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RESUMEN

Nombre: Marylin Capistran Martinez Fecha de Graduacién: 16 de enero del 2020

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: EFECTO DE LAS APLICACION DE NANOPARTICULAS DE ZnO EN LA
TRANSLOCACION Y ACUMULACION DE Pb EN CULTIVOS DE MAIZ (Zea mays)

Numero de paginas: 91 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias
con Orientacion en Quimica Analitica Ambiental

Area de Estudio: Quimica Ambiental

Propésito y Método del Estudio:

En el presente trabajo se llevd a cabo la determinacidn del efecto de las nanoparticulas de ZnO
como inhibidor de la acumulacién y translocacion de Pb en cultivos de maiz (Zea mays)
germinados en suelos enriquecidos (127 mg/kg) y no enriquecidos (35 mg/kg) con Pb,
previamente tratados con nanoparticula de ZnO (0-3200 mg/kg). A las plantulas se les determiné
la biomasa empleando horno de secado; la concentracién de pigmentos fotosintéticos (clorofila
(a y b) y carotenos) y la actividad del antioxidante enzimatico catalasa con espectrofotémetro
UV/Vis; la cuantificacion en sus tejidos (hoja, tallo y raiz) de Pb, Zn, Fe, Mn, Ca, Mg, K, Py S
empleando espectroscopia de emisidn optica con plasma acoplado inductivamente; y la
determinacidn de los factores de translocacion y bioacumulacién.

Contribuciones y Conclusiones:

Los resultados de los experimentos indicaron que los tratamientos con nanoparticulas de ZnO
inhiben la translocacion de Pb en tallo y hoja de la plantula de maiz; principalmente, se observé
un incremento significativo (P=0.05) de su acumulacion en raiz empleando el tratamiento de 400
mg/kg de nanoparticula de ZnO en suelos enriquecidos con Pb(NOs),, lo cual indica, que las
nanoparticulas de ZnO (400 mg/kg), utilizando las condiciones de estudio, pueden
implementarse como enmienda en suelos agricolas contaminados con Pb y con ello reducir su
transferencia al ser humano.

Firma del Asesor:
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Contaminacion por plomo en suelos y cultivos

La contaminacion antropogénica de suelo por metales pesados ha sido consecuencia
principalmente de las actividades industriales, mineria, fundicion, refinamiento, uso de aguas
residuales como agua de riego, fertilizantes quimicos [1], combustion de gasolina con plomo,
eliminacion de baterias y productos que contiene plomo [2]; es un problema ambiental a nivel

global [3] de gran preocupacion en los ultimos afios.

El plomo (Pb) es un metal pesado de alta persistencia en el suelo a consecuencia de que no es
biodegradable [4, 5]. Una de las principales preocupaciones de su presencia en suelo es el riesgo
de reduccion de produccion de cultivos, acumulaciéon y translocacion en plantas por sus riesgos
de ingesta por el ser humano, y sus dafios irreversibles a la salud humana [6,7]. A nivel mundial
se han reportado suelos agricolas contaminados por Pb, tal como se muestra en la Tabla 1 [8], se
aprecia que China y Bélgica superaban el nivel permisible de Pb en suelo (400 mg/kg) establecido
por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA) [9], es importante considerar
que las emisiones de Pb al medio ambiente se han incrementado, siendo el suelo el principal

sumidero del Pb emitido, lo que representa un gran riesgo.



Tabla 1. Suelos agricolas contaminados por Pb a nivel mundial [8]

Pais Contenido critico de Pb (mg/kg)
Australia 150
Bélgica 600
China 1000
Dinamarca 120
Francia 100
USA 300
Japon 400

En México, se ha reportado la contaminacién de suelos agricolas por Pb principalmente por el
empleo de aguas residuales no tratadas como agua de riego, aplicacion de lodos como
fertilizantes y por afectacidn de jales mineros. EI Pb acumulado en el suelo es translocado y
bioacumulado a las partes de las plantas (raiz, tallo, hoja y fruto), algunos casos se muestran a
continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2. Sitios y cultivos agricolas reportados contaminados por Pb

Sitio Matriz Concentracion Ao de Referencia
estudiada (mg/kg) elaboracidon de
estudio
Zacatecas Suelo 88 a 350 2006 Hernandez
Frijol 11.2 etal. [10]
Maiz 11.8
Trigo 8.7
Avena 5.9
Tldhuac, Ciudad de Suelo 3.74a6.42 2008 Pérez etal.
México Brécoli 0.8 a4.49 [11]
Santa Cruz Suelo 13.7a14.3 2011 Bautista et
Xoxocotlan, Oaxaca al. [12]
Zumpango, Estado de Suelo 87 2015 Pérez etal.
México Agua 0.23* [13]
residual del
canal de
riego
Alfalfa 1.6a0.7

*mg/L




Como se observa en los resultados de la Tabla 2, las plantas cosechadas de suelos agricolas cuya
concentracién de Pb no supera el nivel maximo permisible por la USEPA ni el establecido en
Meéxico (400 mg/kg) [14] presentan acumulacion de Pb que superan el nivel de referencia de Pb
en alimentos (1.3 mg/kg) establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [15], lo que
representa un riesgo a la salud humana la ingesta de estos cultivos contaminados. En México, el
maiz es uno de los cultivos ampliamente consumido, por tal motivo es de gran relevancia su
calidad. A nivel mundial es un alimento basico para mds de 200 millones de personas en muchas
regiones como América Latina, Africa subsahariana y el sureste de Asia [16]. El consumo per
capita de los principales paises consumidores de maiz alcanzé los 883 millones de toneladas, cifra
mayor que lo reportado para trigo (704 millones de toneladas), cebada (134 millones de
toneladas) y arroz (723 millones de toneladas) [17]. Este cereal tiene multiples usos y un alto
valor nutrimental, rico en aminodcidos como metionina y cisteina, proporcionando un estimado
del 15 y 20% de ingesta mundial de proteinas y calorias, respectivamente [16]. Este cereal es
procesado en mas de 600 productos, incluyendo tortillas, bebidas y una amplia gama de
productos tradicionales y especialidades. En paises con alto consumo de maiz, una alta

concentracién de Pb en grano puede representar un riesgo para la salud humana.

1.2 Ingreso del Pb a la cadena trofica

La presencia de Pb en suelo puede observarse de forma natural y antropogénica, de forma
natural en la corteza terrestre existe una abundancia promedio de Pb de 15 mg/kg; su contenido
en diversos tipos de rocas (por ejemplo: sedimentarias, igneas, graniticas, riolita y lutita) varian
desde 1 a 30 mg/kg tal como se muestran en la Tabla 3 [18]; las fuentes antropogénicas comunes
de contaminacién por Pb en suelo son la mineria, fundicién de minerales, quema de carbédn,

efluentes industriales de industrias de baterias de almacenamiento, curtido de cuero,



operaciones de acabado galvanizado, fertilizantes, pesticidas y aplicacién de aguas residuales
contaminadas como agua de riego en cultivos agricolas [19], lo que genera que se acumule a tal
grado que supere el nivel permisible de plomo en suelo de 400 mg/kg por la USEPA [9],

representando un gran riesgo a la salud.

Tabla 3. Concentracion de Pb en rocas de la corteza terrestre

Rocas Tipo Concentracion de Pb (mg/kg)
igneas Ultra basica 1
Roca basalto 6
Roca granito con 15
alta contenido de calcio
Roca granito con 19
bajo contenido de calcio
Sienito 12
Sedimentaria Areniscas 12
Carbonatos 19

La acumulacién en suelo puede causar dafios graves al ecosistema del suelo debido a su
movilidad y biodisponibilidad; sin embargo, su movilidad y especiacién depende de su unién con
diversos compuestos del suelo (minerales de arcilla, 6xidos de hierro, aluminio y manganeso,
sustancias humicas, carbonatos, fosfatos, etc.), superficies reactivas o sitios de unidn externos o
internos con diferentes energias de unidn, también se ve afectado por la modificaciéon de los
pardametros fisicoquimicos del suelo que favorezcan su retencién en el suelo o incrementen la
movilidad del metal, los cuales se indican en ambas casos en la Tabla 4 [20]; por consecuencia,
existe el riesgo de transferencia y acumulacion a las partes aéreas (frutos) de cultivos agricolas

que tras ser ingeridos representan un riesgo a su salud humana [21].



Tabla 4. Propiedades del suelo que afectan la movilidad de Pb

Parametro Efecto
Materia organica Inhibicidn de movilidad por acomplejamiento con ligandos organicos.
pH Un pH &cido incrementa la movilidad del Pb (especie de Pb?*) y en pH

basico se observa la disminucién de su movilidad por la formacién de
hidréxidos de plomo (l1).

Contenido de El alto contenido de arcilla favorece la acumulacidn de Pb biodisponible

arcilla en el suelo a consecuencia de las cargas negativas libres del grupo
funcional silanol (Si-O-H) que permiten su interaccion con el metal.

Capacidad de La capacidad de intercambio del Pb?* disminuye conforme al

intercambio idnico | incremento del pH produciendo un aumento de su movilidad en el
suelo.

Como medida de la liberacién de Pb al ecosistema de suelo, se han ejecutado y practicado
medidas normativas que restringen su liberacién, pero aun asi los niveles de contaminacion son
alarmantes. Por tal problematica, en los ultimos afios se han buscado alternativas para la
remediacidn de suelos contaminados por metales pesados [22]; sin embargo, los métodos fisicos
y quimicos para la remediacién y recuperacién de suelos empleados en los ultimos afios son
altamente costosos, causan contaminacion secundaria en los suelos y algunos requieren de
tiempos de tratamientos largos [23]. La remediacién de los suelos contaminados empleando los
métodos antes mencionados no permiten obtener suelos con las caracteristicas fisicoquimicas

adecuadas para la aplicacion en la agricultura.

En los ultimos afnos, se ha evaluado el uso de enmiendas en suelos agricolas contaminados por
metales pesados con la finalidad de inhibir la acumulacién y translocacién de los mismos en los
cultivos agricolas, disminuir el riesgo de ingreso a la cadena tréfica y danos en la salud humana
[24]; el empleo de nanoparticulas como inhibidores de la movilidad de metales en suelos se ha

estado evaluando en los Ultimos afios, se ha reportado que las nanoparticulas afectan la



movilidad de los metales pesados en los suelos [25], pero sus conclusiones no pueden ser
comparadas por las diferentes condiciones de tratamiento (propiedades fisicoquimicas del suelo,
diferente tamafio y concentracion de nanoparticulas empleadas); concluyen en sus resultados
gue es necesario profundizar en esta area de estudio con el fin de comprender sus efectos en la
movilidad de mismos y en la disminucién de acumulacién y translocacion de los metales pesados

en cultivos agricolas.

1.3 Riesgos de ingesta de Pb

El Pb organico puede ingresar al organismo por tres vias, tales como respiratoria, digestiva y
dérmica o cutanea; el Pb inorganico solo ingresa al organismo por las dos primeras vias descritas
previamente. La ingesta de Pb por consumo de alimentos cultivados en suelos contaminados por

Pb es uno de los principales riesgos investigados [26].

El consumo de Pb (o exposicién crénica de Pb) genera reduccion de inteligencia, pérdida de
memoria a corto plazo, problemas de coordinacidn, riesgo de enfermedad cardiovascular, dafios

en el sistema de reproduccion humano y dafios en el sistema nervioso central [26].

Los dafos a la salud humana por Pb se manifiestan a consecuencia de su afinidad a grupos
sulfhidrilo y a los sistemas de enzimas dependientes de zinc (Zn) tales como lo son las
involucradas en la sintesis de hemoglobina y citocromos, el metabolismo de esteroides y la

integridad de la membrana [27].

Los nifios son particularmente susceptibles a la intoxicacién por Pb a consecuencia de que
absorben hasta el 50% del Pb ingerido, a diferencia de los adultos que absorben el 5% de lo
ingerido [28]. Por tal motivo, es de gran interés inhibir la acumulacién y translocacion de Pb a

cultivos agricolas.



Debido a todo lo mencionado en este capitulo, en este estudio se evalud el efecto de

nanoparticulas de ZnO como inhibidores de movilidad y translocacién de Pb en cultivos de maiz.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1. Aplicacion de nanoparticulas en la agricultura

Las nanoparticulas (NP) pueden ingresar a los sistemas agricolas a través de diferentes rutas, de
forma indirecta, a través del riego de agua contaminada, uso de biosdlidos, emisiones
atmosféricas derivadas de industrias y de forma directa por la aplicacion como fertilizante o

plaguicida.

Las nanoparticulas se han estudiado no solo por su efecto como inhibidores de movilidad de
metales pesados, como se menciond anteriormente en este escrito. Actualmente, se han estudio
las NP por su efecto sobre las plantas en los procesos de germinacion y crecimiento con el fin de
promover su uso para aplicaciones agricolas [25]. Se ha reportado que los efectos de las
nanoparticulas en la germinacién y crecimiento de las plantas depende de la composicidn
guimica, tamafio y la concentracién de las nanoparticulas [29]; ademas, sus efectos pueden
variar dependiendo de la especie de planta tratada. Como se puede observar en la Tabla 5, los
resultados de algunos estudios de los efectos de varias NP (Ag, ZnO, NiO y TiO,) usadas en la
agricultura varian observandose tanto efectos positivos como negativos en el crecimiento de las

plantas.



