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Sintesis y evaluacion de eficiencia de nanofertilizantes fuente de fosforo
Erika Miranda Villagomez, D. C.
Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN

En esta investigacion se realizo la sintesis de nanoparticulas cargadas con P y
K a partir de fosfato de potasio monobasico (KH2POa4) con polimeros naturales
(gelatina tipo B, gelatina tipo A y alginato de sodio), en un equipo Nano Spray
Dryer B-90. Tanto con la gelatina tipo B como con el tipo A se obtuvieron
particulas cuasi esféricas con tamafio promedio de 682 y 865 nm,
respectivamente; con el alginato de sodio, las nanoparticulas resultantes
tuvieron mejor forma (esférica) y menor tamafio (600 nm). Entre el KH2POa y el
alginato se muestra una interaccién en los puentes de hidrégeno entre los grupos
carboxilicos del carbohidrato y los grupos OH~ del anién H2PO4~, mientras que la
gelatina se encuentra interaccionando con los grupos OH~y con el anion H2PO4~
. Se determind el tiempo de liberacion de P y K en agua destilada. La liberacion
de P y K en las nanoparticulas con gelatina tipo A fue creciente y constante
después de 24 y 72 h, respectivamente. La adicidén de tripsina en las soluciones
en agua destilada de las nanoparticulas recubiertas con gelatina tipo A aumento
tres veces la concentracion de P en solucion, mientras que la de K fue 2.6 veces
mas alta. La adicion de a-amilasa a soluciones en agua de nanoparticulas de
alginato de sodio, aumentd las concentraciones de P y de K en solucién cerca
de 1.3 y 1.1 veces, respectivamente. Las nanoparticulas cargadas con KH2POa4
que mostraron un menor tamafio y mejor formacion esférica fueron las cubiertas
con alginato de sodio; mientras que las cubiertas con gelatina A mostraron mayor
uniformidad en cuanto a forma y tamafio. En un segundo ensayo se evalué la
eficiencia de las nanoparticulas cargadas con KH2PO4 y cubiertas con gelatina
tipo A como fuente de P, en el crecimiento, absorcibn y acumulacion de
macronutrimentos y parametros relacionados con fotosintesis en plantas de
arroz (Oryza sativa L. ssp. indica) cv. Morelos A-2010, bajo condiciones de
invernadero. Se trataron las plantas durante 14 dias con concentraciones de P
del 50 y 100% de las establecidas en la solucion Yoshida, a partir de KH2POa,
nano-KH2PO4 y nano-KH2PO4 con adicion de tripsina; adicionalmente se tuvieron
dos testigos (agua destilada y el polimero gelatina tipo A). Las soluciones fueron
renovadas cada 7 d. Se observoé que las plantas de arroz tuvieron una absorcion
diferencial de P en funcion de la fuente de éste. El P suministrado a partir de
KH2POastuvo una tasa de absorcion méas alta que el P ofertado a partir de nano-
KH2POa4, solo o con tripsina. Sin embargo, la oferta de P como nano-KH2PO4
promovié una mayor eficiencia fisiol6gica del vastago y la raiz para P, lo que se
tradujo en su mayor acumulacion en estos 6rganos. La concentracion de P en
vastago de P, asi como su acumulacion en vastago y raices se relacion6
positivamente con la tasa fotosintética. Asimismo, el tratamiento con nano-
KH2POa4 incremento la eficiencia instantanea del uso del agua en las plantas de
arroz.

Palabras clave: Nanoparticulas, biopolimeros, tiempo de liberacion, eficiencia

fisiolégica, eficiencia de absorcion de P, concentracibn y acumulacion
nutrimental.



Synthesis and evaluation of the efficiency of nanofertilizers source of
phosphorus
Erika Miranda Villagbmez, D. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

In this research the synthesis of nanoparticles loaded with P and K from
monobasic potassium phosphate (KH2PO4) with natural polymers (gelatin type B,
gelatin type A and sodium alginate) was carried out with the help of a Nano Spray
Dryer B-90. With gelatin type B and type A, quasi spherical particles with an
average size of 682 and 865 nm respectively were obtained; With sodium
alginate, the resulting nanoparticles had better shape (spherical) and smaller size
(600 nm). Between the KH2PO4 and the alginate an interaction is shown in the
hydrogen bonds among the carboxylic groups of the carbohydrate and the OH-
groups of the anion H2PO4, while the gelatin is interacting with the OH- groups
and with the anion H2PO4. The time of release of P and K in distilled water was
determined. The release of P and K in the nanopatrticles with gelatin type A was
increasing and constant after 24 and 72 h, respectively. The addition of trypsin in
the solutions in distilled water of the nanoparticles coated with gelatin type A,
increased three times the concentration of P in solution, while that of K rose 2.6
times. The addition of a-amylase to water solutions of sodium alginate
nanoparticles increased the P and K concentrations in solution by about 1.3 and
1.1 times, respectively. The nanoparticles loaded with KH2PO4 that showed a
smaller size and better spherical formation were those coated with sodium
alginate; while those coated with gelatin type A showed greater uniformity in
shape and size. A second assay evaluated the efficiency of KH2POas-loaded
nanoparticles coated with gelatin type A as a source of P on the growth, uptake
and accumulation of macronutrients and parameters related to photosynthesis in
rice plants (Oryza sativa L. ssp. indica) cv. Morelos A-2010, under greenhouse
conditions. Plants were treated for 14 days at concentrations of 50 and 100% of
those established in the Yoshida nutrient solution, from KH2POas, nano-KH2PO4
and nano-KH2PO4 with addition of trypsin. Additionally two controls (distilled
water and gelatin type A polymer) were included. The nutrient solutions were
renewed every 7 d. It was observed that rice plants exhibited a differential
absorption of P depending on the source of this one. The P supplied from KH2PO4
has a higher absorption rate than the P provided from nano-KH2POa, alone or
with trypsin. However, the supply of P as nano-KH2POs4 promoted greater
physiological efficiency of the stem and root for P, which translates into its greater
accumulation in these organs. The concentration of P in stem of P, as well as its
accumulation in stem and roots was positively related to the photosynthetic rate.
Also, the treatment with nano-KH2POa4 increased the instantaneous efficiency
water use in the rice plants.

Keywords: Nanoparticles, biopolymers, release time, physiological efficiency, P
absorption efficiency, nutrient concentration and accumulation.
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INTRODUCCION GENERAL

Panorama general de los fertilizantes: fosforo y potasio

Los fertilizantes son compuestos quimicos empleados para promover el
crecimiento de plantas y frutas, y por lo general se aplican al suelo (absorcién
por las raices de las plantas), o via foliar (absorcion a través de las hojas)
(Corradini et al., 2010). Estos se clasifican en orgéanicos e inorganicos. Los
organicos son derivados de productos vegetales o animales y los inorganicos
son aquellos obtenidos de procesos quimicos desarrollados a escala industrial

(Dominguez, 1997).

La aplicacién de fertilizantes en la agricultura busca la eficiencia agronémica, el
manejo sustentable de los insumos y del propio sistema de produccion. En los
enfoques de la agricultura sustentable, el componente ambiental debe
considerar el impacto de los fertilizantes en el sistema de produccion cuando no
son absorbidos por la planta (Roberts, 2008). Los fertilizantes sintéticos en
particular, tienen un gran potencial para contaminar el suelo, agua y aire; por lo
que en los ultimos afios, se han hecho muchos esfuerzos para minimizar estos
problemas con las practicas agricolas y el disefio de los nuevos fertilizantes

mejorados (Siddiqui y Al-Whaibi, 2014).

De acuerdo con la FAO (2015), el consumo mundial de fertilizante (N+P20s5+K20)
se estim6 en 190.7 millones de toneladas en 2015. Si se considera un
crecimiento anual sucesivo en la demanda de 1.8 %, se prevé que para 2018, el

consumo de fertilizantes alcance las 194.2 millones de toneladas.



El fosforo (P) es un macronutrimento para las plantas superiores y representa
alrededor de 0.2 % de materia seca. Es un componente de moléculas clave tales
como &cidos nucleicos, fosfolipidos y ATP, por lo que las plantas con baja
disponibilidad de este elemento limitan su crecimiento. Las plantas absorben el
P preferentemente en forma de fosfato inorganico (Pi) (Wu et al., 2013). El Pi
también esta involucrado en el control de reacciones enzimaticas y en la
regulacion de las vias metabdlicas. La absorcion de P se realiza mediante
proteinas transportadoras localizadas en las raices de la planta. Es un elemento
altamente movil in planta, por tanto, también en su transporte,
compartimentalizacion y redistribucion se encuentran involucradas diversas

proteinas de membrana (Schachtman et al., 1998).

Por otra parte, el potasio (K*) es uno de los macronutrimentos de mayor
importancia en el crecimiento y desarrollo de la planta; es el cation mas
abundante dentro de la misma (Hafsi et al., 2014), juega un papel importante en
la célula vegetal principalmente en procesos funcionales tales como activacion
enzimatica, transporte, osmo-regulaciéon, sintesis de almidones y proteinas,
movimiento estomatico y balance de cargas ionicas. Las células de la raiz de las
plantas absorben al K desde el suelo contra un gradiente de concentracion,
proceso gue es realizado por los componentes del sistema de transporte de K*
de plantas tales como transportadores y canales (Wang y Wu, 2013). Posterior
a su absorcion, el K* es acumulado en las células de la planta y constituye entre
el 2 y 10 % del peso de materia seca, dependiendo de la especie, fase de
desarrollo, entre otros factores. El incremento en la concentracion de K en tejido

foliar aumenta la actividad fotosintética, la translocacion de fotoasimilados y de



compuestos amino desde 6rganos fuente hasta 6rganos reproductivos a través
del floema. Por otra parte, la deficiencia de K* conduce a una disminucion en la
fotosintesis debido a la acumulacion de sacarosa en las hojas (Aleman et al.,
2011). En la produccion agricola, se utiliza K* para aumentar los rendimientos de
los cultivos y la calidad, sin embargo, el uso excesivo de fertilizantes conduce a
su lixiviacion en el suelo (en mayor cantidad en suelos arenosos), lo cual

contribuye a la contaminacion del medio ambiente (Shin, 2014).

Problematica del uso de fésforo en la agricultura

La produccion de alimentos requiere la aplicacion de fertilizantes entre ellos los
fosforados, con el fin de mejorar los rendimientos. Sin embargo, la agricultura
moderna depende de fésforo derivado de roca fosforica, que es un recurso no
renovable y las reservas mundiales actuales se estima que pueden agotarse en
un periodo de entre 50 y 100 afios. Adicionalmente, los costos de produccién de

fertilizantes fosforados estan en aumento (Cordell et al., 2009).

La descarga de aguas residuales de actividades agricolas e industriales
contribuye al enriquecimiento de P en los ecosistemas acuéticos (Moharami y
Jalali, 2014). El fosforo, se puede encontrar en el agua con formas de
ortofosfatos, polifosfatos y fosfatos organicos. Se sabe que una concentracion
alta de fosforo (96 a 384 mg m=3; Franco, 2010) en los cuerpos de agua causa
eutrofizacion. La eutrofizacion da como resultado un abundante crecimiento de
fitoplancton y por tanto esta biomasa producida por los organismos fotosintéticos
puede descomponerse desoxigenando el agua, generando malos olores y

causando la muerte masiva de peces (Eljama et al., 2016).



Ademas del problema de la eutrofizacion, la produccion de fertilizantes a partir
de roca fosférica implica importantes emisiones de carbono, subproductos
radiactivos y contaminantes de metales pesados. El procesamiento y transporte
de fertilizantes fosfatados desde la mina hasta los campos de cultivos, implican
un costo energético cada vez mayor. Ante la creciente preocupacion por la
escasez de petroleo y el cambio climético, es necesario reconsiderar la
produccién y el uso actual del fosforo, en particular con respecto al uso de la

energia y otros impactos ambientales (Cordell et al., 2009).

Nanotecnologia

El término nanotecnologia fue usado por primera vez en 1959 por el fisico
Richard Feynman, quien sefalo la capacidad de manejar materiales a nivel
nanomeétrico. El nano es un prefijo griego que significa enano y abarca una
amplia gama de fendbmenos y objetos cuyas dimensiones son de una millonésima
parte de un milimetro (1 x 10° m) (Foladori, 2013). Esta tecnologia que, aparte
de estar caracterizada por operar a tales dimensiones (en la que también
funcionan otras disciplinas como la quimica y la biologia), alude en particular al
disefio, caracterizacion 'y produccion de nuevas hanoestructuras,
nanodispositivos y nanosistemas basados en "controlar” la forma, el tamafio y

las propiedades de la materia a dicha escala (Delgado-Ramaos, 2014).

Aspectos reglamentarios en el uso de la nanotecnologia
En la actualidad no existen normas sobre la regulacion de nanofertilizantes; los
primeros intentos de reglamentacion estdn de manera general sobre

nanomateriales, que seria el primer paso para después particularizarse a los



nanofertilizantes. Estados Unidos de América y la Unidon Europea son los

pioneros en esta regulacion (Gogos et al., 2012).

El rapido desarrollo de nanomateriales manufacturados y su presencia en
algunos mercados hacen que sea necesario evaluar sus impactos ambientales
y en la salud. Dadas las preocupaciones acerca de la seguridad de algunos
nanomateriales, y el problema de la inadecuada generalizacién debido a la
amplia gama de aplicaciones nanotecnoldgicas, es necesario y urgente hacer
frente a este vacio en la regulacién (European Commission Recommendation,

2011).

