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Resumen

En la actualidad existen materiales de gran interés de estudio debido a su tamafio y a las aplicaciones
que pueden tener debido a sus propiedades. Podemos sefalar los nanomateriales, que pese a sus
multiples usos, se desconocen muchos de sus efectos en los organismos vivos. Debido a esto, la
nanoecotoxicologia ha surgido para proporcionar informaciéon sobre los efectos negativos de estos
materiales en las plantas debido a la gran importancia de éstas en la vida diaria de estos organismos.
Por ello, en el presente trabajo se estudiaron algunos de los efectos de las nanoparticulas (NP’s) sobre
plantas de gran interés alimentario y comercial en la zona del bajio. El efecto de NP’s de ZnO se
determiné en plantas de girasol analizando su aspecto, el porcentaje de germinacion, el crecimiento de
raiz y tallo, asi como su composicion quimica por medio de técnicas espectrofotométricas como
Fluorescencia de Rayos X (XRF) y Tomografia Coherente Optica (OCT). Los resultados indicaron que
conforme se aumentd la concentracion de las NP’s, la intensidad del pico de Zn en XRF aumento,
probablemente indicando que la planta absorbe las NP’s. Dicha absorcion puede ser explicada por
medio de la técnica OCT donde se aprecidé una saturacién de la sefial debido al metal presente. Sin
embargo, a altas concentraciones el efecto en el crecimiento era negativo.

Abstract

Now days, there is an increasing interest in nanomaterials due to their size and the application that they
could have due to their properties. Despite its wide range of uses, the effects that they could have on the
living organisms are still unknown. There for, a new field of research has emerged to obtain all this
information, this new field is call nanoecotoxicology and its particular interest are the effects of these
materials on plants due to the importance in daily life of organisms. There for, in this research we studied
some of the effects that nanomaterials (NM’'s), especially nanoparticles (NP’s), had on plants of great
interest in the area. All these effects were measured on sunflower plants using NP’s of ZnO at different
concentration analyzing their physical and chemical aspect with the help of X Ray Fluorescence
spectroscopy (XRF) and Optical Coherence Tomography (OCT). As we increased the concentration of
the NP’s, we could appreciate how the plant absorbed these materials as we saw it with the help of XRF.
This absorption can be explained with the help of the OCT technique, where we appreciated saturation
on the signal due to the metal in the plant. At the end, we could see that in high concentration they
affected their grown.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios la nanociencia se ha
convertido en una de las areas prioritarias en el
desarrollo cientifico y  tecnologico. La
Nanotecnologia tiene su fundamento en el estudio
de los fendmenos ocurridos en la nanoescala y en
los llamados nanomateriales (NM’s). [

Los NM’s son una nueva clase de materiales en
donde por lo menos una de sus dimensiones se
encuentran dentro del rango de 1 y 100 nm. De
acuerdo al numero de dimensiones que se
encuentren dentro del régimen nanométrico la
clasificacion que se le dar4. Nosotros nos
enfocaremos en la dimensién cero donde sus tres
dimensiones se encuentran dentro del rango
nanomeétrico, tal es el caso de las NP's.

Aunque en las Ultimas décadas ha surgido gran
interés por el estudio de estos materiales, estos ya
existian desde siglos atras.

Las NP’s especificamente, han existido en el
planeta por siglos y son utilizados con mayor
frecuencia las metalicas debido a que poseen
propiedades intersantes con aplicaciones en
diversas areas tecnoldgicas. 4

Un ejemplo son las NP’s de ZnO, las cuales tienen
una gran gama de aplicaciones biolégicas como
sensores y marcadores biologicos, liberadores de
farmacos; y tecnolégicas como celdas solares,
fotocataliticas, fotoluminiscentes y sensores.
Podemos destacar sus propiedades de bloqueo de
rayos ultravioleta (UV).

En los dltimos afios, el uso de la nanotecnologia
ha incrementado de forma significativa. Al mismo
tiempo que estos materiales son introducidos al
mercado se genera la formacion de residuos que
presentan una forma de contaminacion al medio
ambiente. Mediante procesos de biomagnificacion
y bioacomulacién, dichos residuos entran en la
cadena trofica, entrando en contacto con
organismos vivos como el hombre. Actualmente
existe poca informacién acerca del destino,
transporte e impacto de estos materiales en la
salud humana y en el ambiente. Con base a esto
se han creado centros de investigacion dedicados
al estudio de la toxicologia de la nanotecnologia a
fin de que estos procesos sean mas seguros para
el hombre y el medio ambiente. Por ello, el

presente trabajo pretende aportar conocimientos
en el area de la nanotoxicologia, especificamente
utilizando como modelos plantas de girasol. La
informacion obtenida podra servir en un futuro
para la elaboracion de politicas publicas para el
manejo de estos materiales.