Tabla 5. Estudios del efecto de las nanoparticulas en cultivos hidropdnicos

NP | Tamafio Planta Concentracion Efecto observado Referencia
(nm) (mg/L)
Ag 5-25 Sorgo 5, 10, 20, 40 Inhibicion de Lee et al.
(Sorghum crecimiento [30]
bicolor)
Ag 18 Arroz (Oriza 0.03-0.06 Concentracion Mirzajani et
sativa) menor de NP al. [31]
incrementa el
crecimiento
TiO; | 14-65.6 | Trigo (Triticum 100 Acumulacién de Larue et al.
aestivum spp.) nanoparticulas en [32]
raices
Agy | 22.3-67 Maiz (Zea 0.2 Bioacumulacién de Pokhrel y
Zn0 mays) NP de Age Dubbey [33]
inhibicién en el
crecimiento de la
planta efecto de
ambas NP
TiO, | 20-60 Tomate 50 NP de Ag: Song et al.
y Ag (Lycopersicom disminucion [34]
esculentum) significativa en el
crecimiento de la
raiz y biomasa
NP de TiO;: Sin
alteracion enla
longitud de la raizy
biomasa
NiO <50 Tomate 0.025-2 Disminucién del Faisal et al.
(Lycopersicon crecimiento de raiz [35]
esculentum)
Zn0O <100 Cebolla (Allium 0.025, 0.050, Dano celular, Kumari et al.
cepa) 0.075y 0.1 alteracion [36]
cromosomica
Zn0 10 Maiz (Zea 0-800 No hay cambios de Zhao et al.
mays) masa, factor de [37]

translocacion bajo
y acumulacién de
Zn en la raiz




La acumulacion de las NP en las plantas genera como efectos negativos la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), lo que provoca por consecuencia mecanismos de defensa a través
de enzimas por ejemplo catalasa y ascorbato peroxidasa con el fin de reducir la concentracién
de ROS [38]; sin embargo, la elevada concentracién de ROS genera la disminucién de clorofila

por consecuencia se reduce la fotosintesis y hay disminucién de la biomasa de la planta [39].

Las NP de TiO; y ZnO son las mds usadas por sus propiedades en diversas areas (cosméticos,
industriales y productos de cuidado personal) como en la agricultura. Las nanoparticulas de ZnO
aplicadas en la agricultura como se aprecia en los resultados reportados por Pokhrel y Dubbey
[33], Kumari et al. [36] y Zhao et al. [37] varian dependiendo de la especie de planta tratada e
incluso se reporta que el efecto sobre una misma especie (maiz) depende del tamafio de
nanoparticulas empleadas, por lo cual permite observar resultados contradictorios como se
indica en dichos casos la variabilidad de la biomasa obtenida, se reporta el factor de translocacién
bajo e incremento en su acumulacién en las raices lo que deriva en un menor riesgo de ingesta

de las NP.

Song et al. [34] indican que el empleo de las NP de TiO, en tomate no altera la longitud de raiz
ni biomasa, presentando posible utilizacidn en la agricultura; sin embargo, se ha reportado que
existe el riesgo de translocacidn en las plantas representando un riesgo de ingreso a la cadena
tréfica e ingesta por el ser humano. La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer
(IARC) clasifica al TiO; como posible cancerigeno [40], por tal motivo, no es adecuado para uso

agricola.
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2.2. Efecto de las nanoparticulas de ZnO en cultivos

Las nanoparticulas (NP) de ZnO son la cuarta mas utilizada a nivel mundial [41]. Las ventajas que
ofrecen las NP de ZnO se atribuyen principalmente a sus propiedades exclusivas, incluida la
energia de banda prohibida baja (23.37 eV) y el efecto piezoeléctrico [42]. Estas propiedades
permiten una amplia gama de aplicaciones en textiles, cosméticos y electrénica [41]. Por tal
motivo, en el 2010 se reportd una produccion anual de 30,000 toneladas métricas de NP de ZnO.
Keller et al. [43] predicen que el suelo actuard como deposité del 8 al 28% de las nanoparticulas
totales generadas. Obviamente, la gran escala de aplicaciones esta vinculada a una alta
dispersion ambiental, que exige una mejor comprensién de la interaccién de estas NP con
organismos vivos. En los Ultimos anos se ha estudiado la interaccion y efecto de las NP de ZnO
con las plantas cultivadas en suelo. En la Tabla 6 se muestran algunos estudios de su interaccion.
Como se puede apreciar, su efecto en las plantas varia de acuerdo a la especie de planta
estudiada. Ademas, se observa con mayor claridad que los resultados de los estudios de las NP
de las Tablas 5y 6, especificamente las NP de ZnO, difieren de la variacién del medio de cultivo
(hidropdnico o en suelo) empleado en una misma planta, como el maiz; por tal motivo, para
comprender mejor su relacién y efecto de las NP con los cultivos es necesario profundizar los
estudios en cada especie y variando los parametros ya mencionados en este escrito que afectan

su interaccién, acumulacion y translocacion con la planta.
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Tabla 6. Estudios de efectos e interaccion de las nanoparticulas de ZnO en plantas cultivadas

en suelos
Planta Concentracion | Tamafo Efecto Referencia
(mg/kg) (nm)
Lechuga 10 90 Incremento de biomasa y Xu et al. [44]
fotosintesis
Pepino 1000 90 Disminucidn de biomasa Siani et al.
[45]
Haba 0.5 10 Dafio visual en las hojas y Priester et al.
genotoxicidad [46]
Frijol 1000 <100 Inhibicién en el crecimiento | Dimpka et al.
de la raiz [47]
Guisante 500 10 Decrecimiento de la clorofila | Mukherjee et
verde y H202 al. [48]
Haba 500 <50 Reduccidn de germinacion Yoon et al.
[49]
Maiz 800 90+10 Crecimiento inhibido Wang et al.
[50]
Maiz 800 90+ 10 Estrés oxidativo Liu et al. [51]
Maiz 800 10 Reduccidn de la fotosintesis y Zhao et al.
del contenido de clorofila [52]

2.3. Movilidad e interaccién de suelo-planta-nanoparticulas

de ZnO

Es importante mencionar que las propiedades fisicoquimicas del suelo como materia
organica, acidos humicos, pH, arcilla y salinidad desempefian un papel clave en la
retencidn y transporte de los metales; por lo tanto, se espera que estas propiedades
impulsen el comportamiento de las NP de ZnO en el suelo. Jiang et al. (2012) [53]
encontraron que la materia organica natural tiende a reducir el tiempo de retencién y
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facilita el transporte de las NP de ZnO en un medio poroso saturado. La porosidad del
suelo también influye en el comportamiento de transporte de las NP de ZnO [54]. Liy
Schuster (2014) [55] evaluaron el efecto del fosfato en la movilidad de las NP de ZnO en
arena saturada con agua representativa de los mantos acuiferos subterrdneos, indicaron
que la mayor movilidad se observé en relacion molar de 0.25 de fésforo/zinc y conforme
se aumentaba la relacion molar fésforo/zinc disminuia la movilidad de las NP y se

acumulaban en la arena.

El pH del suelo, en combinacién con acidos humicos, determina la agregacién y
disolucién de las NP de ZnO. Es decir, a un pH bajo, los dcidos humicos cargados
negativamente se adsorben en las NP de ZnO con carga positiva, facilitando la
agregacion. La disolucién de las NP de ZnO en el suelo también esta influenciada por el
contenido de materia. Por ejemplo, los acidos humicos han demostrado aumentar la
disolucién de las NP de ZnO independientemente de las condiciones de pH [56]. La
disolucién de NP estd positivamente correlacionada con el contenido de carbono
aromatico y peso molecular de la materia organica, mientras que estd negativamente
correlacionado con la relacion hidrégeno/carbono y carbono alifatico [57]. De acuerdo
con la literatura, Zn?* es la forma mas biodisponible de Zn en el suelo. Tras la absorcion
de la planta, las especies de Zn?* directamente interactian con organulos vegetales
como mitocondrias y ribosomas, induciendo la formacién de especies de oxigeno
reactivo (ROS) [58]. Sin embargo, el Zn también es un nutriente esencial para el
crecimiento de las plantas; por lo tanto, existe un nivel umbral entre la cantidad éptima

y excesiva para las plantas, y este nivel cambiard segun el tipo de especie de planta [59].
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Venkata et al. [60] reportan los factores bidticos y abidticos que influyen en los efectos
de exposicion de las NP de ZnO, dichos factores y su efecto (positivo y negativo) en la
toxicidad de las NP se muestran a continuacién en la Tabla 7, en la cual se puede apreciar
que el cultivo de las plantas en suelo expuestas a las NP de ZnO tienen menor riesgo por
la disminucidn de toxicidad de las NP de ZnO por la interaccidén con los demds factores
del suelo antes mencionados que inhiben la movilidad de las NP por lo cual este estudio

se enfocara en la interaccién en un sistema NP-suelo-planta.

Tabla 7. Factores que influyen en la toxicidad de las nanoparticulas de ZnO [60]

Reduce su toxicidad Incrementa su toxicidad
Surfactantes modificadores Acidificacién
Alcalinidad Luz
Oxido de nitrégeno Tiempo de contacto
Temperatura Cultivo en medio hidropdnico

2.4. Propiedades de calidad nutricional en maiz y el efecto
de las nanoparticulas de ZnO en la calidad nutricional de
cultivos

El material vegetal de los cultivos de las plantas superiores como el maiz, estd constituido por
agua, la cual alcanza valores entre el 80% y 90%, tal como se muestran en la Tabla 8. El agua se
encuentra contenida en diferentes proporciones dentro de la planta, dependiendo de la

actividad metabdlica de cada una de sus partes [61].
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Tabla 8. Contenido de agua en algunas partes de cultivos agricolas [61]

Parte de la planta Contenido de agua (%)
Hojas 75-85
Raices jévenes 92-93
Tallo 90-95
Grano 10-16

El tejido vegetal seco de cultivos agricolas estd compuesto principalmente por carbono, oxigeno
e hidrégeno, elementos organogénicos, los cuales constituyen alrededor de 90-98% del total y
se encuentran combinados principalmente en carbohidratos, lipidos y proteinas. Entre el 2 y 10%
restante, representa la composicién mineral. En la Tabla 9, se muestra la composicién general

del material vegetal de cultivos agricolas.

Tabla 9. Composicion general de material vegetal de cultivos agricolas

Elemento Peso seco (%)
Carbono 44-49
Oxigeno 42-46

Hidrégeno 5-7

Elementos minerales 2-20

Las plantas sintetizan sus compuestos metabdlicos y estructurales con determinados elementos
quimicos que se encuentran en el medio que las rodea. El carbono proviene del diéxido de
carbono del aire, el cual es incorporado en la materia organica a través del proceso de
fotosintesis, mientras que el hidrégeno de la materia organica proviene del agua, la cual en
general es absorbida del suelo o de los medios nutritivos por las raices, y el oxigeno necesario
para la formacion de la substancia vegetal es tomado tanto de la atmdsfera como del agua y sales
de nitratos, sulfatos, fosfatos, boratos y carbonatos. Sin embargo, las plantas no pueden subsistir
Unicamente abastecidas con aire y agua, pues requieren ademas de varios elementos minerales
[62] los cuales se muestran en la Tabla 10, que generalmente son absorbidos del suelo o del
medio nutritivo en los cultivos hidropdnicos, por las raices. Son clasificados como elementos

esenciales en el crecimiento de cultivos debido a que presentan funciones conocidas dentro del
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metabolismo de la planta, no puede ser reemplazado o sustituido totalmente por otro elemento

debido a sintomas de deficiencia, y su ausencia impide el desarrollo normal de la planta y esta

es incapaz de concluir su ciclo de vida.

En este estudio se determinaron la concentracién de K, Mg, P, S, Ca, Mny Fe presente en diversas

partes del tejido vegetal (hoja, raiz y tallo), debido a que son nutrientes esenciales en el

desarrollo y crecimiento del maiz. El K, Mg, Ca, P y S son clasificados como macronutrientes

debido a que se encuentran en el tejido vegetal seco en concentraciones mayores a 1000 mg/kg;

y el Mn y Fe son clasificados como micronutrientes debido a que se encuentran en el tejido

vegetal seco en concentraciones menores a 500 mg/kg [63]. La Tabla 11 muestra las funciones

fisioldgicas en la planta tras su absorcion en el sistema suelo-raiz [64].

Tabla 10. Elementos minerales y sus concentraciones promedio

Elemento Forma disponible al Concentracion en tejido seco
vegetal (mg/kg)
Mo MoO,* 0.1
Ni Ni2* 6
Cu Cu?® 6
Zn Zn? 20
Mn Mn?* 50
B H3BO; 20
Fe Fe3*, Fe?* 100
Cl cr 100
S SO.> 1000
P H.POg, HPO42— 2000
Mg Mg** 2000
Ca Ca* 5000
K K* 10000
N NOs’, NH4* 15000

*En negritas se indican las formas mdas comunes de absorcién

Tabla 11. Clasificacion de los nutrientes, forma de absorcion y funciones fisioldgicas

Clasificacion

Nutrimento Grupo

quimico

Funciones fisioldgicas
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Macronutriente

Mg

Ca

Metales
alcalinos y
alcalinotérreos

Activador y cofactor de mas de 50 enzimas
del metabolismo de carbohidratos y
proteinas. Participa en el equilibrio idnico
y en la regulacion osmética

Participa como cofactor o activador en
muchas reacciones enzimaticas. Se asocia
al ATP en la transferencia de energia y es
componente de la clorofila

Importante en la divisién celular, en la
estabilidad de la membrana y pared
celular. Asociado con proteinas
(calmodulinas) cumple funciones de
mensajero secundario

No metalico

Forma parte de los acidos nucleicos y
participa en la sintesis de proteinas. Como
constituyente del ATP y muchas coenzimas
(NAD, FAD) interviene en todos los
procesos metabdlicos de transferencia de
energia

Se encuentra presente en muchas
proteinas y participa en reacciones de
intercambio de energia

Micronutriente

Fe

Metales
pesados

Constituyente de algunas enzimas vy
activador de descarboxilasas y
deshidrogenasas de la respiracién; vy
cataliza la liberacién de oxigeno en la
fotolisis del agua

Componente de muchas enzimas y juega
un papel importante en la transferencia de
electrones (reacciones redox), como los
citocromos, en las cadenas de transporte
electrénico

*ATP: Adenosina trifosfato
*NAD: nicotinamida adenina dinucledtido

*FAD: Flavin adenina dinucledtido

Se han reportado pocos estudios del efecto de las NP en la calidad nutricional de cultivos, en los

cuales se observa como las NP afectan la absorcién de elementos esenciales en el crecimiento
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del cultivo (macronutrientes y micronutrientes); por lo tanto, la calidad nutricional aportada en

SuU consumo.