Por otra parte, un programa de trabajo se ha puesto en marcha como parte del
programa europeo FP7 marco nanociencias, nanotecnologias, materiales y
nuevas tecnologias de produccién (NMP), llamado NANoReg (European
Commission Recommendation, 2016). Esta propuesta tiene el objetivo de
establecer una colaboracion entre las autoridades de los gobiernos europeos
sobre los conocimientos necesarios para el adecuado manejo de riesgos.
Asimismo, se pretende proporcionar a los legisladores un conjunto de
herramientas para la evaluacion del riesgo y la toma de decisiones para el corto
y mediano plazo, mediante la recopilacion de datos y la evaluacion de riesgos
piloto, incluyendo la exposicidn, seguimiento y control, para un numero
seleccionado de nanomateriales utilizados en los productos. Un segundo
objetivo es que las autoridades consideren la proteccion de los trabajadores, la

salud publica y el medio ambiente, asi como crear la base de criterios comunes,



conjunto de datos mutuamente aceptable, y el manejo de riesgos (European

Commission Recommendation, 2016).

La Administraciébn de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en inglés), esta desarrollando un programa de ciencia reguladora
en la nanotecnologia para fomentar el desarrollo responsable de productos
regulados por la FDA, que pueden contener nanomateriales. El programa
establece las herramientas, los métodos y los datos para ayudar en la toma de
decisiones regulatorias, mientras que también proporciona la experiencia interna
y la capacidad cientifica que responda a los productos regulados por la FDA
relacionados con la nanotecnologia. La FDA define ciencia regulatoria como la
ciencia del desarrollo de nuevos instrumentos, normas y enfoques para evaluar
la seguridad, la eficacia, la calidad y rendimiento de los productos que regula

(FDA, 2013).

La aplicacion de la nanotecnologia puede dar lugar a atributos del producto que
difieren de los productos fabricados convencionalmente, y por tanto las
evaluaciones de la seguridad o eficacia de los productos regulados por la FDA,
que incluyen nanomateriales. Sin embargo, la FDA no juzga categoricamente
todos los productos que contienen nanomateriales o de otra manera que
involucran la aplicacion de la nanotecnologia como intrinsecamente benignos o
dafiinos. La FDA regulara los productos de la nanotecnologia a cargo de
autoridades legales existentes, de acuerdo con las normas legales especificas

aplicables a cada tipo de producto bajo su jurisdiccion (FDA, 2016).



En México, desde 2014 se present6 una propuesta de norma, la cual se concreto
hasta el 2015 con la Norma Oficial Mexicana NMX-R-13830-SCFI-2014-
Nanotecnologias-Guia para el etiquetado de nano-objetos manufacturados y de
productos que contengan nano-objetos manufacturados. Esta norma mexicana
proporciona orientacion sobre el formato y contenido del etiquetado voluntario
para nano-objetos manufacturados y productos, preparaciones y mezclas que

contengan nano-objetos manufacturados (NMX-R-13830-SCFI-2014, 2015).

Implicaciones ecoldgicas por el uso de nanomateriales

Aungue gran parte de la investigacion actual sobre los riesgos de nanomateriales
se ha centrado en la salud humana, los modelos empleados en estos estudios
ofrecen informacién acerca de los peligros para la biota del medio ambiente. Hay
dos razones principales por las que las consideraciones ambientales son
fundamentales en cuanto a la generacién de nanomateriales. Una, es el hecho
de que es una tecnologia relativamente reciente que aun no ha causado dafios.
En segundo lugar, es la carencia de datos en cuanto a los posibles efectos que
tengan los nanomateriales sobre los organismos y el ambiente, en caso de que

fueran liberadas (Keller et al., 2013).

Los estudios de toxicidad en curso produciran informacion util para ayudar a
dilucidar los riesgos ambientales de los nanomateriales. Sin embargo, la
complejidad de los peligros ambientales se extiende mas alla de la toxicologia
en los mamiferos. Las diferencias fisiologicas entre distintas clases de animales

acuaticos y terrestres llevaran a consideraciones Unicas (Medina et al., 2015).



La exposicion de nanomateriales al medio ambiente se puede producir a través
del aire, agua o suelo. Aungque se sabe poco sobre el transporte aéreo de los
nanomateriales, la investigacion sustancial ha explorado la dispersion de
particulas ultrafinas incidentales derivadas de fuentes tales como columnas de
escape. Las particulas cuyos tamafios oscilan entre 1 y 100 nm se moveran por
difusion, mientras que los movimientos de las particulas mas grandes serdn mas
influenciados por fuerzas inercial y gravitacional (en ausencia de fuerzas de

flotacion tales como turbulencia) (Agarwal et al., 2013).

Uso de la nanotecnologia en la agricultura: Nanofertilizantes

Los nanofertilizantes son nutrimentos que se encuentran encapsulados mediante
tres diferentes vias. En la primera, los nutrimentos son encapsulados dentro de
materiales porosos; en la segunda, éstos son cubiertos con un capa delgada de
un polimero; y en la tercera, los nutrimentos son liberados como particulas o

emulsiones con dimensiones nanoescalares (Rai et al., 2012).

Liu y Lal (2014) sintetizaron nanoparticulas de hidroxiapatita (Cas(POa4)3sOH) de
aproximadamente 16 nm de tamafio y evaluaron el efecto de las nanoparticulas
(NPs) en soya (Glycine max) en medio inerte de cultivo (50 % de perlita y 50 %
musgo de turba) a través de un experimento en invernadero. Los datos
mostraron que la aplicacion de nanoparticulas incremento la tasa de crecimiento
y el rendimiento de semillas 33 % y 20 %, respectivamente, en comparacion con
aguellos con un fertilizante P regular [Ca(H2P0Oa4)2]. Los datos indicaron que las
raices de soya pueden absorber nanoparticulas de hidroxiapatita como una

fuente de P eficaz y mantener el crecimiento saludable y un rendimiento elevado.



Ademas de P, las nanoparticulas también pueden haber suministrado Ca a las

plantas.

El uso de las nanoparticulas de hidroxiapatita como un nuevo tipo de fertilizante
de fosfatado puede mejorar potencialmente el rendimiento agronémico y
aumentar la eficiencia de la aplicacion de P. Las nanoparticulas de hidroxiapatita
tienen interacciones mucho mas débiles con componentes del suelo que los
iones cargados de POs*» HPOs> , H2PO* o Ca?'. Por lo tanto, una parte
significativa de nanoparticulas permanecen en la solucion del suelo para que las
raices absorban mientras que la mayoria de los iones fosfato cargados de
fertilizantes de P convencionales son a menudo adsorbidos por las particulas del

suelo y no estan disponibles para absorcion por la planta (Liu y Lal, 2014).

Delfani et al. (2014) probaron la aplicacion foliar de soluciones de nanoparticulas
de Mg (NP-Mg) y Fe (NP-Fe) en frijol caupi (Vigna unguiculata). Observaron que
una combinacién de 0.5 g L' de NP-Mg con 0.5 g L* de NP-Fe, aument6 el peso
de 1000 semillas 7 % a partir de 216 g (sin Mg y Fe) a 232 g. Se obtuvo el mayor
rendimiento (245 g, un aumento del 13.5 % en el mismo para el control) para un
tratamiento que implica la combinacién de 0.5 g L* de la sal regular de Fe y
0.5 g L't de NPs-Mg. Delfani et al. (2014) sugieren que las aplicaciones foliares
de estos dos elementos aumentaron la eficiencia fotosintética de la planta. Sin
embargo, la aplicacion exclusiva de NPs-Mg disminuyo el rendimiento de 202 g
(una disminucion de aproximadamente 6 % en comparacion el control). Pero, los

autores observaron que la aplicacion de NPs-Mg mejor¢ la absorcion de Mg en



la planta de tallos y hojas en comparacion con el uso de una sal regular de Mg,

lo que sugiere una mayor disponibilidad y movilidad de las NPs-Mg.

Ghafariyan et al. (2013) informaron de que bajas concentraciones de
nanoparticulas de Fe super-paramagnético (NP-Fe) aumento significativamente
el contenido de clorofila en las hojas de soya sub-apicales en una prueba de
invernadero bajo condiciones hidropdnicas, lo que sugiere que la soya podria
utilizar este tipo de NP-Fe como fuente de Fe y reducir los sintomas de la
deficiencia de Fe (clorosis en hojas). El impacto de la utilizacién de NP-Fe fue
similar a la de una fuente de Fe eficaz para las plantas (Fe-EDTA en

concentraciones < 45 mg L),

Zhu et al. (2008) demostraron que nanoparticulas de FeszOa4 fueron absorbidas
por plantas de calabaza (Cucurbita maxima) mediante las raices y translocadas
a través de los tejidos de la planta. Al final del experimento se llevo a cabo un
balance de masa y el estudio mostr6 que aproximadamente 45.5 % de las
nanoparticulas absorbidas se acumularon en las raices y cerca de 0.6 % de las
nanoparticulas se detectaron en las hojas. Estos mismos investigadores
pusieron a prueba las mismas condiciones del experimento, pero en frijol lima
(Phaseolus limensis), sin embargo, no se observé absorcién y transporte de

nanoparticulas de FesOa.

Absorcion y movimiento de nanoparticulas en las plantas
La absorcién de nanoparticulas por las plantas es un campo de reciente estudio.

La mayor parte de los datos corresponden a la etapa de germinacion y cultivo en
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desarrollo. Debido a que aun no estan bien definidos los protocolos para la
cuantificacion de nanoparticulas dentro de los tejidos, la discusion de la literatura
actual revela que la absorcion, translocacion, y acumulacion de nanoparticulas
dependen de la especie de la planta y el tamafio, tipo, composiciébn quimica,

funcionalizacion, y la estabilidad de las nanoparticulas (Rico et al., 2011).

La internalizacion de las nanoparticulas en las plantas, se produce durante la
endocitosis con la ayuda de una cavidad mediante la membrana plasmética.
También pueden cruzar la membrana utilizando proteinas transportadoras o a
través de los canales iénicos. En el citoplasma, las nanoparticulas se pueden
unir con diferentes organulos citoplasméaticos e interferir con los procesos

metabdlicos en ese sitio (Nair et al., 2010).

Por otra parte, Kurepa et al. (2010) mencionan que existen varias posibles vias
para la absorcién de nanoparticulas por las células vegetales. Los datos sugieren
que los nanoparticulas pueden entrar en las células de plantas mediante la unién
a proteinas transportadoras, a través de las acuaporinas, canales de iones,
mediante la creaciéon de nuevos poros (exclusivo en nanotubos de carbono, los
nanotubos crean o forman los poros para entrar a la célula) o mediante
endocitosis. Las nanoparticulas pueden formar complejos con transportadores
de membrana o exudados de las raices y posteriormente ser transportados. Una
vez dentro de las células, las nanoparticulas pueden ser transportadas
apoplasticamente o simplasticamente. Sin embargo, los mecanismos exactos de
por qué soélo algunas especies de plantas facilmente absorben nanoparticulas

son aun desconocidos (Rico et al., 2011).
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Cuando las nanoparticulas se aplican sobre la superficie de las hojas, entran a
través de los estomas abiertos o a través de las bases de tricomas y luego son
transportadas a diversos tejidos. Sin embargo, la acumulacion de las
nanoparticulas en la superficie fotosintética pueden causar calentamiento foliar
que se traduce en alteraciones en el intercambio de gases debido a la
obstruccion en los estomas que producen cambios en diversas funciones

fisiolégicas y celulares de plantas (Eichert et al., 2008).

En el contexto antes mencionado, este trabajo de tesis tiene como objetivos: (a)
sintetizar nanoparticulas biopoliméricas cargadas con fosforo y potasio
(nanofertilizante) a partir del fertilizante convencional fosfato monopotasico,
mediante la técnica de nanospray drying; (b) liberacién de los macronutrimentos
de interés en las nanoparticulas (P y K); y (c) evaluar los efectos de este
nanofertilizante en el crecimiento, parametros fotosintéticos, y la concentracion

y contenido nutrimental de P y K en plantas de arroz.
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CAPITULO 1. SINTESIS DE NANOPARTICULAS BIOPOLIMERICAS
CARGADAS CON FOSFORO Y POTASIO: CARACTERIZACION Y PRUEBAS

DE LIBERACION

1.1. INTRODUCCION

El uso de fertilizantes de lenta liberacion se ha convertido en una tendencia para
hacer un consumo mas eficiente de estos insumos y reducir al minimo la
contaminacion del ambiente (Subbarao et al., 2013). Por lo que, los denominados
nanofertilizantes han comenzado a cobrar relevancia en la agricultura, dado que
se ha mostrado que las formulaciones nanoestructuradas incrementan la
eficiencia en el uso de los fertilizantes y la tasa de absorcién de nutrimentos
(eficiencia de absorcién) desde el suelo; con lo que se reducen los costos de
produccioén y los impactos negativos en el ambiente (Srilatha, 2011; Naderi y

Danesh-Shahraki, 2013).

Los nanofertilizantes estan constituidos por nutrimentos encapsulados dentro de
una nanoparticula, tal proceso se logra mediante tres etapas. En la primera, los
nutrimentos son encapsulados dentro de materiales porosos; en la segunda,
éstos son cubiertos con una capa delgada de un polimero; y en la tercera, los
nutrimentos son liberados como particulas o emulsiones con dimensiones

nanoescalares (Rai et al., 2012).

