial.

Velocidad del viento. - La capa limite de aire en contacto con la superficie
de la hoja en ausencia de viento se satura del vapor de agua perdido por la
hoja. La velocidad del viento favorecera la salida del vapor. Muy altas
velocidades de viento pueden llevar al cierre de los estomas.

Suministro de agua. - La disponibilidad de agua en la interface suelo-raiz,
pueda influenciar la transpiracion directamente, causando una disminucion

del potencial hidrico de la hoja y un aumento en la resistencia estomatica.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del sitio experimental

El trabajo se inici6 en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de Semillas
del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (CCDTS) de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) con coordenadas 25° 23"
42" de latitud norte, 100° 50" 57°" de longitud oeste y a una altitud de 1742 msnm
en Buenavista; Saltillo, Coahuila, México durante el ciclo primavera-verano del

2017.

3.1.1. Estudio I. Efecto de las NPsCuO en la germinacion de semillas de

tomate variedad Rio Grande.

3.1.2. Material genético
Se utilizé6 semilla de tomate (Solanum lycopersicum) variedad Rio grande.
Variedad de tomate rastrero, crecimiento determinado destinado principalmente

para conserva. Frutos alargados, cilindricos con mucha pulpa y buen sabor.

3.1.3. Prueba de germinacién

El experimento consisti6 en el establecimiento de un bioensayo para
determinar el efecto de las NPs de oOxido de cobre en la germinacion. Se
establecieron 4 repeticiones para cada concentracion (testigo, 25 ppm, 50 ppm y

100 ppm).

Para la preparacion de las suspensiones de NPsCuo, se peso el producto
de acuerdo a la concentracion deseada en una balanza analitica (AND modelo
HR-200), y se depositaron en tubos tipo Falcon, aforando con agua destilada a 50
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mL. Se coloco6 cada tubo durante un periodo de 15 minutos en un agitador Vortex

marca Labnet modelo VX100 para lograr la méxima dispersion de las NPsCuO.

La imbibiciobn se realiz6 en cajas Petri, para lo cual se utilizaron 400
semillas de tomate variedad Rio Grande, cien por cada tratamiento, sobre dos
capas de papel filtro en el interior. Posteriormente se realizé la aplicacion de 15
mL de suspension de NPsCuO, con la concentracion establecida y se colocaron
las cajas Petri en una cémara bioclimatica marca Thermo Scientific a una
temperatura de 25 °C + 2 °C, con una humedad relativa de 50 % y un fotoperiodo

de 16 horas luz y 8 horas oscuridad durante 2 dias (48 h).

Posterior al tratamiento y con la ayuda de pinzas de diseccion, las semillas
se sembraron entre dos capas de papel Anchor, humedecido con agua destilada,
enrollando en forma de taco, y colocandolos en bolsas de polietileno transparentes
y éstas en contenedores de plastico, y posteriormente fueron introducidos a una
camara bioclimatica marca Thermo Scientific a una temperatura de 25 °C + 2 °C,
con una humedad relativa de 50 % y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas

oscuridad.

3.1.4. Variables evaluadas en las semillas germinadas

Al quinto dia después de la siembra se determiné el vigor de germinacién o
primer conteo de plantulas normales. Esta variable es un indicador del vigor que
posee la semilla para germinar en menor tiempo y establecerse en campo, el
resultado fue expresado en porciento. A los catorce dias se determiné el numero
de plantulas normales, considerando aquellas que poseen todas sus partes
(radicula y vastago (plumula)) sin ninguna anormalidad visible y que representan
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el porcentaje de germinacion (GER). Asimismo, el nimero de plantulas anormales
(PA), contabilizando las que carecian de tallo o radicula, o tenian un desarrollo
irregular de alguna de sus estructuras. También se obtuvo el porcentaje de
semillas sin germinar (SSG), incluyendo aquellas semillas duras o muertas que no
tuvieron la capacidad de germinar, el resultado se expreso en porcentaje. En todas
las plantulas normales se determiné la longitud media de tallo (LMT) y la longitud
media de radicula (LMR), para lo cual se midieron por repeticion todas las
plantulas normales, expresandose en cm. También se determin6 el peso seco
(PS) de las plantulas normales, el secado tuvo una duracion de 24 horas en una
estufa Riosa H-48 a 72 °C. Pasadas las 24 horas, se extrajeron y se colocaron en
un desecador, para posteriormente ser pesadas en una balanza analitica Precisa

BJ610C, el resultado fue expresado en mg/plantula.

Los datos se analizaron para determinar diferencias estadisticas entre
tratamientos, posteriormente se realizé una comparacion de medias por medio de

la Prueba de Tukey, utilizando el paquete estadistico SAS (2004).

Modelo estadistico

Yii= g+ T +&j
Dénde:

Yij = Valor observado
M = Efecto de la media

Ti = Efecto de los tratamientos
&ij = Error experimental

27



3.2. Estudio Il. Respuesta fisiolégica y agrondémica a la aplicacion de

NPsCuO de plantas de tomate.