Dimpka et al. (2017) [65] evaluaron el efecto de las NP de ZnO en la eficiencia de absorcion de
nutrientes (Zn, N, P y K) en sorgo cultivado en suelos. Observaron que las NP de ZnO
incrementaron significativamente (P<0.05) la acumulacién de Zn, Ny K en relacion con las plantas

control.

Zhao et al. (2015) [66] reportaron que el maiz cultivado durante 60 dias en suelos tratados con
NP de ZnO (tamafio de diametro: 24 + 3 nm; tratamientos realizados: 0, 400 y 800 mg/kg),
presentaron en los tratamientos un incremento significativo (P<0.05) de bioacumulacion de Zn
en sus tejidos (raiz, tallo y hoja), las plantas de maiz no presentaron diferencias significativas
(P<0.05) en la absorcion de Zn, Fe, B, Mn, Al, Ca, Mg, S y K en ambos tratamientos (400 y 800
mg/kg) a comparacién del control; pero, disminuyeron significativamente (P<0.05) la
acumulacién de P en su tratamiento con 400 y 800 mg/kg en suelo; y la acumulacién de Na

empleando el tratamiento de 400 mg/kg en comparacion del control.

Zhao et al. (2014) [67] evaluaron la acumulacidon de macronutrientes (K, Ca, Mg, S, P, Na, Fe, Cu,
Mn, Mo y Zn) en pepino cultivado en suelos tratados con NP de ZnO (tamafio de didmetro: 100
nm; tratamientos empleados: 800 y 400 mg/kg) e indicaron que las NP de ZnO no afectan
significativamente (P<0.05) su acumulacién en la fruta. Peralta et al. (2018) [68]. Evaluaron la
absorcion de nutrientes (Fe, Mn, Mg) por soja cultivados con 50, 100 y 500 mg/kg de NP de ZnO.
Indicaron que los tratamientos con NP de ZnO (50, 100 y 500 mg/kg) inhiben la acumulacién de
Fe significativamente (P<0.01) en las hojas; se incrementé la acumulacién de Mn en la raiz en el
tratamiento de 100 mg/kg de NP de ZnO; e indicaron que los tratamientos con NP de ZnO

disminuyen la acumulacion de Mg en raiz con respecto a su control significativamente (P<0.05).
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Debido a que aun no se han realizado suficientes estudios para la evalucién de pardmetros
relacionados con la acumulaciéon de minerales usando NP de ZnO como aditivo agricolay a la
importancia del maiz en la cadena tréfica de las poblaciones en México. En este proyecto se
propone estudiar el uso de las NP de ZnO como fertilizante no convencional en cultivos de maiz,
evaluando la tasa de cambio de absorciéon de macro y micronutrientes, asi como la tasa de

transferencia de contaminantes iénicos como el Pb.

2.5. Aportacion cientifica

Inhibicién de la toxicidad por Pb en cultivos de maiz (Zea mays) mediante la aplicacion
de nanoparticulas (didmetro: 90 £ 10 nm) de ZnO mediante la reduccién de la
biodisponibilidad y translocacién del metal.

2.6. Hipdtesis y objetivos

HIPOTESIS: Las nanoparticulas de ZnO (didmetro: 90 + 10 nm) a concentracién de 400 mg/kg
disminuye ]Ia biodisponibilidad y disminuye la translocacion de Pb en cultivos de maiz (Zea

mays).[udw1jpMcm2]

OBJETIVO GENERAL: Evaluar el efecto de las nanoparticulas de ZnO en la biodisponibilidad y

translocacion de Pb en plantas de maiz (Zea mays).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
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a)

b)

c)

Caracterizar fisicoquimicamente el suelo (valores de pH, conductividad,
concentraciones totales de Pb y Zn, materia organica y concentracién de Pb en las

fracciones del suelo (biodisponible y residual) mediante_BCR).

Cultivar en suelo las semillas de maiz en presencia de Pb?* expuesto a diferentes

concentraciones de nanoparticulas de ZnO (0-3200 mg/kg) durante 8 semanas.

Evaluar los parametros de toxicidad en las plantas de maiz (longitud de las plantulas,
raices, hojas y tallo), concentracidn de pigmentos fotosintéticos (clorofilas (ay b) y

carotenos) y actividad de la catalasa.

Determinar la concentracion de Pb en raices, tallos y hojas empleando digestion

acida e ICP-OES.

Determinar los factores de bioacumulacion y translocacién de Pb en maiz y su

correlacién con otros parametros evaluados por Analisis de Componente Principal.
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CAPITULO 3

MARCO TEORICO

3.1. Espectrofotometria de absorcion atdmica

La espectrofotometria de absorcién atdmica (denominada por sus siglas en inglés, AAS) se basa
en el principio en que los diversos atomos absorben radiaciéon a cierta longitud de onda
caracteristica de cada elemento, lo que propicia que pase de su estado basal a un estado
excitado, posteriormente, los dtomos regresan a su estado fundamental, emitiendo cierta
radiacidn. La técnica de espectrofotometria de absorcién atdmica se basa en la mediciéon de la
radiaciéon absorbida, sin considerar la emitida por los atomos [69]. La técnica de
espectrofotometria de absorcidén atémica de flama (FAAS) genera la excitacién de los atomos

empleando como fuente de calor una llama.

La técnica de FAAS consiste en que la muestra en solucidn es aspirada e introducida a una flama
donde es atomizada, convirtiendo al elemento en solucién en vapor atémico. De esta manera, la
flama presenta datomos del elemento de interés; algunos de los atomos son excitados
térmicamente por la temperatura de la flama, pero la mayoria permanece en estado
fundamental. Los dtomos en estado fundamental pueden absorber radiacion de determinada
longitud de onda generada en una fuente emisién que contenga ese mismo elemento. Las
longitudes de onda de la radiacién emitida por la fuente son las mismas que absorben los &tomos

en la flama [70].
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La determinacion de la concentracion de un elemento en una muestra se realiza mediante la
elaboracion de una curva de calibracién empleando soluciones estdndares de concentracion
conocida del analito de interés que tras ser analizadas por FAAS se obtienen las absorciones
correspondientes del analito de acuerdo a su concentracién presente en los estdndares. Se
grafica la absorbancia (y) en funcién de la concentracién en la solucidn estandar (x), se obtiene
la ecuacién de la recta lineal, los valores de la pendiente (b) y la ordenada al origen (a);
posteriormente, se emplean dichos valores para la determinacidn de la concentracién del analito
de interés en la solucién de la muestra (x) despejando de la ecuacién de la recta [71], tal como

se muestra en las Ecuaciones 1y 2.

y=a+ bx (2)

x=22 (2)

El equipo de espectrofotometria de absorcidon atémica de flama consiste en una fuente de
emision, quemador, monocromador y detector [72]; tal como se muestra en la Figura 1. Como
fuente de emisidn, la ldmpara de catodo hueco (HCL) se emplea cominmente en FAAS, consiste
en un catodo cilindrico hueco hecho del elemento que se va a determinar y un dnodo de
tungsteno. Ambos estan encerrados en un tubo de vidrio, el cual contiene a presidn reducida un
gas inerte (argdn o nedn). Entre los electrodos se aplica un voltaje que causa la ionizacion de los
atomos del gas inerte en el anodo, estos iones positivos son acelerados hacia el catodo negativo,
y cuando lo bombardean hacen que algo del metal se desprenda y se evapore. Los atomos del
metal vaporizado se excitan a niveles electrénicos mas altos debido a las continuas colisiones
con los iones gaseosos de alta energia, cuando los electrones regresan a su estado fundamental

emiten las lineas caracteristicas de ese elemento metalico, estas lineas emitidas atraviesan la

21



flama y pueden ser absorbidas por el elemento que se analiza debido a que poseen exactamente
la energia necesaria (longitud de onda adecuada) para producir transiciones electronicas

discretas. En la Figura 2 se muestran las partes que componen la HCL.

Espajo Flama

~ de sactor | Circuitos
Lampara de T Monocromador Detector alectrénicos |
cdtodo hueco | ¥ pantalla
Fuanta \‘L _’L
Muastra

Figura 1. Diagrama de un instrumento de absorcion atédmica de flama

Vapor Anodo  Gas de
atomica rellano

Vantana
de cuarzo

1/

Catodo hueco

Figura 2. Diagrama de la lampara de catodo hueco

El quemador que se emplea principalmente es el quemador con cdmara premezcla o también
conocido como quemador de flujo laminar [73], el cual se muestra en la Figura 3. El combustible
y los gases de soporte se mezclan en una cdmara antes de entrar a la cabeza del quemador,
donde posteriormente se queman. La muestra tras ser aspirada e ingresada al quemador, se
divide y forma una aspersién fina cuyo proceso se denomina nebulizacidn. Las gotas del aerosol

se mezclan con los gases de combustion y entran a la flama.
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Flama

Cabeza del
quemador

Parte
analiticamente
util de la flama

Combustible
premezclado
y suministro
auxiliar de
oxidante

Flujo de
la muestra

Proceso de mezcla Capilar

Drenado -4—‘

Oxidante —}

Figura 3. Quemador de premezcla

Los monocromadores tienen como funcién realizar barridos espectrales, es decir, permiten
variar de forma continua y en un amplio intervalo la longitud de onda de la radiacidn. Los

monocromadores se componen por una rendija de entrada, un lente colimador o un espejo, un

prisma o red, un focalizador y rendija de salida [74].

La rendija de entrada proporciona una imagen dptica rectangular, un lente colimador o un espejo
produce un haz paralelo de radiacién, el prisma o la red dispersa la radiacion en sus longitudes
de onda individuales, el elemento focalizador forma de nuevo la imagen de la rendija de entrada

y la enfoca en una superficie plana denominada plano focal; y la rendija de salida en el plano

focal que aisla la banda espectral deseada [75].

23



Unos de los monocromadores empleados en FAAS son de tipo red, por ejemplo, Ebert y de
Czerney-Turner, los cuales se muestran en la Figura 4. Como se observa, ambos

monocromadores son de tipo red.

Monocromador
de Eber

.

Monocromiior = |
de Ceermey-Turmer

Figura 4. Monocromadores

El detector es un dispositivo que convierte la energia radiante en una sefial eléctrica. El detector
debe tener una elevada sensibilidad, relacion sefial/ruido, respuesta constante en un intervalo
considerable de longitudes de onda, tener un tiempo de respuesta rapido, una sefial de salida
igual a cero en ausencia de iluminacién y la sefial producida por el transductor deberia ser

directamente proporcional a la potencia radiante [76].

El tubo fotomultiplicador es empleado cominmente como detector en FAAS [77], es clasificado
como detector de fotones, contienen una superficie fotoemisora, asi como varias superficies
adicionales denominadas dinodos que emiten una cascada de electrones cuando son alcanzadas
por los electrones procedentes del area fotosensible, tal como se muestra en la Figura 5. El
dinodo 1 mantiene una potencia de 90 V mas positivo que el del catodo vy, por tanto, los

electrones se aceleran hacia él. Al incidir sobre el dinodo, cada fotoelectrén origina la emisién
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de varios electrones adicionales; estos a su vez son acelerados al dinodo 2, el cual estd a 90 V
mas positivo que el dinodo 1. De nuevo por cada electrén que incide en la superficie se emiten
varios electrones. Este proceso se repite nueve veces, originando de 10° a 107 electrones por
cada fotdn incidente; esta cascada de electrones se recoge al final en el anodo y la corriente

resultante se amplifica electrénicamente y se mide.

Warios electrones por
cada electrin incidente
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Figura 5. Tubo fotomultiplicador: a) seccidn transversal y b) circuito eléctrico
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3.2. Espectroscopia de emision dptica de plasma de acoplamiento

inductivo

La espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) se
fundamenta en que mediante la energia de un plasma los &tomos se excitan, cuando los dtomos
excitados regresan a su estado basal liberan radiacion de emisién (espectros de radiacidn) que
corresponden a la longitud de onda del fotén. El tipo de elemento se identifica basandose en la
posicidon de la radiacion fotdnica, y la concentracion de cada elemento se determina en funcion

de la intensidad de la radiacién [78].

El procedimiento del equipo ICP-OES consiste en que las muestras liquidas son ingresadas
comunmente mediante el uso de un nebulizador a un plasma de argén inducido por
radiofrecuencia [79]. La muestra liquida es convertida en un aerosol mediante el proceso de
nebulizacién, la cudl al estar en el plasma es desolvatada, vaporizada, atomizada, excitada o
ionizada por la alta temperatura de la antorcha. Los dtomos e iones excitados emiten su radiacidn
caracteristica que es recogida por un dispositivo que clasifica la radiacién por longitud de onda.
La radiacion se detecta y se convierte en sefales electrénicas [80]. Las mediciones de un solo
elemento se pueden realizar de manera accesible mediante la utilizacidon de la combinacién de
un monocromador y tubo fotomultiplicador; pero si se realizan varias determinaciones
simultaneas de diversos elementos se usa la combinacidn de un policromador y un detector de

matriz [81]. En la Figura 6 se muestra una representacién tipica del instrumento de ICP-OES.
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Figura 6. Instrumento tipico de espectroscopia de emisidn dptica de plasma acoplado

inductivamente

Los dispositivos comuinmente utilizados para introducir la muestra a la antorcha de ICP son los
nebulizadores. Los nebulizadores son dispositivos que convierten un liquido en un aerosol que
puede ser transportado a la antorcha de ICP, el sistema ideal de introduccién de muestra seria
aquel que transporte toda la muestra de forma reproducible [82]. ComUnmente se emplea el
nebulizador ultrasénico, debido a que permite la obtencidn de bajos limites de deteccion ante
otros nebulizadores; sin embargo, es susceptible a los efectos de la matriz, alta carga de sélidos
en la muestra y no es resistente a HF [83]. En la nebulizacidn ultrasénica, la muestra liquida se
bombea a un transductor piezoeléctrico oscilante. Las oscilaciones rompen la muestra en un

aerosol fino [84].