Los mecanismos de liberacion en la agricultura son importantes para la
aplicacion de pesticidas y fertilizantes, asi como el material genético para mejora

de las plantas. Los sistemas de aplicacion de plaguicidas deben centrarse en la
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mejora de la eficacia y la gestion de la dispersion del rociado mientras que los
fertilizantes se enfrentan a problemas de disponibilidad debido a la quelacion en
suelo, sobre-aplicaciébn y escorrentias. Una alternativa viable para estos
problemas es proporcionada por mecanismos de entrega controlada para la
aplicacion de pesticidas y fertilizantes. La liberacion controlada apunta hacia la
liberacion dosificada de las cantidades necesarias y suficientes de agroquimicos
en un periodo de tiempo, para obtener la eficacia bioldgica y reducir al minimo
los efectos perjudiciales. Para este propdsito los polimeros se exploraron como

vehiculos de suministro de agroquimicos (Tsuji, 2001).

La seleccion del polimero para liberar un ingrediente activo durante un tiempo
prolongado depende de varios factores, incluyendo la técnica de preparacion, el
tipo de reactivo y las condiciones experimentales del proceso. Un aspecto
importante es que el polimero sea biodegradable para controlar la liberacion de
algun reactivo. Los materiales utilizados para la encapsulacion clasifican en seis
categorias que van de menor a mayor biodegradabilidad.

1. Almidén y mecanismo basados en el contenido de amilosa.

2. Celulosay derivados, quitina, quitosano, dextrano y alginato.

3. Proteinas (caseina, albumina, gelatina)

4. Materiales lipofilicos (gomas, ceras).

5. Polimeros sintéticos (alcohol polivinilico, polilactico, poliglicdlico,

poliésteres, poliamidas, poliacrilamida).

6. Otros (polihidroxibutirato, taninos, ligninas, resinas).
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El polimero debe tener un peso molecular, temperatura de transicion vitrea y
estructura molecular adecuada para permitir la liberacion. El polimero no debe
reaccionar con el ingrediente activo. El polimero y sus productos de degradacion
no deben causar ningun tipo de contaminacion al ambiente (Cota-Arriola et al.,

2013).

Los polimeros biodegradables, tales como las proteinas, usados en la sintesis
de nanoparticulas pueden actuar como vehiculos de administracion de algun
reactivo para una liberacion controlada y selectiva. La molécula de gelatina esta
formada, en una relacion aproximada 1:1:1, de grupos cationicos (lisina y
arginina), aniénicos (&cidos glutamico y aspéartico) e hidréfobos (leucina,
isoleucina, metionina y valina), el resto de la cadena la conforma la glicina,
prolina e hidroxiprolina. La gelatina tipo A se obtiene mediante una hidrélisis
acida de colageno del cerdo y la gelatina tipo B mediante hidrélisis alcalina del
coldgeno bovino (Elzoghby, 2013). El alginato es un polisacéarido, que se
presenta tanto como un componente estructural en las algas marinas como en
bacterias en el suelo. Las aplicaciones industriales de los alginatos se
encuentran principalmente en las industrias alimentaria, médica, farmacéutica y
textil, y estan relacionadas con su capacidad para retener el agua, asi como sus
propiedades gelificantes, viscosificantes y estabilizadoras. Su capacidad para
retener grandes cantidades de fluido lo hacen muy adecuado como matriz de
inmovilizacion para diversas aplicaciones, tales como el suministro de farmacos,
genes o ceélulas para la ingenieria de tejidos y aplicaciones terapéuticas
regenerativas (Hechty Srebnik, 2016). En esta investigacion se realizo la sintesis

de nanoparticulas cargadas con P y K a partir de KH2PO4 con polimeros
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naturales (gelatina tipo B, gelatina tipo A y alginato de sodio), mediante la técnica

de secado por aspersion a escala nano.

1.2. MATERIALES Y METODOS

En un primer ensayo se evalu6é el empleo de gelatina B como polimero de
recubrimiento. Para esto primeramente se pesaron 0.2 g de KH2PO4 grado
reactivo (Productos Quimicos de Monterrey, México.) y se disolvieron en 20 mL
de agua desionizada; de manera simultanea se disolvieron 0.4 g de gelatina tipo
B (SAFC, Sigma Aldrich, St. Louis, EEUU) en 80 mL de agua desionizada a
120 °C. Ambas soluciones resultantes fueron pasadas a través de filtros PVC de
0.45 uM (Millipore, Cork, Irlanda) y mezcladas. La mezcla se mantuvo en
agitaciéon durante 60 min a una temperatura de 140 °C; posteriormente la
solucion se sonicdé por 60 min usando un bafio ultrasénico (TI-H-5, Elma,
Alemania). Posterior a la sonicacion se agregaron 4 mg de glutaraldehido
(Merck, Darmstadt, Alemania) y la solucion fue mantenida en agitaciéon durante
20 h a temperatura ambiente. Finalmente, la solucion fue sonicada nuevamente
durante 60 min vy filtrada con papel filtro Whatman 542 (Buckingham, Reino
Unido) y mediante una membrana con didmetro de poro de 0.22 um de PVC
(Millipore, New York, EEUU), la primer filtracion se realiz6 para eliminar
impurezas y la segunda para eliminar aglomerados. Para la formaciéon de las
nanoparticulas se emple6 un Nano Spray Dryer B- 90 (Flawil, Suiza), utilizando
una rejilla de 4 um. La temperatura de secado dentro del equipo fue de 100 °C
a una presion de 35 Mbar y 100 % de aspersion. El polvo resultante fue recogido

de la base del equipo y almacenado para el analisis posterior de tamafio,
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morfologia, concentracion y de liberacion de P y K. El procedimiento anterior fue
repetido usando solo el polimero (gelatina tipo B); es decir, para sintetizar

nanoparticulas sin carga (control negativo).

En un segundo ensayo se evalué el empleo de la gelatina tipo A (Sigma Aldrich,
St. Louis, EEUU) como polimero de recubrimiento siguiendo la metodologia
descrita para la gelatina B; siendo la excepcién el tiempo de agitacion de la
mezcla resultante entre la solucion de KH2PO4 y la gelatina tipo A, que se
incrementd a 180 min; asi también la temperatura de secado dentro del equipo

fue de 95 °C con un 85 % de aspersion.

Finalmente, en un tercer experimento se utilizé alginato de sodio (Sigma Aldrich,
St. Louis EEUU) como polimero de recubrimiento, siguiendo la metodologia

indicada para la gelatina tipo A.

El tamafio y morfologia de las nanoparticulas obtenidas en los tres ensayos
fueron evaluados utilizando un microscopio electronico de barrido (SEM) [JOEL
modelo JSM--6390LV; Tokio, Japdén]. Previamente, las muestras fueron
recubiertas con oro-paladio mediante sputtering (Desk IV, Denton Vacuum). Las
micrografias fueron tomadas a una magnificacion de 7000X empleando un

voltaje acelerador de 20 kV.

Dadas las caracteristicas de morfologia y tamafio observadas en las

nanoparticulas con el uso de gelatina tipo A y alginato de sodio como polimero
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de recubrimiento, las determinaciones descritas a continuacion solo se realizaron

en estos dos tipos de particulas.

Para evaluar las posibles interacciones entre el KH2PO4 y los biopolimeros
(alginato y gelatina tipo A) dentro de la nanoparticula, se realizaron
determinaciones de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR), utilizando el equipo Cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, EEUU). Los analisis fueron realizados usando una celda de
reflectancia total atenuada (ATR), en un rango de 4000-600 cm™, con una

resolucion de 4 cm™" a los 32 scans.

Mediante un calorimetro diferencial de barrido, DSC Pyris 1 (Perkin EImer, USA)
fue empleado para determinar las propiedades térmicas de las nanoparticulas y
sus precursores. Muestras de 3 mg fueron pesadas en capsulas de aluminio (No
0219-0062), y posteriormente selladas. La velocidad de calentamiento del equipo
fue de 10°C/min, en un intervalo de temperatura de 30-200°C. La calibracion de
la temperatura y del flujo de calor se realiz6 con un material de referencia (indio,
No. 0319-0033). En todas las mediciones una capsula vacia fue utilizada como

referencia.

La liberacion de P y K en agua destilada se evalué midiendo la concentracion de
estos elementos en las disoluciones resultantes de la adicion en 25 mL de agua
desionizada de 0.39 g del material encapsulado, 0.13 g de KH2PO4 grado
reactivo y 0.26 g de nanoparticulas sin carga. Las muestras se mantuvieron en

agitacion durante 30, 60, 90 y 120 min, se filtraron con papel filtro de poro medio
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y se llevo a cabo la cuantificacion de P y K en un equipo de espectroscopia de
emision atoémica de induccion por plasma acoplado (ICP-ES 725, Agilent,
Mulgrave, Australia). En este analisis se consideraron también los polimeros y el

KH2PO4 grado reactivo utilizado en el proceso de sintesis.

Con el objetivo de favorecer la liberacion de P y K de la matriz polimérica, en otro
experimento se adicionaron las enzimas tripsina y a-amilasa a las soluciones de
nanoparticulas de gelatina y alginato, respectivamente (Sigma Aldrich, St. Louis,
EEUU), enzima serina proteasa del pancreas con especificidad de sustrato sobre
las cadenas laterales de lisina y arginina con carga positiva. Esta enzima cataliza
la hidrolisis de los enlaces éster, amida y de péptidos en el lado carboxilo de la
arginina, lisina y ornitina. En las nanocapsulas de alginato de sodio se adicioné
la enzima a-amilasa (Sigma Aldrich, St. Louis, EEUU). Esta enzima cataliza la
hidrolisis de enlaces glucosidicos a-1,4 en el almidén y otros carbohidratos
relacionados. El sitio activo tiene un gran numero de grupos cargados, entre los
que se encuentran tres acidos (Asp231, Glu261 y Asp328, numerados segun la
secuencia BLA) esenciales para la actividad catalitica. Se pesaron por separado
1.5 g de nanoparticulas de gelatina tipo A y alginato de sodio, y se disolvieron en
200 mL de agua desionizada. Las soluciones resultantes se mantuvieron en
agitacion constante a temperatura ambiente. En las primeras 72 h se realizaron
determinaciones de concentracion de P y K en intervalos de 24 h. Después de
72 h se adicion0 a las soluciones la enzima correspondiente a una concentracion
de 0.4 mg mL?, las soluciones se mantuvieron en agitacién y se tomaron
muestras en intervalos de 10 min durante los 30 min posteriores, para la

determinacion de la concentracion de P y K, usando el equipo espectroscopia de
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emision atoémica de induccion por plasma acoplado (ICP-ES 725, Agilent,

Mulgrave, Australia).

Con los resultados de la concentracion de P y K después de la solubilizacién en
agua destilada, asi como con los de concentracion después de la adicion de
enzimas, se realiz6 un andlisis de varianza y una prueba de comparaciéon de

medias (Tukey, P <0.05).

1.3. RESULTADOS

1.3.1. Tamafio y morfologia de nanoparticulas

Las micrografias del SEM muestran que las nanoparticulas de gelatina tipo B
cargadas con KH2PO4 presentaron una morfologia cuasi esférica (Figura 1.1A).
Asi también se observa que el tamafio de las nanoparticulas oscilé desde 100
hasta 1400 nm, con diametro medio de 755 nm. El 50 % de las particulas de la

muestra analizada tuvieron un tamafo menor o igual a 680 nm (Figura 1.1B).
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Figura 1.1. Micrografia de nanoparticulas con gelatina tipo B (A) e histograma

de distribucion de tamafio de particula (B).
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Por otro lado, el empleo de gelatina A ocasiond la formacion de particulas mas
uniformes en cuanto a morfologia y tamafio (Figura 1.2A). El tamafio de las
nanoparticulas en este segundo ensayo oscilé en un intervalo de 100 a 1100 nm,
lo que hace evidente la reduccion en el tamafio medio de las particulas, con un
valor promedio de 615 nm; asi también se advierte que el 90 % de las
nanoparticulas, se concentrd en el intervalo de tamafio de 100 a 800 nm (Figura

1.2B).
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Figura 1.2. Micrografia de nanoparticulas con gelatina tipo A (A) e histograma

de distribucion de tamafio de particula (B).

Con el empleo de alginato de sodio como polimero, se observé la formacién de
particulas esféricas (Figura 1.3A) con tamafios que oscilaron entre 100 a 1200
nm, con didmetro medio de 526 nm. Al igual que con el uso de la gelatina A, se
observa una concentracion importante por tamafio de nanoparticulas a valores

menores o iguales de 800 nm, siendo en este caso del 87 % (Figura 1.3B).
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Figura 1.3. Micrografia de nanoparticulas con alginato de sodio (A) e histograma

de distribucion de tamafio de particula (B).

1.3.2. Evaluacién de las interacciones entre el KH2POas y los biopolimeros

La Figura 1.4 muestra los espectros FTIR de las nanoparticulas de alginato
cargadas con fertilizante (NPAIg-KH2PO4) y de sus componentes individuales. El
espectro del alginato revelé bandas de absorciéon caracteristicas a 3256 cm
(vibracion de tension del enlace O—H), 2925 cm™! (vibracién de tensién del enlace
O-H en el grupo carboxilico), 1591 (vibracién de tensién asimétrica del anién
carboxilato), 1401 cm™ (vibracion de tensién simétrica del anién carboxilato) y
1021 cm (vibracion de tensién asimétrica del enlace C-O-C). Por otro lado, el
espectro de KH2PO4 present6 bandas caracteristicas a 2321 cm* (vibracién de
tension del enlace O—H), 1270 cm™ (vibracién de flexién del enlace O-H), 1050
cmy 830 cm (vibraciones de tensién del PO4). Al analizar los espectros de las
nanoparticulas con y sin carga (NPAIg) se pudieron observar modificaciones en
algunas bandas caracteristicas. La banda relacionada con la vibracién de flexién
del enlace O-H (1270 cm™?) del KH2PO4 no se visualiza en el espectro de las
NPAIlg- KH2POa4. Por su parte, la banda relacionada con la vibracion de tension

asimétrica del enlace C-O-C (1021 cm™) en el alginato, aparece con mayor
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intensidad en los espectros FTIR de ambos tipos de nanoparticulas, lo cual
sugiere un aumento en los grupos C-O-C. Lo anterior hace suponer que el
glutaraldehido no solo favorecié las interacciones fertilizante-alginato, sino
también promovio la formacién de enlaces quimicos entre cadenas poliméricas

del polisacérido.