3.2.1. Localizacién del lugar

El trabajo de invernadero se llevo a cabo en el invernadero 2 del area de
invernaderos de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), el cual
es un invernadero de mediana tecnologia que cuenta con ventilacion activa (pared
hameda y ventiladores) y mantenia una temperatura promedio de 25 °C dentro del

invernadero.

3.2.2. Imbibicién y siembra

Las semillas fueron puestas a imbibir en cajas Petri por 48 h, y
posteriormente sembradas en charolas de poliestireno de 200 cavidades. El
sustrato que se utilizé se compuso de perlita y vermiculita en proporcion 1:1. Las
charolas se conservaron en una camara bioclimatica de la marca Thermo
Scientific, a una temperatura de 25 °C + 2 °C, con una humedad relativa de 50 % y

un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

Se proporcionaron diariamente 3 ml de agua destilada a cada planta y una
fertilizacion con Triple 17 cada tres dias, igual de 3 ml/planta. El fertilizante Triple

17 se prepar6 en una proporcion de 0.5 g/L de agua.

3.2.3. Trasplante
A los 40 dias después de la siembra en las charolas, las plantas fueron
trasplantadas en macetas de 10 L, se usO sustrato compuesto por perlita y

vermiculita en proporcion 1.5:1, respectivamente. Cabe destacar que las plantas
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fueron aclimatadas un dia antes del trasplante para que no resintieran el cambio
de un ambiente a otro. Para cada tratamiento se establecieron 10 macetas, con un
total de 40 plantas trasplantadas. Veinte dias después del trasplante se aplico
Fertidrip (12-60-00) una vez por semana, en una proporcion de 20 g/L de agua. La

funcion del Fertidrip en la planta es lograr el amarre de frutos.

3.2.4. Nutricion mineral

Una vez ya establecidas las plantas en el invernadero, se les proporcioné
solucion nutritiva “Hoagland”, la cual se suministré en el riego en una cantidad de
100 ml/planta a diario, excepto los dias en que se aplicaba la suspension con
nanoparticulas (lunes y viernes). La solucion Hoagland usada en los tratamientos

no incluyd Cu, el cual fue el elemento a evaluar en este trabajo.

3.2.5. Solucion de Hoagland

La solucion de Hoagland modificada contiene todos los elementos
necesarios para un crecimiento vegetal rapido. Las concentraciones de estos
elementos son maximas sin provocar sintomas de toxicidad o estrés salino, y por
lo tanto pueden ser varios 6rdenes de magnitud superior a las que las raices

vegetales encuentran en el suelo.

Por ejemplo, mientras que el fosforo esta presente en la solucion del suelo
a una concentracion menor de 0,06 ppm, en esta solucion se emplean 62 ppm

(Epstein, 1972).

Otra propiedad importante de esta formulacion es que el nitrégeno se

aporta como mezcla de amonio (NH4*) y de nitrato (NO3").
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Las formulaciones méas modernas de las soluciones nutritivas incluyen el
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o el acido dietilentriaminopentaacético

(DTPA o &cido pentético) como agentes quelantes (Sievers y Bailar, 1962).

Cuadro 1. Composicion de soluciones madre para preparar Hoagland.

Simbolo Compuesto Concentracién

A Ca (NOs3)2.4 H20 1M (236 g/L)

B KNOs 1M (101 g/L)

C MgSO0..7 H20 1M (246.5 g/L)

D KH2PO4 1 M (136 g/L)

E Quelato de Fe 5g/LdeFe

(FeSO4+NaEDTA)

(.81 g MnCl,.4H,0+2.86 g HsBO3+0.22 ¢

F Micronutrientes ZnS04.7H,0+0.09 g H:MoO4 en 250 mL de agua
destilada).

M= Molaridad (gramos de sal por litro de solucién); ppm= partes por millén (nimero de
partes de la sal en un millén de partes de solucién).

3.2.6 Aplicacién de NPsCuO

Las aplicaciones de las NPsCuO se hicieron los dias lunes y viernes. Estas
fueron en el riego directamente a la raiz con un vaso de precipitado, a cada planta
se le proporcionaron 100 ml al igual que la solucién nutritiva. En total se hicieron

11 aplicaciones de suspensiones de NPsCuo.

Medicién de variables

3.2.7. Altura de plantay diametro de tallo

Tres semanas después del trasplante en el invernadero se midié altura de
planta y diametro de tallo, estas variables se determinaron cada semana durante
siete semanas, y se expresaron en centimetros y milimetros, respectivamente.

Para la medicién de la variable altura de planta se utiliz6 una regla y para el
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diametro de tallo un Vernier digital. Tomando en cuenta en la medicion de la altura

de planta desde la base de la misma hasta sus ultimas hojas apicales.

3.2.8. Contenido de clorofila
Se hicieron mediciones de indice de clorofila (Minolta SPAD 502) a las 0
horas, es decir, al momento en que se aplicaban las NPs, a las 24 y 48 horas

después de su aplicacion.