Como se ha mencionado anteriormente, el equipo de ICP-OES emplea como fuente de ionizacion
el plasma de acoplamiento inductivo (ICP). La Figura 7 muestra un esquema de una fuente tipica
de plasma de acoplamiento inductivo denominada antorcha. Como se puede observar consiste

en tres tubos concéntricos de cuarzo a través de los cuales fluyen corrientes de argén. Rodeando
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la parte superior del tubo mas grande se encuentra una bobina de induccién, refrigerada por
agua, que esta alimentada por un generador de radiofrecuencia, capaz de producir una potencia
de 0.5a 2 kW a unos 27 0 41 MHz. La ionizacién del argén que fluye se inicia por medio de una
chispa que proviene de una bobina de Tesla. Los iones resultantes y sus electrones asociados
interaccionan entonces con el campo magnético oscilante producido por la bobina de induccién.
Esta interaccion hace que los iones y los electrones dentro de la bobina se muevan en
trayectorias circulares, el calentamiento 6hmico es consecuencia de la resistencia que presentan

los iones y electrones a este movimiento.

La temperatura del plasma asi formado es lo suficientemente elevada como para hacer necesario
el aislamiento térmico del cilindro exterior de cuarzo. Para lograrlo, se hace fluir argén de forma
tangencial alrededor de las paredes del tubo, este flujo enfria las paredes interiores del tubo

central y centra el plasma radialmente.
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Figura 7. Fuente de plasma de acoplamiento inductivo

Las principales ventajas analiticas del ICP sobre otras fuentes de excitacidon son su gran capacidad
de vaporizacidn, atomizacién, eficiente excitacion e ionizacion, y reproducibilidad para una
amplia gama de elementos en diversas matrices de muestras. Esto se debe principalmente a la
elevada temperatura en las zonas de observacién (7000 - 8000 K) del ICP, a diferencia de otras
fuentes empleadas basadas en descargas eléctricas (arcos y chispas de corriente continua o
alterna) el ICP presenta menor ruido lo que indica baja emisién de fondo, contiene una alta
densidad de electrones (1014 - 1016 electrones/cm?3), apreciable grado de ionizacién para
analisis simultaneo de multiples elementos (mas de 70 elementos), alta sensibilidad que conduce

a una excelente precisidn, limites de deteccion bajos (0.1 — 100 ng/mL), amplio rango lineal
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dinamico, y ademads, el ICP es una fuente sin electrodos, por lo que es posible descartar la

contaminacidn por impurezas en el material de electrodo [85].

La zona analitica del plasma se muestrea para la medicidn espectrofotométrica, es decir, se
detecta y capta la emisidon obtenida de esa zona mediante una visién radial, la radiacién
generalmente se recoge mediante un enfoque dptico, como un lente convexo o un espejo
concavo. Esta déptica enfoca la imagen del plasma en la ranura de entrada del dispositivo de
dispersidon de longitud de onda. Se diferencia la radiacién de emisién de otros elementos y
moléculas que no sean de interés con respecto a los analitos de interés. Las dispersiones fisicas
de las diferentes longitudes de onda se realizan mediante red de difraccidn, prismas vy filtros;

comunmente, se emplea la red de difracciéon [86].

La red de difraccion de reflexiéon es un espejo con lineas espaciadas estrechamente o grabadas
en su superficie. Cuando la luz incide sobre este, se difracta en un angulo que depende de la
longitud de onda de la luz y la densidad de la red. En general, cuanto mas larga sea la longitud
de onda y densidad de la red, mayor serd el angulo de difracciéon [84]. Para separar la luz

policromatica, la red es incorporada en un instrumento dptico llamado espectrometro.

El espectrometro tiene como funcion captar la radiacién policromatica y formarla en un haz bien
definido, dispersarla de acuerdo con la longitud de onda empleando una red y enfocar la
radiacion monocromatica dispersa en un plano de salida. Posteriormente, se emplean una o mas
ranuras de salida para permitir que ciertas longitudes de onda pasen al detector mientras
bloquea otras longitudes de onda [87]. El detector tiene como funcidon medir las intensidades de

las longitudes de onda; por ultimo, la informacidn es procesada por el sistema informatico [80].
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El equipo ICP-OES permite realizar analisis multielemental, con bajos limites de deteccidn (mg/L)
y en cortos periodos de tiempo; sus desventajas son su alto costo de compra y operacional por

la cantidad de gas argdon empleada en los analisis.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Los reactivos empleados en la elaboracion del proyecto se muestran en la Tabla 12, en la cual se
indica la procedencia de cada uno. En la Tabla 13 se indican los equipos empleados y sus
condiciones operacionales para los andlisis propuestos. Las nanoparticulas de ZnO tenian una
pureza del 99.5% y todos los demdas quimicos usados en este estudio fueron de grado analitico.

Tabla 12. Reactivos y procedencia

Reactivos Procedencia
Agua destilada
HNO; 14 mol/L
HCl 12 mol/L
H,0, 30 % m/v
Acetato de amonio
Hidrocloruro de hidroxilamina

Pb(NOs),
ZnCl, CTR scientilfic,
Nanoparticulas de ZnO (didmetro: 90 + 10 nm) Nuev? !.eon,
México

NaClO
Acetona 80 % v/v
Fosfato de potasio

EDTA
Polivinilpirrolidona

Triton X-100

CaCl,
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Tabla 13. Equipos y condiciones operacionales

Equipos

Condiciones de operacion

Espectroscopia de absorcion

Pb (Atrabajo): 283.3 nm

atomica de flama Rango de trabajo: 7-50 mg/L

Sensibilidad: 0.16 ppm

LOD: 1.2 ppm

LOQ: 3.8 ppm

Flujo nebulizador: 0.50 L/min

Potencia: 1150 W

Velocidad de bombeo peristaltico: 45 rpm
Tiempo de descarga: 45 s

Espectrometria de emisidn dptica
con plasma acoplado
inductivamente

*LOD: Limite de deteccidn
*LOQ: Limite de cuantificacidn

4.2 Muestreo y obtencion de suelo

Las muestras de suelo se obtuvieron mediante un muestreo sistematico, tomadas a una
profundidad de 0-30 cm en la zona agricola del municipio de Pesqueria en Nuevo Ledn, México
y se trataron de acuerdo con las indicaciones de la NMX-AA-132-scfi-2016 [88]. En la Tabla 14 se
muestran las coordenadas del sitio de muestreo y en la Figura 8 se indica la ubicacién del campo

agricola empleado para el estudio.

El municipio de Pesqueria en Nuevo Ledn, México colinda con los municipios de General Zuazua,
Marin y Doctor Gonzalez; al este con el municipio de Los Ramones; al sur con los municipios de
Cadereyta Jiménez y Judrez; y al oeste con el municipio de Apodaca; ocupa el 0.5 % de la
superficie del estado de Nuevo Ledn; cuenta con 219 localidades y una poblacién total de 87,168
habitantes [89]. El suelo del municipio de Pesqueria es empleado para agricultura (67 %) y zona
urbana (2 %) [90]. Kastafiozem (30.2 %), Vertisol (24.5 %), Calcisol (19.5 %), Leptosol (14.8 %),
Chernozem (6.8 %), Fluvisol (2.1 %) y Luvisol (0.8 %) son los tipos de suelos predominantes en la

region [91]. La zona agricola de muestreo presenta un clima semicalido subhimedo con lluvias
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escasas todo el afio (100 %), por lo que el riego en canal en la agricultura se utiliza la mayor parte

del afio.

Tabla 14. Coordenadas de zona de muestreo del suelo agricola en el municipio de Pesqueria

Latitud Longitud
25.77825223240243 -100.01413187994467

Figura 8. Zona de muestreo

4.3 Caracterizacion y tratamiento del suelo agricola

Las muestras de suelo fueron secadas a temperatura ambiente, homogenizadas y tamizadas para
la determinacion de textura, pH, conductividad y materia orgdnica (%); cada tratamiento se
realizd de acuerdo a las indicaciones de la NOM-021-RECNAT-2000 [92] con el propdsito de

establecer si la muestra de suelo obtenida es adecuada para la realizacién de actividad agricola.

4.3.1. Analisis de textura

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (denominada por

sus siglas en inglés, FAQ) indica que el andlisis de textura de suelo se refiere a la proporcion
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relativa de las clases de tamafo de particula (arena (63-2000 pum), limo (2-63 um) y arcilla (<2

pum)) en un volumen de suelo dado y se describen como una clase de textura del suelo [93].

El andlisis de textura se realizé mediante el procedimiento de Bouyoucos establecido en la NOM-
021-RECNAT-2000 [92]. Se emplearon 120 g de suelo previamente homogenizado, se tratd con
H,0, para eliminar la interferencia de materia orgdnica presente, se calentd hasta sequedad, se
tratd con oxalato de sodio y metasilicato de sodio durante 15 min, posteriormente se mantuvo
en agitacién constante por 5 min. Al finalizar el tiempo de agitacion se colocd en una probeta
agregando agua destilada hasta completar 1 L, se agité la suspension por 1 min y posteriormente,
se tomaron las lecturas con el hidrometro a los 40 s y después de 2 h. La lectura a los 40 s es
multiplicada por 2 para la obtenciéon del porcentaje de arcilla y limo, dicho valor se resta de 100
para obtener el porcentaje de arena. La lectura a las 2 h multiplicada por 2 indica el porcentaje
de arcilla presente en el suelo. Con los porcentajes de limo, arena y arcilla obtenidos se

determina la textura correspondiente con el triangulo de texturas establecido por la FAO [93].

4.3.2. Determinacion de pHy conductividad

La medicién de pH en el suelo es muy importante ya que influye en las reacciones quimicas y
bioldgicas en el suelo, su medicidn es afectada por la cantidad de sustituyentes organicos e
inorganicos y la concentracion de sales puede afectar la acidez del suelo. La determinacion de la
conductividad eléctrica de un suelo es uno de los indices mas empleados para la evaluacion de
la concentracidn de sales inorgdanicas solubles en agua presentes en el suelo a nivel laboratorio

[92], por tal motivo en este trabajo se realizd su determinacion.

Se determind el pH del suelo potenciométricamente y la conductividad eléctrica empleando un
conductimetro, ambos estudios se realizaron a partir del sobrenadante de una suspensién de

una mezcla de suelo y agua (relacién 1:2).
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4.3.3. Determinacion de la concentracion de Pb en suelo

Se determind la concentraciéon de plomo (Pb) en el suelo de acuerdo con las indicaciones
(tratamiento, digestiéon y cuantificacion (espectroscopia de absorcién atémica de flama,
denominado FAAS) del método 3050A (placa de calentamiento a 95 °C) de la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (denominado por sus siglas en inglés, USEPA) [93];
Ademas, se evalud la fraccion biodisponible de Pb en suelo empleando el método de extraccidon
secuencial de las Comunidades Europeas (denominado por sus siglas en inglés, BCR) empleando
acido acético 0.11 M, hidrocloruro de hidroxilamina 0.5 M, peréxido de hidrégeno al 30 % con
acetato de amonio 1 M; y agua regia (reactivos comprados en CTR scientific, Nuevo Ledn); para
la determinacion de las fracciones intercambiables, reducible, oxidable y residual
respectivamente. En la determinacién de concentracion total de Pb en suelo se empled para
control de calidad el material de referencia estandar 2710a del Instituto Nacional de Estandares
y Tecnologia (denominado por sus siglas en inglés, NIST) (suelo Montana |) para validar la

digestion y el método analitico.

4.4 Tratamiento del suelo agricola

Al finalizar la caracterizacion del suelo, se les realizo tres tratamientos empleando Pb(NOs), (127
mg/kg), ZnCl, (0, 100, 200, 400, 800, 1600 y 3200 mg/kg) y nanoparticulas (NP) de ZnO (0, 100,
200, 400, 800, 1600 y 3200 mg/kg) con el fin de enriquecer a los suelos, los reactivos empleados
fueron comprados en CTR scientific, Nuevo Ledn. Las suspensiones de NP de ZnO se sonicaron
durante 30 min para evitar agregacidon [94]. Se afiadieron suspensiones de cada reactivo a los
suelos y se almacenaron por 20 dias a humedad constante con el fin de obtener en los suelos las
concentraciones deseadas. Las concentraciones presentes de cada uno de los tratamientos
empleados en los suelos se muestran en la Tabla 15; los suelos obtenidos se emplearon para el

cultivo de maiz en incubadora e invernadero.
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Tabla 15. Tratamientos con nanoparticulas de ZnO y ZnCl, (control) usados en el cultivo de

maiz en suelo agricola

Concentracion de Pb en Tipo de NP de ZnO (mg/kg) / ZnCl; (mg/kg)
suelo agricola de experimento
Pesqueria (mg/kg)
35+4. 5% Incubadora 0 100 | 200 | 400 | 800 1600 | 3200
127+5.5 Incubadora 0 100 | 200 | 400 | 800 1600 | 3200
35+4. 5% Maceta 0 200 | 400 | 800 | 1600 - -
127+5.5 Maceta 0 200 | 400 | 800 | 1600 - -

NP: Nanoparticulas; * concentracién de fondo

4.5 Tratamiento de semillas y cultivo de maiz

Las semillas de maiz (Zea mays L.) se encuentran entre las 10 especies recomendadas por la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (por sus siglas en inglés, USEPA) para la
determinacién de los efectos ecolégicos de pesticidas y sustancias tdxicas [93], comunmente
empleadas en las pruebas de fitotoxicidad, por lo que en este estudio se emplearon para evaluar

la fitotoxicidad de las NP de ZnO.