MATERIALES Y METODOS

Efecto de la presencia de NP’s metalicas en
la germinacion y crecimiento del girasol

Se prepararon suspensiones de 0, 50, 100, 400,
800 y 1600 ppm, usando las NP's de ZnO
previamente preparadas, las cuales se sonificaron
para asegurar que se disolvieran de acuerdo al
trabajo de Lin y Xing. B!

En un ambiente estéril se coloraron 30 semillas en
el fondo una caja Petri sobre un papel filtro con
2.5mL de la suspensién de NP’s, se cubrieron con
un segundo papel filtro, se adicion6é 2.5mL de la
suspension y 10 gotas de una solucién antibiética-
antimicotica al 10%. Se envolvieron con papel
aluminio y se dejaron en un cuarto a 20°C por 8
dias. Esto se realizO para cada una de las
suspensiones de NP’s y por triplicado.

Al término del tiempo se midieron las plantulas
obtenidas de cada tratamiento con apoyo de un
Vernier, midiendo la parte correspondiente al tallo
y la raiz. Al obtener todas las medidas de las
plantulas se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA
comenzando con la hipétesis nula de que las NP’s
no tuvieron efecto en el crecimiento de las
plantulas. Se calculd el porcentaje de germinacion
(%G) usando la ecuacion (1), el porcentaje de
germinacion relativa (%RG) usando la ecuacion (2)
y el cambio de germinacion (%GC) usando la
ecuacion (3).

%G = No.de semillas germinadas
- No. total de semillas

X 100 (1

WRG = % en tratamiento ¥ 100 )
~ %G en control @

%GC = %RG en tratamiento — %RG en control (3)

Se seleccionaron 10 tallos y 10 raices de cada
tratamiento, se coloraron en sobres y se
introdujeron en un horno a 70°C por dos dias.
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Cuantificacion de Zn en tejido de plantula
seca

La cuantificacion de Zn en los tejidos de plantula
se realizd6 por medio de espectroscopia de
Fluorescencia de Rayos X (XRF) con un equipo de
Epsilon 3XLE. Con los tallos y raices secas, se
seleccionaron aleatoriamente un tallo y una raiz de
cada tratamiento. La muestra seleccionada fue
colocada en un portaobjetivos de silicio y se
introdujo en el equipo para analizar su
composicion elemental. Una vez obtenida se uso
como base para analizar el resto de las muestras
bajo el mismo esquema.

Analisis del efecto de las NP’s en tejido de
plantula fresca por Tomografia de
Coherencia Optica

Se realiz6 por la técnica de Tomografia de
Coherencia Optica (OCT, por sus siglas en inglés)
observando los tejidos de plantulas frescas del
control, 400, 800 y 1600 ppm de las NP’s de ZnO
para determinar el lugar donde se depositaron las
NP’s a lo largo del tejido. Para un analisis mas
detallado se realizaron cortes transversales de los
controles de la muestra de 1600 ppm uno al lado
del otro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la presencia de NP’s metalicas en
la germinacién y crecimiento del girasol

Al realizar los calculos de los datos se determiné
un valor de distribucién F, tanto para la raiz como
para el tallo y se obtuvieron los valores de 6.6540
y 8.4059, respectivamente. Para la prueba F se
utilizaron valores de confiabilidad desde 0.1 hasta
0.001, obteniendo un valor en la prueba de 3.78.
Este valor es menor a la distribucion por lo que por
medio del grafico de Fisher y con base en los
céalculos, podemos rechazar la hipétesis nula, es
decir, las NP’s si tuvieron un efecto en el
crecimiento de la plantula. ™M Por medio del método
de Tukey se determiné que tratamiento tuvo mayor
efecto en la germinacién, obteniendo los
agrupamientos mostrados en la imagen 1 para la

raiz y la 2 para el tallo. En la imagen 1 podemos
apreciar que los tratamientos con concentraciones
de 200 y 800 ppm disminuye el crecimiento de la
raiz con respecto al control obteniendo el uUltimo
agrupamiento. Por otra parte, las concentraciones
de 50, 100 y 400 ppm favorecieron el crecimiento
de la raiz. De acuerdo a la imagen 5, los
tratamientos que impidieron le crecimiento fueron
los de 100 y 800 ppm.