3.2.9. Tasa de asimilacion de CO2 (Fotosintesis)
Un mes después del trasplante con el aparato LI-COR 6400 se
determinaron las variables relacionadas con la fotosintesis, tasa de asimilacion de

COg2, conductancia estomatica, COz2 intercelular y transpiracion.

Para la medicion de todas estas variables se seleccioné una hoja joven,
verde, con por lo menos 6 cm? de area foliar y se utilizaron un total de seis plantas
por tratamiento, es decir, 24 plantas a las cuales se les midieron las variables

mencionadas, siendo en todos los tratamientos las repeticiones uno a la seis.

Las variables determinadas fueron:

e Tasa de asimilacion de CO, (A), expresado en pmol de CO, m-2 s-1,

e CO; intercelular (Ci) expresada en pmol CO, mol aire-t.

e Transpiracion (E) expresada en mol H,O m-2 s-1,

e Conductancia estomatica al H,O (gs), expresada en mol H,O m-2 s-1,

e Radiacion fotosintéticamente activa (PAR), expresada en pmol luz m-2 s-1,

e Temperatura de hoja (T), expresada en °C.
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3.2.10. Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 4, esto es 2
etapas fenologicas y 4 concentraciones, con los datos obtenidos se realizaron
analisis de varianza y pruebas de rango mdultiple Tukey (P<0.05), utilizando el
paquete estadistico SAS Institute (2004).

Modelo estadistico

Y =u+a+B+aB +e .
jk i i ik

En donde:

u= Media general
a= Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Etapa fenolégica)

,8j= Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Concentracion de NPsCuO)
a,Bij= Efecto de la interaccién entre el factor a ,Bj

e__k= Componente del error aleatorio.
ij
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudio |. Efecto de las NPsCuO en la germinacién de semillas de tomate
variedad Rio Grande.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (Cuadro
2), en bioensayos de semillas de tomate (Solanum lycopersicum) de la variedad
Rio Grande, tratadas con NPsCuO indican que, en las variables por ciento de
vigor de germinacion, por ciento de germinacion, plantulas anormales y semillas
sin germinar; no se encontraron diferencias significativas en los tratamientos.
Mientras que para las variables peso seco de plantula, longitud de vastago y

longitud de radicula, se obtuvieron diferencias significativas (P<0.01).

Los resultados en este trabajo coinciden con lo mencionado por (Saeid y
Hojjat, 2016), quienes indican que la aplicacién de NPs de plata no presentd

diferencias significativas en la germinacion de semillas de genotipos de lentejas.

En cuanto a la comparacién de medias (Cuadro 3), el porcentaje de vigor de
germinacién y germinacion, no presentaron diferencias estadisticas, indicando que
al imbibir la semilla en NPsCuO la respuesta fisioldgica es similar. Por el contrario,
Reyhaneh et al. (2013) dieron a conocer la existencia del efecto de las NPs con
TiO2, sefialando que el porcentaje de germinacién se mejoré en un 9 % tras la
exposicion a 5 ppm. Los autores mencionan que el tamafio de nano TiO2 puede
aumentar la absorcion de nutrientes aprovechables por la semilla, mejorando la
velocidad de germinacion. Por lo tanto, el efecto de las NPs en semillas y plantas
puede ser positivo 0 negativo y esto puede deberse a la concentracion y el

genotipo.
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Cuadro 2 Cuadrados medios del analisis de varianza para variables evaluadas en prueba de germinacién de semillas de

tomate tratadas con suspensiones de NPsCuO.

FV GL VIGOR GER PA SSG PS GL LV LR
(%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Tratamientos 3 3.66 8.00 1.00 11.66 0.73** 3 34.01** 39.75**
E. Exp. 12 3.66 72.66 25.66 39.00 0.03 332 3.01 4.26
CV (%) 12.98 10.14 75.05 67.51 13.89 28.11 25.07
**Significativo al 0.01% de probabilidad. FV= Fuente de variacion;, GL= Grados libertad; GER= Germinacién; PA= Plantulas

anormales; SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco de la plantula; LV= Longitud de vastago; LR= Longitud de radicula.
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En lo que respecta a la comparacion de medias por tratamiento (Cuadro 3),
se observo que tratar la semilla con NPsCuO a 50 ppm resulta en mayor peso
seco, con 1.56 mg/plantula, sin embargo, es estadisticamente igual que tratar las
semillas con 100 ppm (1.74 mg/plantula). La diferencia entre el testigo y el peso
gue se obtuvo al tratar la semilla con 50 ppm NPsCuO es de 0.78 mg/plantula,
esto es, se duplicé el peso seco. Aqui es importante mencionar que, al ser los
valores estadisticamente iguales, en caso de elegir la concentracion adecuada, es

conveniente tratar la semilla con NPsCuO a 50 ppm.

Por otra parte, para la variable longitud de vastago, al tratar las semillas con
25 ppm se redujo el crecimiento con respecto al testigo en 0.78 cm, pero, al
incrementar las concentraciones a 50 y 100 ppm, los resultados mostraron valores
superiores al compararlos con el testigo. En esta variable (LV), se observo que al
imbibir las semillas con 50 y 100 ppm se obtiene 0.65 y 0.45 cm mas que el testigo

(6.09 cm).