Las semillas de maiz que se emplearon en este estudio se sumergieron en una solucién de NaClO
10% p/v durante 10 min y se enjuagaron tres veces con agua destilada y se dejaron secar a
temperatura ambiente [95], este proceso se realizé con la finalidad de asegurar la esterilidad de

la superficie de la semilla.

Finalizada la esterilizacion de las semillas se emplearon para el cultivo de maiz en suelo en
incubadora e invernadero. Se cultivd en incubadora a 28 °C sin presencia de luz durante 7 dias,
posteriormente se cosecharon; en invernadero se cultivé el maiz a temperatura de 25-30 °C, con
un periodo de luz solar de 12 h durante 8 semanas, manteniendo la humedad de los suelos se

mantuvo a la capacidad del campo de cada maceta empleada, posteriormente se cosecharon.

37



Después de cosechar el maiz en ambos casos se midieron las longitudes de raiz, tallo y hoja de
las plantulas obtenidas; se separaron raices, tallos y hojas, se lavaron con agua desionizada, se
secaron a temperatura ambiente y se pesaron para la determinacidon de biomasa himeda;
posteriormente, se secaron en horno de secado a 70 °C por 48 h, para posteriormente pesarlos
y determinar su biomasa seca [95]. La tercera hoja y raiz de la plantula obtenida en cada

tratamiento en el invernadero se conservo a 4 °C, para su posterior analisis.

4.6 Evaluacién de la fitotoxicidad de las nanoparticulas de

ZnO en cultivos de maiz

4.6.1. Determinacién de pigmentos fotosintéticos

Este estudio se realizd solo para las plantulas de maiz cultivadas en el invernadero por la falta de
biomasa de las plantas a nivel incubadora, se descartaron estos estudios. La tercera hoja de cada
plantula cultivada en el invernadero obtenida de cada tratamiento realizado con las NP de ZnO
se emplearon para la determinacion de clorofila (a y b) y carotenoides. Se maceraron 0.05 g de
la hoja con 1 mL de acetona al 80 %v/v (comprado en CTR scientific, Nuevo Ledn), se colocé el
macerado en 9 mL de acetona al 80 %v/v se conservd en oscuridad a 4 °C por 60 min;
posteriormente, se recuperd el sobrenadante mediante filtracidn. Los extractos obtenidos se
midieron con espectrofotémetro UV/Vis a 663.2, 646.8 y 470 nm [96]. Las concentraciones de
clorofila (ay b) y carotenoides se determinaron empleando las ecuaciones descritas por Singh et
al. (2017) [97], las cuales se muestran a continuacion (Ecuacidon 3, 4 y 5); es importante

mencionar que A es la absorbancia obtenida en las longitudes de onda indicadas.

Clorofila a (ug/mL) = 12.21 xAge3 — 2.81 X Agss (3)
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Clorofila b (ug/mL) = 20.13 xAgss — 5.03 X Agss (4)

Carotenoides (pug/mL) =[1000 xAs70 — 3.27(Clorofila a) - 104(Clorofila b)]/198  (5)

4.6.2. Determinacion de la actividad de la catalasa

Este estudio se realizé solo para las plantulas de maiz cultivadas en el invernadero por la falta de
biomasa de las plantas a nivel incubadora, se descartaron en estos estudios. La tolerancia de las
plantas ante el estrés por metales estd relacionado con su capacidad de mantener sistemas
antioxidantes eficientes que permitan eliminar o desintoxicar el exceso de especies reactivas de
oxigeno (ROS), los cuales son tdxicos en células y tejidos de la planta [98]; en este estudio se
evalud el nivel de actividad del antioxidante enzimatico catalasa (CAT) en respuesta a las
concentraciones variables de Pb y de las NP de ZnO; se determind la actividad de CAT en los
tejidos de la raiz de las plantulas de maiz obtenidas de cada tratamiento del invernadero. La CAT

es una importante enzima antioxidante responsable de la conversiéon de H,0; a H,0 y O, [99].

El extracto crudo para la determinacion de CAT se obtuvo empleando 0.5 g de raiz fresca
homogenizada en una relacion de 1:10 p/v en 5 mL de buffer de fosfato de potasio de 100 mM
(pH 7.8) conteniendo EDTA 0.1 mM, polivinilpirrolidona (PVP) 1 % p/v y Tritén X-100 0.5 % v/v;
manteniendo el buffer a 4 °C durante el andlisis; se filtré el extracto y se centrifugd a 1200 rpm
por 20 min, se recuperd el sobrenadante; posteriormente, se mezclaron 20 pL del extracto
obtenido con 980 uL de H,0, a 10 mM preparada en buffer de fosfato de potasio de 25 mM. Los
extractos obtenidos se midieron con espectrofotémetro UV/Vis a 240 nm, tomando lectura de
la absorbancia cada 15 s por 3 min [100]. Se determind la actividad enzimatica empleando el
coeficiente de extincion (b) de 39.4 mM?cm?, las ecuaciones empleadas (Ecuacidon 6y 7) se
muestran a continuacién.
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A/T = (Améxima - Aminima)/TtotaI (6)

Umol/mL/min =[(A/T)*(Vreaccion) *(d)1/[ (Vmuestra) *( (b)] (7)

Donde se observa que A es la absorcidn obtenida de la diferencia de las absorbancias minimas
y maximas obtenidas de las lecturas, T es el tiempo total empleado en el estudio en min, V es el

volumen de la solucién en mLy d es el factor de dilucién empleado para cada analisis.

4.6.3. Digestion de tejidos y cuantificacion de elementos

Este estudio se realizd solo para las plantulas de maiz cultivadas en el invernadero por la falta de
biomasa de las plantas a nivel incubadora, se descartaron en estos estudios. Se determiné la
concentracién de Pb, Zn, Fe, Mn, Ca, Mg, K, P y S en las raices, tallos y hojas de las plantulas
cosechadas en el invernadero. Las raices se lavaron tres veces con agua desionizada vy
posteriormente fueron lavadas con una solucion de CaCl, de 5 mM para eliminar el Zn adsorbido
en la superficie de la raiz, posteriormente se secaron a 70 °C por 72h. Posteriormente, las
secciones de las plantulas secas se trituraron con molino vibratorio, se homogenizaron y se

almacenaron en ausencia de luz [101].

Se digirieron 0.2 g del tejido (raiz, tallo u hoja) triturado con 4 mL de HNO; concentrado en placa
de calentamiento por 45 min a 115 °C. Las muestras digeridas se diluyeron a 50 mL con agua
desionizada y posteriormente se emplearon para la determinacion de Pb junto con
macronutrientes y micronutrientes mediante espectroscopia de emisién déptico con plasma
acoplado inductivamente (denominado por sus siglas en inglés, ICP-OES) [102]. Los pardmetros
de ICP-OES empleados para la cuantificacion se muestran en la Tabla 16; para el control de

calidad se utilizé el material de referencia estandar 1573a del Instituto Nacional de Estandares y
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Tecnologia (denominado por sus siglas en inglés, NIST) (hojas de tomate) para validar la digestion

y el método analitico.

Tabla 16. Parametros de trabajo empleado para ICP-OES

Parametro Condiciones de trabajo
Flujo de nebulizador 0.50 L/min
Potencia 1150 W
Velocidad de bombeo peristaltico 45 rpm
Tiempo de descarga 45 s

4.6.4. Parametros de toxicidad y transferencia

La evaluacién de toxicidad de las nanoparticulas de ZnO se puede realizar mediante el andlisis de
los resultados de longitud de las plantulas. Los datos obtenidos de la longitud de las plantulas
cultivadas en incubadora e invernadero se emplearon para determinar el indice de detoxificaciéon
(denominado, ID), el cual es la relacidn existente entre la altura del tallo tratado con respecto a

la altura del tallo del control [103], la Ecuacion 8 empleada se muestra a continuacion.

ID= ([Altura]tallo (tratamiento) /[Altura]tallo (control)) (8)

Con los resultados obtenidos de la concentracion de Pb, Zn, macronutrientes y micronutrientes
se determind el factor de translocacién (FT) [103] de cada uno de ellos para hoja y tallo, el cual
consiste en determinar la relacién que hay entre la concentracion presente del metal en la parte
aérea del tejido con respecto a la concentracion del metal en la raiz; ademas, para Pb y Zn se

determind el factor de bioacumulacién (FBA) [103], el cual consiste en determinar la relacién
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entre la concentracidn del metal presente en la raiz con respecto a la concentracion del metal
en el suelo de cultivo. Las ecuaciones correspondientes a los factores de acumulacién vy

translocacion se muestran a continuacién (Ecuacion 9y 10, respectivamente).

FT= [Meta”parte aérea/[Meta”raiz (9)

FBA= [Metal]rai/[Metal]suelo (10)

4.7 Tratamiento estadistico

En este trabajo cada tratamiento se realizé por triplicado y los resultados se presentaron como
media + desviacion estandar. En el analisis estadistico de los datos experimentales se utilizo la
prueba t de Student y Andlisis de Varianza (ANOVA). Se empleé software IBN SPSS Statistics
version 21 para la elaboracién de analisis multivariante, especificamente analisis de componente
principal (denominado, ACP), con el propdsito de determinar los componentes que expliquen la

mayor variacion en los datos.

4.8 Disposicion de residuos

Se dispusieron los residuos generados en este estudio de acuerdo al programa establecido de
manejo y residuos peligrosos de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de suelo

El andlisis de textura del suelo agricola obtenido del municipio de Pesqueria, Nuevo Ledn, indicd
gue contenia 20% de arena, 10% de limo y 70% de arcilla, El suelo fue clasificado como arcilloso

de acuerdo al tridngulo de textura (Figura 9) de la FAO [104].
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Figura 9. Triangulo de textura
Los resultados obtenidos de la determinacion de pH indicaron que el suelo presentd un pH de
7.7 £ 0.1, que de acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000 [92], el suelo es clasificado como
medianamente alcalino (pH de 7.4-8.5). Asi mismo, el suelo presentd una conductividad de 1102

+ 1.5 pS/cm, que de acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000 [92], es clasificado como un suelo
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con conductividad despreciable (<1000 pS/cm), adecuado su uso para la actividad agricola.
Ademas, el suelo presentd 3.27 % m/m de MO debido a que es un suelo no volcanico, se clasificd
como nivel medio de acuerdo a lo establecido por la NOM-021-RECNAT-2000 [92] indicando que
el suelo presentd bajos sitios activos de quelacién con metales, lo cual incrementa la posibilidad

de la acumulacién o translocacion de metales o nutrientes a la planta.

El suelo presentd una concentracion de plomo (Pb) total de 35.3 + 4.5 mg/kg, no superando el
limite permisible de Pb en suelo agricola (400 mg/kg) tal como lo indica la NOM-021-RECNAT-
2000 [92], el estudio de extraccién secuencial indicd que presentaba el 78 % de concentracién
total de Pb en la fraccidn biodisponible integrada por la fraccidn intercambiable (12 %), reducible
(33 %) y oxidable (33 %); y un 22 % en la fraccion residual indicando un posible riesgo de

translocacion y acumulacién de Pb a las plantas.
5.2 Fitotoxicidad de las nanoparticulas de ZnO

5.2.1. Estudio a nivel plantula

5.2.1.1. Germinacion

Se determiné la germinacion (%) de maiz blanco y amarillo obtenido de cada tratamiento con las
nanoparticulas (NP) de ZnO, en los dos tipos de suelos (enriquecido o no enriquecido con
Pb(NOs)2). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 10 donde se puede apreciar que el
porcentaje de germinacion del maiz amarillo cultivado en suelo enriquecido y no enriquecido
con Pb(NO3s), presentd un decremento con la aplicacidon de los tratamientos con las NP de ZnO
(100, 200, 400, 800, 1600 y 3200 mg/kg). El maiz blanco presenté mayor germinacién que ia
variedad amarilla, -principalmente la cultivada en suelo enriquecido con Pb(NQs), y tratado con

200 mg/kg de NP de ZnO y la cultivada en suelo no enriquecido a 1600 mg/kg. La variedad blanca
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de maiz blanco debido a su mayor germinacién ante las concentraciones al Pb y alas NP de ZnO

fue seleccionada para experimentos posteriores a nivel invernadero (0 a 1600 mg/kg de NP de

Zn0).
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Figura 10. Germinacion de maiz blanco (E-B) y amarillo (E-A) tratados con nanoparticulas (NP)
de ZnO

En el estudio se evalud el efecto de la movilidad de Zn?* en su biodisponibilidad en los suelos
empleados hacia la planta de maiz (blanco y amarillo) en periodos de tiempo corto con una sal
de ZnCl, ante las NP de ZnO, los resultados obtenidos de la germinacién del uso de ZnCl; se
muestran en la Figura 11. El ZnCl; ante las NP es mas biodisponible para las plantas en periodos
de tiempos cortos debido a que por el tamafio nanoparticulado prolonga la biodisponibilidad del
Zn?* en las plantas por la interaccidn de las NP con diferentes componentes del suelo (silicatos y
materia organica) que las adsorben generando su disminuciéon en la biodisponibilidad hacia las
plantas en su interaccidn a corto tiempo. El tratamiento con ZnCl, afecta de manera similar al
porcentaje de germinacién para maiz blanco y amarillo, para todos los tratamientos (100 - 3200
mg/kg) el porcentaje de germinacién son menores que el tratamiento control, por lo que, se
concluye que la germinacién de estas variedades es mas afectada por la disponibilidad del Zn?*

que por su adiciéon en tamafio nanoparticulado.
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Figura 11. Germinacion de maiz blanco (E-B) y amarillo (E-A) en suelo tratado con ZnCl,

No se observaron diferencias en la germinacién de maiz sobre la aplicacién de ZnCl, y NP de ZnO.
Wang et al. (2013) [105] reportaron que los tratamientos con ZnCl, y NP de ZnO (diametro de
NP: 10 nm) en el crecimiento de judia (Vigna unguiculata L.) en suelos no presentd diferencias
significativas (P=0.05) en su efecto tdxico en germinacion; y Zhang et al. (2015) [106] indicaron
que los tratamientos de 1000 mg/kg de NP de ZnO (didmetro de NP: 30 + 12 nm) y ZnCl; en maiz
(Zea mays L.) no mostraron efectos tdxicos significativos (P<0.05) sobre la germinacion del
cultivo, presentando en el tratamiento con NP de ZnO germinacién >85% con respecto al control
empleado. Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos con la forma de Zn mas soluble
empleada Venkata et al. (2016) [107] reportaron el empleo de diferentes concentraciones (50 -
2000 mg/kg) de NP de ZnO (didmetro de NP: 25 nm)y ZnSO, en el crecimiento de cultivo de maiz,
observaron mayor germinacion (80%) de maiz a 1500 mg/kg de NP de ZnO y a 2000 mg/kg con
ZnS0O,4. La comparacion del estudio realizado con lo reportado en la literatura nos indica que es

necesario profundizar en el estudio de las NP de ZnO en diversos sistemas ambientales.
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5.2.1.2. indice de detoxificacion

Se determind el crecimiento de los cultivos y con ello el indice de detoxificacidn de las plantulas
tratadas con nanoparticulas de ZnO y ZnCl; (relacidon de crecimiento respecto al tratamiento
control). Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 12 y 13, respectivamente. En
general, el desarrollo de la variedad blanca, fue mayor que la variedad amarilla presentando en

todos los casos indices de detoxificacion superiores a 1 y particularmente altos a 200 mg/kg.