Alginato

J\\/\,\J\/\/\/ KH2P04
NPAIg
NPAIg-KH,PO,

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Transmitancia

NUmero de onda (cm™)

Figura 1.4. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) de alginato,
KH2POa4, nanoparticulas de alginato (NPAIg) y nanoparticulas de alginato

cargadas con KH2PO4 (NPAIlg KH2PO4).

Por otro lado, el espectro de la gelatina tipo A (Gelatina A) (Figura 1.5) revelo
bandas de absorcion caracteristicas a 3275 cm, correspondiente a la amida A

(vibraciones de tensién del enlace N-H), 1632 cm™ perteneciente a la amida |
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(vibraciones de tension del enlace C=0), 1524 cm* correspondiente a la amida
Il (vibraciones de flexion del enlace N-H y de tension del enlace C-N) y finalmente
a 1240 cm, la cual es caracteristica de la amida lll (vibraciones de flexion del

enlace N-H).

En los espectros de las nanoparticulas de gelatina con (NPGA-KH2PO4) y sin
carga (NPGA), se observa ausencia de la banda perteneciente a las vibraciones
de flexién del enlace O-H en el H2PO4 (1270 cm™). De igual manera no es posible
visualizar las bandas ubicadas a 1050 cm y 830 cm en el espectro del KH2POg,
ya que aparecen ahora como una sola banda ensanchada y con desplazamiento
a mayores valores de nimero de onda. Las bandas pertenecientes a los grupos
amida de la gelatina también sufrieron ligeros desplazamientos a mayores
valores de numeros de onda y disminucion en las intensidades. De la misma
manera que con el alginato, el glutaraldehido favorecié la formacién de enlaces

entre los grupos —OH y amino de la gelatina, y el KH2POa.

28



Gelatina A

N\M\/KHZPO"

Transmitancia

NP GA-KH, PO

4

T T T T T " T * T T 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)
Figura 1.5. Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) de

gelatina tipo A (Gelatina A), KH2POa4, nanoparticulas de gelatina tipo A (NPGA)

y nanoparticulas de gelatina tipo A cargadas con KH2PO4 (NPGA-KH2POa4).

1.3.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En la Figura 1.6 se muestran los termogramas del fertilizante (KH2POa4),
nanoparticulas de gelatina tipo A (NPGA), gelatina tipo A cargadas con
fertilizante (NPGA-KH2PO4), alginato (NPAIQ) y alginato cargadas con fertilizante

(NPAIg- KH2POJ).
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Figura 1.6. Termograma del fertilizante (KH2POa4), nanoparticulas de gelatina
tipo A (NPGA), gelatina tipo A cargadas con fertilizante (NPGA-KH2POs),
nanoparticulas de alginato (NPAIg) y alginato cargadas con fertilizante (NPAIg-

KH2POg).

En el Cuadro 1.1 se presentan la temperatura de fusion (Tpeak) Y transicion vitrea
(Tg). La temperatura de transicion vitrea se refiere a la temperatura la cual el
polimero se ablanda debido al inicio del movimiento molecular a una estructura
desordenada (amorfa) (Chuaynukul et al.; 2014). La Tpeak de KH2PO4 se presenta
a 273.03 °C y una entalpia de 682.22 J/g. En las NPGA y NPGA-KH2PO4 la Tg
es de 73.17 y 79.97, Tpeak de 120.01 y 128.69 °C respectivamente. Tanto en los

valores de Tg y Tpeak S€ exhibe un aumento de temperaturas cuando las
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nanoparticulas de gelatina estdn cargadas de KH2POa4. Mientras que la Tpeak del

KH2PO4 en las NPGA-KH2PO4 disminuye a 253.84 °C.

Cuadro 1.1. Temperatura de fusidén (Tpeak), transicién (Tq) y entalpia (AH) de

nanoparticulas de gelatina tipo A y alginato con carga y sin carga de KH2POa.

KH2PO4 Polimero
Muestra Tonset  Tpeak Tend AH Tonset  Tpeak Tend AH
Tq (°C)
e (S (O () e (G (O (J/9)

KH2PO4 27158 273.03 278.04 682.22

NPGA 105.29 120.01 140.03 73.17 64.34

NPGA-KH2POs4 247.91 253.84 257.7 60.48 116.4 128.69 143.29 79.97 25.46

NPAIg 104.98 120.84 139.02 89.86 66.8
§229.34 237.85 254.36 -369.95

NPAIg-KH2PO4 18567 187.32 193.36 134.69 185.67 187.32 193.36 134.69 2.99

§236.36 245.85 258.07 -27.49

SDatos del proceso de carbonizacion del alginato

Por otro lado, las NPAIg y las NPAIg-KH2PO4 exhiben una Tg de 89.86 y 134.69,
una Tpeak de 120.84 y 187.32, respectivamente. En ambas muestras se exhibe
un pico exotérmico con una Tpeak de 237.85 °C para NPAIg y 245.85 °C en las
NPGA-KKH2POs4 esto se debe a reacciones de deshidratacion vy
despolimerizacion probablemente por una descarboxilacion parcial de los grupos
carboxilicos protonados liberando COz2, alterando la estructura quimica del

polimero (Bagre et al., 2013).

En relacion a la Tpeak del KH2PO4 cuando se combina con los polimeros (NPGA-
KH2POs y NPAIg-KH2PO4), exhibe un valor menor posiblemente a las

interacciones con el polimero y el glutaraldehido (agente cross-linking). En

31



particular, el termograma de las NPAIg-KH2PO4 exhibe un solo pico endotérmico,
a diferencia de las NPGA-KH2PO4 que muestra dos picos endotérmicos con
valores mencionados anteriormente, las NPAIg-KH2PO4 posiblemente estan
formando una nueva estructura quimica, por ello el Tpeak del KH2POa4 y del

polimero tienen el mismo valor (187.32 °C).

1.3.4. Concentracion de Py K

En la Figura 1.7 se presentan los resultados de la concentracion de P y K
obtenidos de la liberacién en intervalos de 30 min durante 2 h; mediante la
disolucién de nanocapsulas de gelatina tipo A en agua destilada. También se
presentan los resultados de los controles positivo (KH2PO4 grado reactivo usado
para la sintesis) y el negativo (gelatina tipo A). Como se esperaba, la mayor
concentracion de P y K se encontré en el testigo positivo (KH2POa4), sin cambios
estadisticamente significativos entre tiempos de muestreo, y con valores medios

de 221.45 (Figura 1.7A) y 297.55 (Figura 1.7B) g kg™, respectivamente.
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Figura 1.7. Concentracion de P (A) y K (B) en KH2POa4, en pruebas de liberacion,
usando KH2PO4, nanoparticulas con gelatina tipo A cargadas con KH2PO4y
polimero gelatina tipo A, disueltos en agua destilada después de diferentes
tiempos de agitacion. Medias £ DE con letra distinta en cada subfigura, son

estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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En las nanoparticulas cargadas con KH2PO4, se tuvo la misma tendencia que en
el reactivo, no hay diferencias estadisticas en los tiempos de muestreo, y las
concentraciones promedio de P y K fueron inferiores a la del reactivo con valores
de 77.5y 101.5 g kg%, respectivamente. En el caso del testigo negativo (polimero
gelatina tipo A) se observaron concentraciones de Py K de 1.2 y 0.2 g kg,

respectivamente (Figura 1.7).

En los resultados de las pruebas de liberacion realizados en las nanoparticulas
de alginato de sodio (Figura 1.8), se observan tendencias y concentraciones
similares a las obtenidas en las nanoparticulas con gelatina tipo A (Figura 1.8).
En el KH2PO4 se registraron promedios de P y de K de 212.6 y 301.5 g kg™,
respectivamente; en ambos elementos con concentracion menor en la
evaluacion realizada a los 30 min. En el caso de las nanoparticulas cargadas,
las concentraciones medias de P y K fueron de 71.1 y 94.8 g kg7,
respectivamente, sin cambios significativos entre tiempos de muestreo. Asi
también en el alginato de sodio, las concentraciones de P y K son casi nulas

(Figura 1.8).

Con los dos polimeros empleados en el recubrimiento (Figuras 1.7 y 1.8), las

nanoparticulas cargadas liberaron cerca de un tercio del P y K que contenian.
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Figura 1.8. Concentraciéon de P (A) y K (B) en KH2POa4, en pruebas de liberacion,
usando KH2PO4 en nanoparticulas recubiertas con alginato de sodio cargadas
con KH2PO4 y en el polimero alginato de sodio, disueltos en agua destilada
después de diferentes tiempos de agitacién. Medias + DE con letra distinta en

cada subfigura, son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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1.3.5. Liberacion de Py K con adicién de enzimas

En las nanoparticulas cargadas con KH2PO4 y gelatina tipo A, se adicioné la
enzima tripsina después de 72 h de agitacion en agua destilada. Previo a la
adicion de la enzima se evaluaron concentraciones de Py K alas 24,48y 72 h
(Figura 1.9), estos resultados corroboraron los obtenidos en la fase previa
(Figuras 1.7 y 1.8). 5, 15, 25 y 30 min posteriores a la adicion de la enzima se
evaluaron las concentraciones de P y K (Figura 1.9). En el muestreo realizado
después de 5 min de la adicion de la tripsina, la concentracion tanto de P
incrementd en 3 veces, mientras que la de K en 2.6 veces; en ambos casos en
comparacién con la media de concentracién obtenida sin la adicién de la enzima
(24, 48 y 72 h). En las mediciones realizadas a los 15, 25 y 35 min después de
la adicibn de la tripsina, no se observan cambios importantes en las

concentraciones de P y K (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Liberacion de P y K de nanoparticulas cargadas con KH2POas, y

gelatina tipo A sin y con adicion de la enzima tripsina.
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En la prueba de liberacion de P y K en nanoparticulas cargadas con KH2POasy
alginato de sodio se uso la enzima a-amilasa. Previo a la adicion de la a-amilasa,
la concentraciéon de P tuvo un valor de 74.7 g kg*; asi también la concentracién
de K fue estable con un valor medio de 109 g kg (Figura 1.10). Después de 5
min de la adicion de la a-amilasa, se observan incrementos en la concentracion

de Py de Ken cercade 1.3y 1.1 veces, respectivamente (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Liberacion de P y K de nanoparticulas cargadas con KH2PO4 y

alginato de sodio sin y con adicion de la enzima a-amilasa.

La enzima a-amilasa fue menos eficiente en la liberacion de P y K en
nanoparticulas y alginato de sodio que la tripsina a partir de nanoparticulas de

gelatina tipo A (Figuras 1.9y 1.10).
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1.4. DISCUSION

Las nanoparticulas se describen comunmente como particulas coloidales
sélidas, que van en tamafio desde 10 nm a 1000 nm (Li et al., 2010). Por otro
lado, la nanotecnologia ha mostrado un desarrollo potencial principalmente en el
area de la electronica y la medicina. Sin embargo, podria proporcionar soluciones
a los problemas agricolas causados al ambiente mediante fertilizantes,

plaguicidas y pesticidas convencionales (Morrissey, 2006).

Harsha (2013) reportd el disefio de nanoparticulas de gelatina cargadas con
amoxicilina usando el Nano Spray Dryer B-90 Blichi, y menciond que éste es un
método de secado suave y es eficiente, rapido, continuo y escalable por el cual
se puede transformar liquidos a polvos secos con altos rendimientos. Las
nanoparticulas obtenidas en este ensayo muestran una morfologia corrugada,
similares a las obtenidas en esta investigacion (Figuras 1.1 y 1.2). Se reporta
que dicha morfologia puede ser debida al rapido secado durante la pulverizacién,
y ésta podria ser ventajosa, ya que se traduce en una mayor area superficial.
Las nanoparticulas de gelatina cargadas con amoxicilina tienen una distribucion
de tamafos de particula heterogénea. Este resultado concuerda con los
obtenidos con gelatina tipo B con un intervalo en tamafio de 100 a 1400 nm,
mientras que en gelatina tipo A oscila entre 100 y 1100 nm. Esto es importante
porque, cuando las particulas son de tamafo uniforme, el espaciado es mas
grande, pero cuando se utiliza una gama de tamafios, los espacios vacios se
llenan por las nanoparticulas mas pequefias. El diametro medio de las
nanoparticulas de amoxicilina, de acuerdo con Harsha (2013) resulté de 571 nm,

mientras que las nanoparticulas de gelatina tipo A y B cargadas con KH2PO4
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fueron en promedio de 755 y 615 nm, respectivamente. Asi también el valor de
ajuste con una R? = 0.69 en las nanoparticulas de gelatina tipo B, nos muestra
que el modelo explica el 69 % del fenédmeno entre la relacion del tamafo de la
particula con el nimero de particulas (Figura 1.1B). En las nanoparticulas de
gelatina tipo A, la relacién es mas alta ya que la R? es de 0.92 lo cual implica que
hay una mayor cantidad de variacion total explicada por el modelo propuesto
(Figura 1.2B). Finalmente, para las nanoparticulas de alginato el modelo de

prediccion fue alto con una R? = 0.77 (Figura 1.3B).