Para la variable longitud de radicula, al ser tratadas las semillas con 25y 50
ppm, el crecimiento se redujo con respecto al testigo en 1.41 y 0.14 cm
respectivamente, en cambio no fue asi al incrementar la concentracion a 100 ppm

la cual mostré el mismo resultado que el testigo (8.62 cm).

Sharma et al. (2012) reportan que las NPsAg promueven el crecimiento de
plantulas de mostaza (Brassica juncea) en concentraciones de 25 y 50 mg L%,
reflejandose en mayor longitud de raiz, biomasa seca y altura. Sin embargo, altas
concentraciones (250-500 mg kg-1 de suelo), impiden el crecimiento de las

plantas.
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Cuadro 3. Comparacion de medias para variables evaluadas en prueba de germinacion de semillas de tomate con la

aplicacion de NPsCuO.

Tratamiento VIGOR GER PA SSG PS LV LR
(ppm) (%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
0 15 83 7 10 0.78 b 6.09 a 8.62 a
25 14 84 7 9 114 b 531 b 721 b
50 16 83 6 11 1.56 a 6.74 a 8.48 a
100 14 86 7 1.74a 6.54 a 8.62 a
Media 15 84 7 1.30 6.17 8.23
Tukey 4.01 17.89 10.63 13.11 0.3812 0.6917 0.8229

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

GER= Germinacién; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; PS= Peso seco de la plantula; LV= Longitud de

vastago; LR= Longitud de radicula.
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4.2. Estudio Il. Respuesta fisioldégicay agrondmica a la aplicacion de

NPsCuO de plantas de tomate.

a). Variables agronémicas

Diametro de tallo y altura de planta

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza (Cuadro 4), para
variables agrondmicas evaluadas en el ensayo de invernadero, indican que, en las
variables altura de planta y diametro de tallo se encontraron diferencias
significativas (P<0.01), en lo que respecta a las fechas de medicién y tratamientos
aplicados, esto se debe a que en cuanto va pasando el tiempo (fecha de
medicion), la planta va desarrollandose y en base a eso va incrementando su

altura y su diametro de tallo.

La interaccion fecha de medicidon*tratamiento, no mostré significancia en la
variable (DT), esto se puede atribuir a que las diferentes concentraciones
aplicadas al sustrato, en las diferentes fechas de evaluacién, no modificaron su

expresion.
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Cuadro 4. Cuadrados medios del analisis de varianza para variables agronomicas
evaluadas en plantas de tomate en ensayo de invernadero con la aplicacion de
NPsCuO.

FV GL DT AP
(mm) (cm)
Medicion 6 42.56** 6780.07**
Tratamientos 3 4.15** 288.00**
Med*Trat 18 0.21ns 54.60**
E. Exp. 196 0.30 20.61
CV (%) 8.86 10.47

**Significativo al 0.01% de probabilidad; NS= No significativo. FV= Fuente de variacion;
GL= Grados libertad; DT= Diametro de tallo; AP= Altura de planta.

En la comparacion de medias por tratamiento (Cuadro 5), se observo que
para la variable diametro de tallo la concentracion de 25 ppm fue la que mostro
mejores resultados con 6.43 mm, sin embargo, es estadisticamente igual al testigo
(6.36 mm). La diferencia que se obtuvo entre la concentracion 25 ppm NPsCuO y
el testigo es de 0.07 mm. Sin embargo, al comparar el testigo con las
concentraciones de 50 y 100 ppm, se observé una reduccién de 0.35 y 0.59 mm,
respectivamente. Lo anterior indica que las NPsCuO al aplicarse al sustrato en
concentraciones de 50 y 100 ppm, inhiben el desarrollo de la planta, reflejAndose
en menor DT. En caso de tener que elegir una concentracion adecuada, es mas

conveniente aplicar al sustrato suspensiones con NPsCuO a 25 ppm.

Por otra parte, para la variable altura de planta, al aplicar al sustrato una
concentracion de 25 ppm se obtuvo una respuesta estadisticamente igual al

testigo. Mientras que al incrementar las concentraciones a 50 y 100 ppm, las
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plantas mostraron efectos por fitotoxicidad. Para esta variable (AP), se observo
que al aplicar concentraciones de 50 y 100 ppm se redujo drasticamente el

crecimiento en comparacion con el testigo en 3.00 y 4.66 cm, respectivamente.

Salama (2012) traté plantas foliarmente con dosis de 20, 40, 60, 80 y 100
ppm de nanoparticulas de plata (NPsAg), con aplicaciones diarias de 15 ml para
cada concentracion durante 12 dias, mostraron que bajas concentraciones (20-60
ppm) tuvieron un efecto estimulante sobre el crecimiento de las plantulas, mientras
que las concentraciones altas (>80 ppm) indujeron un efecto fitotoxico.
Adicionalmente observo que las concentraciones de 20 a 60 ppm incrementaron el
diametro de tallo, longitud de raiz, area foliar, indice de clorofila, concentracién de
carbohidratos y contenido de proteina en las plantas.