El maiz blanco cultivado en suelo no enriquecido con Pb(NOs), presenté indices de detoxificacidon
mas altos a todas las concentraciones de NP de ZnO utilizadas (100-3600 mg/kg), indicando que
las NP de ZnO favorecen el desarrollo del cultivo; sin embargo, los resultados sugieren que el
desarrollo de la plantula de maiz blanco es afectada cuando la concentracién es mayor en el
suelo agricola (127 mg/kg, Figura 12). El maiz amarillo, aunque a niveles del indice de
detoxificacion menores, presentd un decremento significativo (p = 0.05) en la altura del cultivo
a todas las concentraciones de NP (100-3600 mg/kg) con el incremento de la concentracion de
Pb a 127 mg/kg. Lo anterior indica que el maiz amarillo tiene una capacidad de detoxificacién
menor que la variedad blanca y que alguna etapa en la ruta de detoxificacidon (almacenamiento,
transporte o secrecidén) sea comun para ambos metales y que a pesar del efecto benéfico del Zn
al crecimiento, la suma de ambas concentraciones (Pb?* y Zn%) lleve a saturar el sistema mas

rapidamente durante el desarrollo del cultivo.
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Figura 12. indice de detoxificaciéon de maiz amarillo (E-A) y blanco (E-B) tratado con
nanoparticulas de ZnO

Para evaluar el efecto de la concentracién de Zn sin el aporte de su adicién en forma
nanoparticulada, se realizé el tratamiento de las plantulas de maiz amarillo y blanco con una
forma mas soluble de zinc (Zn*?, afiadiendo ZnCl,) en suelos enriquecidos o no enriquecidos con
Pb(NOs).. En la Figura 13, se puede observar que el efecto de los tratamientos no incrementé el
desarrollo de los cultivos a diferencia de los tratamientos en forma de NP. De igual manera, el
maiz se desarrolld mejor a menores niveles de Pb, a concentraciones bajas de Zn y la variedad
blanca presentd mejores resultados. El maiz blanco cultivado en suelos enriquecidos y no
enriquecidos con Pb(NOs), mostraron indices de detoxificacion mayores a 1 en los tratamientos
de ZnCl,a 100 a 1600 mg/kg. Sin embargo, en ambos casos se observo un indice de detoxificacion
inferior a 1 bajo el tratamiento de 3200 mg/kg (0.80-0.82), lo cual, comparado con los resultados
obtenidos del tratamiento con NP de ZnO (ID 0.97-1.17), indica que, a esta concentracion, la
adicion de Zn en forma nanoparticulada reduce el oxidativo del maiz propiciados por su cultivo

zonas agricolas contaminadas con Pb dentro del intervalo 35 a 127 mg/kg de suelo agricola.
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El maiz amarillo cultivado en suelos enriquecidos con Pb(NOs); mostraron indices de
detoxificacion menores a 1 en todos los tratamientos empleados con ZnCl,; esto puede ser
consecuencia del efecto de toxicidad de los iones presentes en el medio de cultivo (Zn?** y Pb?*)
en el crecimiento de la pldntula. El maiz amarillo cultivado en suelos no enriquecidos con
Pb(NOs); mostraron indices de detoxificacion mayores a 1 en los tratamientos de 200, 400, 800
y 1600 mg/kg de ZnCl,, principalmente en el tratamiento de 800 mg/kg. Estos resultados
indicaron que el maiz amarillo presentd elevada sensibilidad todxica ante la forma

nanoparticulada y la forma iénica de Zn presente en el medio de cultivo.
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Figura 13. indice de detoxificacién de maiz amarillo (E-A) y maiz blanco (E-B) tratado con ZnCl,

A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, Zhang et al. (2015) [106] reportaron
que el tratamiento de 1000 mg/kg de NP de ZnO (didmetro de NP: 30 + 12 nm) disminuyé
significativamente (P<0.05) un 17 % la longitud de la raiz del maiz (Zea mays L.) con respecto al

blanco.
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5.2.2. Estudio en invernadero

5.2.2.1. Caracterizacion de suelo

A los suelos obtenidos de cada maceta del invernadero se les realizé la mediciéon de pH de
acuerdo con la NMX-021-RECNAT-2006 [92]. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
17, los datos de pH se analizaron mediante un el método ANOVA e indicé que presentaron
diferencias significativas (P=0.05) en el pH los suelos tratados con nanoparticulas (NP) de ZnO
indicando que el tratamiento con NP de ZnO modifican el pH del suelo. Estos resultados son
similares a los reportados por Watson et al. (2015) [108] y Dimkpa (2018) [109], los cuales

indicaron que el incremento de la concentracién de NP de ZnO aumenta el pH del medio de

cultivo.
Tabla 17. pH de suelos empleados en cultivo de maiz
Tratamiento con NP de ZnO Suelo enriquecido con Suelo no enriquecido con
(mg/kg) Pb(NO;), Pb(NO),
0 8.2+0.1 8.3+0.1
200 8.1+0.1 8.4+0.2
400 8.2+0.1 8.3+0.1
800 8.6+0.1 8.3+0.1
1600 8.5+0.1 8.6+0.1

*+DS (Desviacidn estandar)
Analisis por triplicado (n=3)

5.2.2.2. Germinacion

A diferencia del cultivo de maiz blanco en incubadora, el maiz blanco cultivado en suelo
enriquecido con Pb(NQs), presentd elevados porcentajes de germinacion en los tratamientos de
800 y 1600 mg/kg de nanoparticulas (NP) de ZnO y en suelo no enriquecido con Pb(NOs), a 1600
mg/kg de NP de ZnO, posiblemente atribuido al incremento del tiempo de cosecha, debido a que

la planta de maiz emplea el Zn como micronutriente para su desarrollo, ya que el Zn forma
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guelatos y se incorpora en los grupos prostéticos de enzimas, es un componente esencial y
activador de numerosas enzimas; y necesario para la biosintesis de la clorofila [110]; por lo cual,
es evidente que la plantula tras 8 semanas de cultivo requiera concentraciones mas grandes de

NP de ZnO para el crecimiento y desarrollo de la plantula de maiz. Los resultados de este estudio

se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Germinacién de maiz cultivado en invernadero
5.2.2.3. Biomasa de cultivo

Cultivo de maiz en suelo no enriquecido con Pb(NO3).

En las Figuras 15 y 16, se muestran los resultados obtenidos de la determinaciéon de biomasa
himeda y seca de maiz blanco cultivado en suelo no enriquecido con Pb(NOs),, respectivamente.
Los resultados obtenidos se trataron estadisticamente mediante andlisis de varianza (ANOVA).

Se puede apreciar que el tratamiento de 400 mg/kg de nanoparticulas (NP) de ZnO incrementd
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significativamente (P=0.05) la biomasa humeda y seca de raiz, tallo y hoja de la plantula;

comparada contra los otros tratamientos realizados.
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Figura 16. Biomasa seca de maiz blanco cultivado en suelo no enriquecido con Pb(NOs),
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Cultivo de maiz en suelo enriquecido con Pb(NO3);

En las Figuras 17 y 18, se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de biomasa
himeda y seca de maiz blanco cultivado en suelo enriquecido con Pb(NQs),, respectivamente.
Los resultados obtenidos se trataron estadisticamente empleando analisis de varianza (ANOVA).
El tratamiento de 400 mg/kg de nanoparticulas (NP) de ZnO incrementd significativamente
(P=0.05) la cantidad de biomasa hiumeda y seca de raiz, tallo y hoja de la plantula, lo que sugiere
gue esta concentracion puede ser empleado para la cultivo de maiz blanco en suelos
concentraciones de Pb de 35-127 mg/kg en las condiciones estudiadas. El incremento de
bioamasa seca de maiz a 1600 mg/kg se atribuye a errores aleatorios durante el procedimiento

experimental.
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Figura 17. Biomasa humeda de maiz blanco cultivado en suelo enriquecido con Pb(NOs);
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Figura 18. Biomasa seca de maiz blanco cultivado en suelo enriquecido con Pb(NO3),

5.2.2.4. indice de detoxificacion

Se determiné el indice de detoxificacidn del maiz blanco cultivado en suelos enriquecidos y no
enriquecidos con Pb(NOs),, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19. Se observaron
indices de detoxificacion mayores a 1 en maiz blanco cultivado en suelos enriquecidos
empleando todos los tratamientos con nanoparticulas de ZnO (200, 400, 800 y 1600 mg/kg), se
puede apreciar que el mayor indice de detoxificacion obtenido es en el tratamiento con 400
mg/kg de NP de ZnO, observando que su empleo incrementa aproximadamente 3 veces la
longitud del tallo tratado con respecto al blanco. El maiz cultivado en suelo no enriquecido con
Pb(NOs); presenté indices de detoxificacion menores a 1 en los tratamientos de 200, 800 y 1600
mg/kg, a excepcion del indice de detoxificacion mayor a 1 obtenido en el tratamiento a 400
mg/kg. Concluyendo al igual que en el estudio de biomasa que el tratamiento de 400 mg/kg de
NP de ZnO es adecuada para la cultivaciéon de maiz en suelos que presenten concentraciones de

Pb de 35y 127 mg/kg.
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Figura 19. indice de detoxificacién del maiz blanco cultivado en invernadero

5.2.2.5. Determinacion de pigmentos fotosintéticos

Se determind la concentracién de los pigmentos fotosintéticos (clorofila (a y b) y carotenoides)
del maiz blanco cultivado en suelos enriquecidos y no enriquecidos con Pb(NQOs),, los resultados
obtenidos se muestran en las Figuras 20 y 21, respectivamente. Los datos obtenidos se trataron
mediante tratamiento estadistico empleando el método de analisis de varianza (ANOVA). En los
resultados obtenidos se observé que los suelos enriquecidos con Pb(NOs), tratados con 200 y
400 mg/kg de nanoparticulas (NP) de ZnO incrementaron la concentracidn de clorofila (a) y
carotenoides, principalmente en el tratamiento de 400 mg/kg de NP de ZnO incrementd
significativamente (P=0.05) la concentracién de clorofila (a) en la hoja del maiz. -El maiz cultivado
en suelos enriquecidos tratados con concentraciones mayores a 400 mg/kg de NP de ZnO
presentd disminuciéon de la concentraciéon de los pigmentos fotosintéticos. Los resultados

obtenidos concuerdan con lo reportado por Benett (1994) [111], Chen et al. (2018) [110] y

Rizwan et al. (2019) [112].
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Benett (1994) [111], indicd que plantas cultivadas en suelos con concentraciones >400 mg/kg
disminuyen la concentracién de pigmentos fotosintéticos presentes en plantas a consecuencia
del efecto toxico del Zn?*. Chen et al. (2018) [110] indicaron disminucidn en la concentracién de
clorofila (a y b) significativamente (P < 0.05) conforme al incremento de las concentraciones de
los tratamientos con NP de ZnO (25, 50 y 100 mg/kg) en interaccidn directa con el cultivo de maiz
(cultivo por hidroponia). Sin embargo, en la literatura analizada no se han reportado hasta el
momento el efecto de las NP de ZnO en el crecimiento y desarrollo de maiz cultivados en suelos
contaminados por Pb. Rizwan et al. (2019) [112] reportaron el cultivo de maiz en cultivos
agricolas contaminados por Cd tratados con NP de ZnO, indicaron que los tratamientos con NP
de ZnO incrementaron la concentracion de clorofila (a y b) con respecto al control, observaron
incremento de clorofila conforme al aumento de NP de ZnO en el medio de cultivo. De acuerdo
con la literatura consultada y las observaciones obtenidas en este estudio, es posible concluir

gue las NP de ZnO disminuyen el efecto toxico del Pb en el desarrollo del cultivo de maiz.
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Figura 20. Pigmentos fotosintéticos de maiz cultivado en suelo enriquecido con Pb(NOs),
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Como se puede apreciar, los resultados obtenidos del cultivo de maiz en suelos no enriquecidos
con Pb, indicaron incremento significativo (P=0.05) de la concentracion de pigmentos
fotosintéticos en maiz tratado con 200 mg/kg de NP de ZnO, concentraciones superiores a 200
mg/kg disminuyeron la concentracidn de los pigmentos fotosintéticos. Estos resultados indican
que el Pb presente en el medio de cultivo puede estar actuando como promotor de la sintesis de
los pigmentos fotosintéticos posiblemente atribuido por mecanismos de estrés oxidativo

propiciado por el metal.
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Figura 21. Pigmentos fotosintéticos de maiz cultivado en suelo no enriquecido con Pb(NOs),

5.2.2.6. Actividad de la enzima de catalasa

La funcién principal de la catalasa (CAT) dentro de las células es prevenir la acumulacién de
niveles téxicos de perdxido de hidrégeno (H,0,), generado como un subproducto de los procesos
metabdlicos de la planta y puede servir como un buen indicador de las respuestas fisiolégicas de

la planta [113].