En contraste, Hasaneen et al. (2014), al sintetizar nanoparticulas de quitosano
mediante polimerizacién de acido metacrilico en un proceso de dos pasos obtuvo
nanoparticulas cargadas de NPK esféricas con una distribucion de tamafo
homogéneo de 20 + 2 nm. De igual manera Corradini et al. (2010) sintetizé
nanoparticulas de quitosano mediante la polimerizacion de acido metacrilico
para la incorporacion de fertilizantes NPK, usando como fuentes el fosfato de
calcio Ca (H2POa4) 2 H20, urea CO(NH2) 2 y cloruro de potasio (KCI). Las
nanoparticulas mostraron una forma esférica con una distribucion de tamafio
homogénea. El didmetro medio de las nanoparticulas de quitosano (en estado

seco) fue de aproximadamente 78 + 1.5 nm.

En el analisis de FTIR el espectro del KH2PO4 presento bandas caracteristicas
que coinciden con lo descrito por Hayashi y Mukamel (2008), también el espectro
de NPAIg mostr6 bandas caracteristicas (Domingos et al., 2006; Bagre et al.,

2013).
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Uno de los principales mecanismos de la absorcion por el sistema radical de la
planta es a través de la disolucion de nanoparticulas en la solucion del suelo, en
otras palabras, las nanoparticulas simplemente se disuelven en solucion y

liberan el nutrimento como iones solubles (DeRosa et al., 2010).

La liberacion controlada de fertilizantes es uno de los medios para minimizar la
pérdida de fertilizantes. Esto se puede lograr mediante el uso de diferentes tipos
de recubrimientos de poliméricos En comparacion con los fertilizantes
convencionales, su patron gradual de la liberacion de nutrimentos se ajusta mejor
a las necesidades de la planta, reduce al minimo la lixiviacion, y por lo tanto

mejora la eficiencia del uso de fertilizantes (Subbarao et al., 2013).

En un estudio con un biofertilizante de nanoparticulas de hidroxiapatita con urea,
presentd una liberacion fuerte al inicio, seguido por una liberacion lenta, en el
trascurso de 60 dias en comparacion con el fertilizante comercial, que libero
fuertemente al inicio, seguido por una liberacién lenta y no uniforme durante 30

dias (Kottegoda et al., 2011).

Nanoparticulas de silice con diametros de particula de ~150 nm y tamafos de
poro ~ 2.5 nm fueron sintetizados a través del mecanismo de plantillas de cristal
liquido. Se uso6 urea, como una molécula de agroquimicos modelo, fue atrapado
en los poros del material siliceo por simple inmersion de carga utilizando
soluciones acuosas de urea. La capacidad de adsorcion total de nanoparticulas
de silice podria alcanzar hasta 80 % (w/w). El proceso de liberacion de las

nanoparticulas de silice cargadas de urea revel6 al menos una mejora de cinco
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veces en el periodo de liberacién. Esto debido a la capacidad de atrapar
moléculas de urea en sus poros y liberarlos de forma controlada, nanoparticulas
de silice demostraron su gran potencial como nanotransportador para productos

agroquimicos (Wanyika et al., 2012).

Leo et al. (1997) investigaron la fraccion liberada de nanoparticulas de gelatina
tipo A cargadas con doxorrubicina (DXR) y estabilizadas con glutaraldehido. De
acuerdo con el estudio in vitro s6lo un poco de DXR fue lanzado como farmaco
libre (8 %) cuando las nanoparticulas se pusieron en solucion salina. La
concentracion de DXR se determind espectrofotométricamente (Lambda 3B,
Perkin Elmer) a 480 nm. Después de 72 h, se afiadieron 10 mg de enzimas
proteoliticas (tripsina, a-quimotripsina y proteasa). A intervalos de tiempo
predeterminados (10 y 20 min, 1, 4, 12 y 24 h) se tomé una alicuota de 2 mL y
se determind la concentracion de DXR espectrofotométricamente. La
degradacion por la proteasa indujo la liberacion de un 10 % del farmaco cargado,
mientras que a-quimotripsina y tripsina permite una mayor cantidad de DXR para

ser lanzado (15 y 20 %, respectivamente).

Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos al agregar tripsina a
nanoparticulas cargadas con fosfato monopotasico y gelatina tipo A, donde la
concentracion tanto de P incremento en 3 veces, mientras que la de K en 2.6
veces; en ambos casos en comparacion con la media de concentracion obtenida
sin la adicion de la enzima (24, 48 y 72 h). Mientras que con la adicion a-amilasa
a nanoparticulas de alginato de sodio, se observan incrementos en la

concentracion de P y de K de 1.3 y 1.1 veces, respectivamente.
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1.5. CONCLUSIONES
En el presente estudio las nanoparticulas cargadas con fosfato monopotasico
que tuvieron menor didmetro y mejor formacién esférica fueron con alginato de

sodio.

Las pruebas de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
sefialan que existe una interaccién electrostatica y puentes de hidrégeno entre

el KH2POa4 y los polimeros (alginato de sodio y gelatina tipo A).

En las pruebas de liberacion, la adicién de tripsina fue la que indujo una mayor
liberacién de P y K en las nanoparticulas de gelatina tipo A. Mientras que en las
nanoparticulas de alginato de sodio, a-amilasa mostr6 menor liberacién de P y
K, por lo que para aumentar dicha liberacibn se sugiere usar la enzima

alginatoliasa que es especifica para la degradacion dicho polimero.

La sintesis de nanoparticulas cargadas con fosfato monopotasico podria ser una
técnica con beneficios como la liberacién controlada de P y K como fuente de
nutrimentos para las plantas, actuar de manera mas eficiente y reducir la

contaminacion ecologica que causan los fertilizantes tradicionales.
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CAPITULO 2. EVALUACION DE UN NANOFERTILIZANTE FOSFATADO EN
EL CRECIMIENTO, ESTADO NUTRIMENTAL Y FOTOSINTESIS DE

PLANTAS DE ARROZ

2.1. INTRODUCCION

El uso de la nanotecnologia en la agricultura implica la liberacion controlada de
algunas sustancias, principalmente productos fitosanitarios y fertilizantes. Es de
suma importancia, tener en cuenta que la eficiencia de absorcién y utilizacion,
asi como los efectos de nanoparticulas en el crecimiento y las funciones

metabdlicas varian entre especies en plantas superiores (Nair et al., 2010).

En alfalfa (Medicago sativa), maiz (Zea mays), pepino (Cucumis sativus) y
tomate (Solanum lycopersicum), la aplicacién de nanoparticulas de cerio (Ce) a
concentraciones de 500, 1000, 2000 y 4000 mg L%, promovieron el crecimiento

de plantulas en cajas Petri (Lopez-Moreno et al., 2010).

Gonzalez et al. (2008) determinaron la penetracion y translocacién de
nanoparticulas de Fe revestidas de carbono, en plantas de calabaza (Cucurbita
pepo). Las nanoparticulas fueron suspendidas en un fluido, el cual fue aplicado
en el hueco interno del peciolo de las hojas, colocaron pequefios imanes al
peciolo de la hoja opuesta y en la raiz. Para la deteccion y analisis de las
nanoparticulas dentro de las plantas utilizaron microscopia de luz convencional
y microscopia confocal. Mediante las micrografias se demostro la penetracion y
movimiento de las nanoparticulas a través del sistema vascular hasta el lugar

donde colocaron los imanes.
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En la absorcién de nanoparticulas por las células vegetales se ha postulado la
existencia de varias vias; pueden entrar mediante la union a proteinas
transportadoras, a través de las acuaporinas, por medio de canales ionicos,
gracias a la creacion de nuevos poros (exclusivo en nanotubos de carbono, los
nanotubos crean o forman los poros para entrar a la célula) o mediante
endocitosis (Kurepa et al., 2010). En diversas especies vegetales se mostré que
nanoparticulas recubiertas con carbono, aplicadas tanto en la parte aérea como
en la raiz pueden traslocarse a otros tejidos. El transporte en la raiz se produce

de una célula a otra via plasmodesmos (Cifuentes et al., 2010).

Después del trigo, el arroz es el cereal mas consumido por el hombre a nivel
global y constituye un alimento basico para mas del 40% de la poblacién mundial
(Tolentino-Martinez, 2014). Para los préximos afios se requerira una produccién
de 8 a 10 millones de toneladas por afio. Sin la expansion de la superficie
agricola, se requerird un aumento en el rendimiento de 0.6 t ha'! en promedio a
nivel mundial (Seck et al., 2012). Para abastecer esta demanda, es fundamental
buscar mayor eficiencia en la absorcion y en el uso de fertilizantes primarios,
incluyendo el P, y en consecuencia, tener menor dependencia de la cuantiosa
aplicacion del fertilizante al cultivo y buscar la sostenibilidad en la produccion
agricola (Wu et al., 2013). En México, el cultivar Morelos de arroz ha conservado
desde su origen caracteristicas Unicas y exclusivas agronomicas, molineras y
culinarias, que lo han posicionado como uno de los arroces de mejor calidad

tanto a nivel nacional e internacional (Tolentino-Martinez, 2014).
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El presente estudio se llevd a cabo con el objetivo de evaluar el efecto de un
nanofertilizante fosfatado en el crecimiento, pardmetros fisioldgicos y
nutrimentales de plantas de arroz durante etapa vegetativa; lo anterior, en
ausencia de otros nutrimentos constituyentes de una solucidon nutritiva, para
evitar interacciones. Este objetivo se basdé en la hipétesis de que el
comportamiento del nanofertilizante fosforado es dependiente de las
caracteristicas y propiedades del medio al que es suministrado. Se us6 como
referencia la concentracion de P de la solucién nutritiva Yoshida (0.383 mol)

m-3), la cual fue generada en particular para el arroz (Yoshida et al., 1976).

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Ubicacion del experimento y material vegetal

El experimento se instalé en un invernadero tipo cenital ubicado en el Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. Se usaron semillas de arroz (Oryza sativa L.
ssp. indica) cultivar Morelos A-2010 (Salcedo-Aceves y Barrios-Gomez, 2012).
Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 70% durante 5 min e hipoclorito
de sodio al 3% durante 30 min. Posteriormente las semillas fueron enjuagadas
con agua destilada y se dejaron secar en papel absorbente. Una vez secas, se
germinaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con

sacarosa (3%) y agar (0.8%).
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2.2.2. Establecimiento del experimento

Doce dias después de la siembra, las plantulas fueron trasplantadas en
recipientes de 5 L con solucién nutritiva Yoshida (Yoshida et al., 1976) al 50% de
su concentracion (0.715 mM NH4NOs, 0.500 mM CacClz 2H20, 0.820 mM MgSOa
7H20, 0.660 K2SO4, 0.192 mM NaH2POs4, 3.995 uM MnCl2 4H20, 0.075 uM
ZnS04 7H20, 0.075 uM CuSO4 7H20, 0.038 uM (NH4)6M07024, 0.695 uM H3BOs,
1 mM Fe-EDTA). En la preparacion de la solucién nutritiva se utiliz6 agua
destilada y reactivos grado analitico de la marca JT Baker (Phillipsburg, NJ,
EEUU); para Fe-EDTA Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). En cada recipiente
se establecieron 8 plantulas. El pH de la solucion nutritiva fue ajustado entre 5.5
y 6.0 y ésta fue renovada cada siete dias. En estas condiciones las plantulas
permanecieron durante 30 dias en un periodo de aclimatacion. Posterior al
periodo de aclimatacion en hidroponia antes indicado, las plantas permanecieron

durante siete dias en la solucion nutritiva Yoshida al 50% desprovista de P.

2.2.3. Tratamientos evaluados

Los tratamientos evaluados (Cuadro 2.1) iniciaron después de un periodo de
siete dias de privacién de P (37 dias después del trasplante), con plantas de
arroz con una altura promedio de 32.5 cm. Los tratamientos 1 y 2 son testigos
negativos; es decir, no contienen P. El tratamiento 2 consistio en la adicion de
gelatina tipo A (obtenida por hidrdlisis acida), polimero utilizado para la sintesis
de las nanoparticulas evaluadas en los tratamientos 5 a 8. Los tratamientos 3 y
4 contenian 50 y 100% de la concentracion de P descrita en la solucion Yoshida
(0.1915 y 0.3830 mol+) m3, respectivamente), empleando KH2PO4 (JT Baker)

como fuente de P. Los tratamientos 5 y 6 contenian también el 50 y 100% de la
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concentracion de P de la solucion Yoshida, solo que la fuente de P fue el nano-
KH2POa cubierto con gelatina tipo A, cuya sintesis se describio en el Capitulo 2
de esta tesis. Finalmente, los tratamientos 7 y 8 consistieron en el suministro de
P a partir del nano-KH2PO4 cubierto con gelatina tipo A al 50 y 100%,
respectivamente de la concentracion de P indicada en la solucion Yoshida, pero
con la adicién de la enzima tripsina (EC 3.4.21.4; enzima proteolitica que cataliza
la rotura hidrolitica de los enlaces peptidicos establecidos entre Arg y Lis), a

concentraciones de 0.1y 0.2 mg L1, respectivamente.