Cuadro 5 Comparacién de medias de variables agrondmicas evaluadas en
invernadero en plantas de tomate tratadas con NPsCuO.

Tratamiento DT AP
(Ppm) (mm) (cm)

0 6.36 a 45.29 a

25 6.43 a 45.13 a

50 6.08 b 4229 b

100 584 b 40.63 b
Media 6.18 43.33
Tukey 0.26 2.22

Valores con la misma literal dentro una columna son estadisticamente iguales.
DT= Diametro de tallo; AP= Altura de planta.

En cuanto a los resultados obtenidos en la comparacién de medias por
fechas de medicién de las variables DT y AP (Cuadro 6) (Anexos 5y 6), se

observé lo esperado, esto es, que a medida en que la planta va desarrollandose,
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su didmetro y altura también estan en constante crecimiento, es por eso que en
las mediciones que se hicieron (7), la literal a, corresponde a la dltima medicion y
presenta el valor mas alto. Hubo dos mediciones que quedaron dentro de la

misma literal, la 5 y la 6 en la variable (DT) con 6.94 y 7.11 mm, respectivamente.

Para la variable (AP), igualmente se observo que al transcurrir el tiempo se

incrementod, presentando valores estadisticamente diferentes.

Algunos estudios sefialan que concentraciones elevadas de nanoparticulas
de 6xido de zinc (1000 mg L) causan fitotoxicidad e inhibicién de la germinacion
(Kyung-Seok y Kong, 2014; Zhang et al., 2015); mientras que dosis bajas (< 50 mg
L-1) han demostrado efectos significativos en el crecimiento y desarrollo (Prasad et

al., 2012), reflejandose en una mayor biomasa seca y area foliar.

Cuadro 6. Comparacion de medias por fecha para variables agronémicas

evaluadas en plantas de tomate tratadas con NPsCuO.

Fechas DT AP
(DDT) (mm) (cm)

1 (20) 435 f 19.01 g
2 (27) 510 e 3079 f
3(34) 589 d 40.14 e
4 (41) 6.32 c 46.05 d
5 (48) 6.94 b 51.70 c
6 (55) 711 b 55.10 b
7 (62) 7.56 a 60.55 a
Media 6.18 43.3
Tukey 0.4 3.38

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales.
DT= Diametro de tallo; AP= Altura de planta; DDT= Dias después del trasplante.
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b). Medicion de la tasa de asimilacion de CO:2 (fotosintesis).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (Cuadro
7), las variables relacionadas con la tasa de asimilacion de CO: indican que en
ambas etapas hubo diferencias altamente significativas en la variable gs
(Conductancia estomatica), mientras que las variables A (Fotosintesis) y Ci (CO:2
intercelular) mostraron diferencias significativas con valores de cuadrados medios

de 3.46 umol de CO, m-2s-1y 2113.33 umol CO, mol aire-%, respectivamente.

Por otra parte, en la fuente de variacién dosis de NPsCuO, se encontraron
diferencias altamente significativas en la variable A (Tasa de asimilacion de CO2) y

diferencias significativas (P<0.05) en la variable E (Transpiracion).

En la interaccion Etapa*dosis solo hubo diferencias altamente significativas

en la variable A (Tasa de asimilacion de CO2) (P<0.01).

Las plantas se enfrentan al compromiso de obtener CO2 para mantener la
fotosintesis. A través de los estomas se lleva a cabo el intercambio mas
importante de H20 y COg, jugando la apertura estomatica un papel crucial tanto en

la transpiracion como en la fotosintesis foliar (Taiz y Zeiger, 2006).

Los resultados obtenidos indican que los tratamientos evaluados modifican
en la eficiencia del mesdfilo para la fijacion del CO2. Tanto la etapa de crecimiento
como la dosis aplicada respondieron de diferente manera ante la aplicacion de
NPsCuO, reflejandose en la interaccion significativa que presentd la tasa de

asimilacion de CO:x.
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El mesofilo es la parte de la hoja donde se lleva a cabo la asimilacion del
CO2, y responde a factores internos como lo es el Ci (CO:2 intercelular), y a
factores externos como la temperatura. El Ci, incrementa o se reduce de acuerdo
a la apertura de los estomas y a la eficiencia del mesofilo, que depende en gran
medida de la activacion de la enzima RUBISCO. De acuerdo a los resultados
significativos en el analisis de varianza, se puede intuir que la aplicacion de
NPsCuO, maodifica la asimilacion de CO2 por medio de la actividad de la enzima

RUBISCO.

La actividad fotosintética depende de la edad y posicibn de la hoja y
desciende de forma muy importante al iniciarse la senescencia (Peat, 1970). AUn
cuando la iluminacion, temperatura y concentracion de CO: sean Optimas, la
actividad fotosintética no permanece constante. Este comportamiento ha sido
atribuido a diversos factores, como el aumento de la fotorrespiracion, la
disminucién de la fotosintesis causada por el cierre de los estomas y la distorsiéon

de los cloroplastos (Gosiewski et al., 1982).