Los resultados obtenidos del estudio de CAT en raices de maiz cultivados en suelo enriquecido y

no enriquecido con Pb(NOs), (127 y 35 mg/kg, respectivamente) tratados con nanoparticulas
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(NP) de ZnO a 0, 200, 400, 800 y 1600 mg/kg se muestran en la Figura 22. Los resultados
obtenidos se analizaron mediante la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia de P=0.05. Se observd diferencia significativa entre los suelos cultivados y entre los
tratamientos de NP de ZnO. Como se puede observar en la Figura 22, la elevada presencia de Pb
en el medio de cultivo y la utilizacion del tratamiento de 800 mg/kg de NP de ZnO incrementd
significativamente (P=0.05) la actividad de la catalasa, indicando que esas condiciones de trabajo
favorecen la formacién de H,0, mostrando que la disminucion del tamafio de longitud de la raiz
del maiz es consecuencia del incremento de acumulacién/generacién de H,0; en el tejido. Estos
resultados son similares a los reportados por Zhao et al. (2013) [114] y Mukherjee et al. (2014)
[48] en donde se informd una menor actividad de CAT en plantas de maiz (Zea mays) y guisantes
verdes (Pisum sativum L.) empleando tratamientos con altas concentraciones de NP de ZnO en
el medio de cultivo. En los cuales demostraron que la relacidn entre la actividad de la CAT y las
NP de ZnO estan relacionadas con el aumento de la liberacién de Zn** conforme al incremento
de NP de ZnO en el medio de cultivo; y con Hernandez et al. (2011) [115] que reportaron
incremento de la actividad de CAT en mezquite (Prosopis juliflora-velutina) conforme al

incremento de la concentracion de NP de ZnO empleados.
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Figura 22. Actividad de la catalasa en raiz de plantulas de maiz

5.3 Bioacumulacién y translocacion en la planta de maiz

5.3.1. Translocacion de Pby Zn

En este estudio se determiné la concentracién de Pb y Zn en las partes de las plantulas de maiz
(raiz, tallo y hoja) mediante la utilizacién del equipo de Espectroscopia de Emisién Optica con
plasma acoplado inductivamente (denominado por sus siglas en inglés, ICP-OES); sin embargo,
algunas lecturas presentaron concentraciones menores al limite de deteccién del Pb (<0.01 ppm)
y Zn (<0.01 ppm) por lo que no se muestran los resultados de los factores de translocacion en
algunos tratamientos. Los resultados obtenidos del factor de translocacién de Pby Zn en talloy

hoja de maiz cultivados en invernadero se muestran en las Figuras 23 y 24, respectivamente.

Las concentraciones de Pb en la parte del tallo de la plantula de maiz obtenidos en suelos no
enriquecidos con Pb(NOs), presentaron concentraciones menores del limite de deteccion del
equipo de ICP-OES, por lo cual no se pudo realizar la determinacién del factor de translocacién
correspondiente, pero es posible indicar que su acumulacidn en la parte del tallo es menor de
0.01 ppm con respecto a su acumulacidn en la parte de la raiz, presentado menor riesgo de
acumulacidn en la parte aérea del maiz (tallo) en todos los tratamientos con NP de ZnO (0, 200,
400, 800 Y 1600 mg/kg). Se observé de igual manera que el blanco (0 mg/kg de NP de ZnO) del
suelo no enriquecido con Pb(NO3s), presenté acumulacidén de Pb menor a 0.01 mg/kg. Todas estas
observaciones permiten concluir que el cultivo de maiz en suelo con concentracion de 35 mg/kg
de Pb no representa un riesgo de toxicidad por translocacidn de Pb al tallo de la plantula aun sin

la presencia de los tratamientos con NP de ZnO.
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La concentracidon de Pb en tallo de maiz cultivado en invernadero en suelo enriquecido con
Pb(NOs), fue menor al limite de deteccion del equipo ICP-OES en los tratamientos de 0, 200, 400
y 1600 mg/kg de NP de ZnO, por lo cual, no se les determiné el factor de translocacion. En el
tratamiento con 800 mg/kg se observd un riesgo de translocacion del Pb a la parte aérea (tallo)
de la plantula de maiz; sin embargo, el factor de translocacion obtenido es menor a 1 indicando

gue el tratamiento con NP de ZnO inhibe su translocacion.

A diferencia de las determinaciones de las concentraciones de Pb en los tallos por ICP-OES, las
concentraciones de Zn fueron mayores al limite de deteccion del equipo de ICP-OES, estos
resultados pueden ser consecuencia que el Pb no tiene funcionalidad en el desarrollo o
crecimiento de la plantula a diferencia del Zn que es un nutriente esencial en el crecimiento y
desarrollo del cultivo por su participacién en los procesos de respiracion, sintesis de proteinay
del acido indolacético; y por ser constituyente o activador de enzimas (tales como anhidrasas,
isomerasas, deshidrogenasas, aldolasas, carboxilasas y ribonucleasas) [8], por tal motivo, se

consideraba mayor concentracion de Zn que de Pb en las partes aéreas del cultivo.

Los factores de translocacion de Zn en tallo con respecto a la raiz del maiz cultivado en suelos
enriquecidos y no enriquecidos con Pb(NOs); en invernadero se muestran en la Figura 23. Los
factores de translocacién de tallo mayores a 1 del Zn en los blancos de los suelos, se atribuye a
la forma idnica del Zn?* presente en el medio de cultivo, por la mayor interaccién de movilidad
hacia las partes aéreas de la plantula. El tratamiento de 800 mg/kg de NP de ZnO en suelos
enriguecidos con Pb(NOs), (127 mg/kg) permitieron obtener factores de translocacién en tallo
de Zn menores a 1, lo que puede atribuirse al incrementd de Pb en el medio de cultivo. El factor
obtenido de la translocacion del Zn en tallo en suelo no enriquecido tratado con 200 mg/kg de
NP de ZnO fue significativamente mayor (P=0.05) a los demas tratamientos empleados (0, 400,

800 y 1600 mg/kg). Bandyopadhyay et al. (2015) [116] determinaron los factores de
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translocacidn de Zn en cultivos de alfalfa tras ser expuestos durante 30 dias a 0, 250, 500 y 750
mg/kg de NP de ZnO. Indicaron que la captacion de Zn en tallo fue mayor significativamente
(P<0.05) a bajas concentraciones de NP de ZnO en el medio de cultivo (250 y 500 mg/kg, 106% y
166%, respectivamente) a comparacion con el control. Tal como se observa en los resultados

obtenidos en este estudio.
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Figura 23. Factor de translocacion de Pb y Zn en tallo de maiz

Los factores de translocacion obtenidos de la concentracion de los metales (Pb y Zn) en la hoja
con respecto a la raiz se muestran en la Figura 24. La concentracién de Zn en la hoja de maiz
cultivado en el blanco (tratamiento con 0 mg/kg de NP de ZnO) del suelo no enriquecido con
Pb(NOs), fue menor al limite de deteccién del equipo ICP-OES. En el caso del Pb se observé en la
hoja de maiz concentraciones menores al limite de deteccidn de ICP-OES en los tratamientos con
0, 200, 400 y 1600 mg/kg de NP de ZnO en suelo enriquecido y no enriquecidos con Pb(NOs),.

Por tal motivo, no se calcularon los factores de translocacidn correspondientes.
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Figura 24. Factor de translocacién de Pb y Zn en hoja de maiz

Los factores de translocacidon obtenidos de la concentracion del Pb y Zn de hoja/raiz fueron
menores a 1, a excepcién del factor de translocacién del Zn presente en el tratamiento con 200
mg/kg en suelo no enriquecido; los resultados de ANOVA indicaron que el tratamiento con 200
mg/kg incrementa significativamente su acumulacidn de Zn en las hojas a diferencia de los demas
tratamientos empleados. Esto podria sugerir que el cultivo acumula NP de ZnO y dentro del tejido

vegetal lo libere como Zn?* como ha reportado Dimkpa et al. (2012) [117].

Los bajos factores de translocacién (hoja/raiz) de Zn (<1) a altas concentraciones de NP
empleadas pueden ser explicado por la posible formaciéon de complejos de Zn% con acidos
organicos y posible captacion de Zn en las vacuolas de la raiz y por tal motivo, esté en menor
disponibilidad para el transporte de xilema tal como reportan Straczek et al. (2008) [118], Jiany

Wang (2008) [119].

En la literatura analizada no se han reportado la interaccion de las NP de ZnO y Pb en cultivos de

maiz. Sin embargo, en este estudio se observé que las NP de ZnO inhiben la acumulacién de Pb
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en tallo y raiz del cultivo de maiz que puede ser atribuido a los efectos antagdnicos de estos
metales entre si como reportaron Rizwan et al. (2019) [112] que reportaron disminucién
significativa (0.05) de la concentracion de Cd presente en raiz y tallo conforme al incremento de
la concentracién de NP de ZnO empleado (0, 50, 75, 100 mg/kg) en el medio de cultivo. Debido
a la cantidad adecuada de Zn en suelo o planta que puede interferir con el Cd y reducir su

acumulacién debido a los efectos antagdnicos de estos metales entre si [120].

5.3.2. Translocacion de nutrientes en cultivos de maiz

Se determinaron los factores de translocacién de K, Mg, P, S, Ca, Mn y Fe, debido a que son
nutrientes esenciales en el desarrollo y crecimiento del maiz. Los factores de translocacién de
los macronutrientes y micronutrientes con respecto a la relaciéon tallo/raiz se muestran en las
Figuras 25 y 26, respectivamente; y los factores de translocacién de la relacién de hoja/raiz de

los macronutrientes y micronutrientes se muestran en las Figuras 25 y 26, respectivamente.

El K, Mgy P presentaron factores de translocacion mayores a 1 en relacién tallo/raiz en todos los
tratamientos con NP de ZnO tanto en suelo enriquecido y no enriquecido con Pb(NOs), a
excepcion del Mg en suelo enriquecido tratado con 200 mg/kg de NP de ZnO. Se observé
disminucion significativa (P=0.05) de los factores de translocacién (tallo/raiz) del Mg con
respecto al blanco en suelos enriquecidos con Pb(NOs); tratados con NP de ZnO (200 a 1600
mg/kg) e incremento significativo en suelos no enriquecidos con Pb(NOs), con los tratamientos
de 200 y 1600 mg/kg de NP de ZnO sugiriendo que el tratamiento con NP de ZnO (200 y 1600
mg/kg) en suelo con concentracidén de 35 mg/kg de Pb favorece a los mecanismos de absorcidn
del Mg en el cultivo y su translocacidn a las partes aéreas. Peralta et al. (2018) [68] reportaron
que los tratamientos con NP de ZnO en soja redujeron significativamente (P<0.05) la

acumulacion de Mg en raiz con respecto a su control); dichos resultados no concuerdan con lo
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obtenido en el estudio ya que en suelos enriquecidos se observd acumulacion de Mg
principalmente en raiz, pero en suelos no enriquecidos se observa el comportamiento reportado
por Peralta et al. (2018) [68]. Se ha reportado que la acumulacidn de NP de ZnO en la superficie
de la raiz, impide la absorcidén del Mg por los canales idnicos selectivos de transporte [121].
Considerando lo reportado en la literatura, se concluye que el incremento de la concentraciéon
de Pb en el medio de cultivo inhibe la acumulacién de las NP de ZnO en la raiz, por consecuencia,

se incrementd la acumulacién de Mg en la planta.

El S y Ca no presentaron factores de translocacidon (tallo/raiz) mayores a 1, no se observé un
incremento significativo (P=0.05) con respecto a los blancos en ninguno de los tratamientos
empleados con NP de ZnO tanto en suelos enriquecidos como no enriquecidos con Pb(NOs),, lo
cual nos permite concluir que los tratamientos con NP de ZnO en suelos con Pb (35 y 127 mg/kg)
no afectan la absorcion y acumulaciéon de Ca y S en el cultivo de maiz (calidad nutrimental de Sy
Caen el cultivo). Dicho efecto de las NP de ZnO en la acumulacién de Sy Ca es similar al reportado

por Zhao et al. (2015) [114].

Se observd disminucién significativa (P=0.05) del factor de translocacion (hoja/raiz) del K en
suelos enriquecidos con Pb(NOs), en presencia de los tratamientos de las NP de ZnO (200 a 1600
mg/kg) y en suelos no enriquecidos con Pb(NOs), tratado con 200, 400 y 1600 mg/kg de NP de
ZnO con respecto al blanco indicando que la utilizacién de estos tratamientos con NP de ZnO

inhiben la translocacién de K a los brotes de la plantula.

Los resultados indicaron que la translocacién de P en la hoja de maiz no presentd diferencias
significativas en suelos enriquecidos con Pb(NOs), en ninguno de los tratamientos con NP de ZnO

(200 a 1600 mg/kg); sin embargo, se incrementd significativamente en suelo no enriquecido
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tratado con 200 mg/kg de NP de ZnO. Indicando que la absorcién y translocacién del P en el

cultivo de maiz en suelos con 35 mg/kg es favorecida a bajas concentraciones de NP de ZnO.