Cuadro 2.1. Tratamientos evaluados en plantas de arroz cultivar Morelos A-

2010.
Tratamiento Descripcion

1 Agua destilada
2 Polimero® (0.1042 g L)
3 50%* P a partir de KH2POa4 (0.0260 g L)
4 100%* P a partir de KH2PO4(0.0521 g L1)
5 50%* P a partir de nano-KH2PQO4 (0.0781 g L)
6 100%* P a partir de Nano-KH2POa4 (0.1563 g L)
7 50%* P a partir de nano-KH2PQOa4 con tripsina (0.1 mg L)
8 100%* P a partir de nano-KH2PO4 con tripsina (0.2 mg L)

8Polimero: nanoparticulas de gelatina tipo A; ¥Porcentaje de la concentraciéon de P de la solucién

nutritiva Yoshida; Concentracién de P en la solucion nutritiva Yoshida al 100%=0.383 molx) m=.

Las soluciones tuvieron un pH de 5.5, y ésta fue renovada a los 7 dias. El periodo
de tratamientos fue de 14 dias. La unidad experimental fue una planta de arroz,

y cada tratamiento tuvo 16 repeticiones.
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2.2.4. Variables evaluadas

Concentracion de P en las soluciones nutritivas. Con el objetivo de evaluar
el abatimiento de P en las soluciones nutritivas, se colectaron muestras de éstas
antes de ser utilizadas (dia 8 de la fase de tratamientos) y después del periodo
establecido para la renovacion de las mismas (dia 14 de la fase de tratamientos).
Inmediatamente después de la colecta de las muestras éstas fueron filtradas con
papel filtro de poro medio y posteriormente se acidificaron con HNO3
concentrado, adicionando 5 uL HNOs mL* de muestra. La determinacién de la
concentracion de P se realizé por espectrometria de emision optica de induccién

por plasma acoplado (ICP-OES 725-ES Agilent®; Mulgrave, Australia).

Altura de planta, numero de hojas y macollos. Se determind la altura de planta
considerando desde la base hasta la punta de la hoja de mayor longitud.
Asimismo se contabiliz6 el nUmero de hojas y nimero de macollos. Estas
evaluaciones se realizaron a los 0, 7 y 14 dias después del inicio de los

tratamientos.

Variables relacionadas con fotosintesis. Se midio la tasa instantanea de
fotosintesis neta, conductancia estomatica, concentracion intercelular de CO2 y
transpiracion en las hojas de arroz, con un equipo portatil IRGA (LI-6400®, LI-
COR Inc.; Lincoln, NE, EEUU). Las mediciones se hicieron en todos los
tratamientos a los 13 dias después del inicio de los tratamientos de 13:00 a 14:30

h.
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Biomasa seca. Catorce dias después del inicio de los tratamientos, las plantas
fueron divididas en vastago y raiz para secarlas en una estufa de circulacion de
aire forzado a 70 °C (HCF-125, Riossa; Monterrey, Nuevo Ledn, México) durante
48 h. Posteriormente, se evallo el peso de la biomasa seca con una balanza

analitica (Adventurer Pro AV213C, OHAUS; Parsippany, NJ, EEUU).

Concentracion nutrimental. La concentracién nutrimental se estimo en tejido
seco de vastago y raiz. La concentracion de N se determind en el extracto de la
digestion humeda (3.3% C7HsOs en H2S04, 380 °C, 2 h), mediante el método
semi-micro-Kjeldahl. La determinacion de la concentracion de P, K, Ca, Mg, S,
Fe, Cu, Zn, Mn y B se realizd en los extractos resultantes de la digestiéon del
material vegetal seco (HNO3:HCIO4, 2:1, v:v, 180 °C, 21 h), usando un equipo de
espectrometria de emisién Optica de induccién por plasma acoplado (ICP-OES

725-ES Agilent).

Contenidos nutrimentales. En vastago y en raices se determiné el contenido
de nutrimentos considerando la concentracion de cada nutrimento y el peso de

la biomasa seca determinada en cada uno de los 6rganos.

2.2.5. Anélisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SAS ver. 9.4 (SAS,
2016), bajo un disefio experimental completamente al azar. El analisis de
varianza y comparacion de medias se realizo con la prueba LSD con un nivel de

significancia de 95%.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Disminucién de P en las soluciones nutritivas
En la Figura 2.1 se muestran las concentraciones de P en las soluciones
nutritivas iniciales y después de 7 d de suministrarlas a las plantas de arroz (del

dia 8 al 14 de tratamientos).

O Concentracion inicial (dia 8)
B Concentracion después de 7 d (dia 14)

0.4
w 0.3
S
B
o 0.2
S
=
0.1
; M [ |

1 2 3 4 5 6 7 8
Tratamientos

Figura 2.1. Concentracion de P en la solucién inicial (dia 8 del inicio de
tratamientos) y su disminucion después de 7 d en presencia de plantas de arroz

(dia 14 del inicio de tratamientos).

Medias de tres repeticiones independientes. Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A
(0.1042 g L'1); 3=50% de [P]solucion Yoshida & partir de KH2PO4; 4=100% de [P]solucisn Yoshida & partir de
KH2PO4; 5=50% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4; 6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir
de nano-KH2POa; 7=50% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4 con tripsina (0.1 mg L1);
8=100% de [P]solucisn Yoshida @ partir de nano-KH2PO4 con tripsina (0.2 mg L1).

Después de 7 d, en las soluciones nutritivas con el 50% de P de la solucién de
Yoshida (tratamientos 3, 5y 7), independientemente de la fuente de P empleada,
se observa que la totalidad del P habia sido absorbido por las plantas. Por el

contrario, después de 7 d, las soluciones con el 100% de la concentracion de P
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de la soluciéon nutritiva Yoshida, presentaban aun disponibilidad de este
elemento; esta disponibilidad después de 7 d fue del 9.34, 15.37 y 22.84% de la
concentracion inicial, cuando las fuentes de P fueron KH2PO4, nano-KH2PO4 y

nano-KH2PO4 con enzima, respectivamente.

Estos resultados confirman que se tenian dos condiciones de suficiencia de P en
las soluciones nutritivas después de 7 dias de incubacion con las plantas de
arroz. Asimismo, es posible observar aparentes efectos diferenciales en la
absorcion de P en funcion de la fuente de este elemento, el nanofertilizante con
la adicion de tripsina tuvo una concentracion mas alta después de 7 dias que el
resto de fuentes; y por tanto, presumiblemente se absorbié en menor cantidad.
A priori, lo anterior podria interpretarse como una menor eficiencia de absorcion
de P a partir de los nanofertilizantes (eficiencia de absorcién del KH2PO4 fue de
90.6%; la del nano-KH2PO4 de 84.63% y la del nano-KH2POa4 con tripsina es de
77.16%), entendido como eficiencia de absorcién de P a la capacidad de la raiz

para absorber P desde el medio de crecimiento (Gemenet et al., 2015).

2.3.2. Altura de planta

Después de 7 d la altura de planta se incremento 1.6 y 1.3 % con agua destilada
y el polimero, respectivamente. Cuando se agreg0 una concentracion de P al
50% a partir del KH2PO4, nano-KH2PO4 y nano-KH2PO4 con enzima, la altura se
incremento en 2.85, 2.73 y 2.31%, respectivamente. Las mismas fuentes con
100% de P de la solucion Yoshida, mostraron un crecimiento ligeramente menor,

con incrementos de 2.61, 2.50 y 2.29%, respectivamente (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Altura de plantas de arroz cultivar Morelos A-2010 tratadas durante

14 dias con diferentes fuentes y concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta en cada fecha de muestreo son estadisticamente diferentes (LSD,
P < 0.05; n=8). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucién Yoshida &
partir de KH2PO4; 4=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucién Yoshida @ partir
de nano-KH2PO4; 6=100% de [P]solucisn Yoshida & partir de nano-KH2PO4; 7=50% de [P]solucisn Yoshida
a partir de nano-KH2POa4 con tripsina (0.1 mg L?); 8=100% de [P]solucisn Yoshida @ partir de nano-

KH2PO4 con tripsina (0.2 mg L1).

En el muestreo realizado a los 14 d de tratamiento se registraron incrementos
acumulados en crecimiento de 4.81 y 4.14% con agua destilada y el polimero,
respectivamente. Las concentraciones de 50% de P, suministradas a partir de
KH2PO4, nano-KH2PO4 y nano-KH2PO4 con enzima, ocasionaron incrementos
en la altura de 8.33, 7.03 y 6.28%, respectivamente. Los incrementos en altura
al suministrar 100% de P en la solucion Yoshida fueron ligeramente superiores,
independientemente de la fuente de P, en comparacion con la adicién de 50%
del P, con valores de 8.66, 8.37 y 7.82% para KH2PO4, nano-KH2PO4 y nano-

KH2PO4 con enzima, respectivamente (Figura 2.2).
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Si bien no existieron diferencias estadisticas significativas en la altura de planta
entre los tratamientos conteniendo P (tratamientos 3 a 8) en ambos muestreos,
los resultados indican que los incrementos porcentuales en altura fueron, en
todos los casos superiores, cuando el P se suministré6 a partir de KH2POa.

(Figura 2.2).

En esta investigacion las distintas fuentes de abastecimiento de P, e incluso las
concentraciones de éste, no afectaron, de manera significativa la altura de la
planta en arroz. En contraste a los resultados aqui obtenidos, Liu y Lal (2014)
sintetizaron nanoparticulas (NPs) de hidroxiapatita (Cas(PO4)sOH) de
aproximadamente 16 nm de tamafio y evaluaron su efecto Glycine max en
sustrato (50% de perlita y 50% turba) en invernadero. Los datos mostraron que
la aplicacion de nanoparticulas incrementé la tasa de crecimiento y el
rendimiento de semillas G. max en 33 y 20%, respectivamente, en comparacion
con aquellas plantas tratadas con una fertilizante fosforado regular [Ca(H2POa4)2].
Los datos indicaron que las raices de G. max absorben nanoparticulas de
hidroxiapatita como una fuente de P eficaz y mantienen el crecimiento saludable

y un rendimiento elevado.

2.3.3. Numero de hojas

Después de 7 y 14 d después del inicio de tratamientos, el incremento en el
namero de hojas fue influenciado por la concentracion de P en las soluciones
nutritivas, con una relacion positiva entre el nimero de hojas y la concentracion

de P (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Numero de hojas en plantas de arroz cultivar Morelos A-2010

tratadas durante 14 dias con diferentes fuentes y concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta en cada fecha de muestreo son estadisticamente diferentes (LSD,
P < 0.05; n=8). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucion Yoshida &
partir de KH2PO4; 4=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucién Yoshida @ partir
de nano-KH2PO4; 6=100% de [P]solucisn Yoshida & partir de nano-KH2PO4; 7=50% de [P]solucisn Yoshida
a partir de nano-KH2POa4 con tripsina (0.1 mg L?); 8=100% de [P]solucisn Yoshida @ partir de nano-
KH2PO4 con tripsina (0.2 mg L1).

Después de 7 d de tratamiento, las plantas tratadas con agua destilada y
polimero tuvieron 2 y 2.3 mas hojas, respectivamente. Los tratamientos con 50%
de la concentracion de P a partir de KH2POa, hano-KH2PO4 y nano-KH2PO4 con
tripsina, incrementaron 4.3, 4.7 y 4.0 hojas, respectivamente; mientras que el
tratamiento con la concentracion de 100% a partir de KH2PO4, nano-KH2PO4y
nano-KH2PO4 con tripsina se presentaron 6.8, 6.6 y 6.8 mas hojas (Figura 2.3).
Las plantas de arroz tratadas con agua destilada y polimero incrementaron su
namero de hojas en 3.9 y 4.1, respectivamente, después 14 d de tratamiento. El
tratamiento con concentraciones de P del 50% de la solucion Yoshida
suministradas a partir de KH2PO4, nano-KH2PO4 y nano-KH2PO4 con enzima a

incrementaron en 8.1, 9.1 y 8.7, respectivamente, el nimero de hojas; mientras
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que con las mismas fuentes de P pero al 100% de las concentracion, se
mostraron aumentos en el numero de hojas de 13.9, 13.3 y 13.7,

respectivamente (Figura 2.3).

Como se indic6 previamente, el nimero de hojas en las plantas de arroz,
incrementd conforme aumentd la concentracion de P en las soluciones nutritivas
(Figura 2.3). En otras gramineas como maiz y el pasto Lolium perenne, la
deficiencia de P reduce la tasa de divisién y expansion celular, pero no afecta los
controles generales de la morfogénesis celular (Assuero et al., 2004; Kavanova
et al., 2006). Sin embargo, plantas incluso del mismo género pueden diferir en la
tolerancia a los efectos del estrés causado por deficiencia de P en el crecimiento
de la hoja, y esta diferencia es debida principalmente a la capacidad para
mantener la division celular, la expansion de las células epidermales de la hoja
o ambas (Kavanova et al., 2006). En esta investigacion las plantas tratadas con
50% del P de la solucién Yoshida, tenian tres semanas (21 dias) bajo condicion
de estrés por deficiencia de P, considerando los siete dias en que no se
suministr6 este elemento, periodo previo al inicio de aplicaciéon de tratamientos;
por lo tanto, es explicable la reduccion en el nUmero de hojas observada en el
primer muestreo. En este sentido, plantulas de soya privadas de P durante 32
dias después de la germinacion, mostraron tasas decrecientes de iniciacion foliar
después de dos semanas, a pesar de que el apice fue similar en tamafo y en

namero de células al de plantas control (Chiera et al., 2002).

En particular, Dobermann y Fairhurst (2000), indican que plantas de arroz de

color verde oscuro con hojas erectas y macollo reducido pueden indicar
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deficiencia de P. Asimismo, estas plantas presentan tallos delgados y desarrollo
retardado. También puede reducirse el nimero de hojas, paniculas y granos por
panicula. Las hojas jovenes parecen estar sanas, pero las hojas mas viejas se
vuelven marrones y mueren. Los colores rojo y morado pueden desarrollarse en
hojas si la variedad tiene una tendencia a producir antocianina. El abatimiento
observado en la concentracion de P en las soluciones con el 50% de P de la
solucién Yoshida (Figura 2.1.), apoyan las afirmaciones acerca de la deficiencia

de P.