En las primeras etapas de desarrollo de un cultivo, las hojas y los tallos
herbaceos son los principales 6rganos de asimilacion fotosintética y el crecimiento
depende del area foliar y la tasa de asimilacién fotosintética por unidad de area

foliar (Evans, 1988).

Segun Crofts et al., (1971), medir la fotosintesis de un cultivo, basado
Gnicamente en la superficie de area foliar, es inadecuado puesto que se debe de

considerar la eficiencia de la fotosintesis. La cual se ve afectada por factores
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ambientales como la irradiacién, concentracion de CO2, humedad y también por

factores mismos de la planta (Hans, 1974).
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Cuadro 7. Cuadrados medios del andlisis de varianza para variables relacionadas con la tasa de asimilacion de COz,
evaluadas en plantas de tomate en ensayo de invernadero con la aplicacion de NPsCuO.

FV GL A Os Ci E
(umol de CO, m-2 s-1) (mol H,O m-2 s-1) (umol CO, mol aire-)  (mol H,O m-2 s-1)
Etapa 1 3.46* 0.11** 2113.33* 1.19
Dosis 3 5.92** 0.02 774.80 8.98*
Etapa*Dosis 3 3.94** 0.01 334.72 7.00
CV (%) 11.87 35.67 5.75 20.63

**Altamente significativo al 0.01% de probabilidad; *Significativo al 0.05% de probabilidad.
FV= Fuente de variacion; GL= Grados libertad; A= Tasa de asimilacion de CO; gs= Conductancia estomatica; Ci= CO; intercelular;
E= Transpiracion.
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En la comparaciéon de medias por etapa (Cuadro 8), muestra que en la
etapa reproductiva la planta tuvo mayor tasa de asimilacion de CO2, asi como
conductancia estomatica y CO: intercelular (Anexos 1, 2 y 3), no siendo asi para la
variable transpiracion, en la cual no se mostraron diferencias estadisticas, pero si
numeéricas en la etapa vegetativa y reproductiva con 8.24 y 8.56 mol H,0O m-2 s-1
(Anexo 4). Esto puede deberse a que la planta requiere mayor cantidad de
fotosintatos durante la etapa reproductiva ya que estos se requieren para la

floraciéon y el llenado de frutos.

En plantas anuales como el pepino, el tomate y otras especies, los
primordios florales que se forman poco antes de la floracion completa compiten
por los fotoasimilados con los frutos existentes y los 6rganos vegetativos en
crecimiento. En estos casos los efectos de la posicidn relativa de los frutos, el
orden de polinizacién y la competencia entre estos son realmente importantes (Ho,

1992).

Algunos estudios realizados han puesto de manifiesto una marcada
similitud en las curvas de respuesta a la luz de especies de pinos (Teskey et al.,
1994) encontrdndose, ademas, que factores como el estado fenoldgico, la
temperatura, la nutricién mineral o el estado hidrico influyen considerablemente en

la respuesta fotosintética.

La falta de Cu afecta al crecimiento reproductivo (formacién de granos, semillas y
frutos) mucho mas que al crecimiento vegetativo, lo cual esta ampliamente
relacionado con la tasa de asimilacion de CO:2 y la produccion de materia seca
(Agarwala et al., 1980).

45



Cuadro 8 Comparacion de medias por etapa para variables relacionadas con la tasa de asimilaciéon de COz2, evaluadas en
plantas de tomate en ensayo de invernadero tratadas con NPsCuO.

Etapas A gs Ci E
(umol de CO, m-2 s-1) (mol H,O m-2 s-1) (umol CO, mol aire-1) (mol H,O m-2 s-1)
Vegetativa 6.26 b 0.21 b 314.04 b 8.24 a
Reproductiva 6.80 a 0.31a 327.37 a 8.56 a
Media 6.53 0.26 320.70 8.40
Tukey 0.45 0.05 10.76 1.01

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).
A= Tasa de asimilacion de CO;; gs= Conductancia estomatica; Ci= CO; intercelular; E= Transpiracion.
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En la comparacion de medias por dosis (Cuadro 9), se observo que la
concentracion 100 ppm fue la que eficientiz6 la actividad de la enzima RUBISCO,
provocando una mayor tasa de asimilacion de CO2 con 7.50 pmol de CO, m-2 s-1,

superando a las demas concentraciones.

La variable gs no muestra diferencias estadisticas, pero si numéricas. Donde
se observa que el testigo tuvo mayor valor superando el resto de las
concentraciones, mientras tanto el comportamiento indica que a concentraciones

altas de NPsCuO, numéricamente varian por 1 mol H,O m-2 s-1,

La Ci no presentd diferencias estadisticas, pero si muestra diferencias
numericas, las cuales indican que a 25 ppm se obtuvo mayor aprovechamiento del

CO:z intercelular, ya que presenta el menor valor (313.00 pmol CO, mol aire-1).