En los tratamientos hubo plantulas que se
consideraron como no germinadas de acuerdo
Brevis Acuna [, donde se considera como
germinadas aquellas plantulas cuyo tallo fuera
mayor a 5 mm. Con base en esto se obtuvo el %G,
%RG y %GC de cada uno de los tratamientos, los
cuales se muestran en la tabla 1.El signo positivo
de %GC indica que este parametro mejor6 la
velocidad de germinacion de la plantula, esto se
observd en la mayoria de los tratamientos a
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IMAGEN 1: Andlisis obtenido a partir del método Tukey donde se
muestra los agrupamientos en orden al impacto que tuvieron las

diferentes concentraciones de NP’s en el crecimiento de la raiz.
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IMAGEN 2: Analisis obtenido a partir del método Tukey donde se
muestra los agrupamientos en orden al impacto que tuvieron las
diferentes concentraciones de NP’s en el crecimiento del tallo.
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excepcion de 100 y 1600 ppm.

Tabla 1.
Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Trag;g;qe)nto Germ(ijr?acién Germ?r?gcién ° C;:n b.IO
(%) Relativa Germinacion
(RG%) (GC%)
0 90.00 100 0
50 94.44 104.94 4.94
100 88.89 98.77 -1.23
200 94.44 104.94 4.94
400 93.33 103.70 3.70
800 91.11 101.23 1.23
1600 74.44 82.72 -17.28

Cuantificacion de Zn en tejido de plantula
seca

La base con la que se analizé cada una de las
muestras fue obtenida a partir del analisis de la
raiz y del tallo de control, de los elementos que
dieron mayor numero de cuentas, es decir, mayor
sefial. En la imagen 3 y 4, se muestran los
resultados obtenidos de este andlisis en laraiz y el
tallo, respectivamente. Como podemos observar,
conforme aumenta la concentracion de las NP’s,
se observa que la sefial del Zn también va
aumentando por lo que la plantula va absorbiendo
mayor cantidad de Zn. Los tratamientos donde
ocurre lo contrario son los de 100 y 1600 ppm.
Esto debido que posiblemente las NP’s no
permitieron el crecimiento de la plantula, asi
evitando que absorbiera mayor cantidad de Zn y
tuvieran un comportamiento hormesis.

Analisis del efecto de las NP’s en tejido de

plantula  fresca por Tomografia de

Coherencia Optica

La técnica OCT nos permitio observar los tejidos
de la plantula seca y ver si efectivamente la NP se
encontraba en estos mediante una imagen. Si
bien, esta técnica no nos dio una imagen detallada
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IMAGEN 3: Andlisis realizado por XRF en una muestra seca de raiz de
una plantula de girasol donde se observa la variacion del Zn a
diferentes concentraciones de NP’s con base a sus picos Ka1 a 8.6 keV
v Ke1a 9.4 keV
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IMAGEN 4: Anélisis realizado por XRF en una muestra seca del tallo
de una plantula de girasol donde se observa la variacion del Zn a
diferentes concentraciones de NP’s con base a sus picos Ka1 a 8.6 keV
v Ke1a 9.4 keV

de la NP, ya que no permite ver estructuras de
este orden. Sin embargo, si nos permitié observar
donde se encontraban las NP’s en el tejido de la
plantula, dado que esta técnica nos permite
realizar cortes de la muestra y ver el interior de
ésta. En las imagenes 5 y 6 podemos observar los
resultados obtenidos para la raiz y el tallo,
respectivamente.

La imagen 6 a), corresponde al analisis del
tratamiento de control del tallo, observamos que
los tejidos de la plantula se pueden apreciar pero
no se ven continuos y se ven algo borrosos.
Ademas, podemos apreciar la profundidad con la
gue penetrd el haz es relativamente grande. En la
imagen 6 b) observamos que os tejidos de la
plantula se ven méas continuos y con mayor brillo,
esto debido a que las NP’s intensifican las sefiales
de estos, ademas de que la profundidad de
penetracion del haz es menor, en comparacion
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IMAGEN 5: Andlisis realizado por la técnica OCT donde se aprecia la
variacion de absorcion de Zn en los tejidos de la raiz a diferentes
concentraciones de NP’s: a) 0 ppm, b) 400 ppm, c) 800 ppm y d) 1600 ppm. Al
comparar las imagenes podemos observar como la sefial se va haciendo
mas clara y continua conforme se aumenta la concentracion de las NP’s.

con la del control debido a una saturacion de las
sefiales. Esta saturacion se debe la presencia de
metal. Esto nos indica que las NP’s se
depositaron a lo largo del tejido de la plantula. Si
analizamos cada imagen, conforme va
aumentando la concentracion de las NP’s en la
plantula tanto para la raiz como para el tallo, se va
observando este efecto de mayor continuidad en
los tejidos, mayor brilo de estos y menor
profundidad del haz en la muestra.

CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos podemos
observar que las NP’s si tuvieron un efecto en las
plantulas, desde su germinacién hasta su
crecimiento tanto en tallo como raiz en los limites
de las concentraciones empleadas; ademas de
gue se depositaron a lo largo de todo el tejido de la
plantula.
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