2.3.4. Numero de macollos

En la Figura 2.4 se presenta el nimero de macollos que tuvieron las plantas de
arroz después de 7 y 14 d de tratamiento. Se observan efectos significativos
atribuibles tanto a la concentracion de P de la solucién nutritiva como a la fuente

de P empleada (Figura 2.4).

Dado que el numero de macollos fue diferente entre plantas incluso del mismo
tratamiento, se considera pertinente describir los incrementos en nimero que se
tuvieron en esta variable. Después de 7 d del inicio de tratamientos, el nimero
de macollos aumentd 1.1y 1.9 en plantas de los tratamientos con agua destilada
y polimero, respectivamente. Plantas de los tratamientos con el 50% de la
concentracion de P de la solucion Yoshida a partir del KH2POa4, nano-KH2PO4 y
nano-KH2POa4 con tripsina tuvieron un aumento en el niumero de macollos de 2.8,
2.4y 3.9, respectivamente, después de 7 d de tratamiento. En la concentracion

de P al 100% de la solucién Yoshida, suministrado con las fuentes antes
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referidas se registraron incrementos en el niumero de macollos de 3.9, 4.1y 4.2,

respectivamente (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Numero de macollos en plantas de arroz cultivar Morelos A-2010

tratadas durante 14 dias con diferentes fuentes y concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta en cada fecha de muestreo son estadisticamente diferentes (LSD,
P < 0.05; n=8). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucién Yoshida &
partir de KH2PO4; 4=100% de [P]solucisn Yoshida & partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucién Yoshida & partir
de nano-KH2PO4; 6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4; 7=50% de [P]solucion Yoshida
a partir de nano-KH2POa4 con tripsina (0.1 mg L?); 8=100% de [P]solucisn Yoshida @ partir de nano-
KH2PO4 con tripsina (0.2 mg L1).

A los 14 d, en los tratamientos de agua destilada y polimero el nimero de
macollos aumento6 en 2.8 y 3.9, respectivamente. El suministro de P a 50% de la
concentracion de P de la solucion Yoshida a partir del KH2POas, nano-KH2PO4 y
nano-KH2POa4 con tripsina, aumentd 7.2, 6.4 y 9.4 macollos por planta. Por otra
parte, en la concentracion de P al 100% con las mismas fuentes incrementaron
7.2,10.5y 9.6 el numero de macollos, respectivamente. En plantas tratadas con
nano-KH2PO4 se observa solo un incremento importante en el niumero de

macollos al pasar de 50 a 100% la concentracién de P en el medio (Figura 2.4).
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En general existe relacion positiva entre el nimero de macollos y la
concentracion de P inicial en las soluciones nutritivas (Figura 2.4). ElI P es
particularmente importante en etapa temprana del crecimiento. Este es movil
dentro de la planta y promueve el desarrollo de las raices, el amacollamiento, la
floracion temprana y la maduracion (especialmente cuando la temperatura es
baja). La planta removiliza el P a dentro de la planta durante etapas de
crecimiento posteriores si este elemento se ha absorbido en cantidades
suficientes durante el crecimiento temprano (Dobermann y Fairhurst, 2000). De
hecho, un buen suministro de P induce mayor amacollamiento en plantas de

arroz (Chaudhary y Nanda, 2003).

2.3.5. Biomasa seca
El peso de la biomasa seca del vastago no se obtuvo diferencia estadistica
significativa entre plantas tratadas con agua destilada, el polimero y tampoco

entre plantas de los tratamientos conteniendo P (Figura 2.5).

Si bien el periodo de tratamiento en las plantas de arroz fue corto (14 d) y pueda,
por tanto, atribuirse a éste el no observar diferencias estadisticas significativas
en la acumulacion de biomasa en vastagos; es importante considerar que, en
soya, la expresion constitutiva del gen OsPT6 (que codifica para el transportador
OsPT6 de alta afinidad en arroz) inducida por el promotor 35S, mejoro el
crecimiento bajo condiciones de bajo suministro de P en cultivo hidroponico (Yan
et al., 2014). Lo anterior pudo haber ocurrido en este estudio, no solo en los

tratamientos testigos, sino también en aquellos con suministro bajo de P.
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Figura 2.5. Peso de biomasa seca de vastago y de raiz de plantas de arroz

cultivar Morelos A-2010 tratadas durante 14 dias con diferentes fuentes y

concentraciones de P.

Medias *+ DE con letra distinta en cada érgano son estadisticamente diferentes (LSD, P < 0.05;
n=8). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucisn Yoshida @ partir de
KH2PO4; 4=100% de [P]solucién Yoshida & partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucisn Yoshida @ partir de nano-
KH2PO4; 6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2POa4; 7=50% de [P]solucion Yoshida @ partir
de nano-KH2PO4 con tripsina (0.1 mg L1); 8=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4
con tripsina (0.2 mg L1).

La biomasa seca de raiz se obtuvo diferencia estadistica significativa entre dos
de los tratamientos evaluados; es decir, entra la media mas alta (0.8164 @),
registrada ésta en plantas donde la fuente de P fue nano-KH2PO4 con la enzima
tripsina y con el 50% de la concentracién de P de la solucién Yoshida, y el
tratamiento de nano-KH2POa4 al 100% de la concentracion de P con enzima, el

cual presenté el menor peso de biomasa seca en raiz (0.5579 g) (Figura 2.5).

Si bien no existen diferencias estadisticas significativas en la biomasa seca de
raiz entre el resto de los tratamientos, como se indic6 previamente, es importante

notar que el tratamiento con el 100% de la concentracién de P de la solucion

62



Yoshida a partir del nano-KH2PO4 con enzima (tratamiento 8), presenté menor
biomasa seca de raices que el resto de los tratamientos. Por ejemplo, la biomasa
seca de raiz de este tratamiento, representa solo el 85% de la biomasa seca de

raices promedio los tratamientos 1 y 2 (testigos sin P).

En plantulas de arroz Nipponbare bajo deficiencia de P, Luquet et al. (2005)
confirmaron que el efecto principal de la deficiencia de P es una reduccion del
crecimiento de los brotes para el beneficio del sistema radicular. La reduccién
del crecimiento de los brotes se asocié con una reduccién de la tasa de
elongacion de la hoja, mientras que el tamafio final de la hoja permanecio sin
cambios. En el contexto anterior, es posible inferir que en el tratamiento con
nano-KH2PO4 al 100% de la concentracion de P con enzima se observaron en
menor medida cambios morfoldgicos en la raiz ocasionados por la deficiencia de

P que han sido documentados en arroz (Li et al., 2009).

No se observo efecto estadistico significativo en biomasa seca total y relaciéon de
biomasa seca vastago/raiz en plantas de arroz tratadas con las diferentes
fuentes y concentraciones de P, asi como en las tratadas con agua destilada y
polimero; sin embargo, se observa que en el tratamiento 8 (100% de la
concentracion de P a partir de nano-KH2PO4 con enzima), es donde se presenta
el menor valor de biomasa seca total (Cuadro 2.2). En numerosas
investigaciones se ha reportado que las deficiencias de macronutrientes
esenciales, entre ellos el P, producen una acumulaciéon de carbohidratos en las
hojas y las raices, y modifican la relacion de la biomasa seca entre vastago y

raiz (Hermans et al., 2006); en este contexto, el menor peso de biomasa seca
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total del tratamiento 8 podria deberse a una menor acumulacion de
carbohidratos, lo que se interpretaria como un indicador de estatus de suficiencia
de P. Por otro lado, probablemente el corto periodo de tratamientos es la causa
de no observar diferencias importantes en la relacion de pesos de biomasa seca

de vastago y raiz.

Cuadro 2.2. Biomasa seca total y relacidbn de biomasa seca vastago/raiz de
plantas de arroz cultivar Morelos A-2010 tratadas durante 14 dias con diferentes
fuentes y concentraciones de P.

Relacion de biomasa seca

Tratamiento Biomasa seca total, g
vastago/raiz
1 2.025 + 0.321a 2.293 + 0.416a
2 2.338 + 0.378 a 2.521 + 0.193 a
3 2.179 £ 0.453a 2.178 + 0.253 a
4 2.094 + 0434 a 2.623 £+ 0.816 a
5 2.358 + 0.471a 2.351 £+ 0.098 a
6 2.539 + 0.586 a 2.483 £+ 0.135a
7 2.489 + 0.279a 2.090 + 0.335a
8 1.970 + 0.441 a 2.474 £ 0.124 a

Medias + DE con letra distinta en cada columna son estadisticamente diferentes (LSD, P < 0.05;
n=8). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucisn Yoshida @ partir de
KH2PO4; 4=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucisn Yoshida & partir de nano-
KH2PO4; 6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2POa4; 7=50% de [P]solucion Yoshida @ partir
de nano-KH2PO4 con tripsina (0.1 mg L1); 8=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4
con tripsina (0.2 mg L1).

2.3.6. Concentracion de macronutrimentos en vastagos

Los tratamientos tuvieron efecto estadistico significativo en la concentracion de
macronutrimentos en vastago de plantas de arroz. En el caso de N, el tratamiento
nano-KH2PO4 al 100% de concentracion de P con enzima, presenta mayor

concentracion de este elemento (24.325 g kg?!) y las menores concentraciones
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se presentan en los tratamientos KH2PO4 100% y nano-KH2PO4 50% (19.075 g

kg?t) (Figura 2.6A).

Al adicionar las diferentes fuentes de P a las plantas de arroz, la mayor
concentracion de P se presentd en los tratamientos con 100% de P de la
concentracion Yoshida, independientemente de la fuente empleada; KH2PO4
(4.9141 g kg'), nano-KH2P04 (4.4617 g kg!) y nano-KH2PO4con enzima (4.6362
g kg?). Por otra parte, menores concentraciones de P se presentaron en los
tratamientos con 50% de P, suministrado a partir de KH2PO4 (3.6691g kg™),
nano-KH2PO4 (3.4891 g kg?) y nano-KH2POas con enzima (3.5871 g kg%).
Asimismo, es evidente que la menor concentracion de P se encontré6 en los
tratamientos testigo agua destilada (1.3405 g kg™?) y polimero (1.2757 g kg™)

(Figura 2.6B).

Respecto a la concentracion de K los valores mayores los presentan las plantas
tratadas con nano-KH2PO4 y nano-KH2PO4 con enzima, en ambos casos con la
concentracion de P al 100%. EI menor valor lo presenta el tratamiento de
polimero (15.704 g kg™?) (Figura 2.6C). Las concentraciones de Ca no muestan
uan tendencia atribuible a los tratamientos evaluados (Figuras 2.6D). De manera
general, la concentraciones de Mg en los tratamientos con P, fueron
incrementadas cuando se utilizdo como fuente de P al KH2POa4, tanto al 50 como
al 100% de la concentracion de la solucion Yoshida (Figura 2.6E); asimismo esta
tendencia fue observada en el tratamiento 1 (agua destilada). Finalmente, en la
concentracion de S no hay diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con P; y los valores registrados en los tratamientos testigo son

estadisticamente superiores a los valores de concentracion de S registrados en
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el vastago del resto de los tratamientos (Figura 2.6F). Dadas sus funciones
vitales en el sostenimiento del crecimiento y su participacion en vias metabdlicas
relacionadas en plantas, el azufre y el fésforo, han desarrollado mecanismos
coordinados y estrechamente controlados para mantener la homeostasis
intracelular (Rouached et al., 2011). Las similitudes en la topologia de los
transportadores de sulfato (S04%) y fosfato (Pi) dan lugar a una conversacion
cruzada entre las vias de respuesta de SO4? y Pi. El factor de transcripcion PHR1
parece desempefiar un papel importante; dos genes estan implicados en la
sustitucion de fosfolipidos por sulfolipidos en plantas deficientes en Pi, SQD1 y
SQD2, contienen un sitio de uniéon a PHR1 en su promotor y son regulados por
la deficiencia de Pi, del mismo modo a deficiencia de SO4% hay una sustitucion

de sulfolipidos por fosfolipidos (Rouached, 2011).

Como se dijo en la metodologia, antes de aplicar los tratamientos, las plantas de
arroz fueron desprovistas de P durante 7 dias; asimismo, previamente se indic
gue en la Figura 2.6F se muestra claramente que una vez que se suministra P
(tratamientos 3 a 8), la concentracion de S resulté inferior a los tratamientos sin
contenido de P. Por lo que es posible que durante ese periodo las plantas
pudieron haber realizado mayor absorcién de S para sustituir las funciones antes

descritas al tener ausencia de P.
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Figura 2.6. Concentracion de macronutrimentos en vastagos de plantas de arroz
cultivar Morelos A-2010, tratadas durante 14 dias con diferentes fuentes y

concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta en cada subfigura son estadisticamente diferentes (LSD, P < 0.05;
n=4). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucion Yoshida & partir de
KH2PO4; 4=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de KH2POa4; 5=50% de [P]solucisn Yoshida & partir de nano-
KH2PO4; 6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2POa; 7=50% de [P]solucion Yoshida @ partir
de nano-KH2PO4 con tripsina (0.1 mg L1); 8=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4
con tripsina (0.2 mg L1).
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La concentracion de P en vastago (Figura 2.6) en los tratamientos con suministro
del 100% de P en la solucion Yoshida, se asocia de manera positiva con la
disminucién de P en la solucion (Figura 2.1); es decir, se tiene mayor
concentracion en vastagos donde la disminucion de P es mayor; en este caso en

la solucion donde el P fue suministrado a partir de KH2POa4 (Figura 2.6B).