En la variable E el testigo tuvo una mayor transpiracion con 9.32 mol H,O m-

2s-1 |o cual se pudo deber a una mayor gs.

La eficiencia fotosintética, se puede ver limitada al disminuir el contenido de
RUBISCO y de clorofila en las hojas, asi como la produccién cuéntica de la
fotosintesis. La correlacion varia dependiendo del habitat de la planta y de factores
como la temperatura y la radiacion (Evans, 1989; Toth et al., 2002; Lamsfus et al.,

2003).

Watson (1952) propuso que la eficiencia de la fotosintesis se puede medir
por medio de la tasa del peso seco por unidad de area foliar, como una medida de

la tasa de la fotosintesis, denominada tasa de asimilacion neta (TAN).
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Cuadro 9. Comparacion de medias por dosis para variables relacionadas con la tasa de asimilacion de COz, evaluadas en

plantas de tomate en ensayo de invernadero tratadas con NPsCuO.

Dosis A Os Ci E
(umol de CO, m-2 s-1) (mol H,O m-2 s-1) (umol CO, mol aire-1) (mol H,O m-2 s-1)
0 6.21 b 0.32a 33191 a 9.32a

25 587 b 0.21a 313.00 a 724 b

50 6.54 b 0.26 a 317.83 a 8.41 ab

100 7.50 a 0.25a 320.08 a 8.64 ab
Media 6.53 0.26 320.70 8.40
Tukey 0.84 0.10 20.18 1.89

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).
A= Tasa de asimilacion de CO;; gs= Conductancia estomatica; Ci= CO; intercelular; E= Transpiracion.
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Contenido de clorofila

De acuerdo a los cuadrados medios del analisis de varianza para la variable
contenido de clorofila (Cuadro 10), se obtuvieron diferencias altamente
significativas (P<0.01) en las fuentes de variacion hora de evaluacion, fecha de
evaluacion, concentracion (ppm), y también en las interacciones hora de
evaluacion*fecha de evaluacion, y hora*evaluacion*ppm). La interaccién hora de

evaluacion* concentracién mostro diferencias significativas (P<0.05).

La clorofila, en sus diversas formas, es el pigmento fotosintético principal en
las plantas superiores y su contenido en la hoja depende de la concentracion de N

foliar (Novoa y Loomis, 1981; Muchow, 1988).

Las clorofilas a y b son pigmentos que se ubican en los cloroplastos, su
color verde se debe a que absorben todas las longitudes de onda de la luz visible
excepto el verde amarillo (fenbmeno conocido también como “ventana verde”), el
cual es reflejado y percibido por nuestros ojos. Estan conformadas por estructuras
policiclicas planas estables, formados por cuatro anillos pirrélicos ciclicos con un
anillo de ciclopentanona fusionado al pirrol Ill, donde los cuatro atomos de
nitrégeno que poseen estos cuatro anillos estan asociados a un atomo de Mg +2.
Si bien las dos son verdes, varian en el grupo unido al anillo pirrélico Il, la clorofila
a presenta un grupo metilo (-CHs), mientras que la clorofila b presenta un grupo

formilo (-CHO).

La mayoria de las plantas contienen el doble de clorofila a que clorofila b

(Stryer, 2002). La gran eficiencia que presentan estas moléculas como
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fotorreceptores se debe a la presencia alternante de enlaces simples y dobles en

su estructura (Andreo, 1984).

Las clorofilas difieren en sus espectros de absorcion ya que absorben la luz
en dos regiones del espectro, cerca de los 400 nm y desde los 600 nm, variando y
dependiendo un poco de los diferentes estados de agregacion de las moléculas de

clorofila 0 a las proteinas a las cuales estén asociadas.

Cuadro 10. Cuadrados medios del andlisis de varianza para la variable clorofila en

plantas de tomate, tratadas con NPsCuO.

FV GL CLOROFILA
Hora 2 125.45**
Evaluacion 10 3593.29**
Concentracion 3 107.09**
Hora*Evaluacion 20 24.81**
Hora*Conc 6 6.99*
Hora*Evaluacién*Conc 90 14.14**
Error 924 2.59
CV (%) 3.89

**Altamente significativo al 0.01 % de probabilidad; *Significativo al 0.05% de probabilidad.
FV= Fuente de variacion; GL= Grados libertad; CV= Coeficiente de variacion.

En la comparacion de medias por concentracion (Cuadro 11), se observo un
incremento en el indice de clorofila en las mediciones 1-4 aumentando desde
29.96 hasta 41.36 unidades SPAD. Se hicieron 11 mediciones, la literal a,
corresponde a la ultima medicién y presenta el valor mas alto (49.04), siendo
estadisticamente igual que la medicion namero 10 con 48.47. En la quinta
medicién el indice de clorofila disminuy6 de las 41.36 unidades SPAD obtenidas

en la cuarta mediciéon hasta 39.99. En la medicién ndmero 6 el indice de clorofila
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se incrementé a 40.31, manteniéndose en un rango de 40-50 unidades SPAD

hasta la ultima medicion.