Los resultados indicaron que el factor de translocacién del Fe de la relacion tallo y hoja con
respecto a la raiz de los cultivos de maiz sembrados en suelos enriquecidos y no enriquecidos
con Pb(NOs); en invernadero fueron menores a 1, no presentd diferencias significativas (P=0.05)
en ninguno de los casos, lo que indicé que los tratamientos con NP de ZnO y la presencia de Pb
(35y 127 mg/kg) no afecta a la acumulacién de Fe ni su transportacion a las partes aéreas de la

plantula de maiz.

A diferencia de las observaciones del Fe, el Mn presenté variacién en el factor de translocacién
tanto en tallo y hoja, incrementd significativo (P=0.05) en suelos enriquecidos con Pb(NOs), con
los tratamientos de 200 y 1600 mg/kg de NP de ZnO; y en suelos no enriquecidos con Pb(NOs),
empleando los tratamientos de 400 y 1600 mg/kg de NP de ZnO, lo cual indicd que estas
concentraciones de NP de ZnO permiten incrementar la translocacién de Mn en las partes aéreas
de la plantula de maiz sin presentar riesgo de translocacion a los brotes del cultivo debido a que
sus factores de translocacidon eran menores a 1 en todos los casos, tal como se muestran en las

Figuras 27 y 28.

Los resultados obtenidos en este estudio no corresponden a lo reportado por Peralta et al.
(2018) [68]. Debido, a que Peralta et al. (2018) [68] indicaron que los tratamientos con NP de
ZnO (50, 100 y 500 mg/kg) en soya reducen significativamente (P<0.01) con la acumulacién de
Fe en las hojas a consecuencia del exceso de Zn?* en el tejido que se enlaza a las proteinas
desplazando a otros iones, como el Fe?*, pero se observa acumulacién principalmente en raices
del cultivo. Sin embargo, en el estudio realizado se observd que los tratamientos de NP de ZnO

no afectan la acumulacién de Fe en los cultivos de maiz. Ademas, Peralta et al. (2018) [68]
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reportaron que las concentraciones de Mn en raiz de soya se incrementaron con el tratamiento
intermedio de NP de ZnO (100 mg/kg), este comportamiento puede atribuirse a la necesidad de
Mn por la planta, de igual forma se observa en los resultados que la acumulacién de Mn es

incrementada por concentraciones bajas de NP de ZnO.
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5.3.3. Factor de bioacumulacién de Pby Zn

En este estudio solo se reportd la bioacumulacién de Pb y Zn, a consecuencia de que solo se
realizé la determinacion de ambos metales en cada suelo obtenido de los tratamientos
empleados en ambos tipos de suelo a nivel invernadero; por tal motivo, solo se muestran los
factores de bioacumulacién de Pb y Zn en el Figura 29. Los resultados obtenidos se trataron
mediante andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba t de Student indicaron que el factor de

bioacumulacién de Zn no presenté diferencias significativas (P=0.05) con respecto a los blancos
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bajo ninglin tratamiento empleado de NP de ZnO (200 a 1600 mg/kg). Sin embargo, se observo
en el caso del Pb un incremento significativo (P=0.05) en suelo enriquecido con Pb(NQOs); en los
tratamientos de 400y 800 mg/kg de NP de ZnO con respecto al blanco; y disminucidn significativa
(P=0.05) en el tratamiento de 1600 mg/kg bajo las mismas condiciones de crecimiento. Se
observé disminucion significativa (P=0.05) de Pb empleando los tratamientos con NP de ZnO en
suelos enriquecidos con Pb(NOs),. Estos resultados indican que la planta de maiz absorbe
principalmente en la raiz Pb que Zn. Ademds, se puede apreciar que los tratamientos con NP de
ZnO inhiben principalmente la absorcidn de Pb en raiz del maiz cultivado en suelos con
concentracidn de Pb de 35 mg/kg que en los suelos con Pb de 127 mg/kg que en dicho caso se
observo su disminucion de absorcion principalmente en el tratamiento con 1600 mg/kg, esto

puede ser causado por efecto de la presencia de las NP en el medio del crecimiento.
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Figura 29. Factor de bioacumulacion de Pb y Zn
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5.4 Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos de los experimentos realizados en este proyecto se usaron para realizar el
analisis de componente principal (ACP). Se elaboraron dos ACP, el primero se obtuvo empleando
los datos obtenidos de los andlisis de concentracion total de Pb y Zn en los suelos enriquecidos
y no enriquecidos con Pb(NQs),; concentracidn de Pb, Zn, K, Mg, Ca, P, S, Fe y Mn en la raiz del
maiz; y sus respectivos factores de translocacién de la relacidn tallo/raiz; y el factor de
bioacumulacién de Pb en los suelos enriquecidos con Pb(NOs),; los resultados se muestran en la
Tabla 18, se elaboré este ACP con el objetivo de comprender el efecto del Zn en la inhibicidn de
la acumulacidn de nutrientes (macro y micro nutrientes) y de Pb en el cultivo de maiz. El segundo
ACP se elabord con la finalidad de comprender el efecto de las nanoparticulas de ZnO en la
acumulacién de los nutrientes y plomo, y su efecto en el medio de cultivacion, se obtuvo a partir
de los datos obtenidos de concentracién total de Pb y Zn en los suelos enriquecidos y no
enriquecidos con Pb(NOs),; pH, concentracién de Pb, Zn, K, Mg, Ca, P, S, Fe y Mn en la raiz del
maiz; y el factor de bioacumulacidn de Zn, en los suelos enriquecidos y no enriquecidos con
Pb(NQOs),; los resultados se muestran en la Tabla 19. Los resultados obtenidos sugieren que el
incremento de pH en el suelo empleado y el incremento en la acumulacién de Zn en la raiz
dependen del incremento de la concentracién de las NP de ZnO. Estos resultados no
corresponden a lo reportado por Waalewijn-Kool et al. (2013) [122], que indicaron que el
aumento del pH en suelos disminuye la concentracién de Zn soluble liberado de las NP de ZnO,
los resultados del estudio realizado corresponden con lo reportado por Baddar y Unrine (2018)
[123] indicaron que los tratamientos con concentraciones elevadas de NP de ZnO en cultivos

incrementan la acumulacion de Zn en las plantulas.
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Se observd que la acumulacion de Zn en la raiz disminuye la concentracion de Mn, P y Fe; e
incremento de concentracion de K en la raiz del cultivo en ambos medios de cultivo. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Amezcua et al. (2017) [124] que indicaron que la
absorcién y acumulacion de Zn en exceso resulta téxica para las plantas porque ocasiona un
desbalance metabdlico generalizado en las células a consecuencia que el exceso de Zn es capaz
de reemplazar o inhibir la funcidn de otros elementos esenciales como el Fe y Mg disminuyendo
su concentracidn en el cultivo; y disminuye la concentracién de Mn y P en las raices, por la
competicion e interferencia del Zn en la absorcién de estos en la raiz. Ademas, se observo que la
concentracién de Pb disminuye conforme se incrementa el factor de bioacumulacién de Zn en el

cultivo de maiz.

Tabla 18. Matriz de componentes principales de bioacumulacion de Pb en cultivo

CP1 CP2 CP3 CP4
MgRaiz(sE) -.957 - - -
FTMgralio(sE) .942 - - _
FTCaralio(se) .927 - - -
CaRaiz(s) -.872 - - -
FTPralio(se) .809 - - -
FTZNntaio(sg) 711 - - -
FTKrailo(sE) .689 - - _
MnNRaiz(se) - .982 - -
Zn(sg) - -.964 - -
Pb(sg) - -.949 - -
ZNRaiz(sE) - -.837 - -
FTFeralio(se) - -.783 - -
FeRaiz (k) -.556 .740 - -
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FTPbralio(se) - - -.987 -
FBAPbsg) - - -.987 -
FTSralio(sg) - - .799 -

SRatz (SE) - - -.729 -

FTMnTaiio(se) - - - .995

Kraiz (sE) - - - -.812
Praiz (sg) - 611 - -.710

*FBAPb: Factor de bioacumulacion de Pb
*FT: Factor de translocacién
*SE: Suelo enriquecido con Pb(NO3):
Método de rotacidn Varimax, *CP: Componente Principal
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Tabla 19. Matriz de componentes principales de bioacumulacion de Zn en cultivo

CpP1 CP2 CP3 CP4
ZNRaiz(sE) .990 - - -
Zn (s .987 - - -
Znesne) .974 - - -
ZNRaiz (SNE) .961 - i i
MNRaiz(se) -.920 - - -
pPH(sne) .866 - - -
Pb(sg) .862 - - -
pHsg) .671 - - -
Feraiz (snE) -.632 -.630 - -
Pbraiz (sg) - -.938 - -
FBAZH(SNE) - 911 - -
FBAZn(SE) - .899 - -
MEgRaiz (sNE) - -.857 - -
Kratz (sE) - .826 - -
Praiz (sg) -.628 713 - -
KRraiz (snE) -.658 .690 - -
Pbraiz (sng) - - .924 -
Praiz (snE) - - .890 -
SRaiz (SE) - - .884 -
SRaiz (SNE) - - 874 -
MnNRaiz (sNE) -.586 - .746 -
Caraiz (sNE) -.606 - .728 -
Caraiz (se) - - - .959
Mgraiz (k) - - - .861
Feraiz (sg) -.516 - - .837
Varianza (%) 42.140 28.931 20.078 8.851

*FBAZn: Factor de bioacumulacién de Zn

*SE: Suelo enriquecido con Pb(NOs):

*SNE: Suelo no enriquecido con Pb(NOs3)2
Método de rotacion Varimax

*CP: Componente Principal



CONCLUSIONES

En la etapa de germinacién (7 dias), la aplicacién de los tratamientos de NP de ZnO de 100 a 3200
mg/kg reduce la tasa de germinacion de las plantulas de maiz (Zea mays) amarillo y los

tratamientos con ZnCl, sugieren que es atribuido a la alta concentracién de Zn?*.

En la etapa de desarrollo (7 dias), el maiz blanco en el suelo no enriquecido con Pb (35 mg/kg)
incremento su altura de 19-29% con el tratamiento de NP de ZnO de 100 a 1600 mg/kg, por otro
lado, el maiz amarillo presentd un decremento en su desarrollo con los tratamientos de NP de

Zn0 en suelo enriquecido con Pb y no enriquecido.

Las concentraciones en suelo de Zn* de 3200 mg/kg afectan negativamente en el desarrollo de

maiz blanco y superiores a 200 mg/kg el crecimiento de maiz amarillo.

En la etapa de prefloracidon (60 dias), las plantas de maiz blanco presentaron mejor desarrollo en
el suelo enriquecido con Pb (127 mg/kg) con la adicién de NP de ZnO 200-1600 mg/kg,

principalmente a 400 mg/kg.

Los tratamientos de 200 a 400 mg/kg de NP de ZnO en suelos no enriquecidos y enriquecidos
con Pb, respectivamente incrementaron la concentracién de pigmentos fotosintéticos en la

plantula de maiz.

Los tratamientos de NP de ZnO (200 a 1600 mg/kg) no incrementaron significativamente
(P=0.05), la concentracién de H,0; en las raices de los cultivos de maiz bajo las condiciones

estudiadas (suelo enriquecido y no enriquecido).
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Los tratamientos con NP de ZnO (200 a 1600 mg/kg) no afectaron significativamente la calidad
nutrimental de Fe, S y Ca en los cultivos de maiz bajo las condiciones estudiadas. Inhiben la

acumulacién de Mgy P en la raiz conforme al incremento de la concentracién de NP empleada.

El tratamiento con NP de ZnO a 800 mg/kg incrementan la acumulacién de Pb en el cultivo (raiz,
tallo y hoja) de maiz, lo cual su implementacién representa un riesgo de ingreso en la cadena
tréfica. Los demds tratamientos con NP de ZnO bajo las condiciones estudiadas no incrementan

la acumulaciéon de Pb en la plantula de maiz.

El tratamiento con 400 mg/kg de NP de ZnO permite el incremento de biomasa y longitud de las
partes de las plantulas de maiz (raiz, tallo y hoja) no afecta la acumulacién de nutrientes (Ca, S,
Fe, Mn, Mgy Zn) e incrementa la acumulacion de Pb en las raices con respecto a lo acumulado a
la parte aérea, indicando que es un tratamiento adecuado en suelos enriquecidos con Pb (127
mg/kg) que causa la inhibicion de acumulacidn y translocacion de Pb en las partes aéreas de la
plantula de maiz y que no afecta significativamente su calidad nutricional, por lo cual se concluye

que la hipdtesis de este estudio se cumplid.

El tratamiento con NP de ZnO a 400 mg/kg permite la obtencién de maiz en etapa de prefloracion
(nivel invernadero) con elevada altura y alta concentracion de biomasa por consecuencia de su
inhibicion del estrés con Pb en la actividad de catalasa y formacién de clorofila (a) bajo las

condiciones estudiadas.

El tratamiento con NP de ZnO a 400 mg/kg permite la obtencién de cultivo de maiz con
concentracién de Pb menor a 0.01 mg/kg en las partes aéreas e incrementa su acumulacién en
raiz por la inmovilizaciéon de Pb en suelo; por lo cual, este tratamiento es adecuado para la
disminucién de riesgo de ingesta de Pb en cultivo de maiz y uso de enmienda en suelo

enriquecido con Pb.
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Como bien se observd los resultados obtenidos de la evaluacion de las NP de ZnO en las dos
diferentes variedades de maiz implementadas (blanco y amarillo) difieren en la germinacion y
desarrollo de la pldntula, por tal motivo, se sugiere realizar un estudio mas afondo del efecto de
las NP de ZnO en las diferentes variedades de maiz cultivadas en México bajo las condiciones

empleadas en este proyecto.
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