Sainz y Echeverria (1998) determinaron que un valor adecuado de clorofila
para un buen rendimiento de grano de maiz debe ser superior a las 50 unidades
SPAD. Ellos reportaron como valor critico para el maiz 35.3 unidades SPAD que
equivale a 1,83% de N en la planta, valores que resultaron ser similares a los

encontrados por Pantaleén y Ocon (2008) en sorgo.

Novoa y Villagran (2002) evaluando hibridos de maiz encontraron en la
quinta hoja 51 unidades SPAD a los 50 dias después de la emergencia.
Cuadro 11. Comparacion de medias por concentracion de NPs aplicadas al

sustrato, para la variable clorofila, determinada en invernadero en plantas de

tomate, tratadas con NPsCuO.

FECHA DE EVALUACION INDICE DE CLOROFILA

(DDT)

6 (1) 29.96 [
9(2) 32.19 h
13 (3) 39.47 g
16 (4) 41.36 e
20 (5) 39.99 fg
23 (6) 40.31 f
27 (7) 4263 d
30 (8) 4412 c
34 (9) 47.28 b
37 (10) 48.47 a
41 (11) 49.04 a
Media 41.35
Tukey 0.75

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales.
DDT= Dias después del trasplante.
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En la comparacion de medias por hora de medicion del contenido de
clorofila (Cuadro 12), se observaron diferencias estadisticas entre los tiempos de
determinacion de clorofila en unidades SPAD; en las diferencias numéricas
existentes, se aprecia un incremento de los valores al transcurrir las horas
después de la aplicacion de NPsCuO, mostrandose mayor contenido de clorofila a

los dos dias (48 horas) con 41.73 unidades SPAD.

Reis et al. (2006) indican que el mejor lugar para la lectura del ICC de las
hojas de café es el tercio medio de la planta, ya que los valores de lecturas de las
hojas del apice presentan valores sobrestimados, debido a que por ser mas

nuevas presentan mayor poder fotosintético.

Debido a que el valor SPAD es Unico, puede ser afectado por otros factores
ademas de la cantidad de N, dentro de los cuales se destaca el tipo de suelo,
especies 0 variedades, estado de crecimiento, otros nutrientes, enfermedad o
ataque de insectos y condiciones ambientales (Schepers et al., 1992, Yamamoto

et al., 2002, Argenta et al., 2004).

Cuadro 12. Comparacion de medias de la variable clorofila por hora, evaluada en

invernadero en plantas de tomate, tratadas con NPsCuO.

HORA CLOROFILA
0 40.66 b
24 41.65 a
48 41.73 a

Media 41.35

Tukey 0.28

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales.
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V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que la aplicacion de
NPsCuO no influyé sobre el vigor y la germinacion de semillas de tomate Rio
Grande, sin embargo, a 50 y 100 ppm de NPsCuO se obtuvo mayor peso seco de

plantula, longitud media de vastago y de radicula.

Por otra parte, el uso de NPsCuO aplicadas al sustrato en forma de
suspensién a concentraciones altas (50 y 100 ppm), inhiben el desarrollo de la
planta, causando fitotoxicidad, lo cual se refleja en un menor diametro de tallo y

altura de planta.

En cuanto a la tasa de asimilacion de COg2, los tratamientos evaluados
modifican la eficiencia del meséfilo para la fijacion del CO2. Durante la etapa
reproductiva se obtuvo mayor tasa de asimilacion de COz, esto puede deberse a
que durante dicha etapa la planta requiere una mayor cantidad de fotosintatos

para la floracion y el llenado de frutos.

La aplicacion de NPsCuO a 100 ppm dirigidas al sustrato, en forma de
suspension, fue la que eficientizé la actividad de la enzima RUBISCO, provocando
una mayor tasa de asimilaciéon de CO2 con 7.50 umol de CO, m-2 s-1, superando a

las demas concentraciones.

En cuanto a contenido de clorofila, se puede concluir que éste va
aumentando a medida que transcurren las horas después de la aplicacién de

NPsCuO, asi como con el tiempo de desarrollo del cultivo.
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VIl. ANEXOS
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Anexo 1. Comparacion de la tasa de asimilacion de CO:2 en diferentes etapas
fenoldgicas en plantas de tomate tratadas con NPsCuO.
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Anexo 2. Comparacion de la conductancia estomatica en diferentes etapas
fenolégicas en plantas de tomate tratadas con NPsCuO.
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Anexo 3. Comparacion del COz intercelular determinado en diferentes etapas
fenologicas en plantas de tomate tratadas con NPsCuo.
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Anexo 4. Comparacion de la tasa de transpiracion en diferentes etapas
fenolégicas en plantas de tomate tratadas con NPsCuO.
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Anexo 5. Diametro medio de tallo en mm, determinado en siete mediciones
diferentes en plantas de tomate tratadas con NPsCuO.
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Anexo 6. Altura media de planta en cm, determinada en siete mediciones
diferentes en plantas de tomate tratadas con NPsCuO.
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