Por otra parte, si bien la mayoria de las investigaciones sobre aplicacion de
nanoparticulas en plantas se han realizado con nanoparticulas metalicas y de
6xidos metdlicos, tales como TiO2, Ag®, CuO, CeO2, FexO y ZnO (Ma et al.,
2015), en el presente estudio se demuestra absorcion y transporte de
nanoparticulas de P dados los resultados de concentracion de este elemento en
vastagos (Figura 2.6B). De manera similar, en maiz, Wang et al. (2012)
demostraron absorcion, translocacion y distribucion de nanoparticulas de CuO
(nCuO) (20-40 nm) en raiz, su transporte a través del xilema y su retorno a la

raiz a través del floema.

2.3.7. Acumulacién de macronutrimentos en vastagos

La acumulacién de macronutrimentos en vastago de plantas de arroz muestra
diferencias estadisticas significativas. El tratamiento con nano-KH2PO4 100% de
la concentracién de P en la solucion Yoshida, evidencia mayor contenido de N
(41.041 mg), P (8.1114 mg), K (37.978 mg), Ca (3.3688 mg) y Mg (3.6917 mg)
(Figuras 2.7A a 2.7E); y la acumulacion de N, P y K, superiores a los registrados

en el resto de los tratamientos (Figuras 2.7A, B y C).
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Figura 2.7. Acumulacion de macronutrimentos en vastagos de plantas de arroz

Tratamientos

cultivar Morelos A-2010, tratadas durante 14 dias con diferentes fuentes y

concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta en cada figura son estadisticamente diferentes (LSD, P < 0.05;
n=4). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucién Yoshida @ partir de
KH2PO4; 4=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucisn Yoshida & partir de nano-
KH2PO4; 6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2POa; 7=50% de [P]solucion Yoshida @ partir
de nano-KH2PO4 con tripsina (0.1 mg L1); 8=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4
con tripsina (0.2 mg L),
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Asimismo, destaca que existen diferencias significativas en la acumulacion de P
entre los tratamientos en los cuales éste es ofertado al 100% de la concentracion
de la solucion Yoshida; es decir, entre los tratamientos 4, 6 y 8 (Figura 2.7B).
En este caso, las diferencias encontradas son atribuibles a la fuente de
abastecimiento de P, donde el tratamiento con nano-KH2PO4 presenta mayor
acumulacion de P (8.1114 mg), seguido de los tratamientos con KH2POas y nano-

KH2PO4 con enzima (7.0763 y 6.5463 mg, respectivamente).

Las interacciones entre nutrimentos son de suma importancia en la formulacion
balanceada de fertilizantes para cultivos agricolas. La interaccién entre
nutrimentos puede ser positiva, negativa o neutra (Fageria y Oliveira, 2014). Si
bien, solo es posible hablar de interacciones cuando un nutrimento afecta la
absorcién y utilizacion de otro nutrimento, y en la fase experimental de este
estudio no se tuvo presencia de otros nutrimentos en la solucion nutritiva; los
resultados de acumulaciones de macronutrimentos muestran que la de P se
relaciona de manera positivamente con la acumulacion del resto de
macronutrimentos, en particular en el tratamiento 6 (nano-KH2PO4 100% de la

concentracion de P en la solucién Yoshida) a excepcion del S.

Si bien los resultados de la medicion de la disminucién de P en las soluciones
indican menor tasa de absorcion de P desde el medio, cuando este elemento se
suministro a partir de nanofertilizantes (menor eficiencia de absorcion de P;
Figura 2.1); los resultados de acumulacion por el contrario, indican
probablemente una mayor eficiencia fisioldgica del vastago para el P cuando este

elemento es suministrado como nano-KH2POg; respecto al suministro a partir de
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KH2PO4y nano-KH2PO4 con tripsina (Figura 2.7B). La eficiencia fisiologica del
vastago es un indicador que relaciona la diferencia entre el peso de biomasas
secas de vastagos del tratamiento con P y del testigo (tratamiento 1), con la
diferencia en contenido de P en vastagos del tratamiento con P y del testigo

(tratamiento 1) (Santos et al., 2015).

2.3.8. Concentracion de macronutrimentos en raiz
En concentracion de macronutrimentos en raices de arroz, hubo variaciones

estadisticas significativas entre tratamientos (Figuras 2.8A a 2.8F).

La mayor concentracion de N se observo en raices del tratamiento nano- KH2PO4
100% con enzima (18.375 g kg™') mientras que en raices tratadas con KH2PO4 a
50% de la solucion Yoshida tuvo la menor concentracion del elemento (11.9 g

kg?t) (Figura 2.8A).

Los testigos, agua destilada y el polimero, mostraron la menor concentracién de
P con valores de 0.94124 y 1.02275 g kg, respectivamente. Cuando el P se
suministré6 al 50% de la concentracion indicada en la solucion Yoshida, no
existieron diferencias estadisticas significativas entre las fuentes de P
empleadas. Por el contrario, cuando la concentracion de P increment6 al 100%,
el abastecimiento via nano-KH2POs4 con tripsina, aumentd de manera
significativa la concentracion de P en las raices, en comparacion con las fuentes

KH2POa4 y nano-KH2PO4 (Figura 2.8B).
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El tratamiento con 100% del P de la solucién Yoshida aplicado a partir de KH2POa4
incrementd de manera significativa la concentracion de K en raices (18.2034 g
kgt), en comparacion con el resto de los tratamientos. Por el contrario, en los
tratamientos consistentes en agua destilada y el polimero se tuvieron las
menores concentraciones de K (9.9413 y 10.3284g kg™, respectivamente)

(Figura 2.8C).

La mayor concentracion de Ca en las raices se presentd en el tratamiento 7
(100% de P a partir de nano-KH2POa4 con tripsina. Por su parte, el tratamiento
con KH2PO4 al 100% de la concentracion de P, present6 la menor concentracién

de Ca en raices (Figura 2.8D).

En raices tratadas con el 50% de P indicado en la solucién Yoshida a partir de
KH2POas incrementd de manera significativa la concentracién de Mg en raices;
por el contrario, en los tratamientos 1 y 6 (agua destilada y 100% de P a partir
de nano-KH2POa4, respectivamente, se tuvieron las menores concentraciones de

Mg (Figura 2.8E).

La concentracion de S en raices fue mayor en los tratamientos testigo (agua y

polimero) y en aquellos donde se suministro 50% del P de la solucion Yoshida a

partir de KH2PO4y de nano-KH2POa4 (Figura 2.8F).
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cultivar Morelos A-2010, tratadas durante 14 dias con diferentes fuentes y

concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta en cada figura son estadisticamente diferentes (LSD, P < 0.05;

n=4). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucién Yoshida @ partir de

KH2PO4; 4=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de KH2POa4; 5=50% de [P]solucisn Yoshida & partir de nano-

KH2POy4; 6=100% de [P]solucién Yoshida @ partir de nano-KH2PO4; 7=50% de [P]solucién Yoshida & partir

de nano-KH2PO4 con tripsina (0.1 mg L1); 8=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4

con tripsina (0.2 mg L1).
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2.3.9. Acumulacion de macronutrimentos en raiz
Los tratamientos probados tuvieron efectos estadisticos significativos en la

acumulacion de macronutrimentos en raices de arroz. (Figura 2.9).

La acumulacion de N en raices no muestra una tendencia en funcion de los
tratamientos de P aplicados. Los tratamientos agua destilada y nano-KH2POs al
50% de la concentracion de P de la solucion Yoshida con la adicion de tripsina,
incrementaron de manera significativa la concentracion de N en raices, con
valores de 11.375 y 12.281 mg, respectivamente. El tratamiento con menor
acumulacion de N en raices (7.902 mg de N) fue en donde se aplicé el 50% de
la concentracién de P de la solucién Yoshida empleando como fuente el KH2PO4

(Figura 2.9A).

Como era esperado, los mayores valores de acumulacion de P en raices se
tuvieron en los tratamientos 3 a 8, mismos que contenian P; sin embargo, es
importante destacar que solo en el tratamiento donde este elemento fue
adicionado a partir de nano-KH2POs4 con 50 y 100% de P sin enzima
(tratamientos 5 y 6) se tuvo una relacion positiva entre la concentracion de P

ofertada y la acumulacion de éste en las raices (Figura 2.9B).

En la acumulacion de K en raices se observa, de manera general una tendencia
relacionada en forma directa con la oferta de P en la solucion nutritiva; excepto
en los tratamientos donde el P fue abastecido a partir de nano-KH2PO4 con

tripsina (Figura 2.9C).
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Figura 2.9. Acumulacion de macronutrimentos en raices de plantas de arroz
cultivar Morelos A-2010, tratadas durante 14 dias con diferentes fuentes y

concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta en cada figura son estadisticamente diferentes (LSD, P < 0.05;
n=4). Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucion Yoshida @ partir de
KH2PO4; 4=100% de [P]solucién Yoshida @ partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucisn voshida & partir de nano-
KH2PO4; 6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2POa; 7=50% de [P]solucion Yoshida @ partir
de nano-KH2PO4 con tripsina (0.1 mg L1); 8=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2PO4

con tripsina (0.2 mg L1).
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El patron de acumulacion de Ca, Mg y S en raices fue similar entre tratamientos.
Destaca el hecho de que en los tratamientos con nano-KH2PO4 al 50 y 100% de
la concentracion de P de la solucién Yoshida con tripsina, se presentaron las

acumulaciones mas alta y baja respetivamente (Figuras 2.9D, Ey F).

La absorcion y transporte de las nanoparticulas en las plantas son procesos de
gran importancia para la exploracion y aplicacién de la nanotecnologia en la
agricultura. La absorcion de nanoparticulas por las plantas es un campo de muy
reciente estudio (Rico et al., 2011). Kurepa et al. (2010) mencionan que existen
varias posibles vias para la absorcion de nanoparticulas por las células
vegetales. Los datos sugieren que las nanoparticulas pueden entrar a la planta
mediante la union a proteinas transportadoras, a través de acuaporinas, canales
i6nicos, creacién de nuevos poros (exclusivo en nanotubos de carbono, que

crean o forman los poros para entrar a la célula) o mediante endocitosis.

Como se indico previamente, desde una perspectiva que considera solo las
concentraciones iniciales y finales de P en la solucion ofertada a las plantas, es
factible suponer una mayor eficiencia de absorcion de P a partir de la fuente
tradicional (Figura 2.1). Sin embargo, otra perspectiva que considera el tipo de
transportadores de fosfato podria conducir a otra interpretacion. En arroz, hasta
el momento se han aislado 13 genes de la familia Phtl; de los cuales, ocho han
sido caracterizados funcionalmente. Entre éstos se encuentran el OsOT1,
OsPT6, OsPT9 y OsPT10 que son altamente expresados en raices y por tanto
son responsables de la absorcion de P en arroz. El gen OsOT1 se expresa de

manera constitutiva en arroz; indicando que este gen tiene una funcion
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importante en la o absorcibn de fosfato bajo condiciones variadas de
concentracion de P. En contraste al gen OsOT1, los genes OsPT6, OsPT9 y
OsPT10 son expresados de manera considerable bajo deficiencia de P y por
tanto funcionan bajo condiciones bajas o deficientes de este elemento (Ye et al.,

2015).

En el contexto anterior, en el tratamiento 8 (100% del P de la solucién Yoshida a
partir de nano-KH2PO4 con tripsina), se registré el menor peso de biomasa seca
de raiz y por tanto menor crecimiento de ésta (Figura 2.5); ambos rasgos,
asociados a la suficiencia de P (Péret et al., 2011). Empero, en este tratamiento
no se tiene la mayor acumulacion de P ni en vastago (Figura 2.7B), ni en raiz
(Figura 2.9B); sino en el tratamiento 6 (100% del P de la solucién Yoshida a
partir de nano-KH2P0O4). En este punto cabria la posibilidad de considerar que la
alta disponibilidad inicial de P, propiciada con la adicién de enzima tripsina en el
tratamiento 8 (ver Figura 1.9 del Capitulo 1 de esta tesis; donde, después de 5
min de la adicion de la tripsina, la concentracion de P disponible se incrementa
tres veces); inhibiera la expresion de los genes que codifican para los
transportadores de alta afinidad, y solo funcionara el transportador constitutivo
OsOT1. Por el contrario, en el tratamiento 6 donde la liberacion de P no es
inmediata, se indujo una absorcion mas eficiente de P via transportadores de
alta afinidad, lo que finalmente condujo a una mayor eficiencia fisiologica tanto
del vastago como de la raiz en el tratamiento 6. Asimismo, se presume la
expresion de genes de transportadores de alta afinidad en raices (OsPT6,
OsPT9y OsPT10) en ausenciay bajo suministro de P que explican los resultados

obtenidos en altura de planta (Figura 2.2) y en biomasas de vastago, raices y
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total (Figura 2.5 y Cuadro 2.2). En un estudio comparativo de siete genotipos
de arroz, Jeong et al. (2015) reportaron una alta expresion del gen OsPT6 en la
variedad IR66 bajo deficiencia de P, y esta variedad también mostré un fuerte
incremento en el crecimiento de la raiz inducida por la deficiencia de P, lo cual

es coincidente con los resultados aqui observados.

Uno de los grandes retos que es necesario resolver es el hecho de que aun no
estan bien definidos los protocolos para la cuantificacion de nanoparticulas
dentro de los tejidos, en tanto que los procesos de absorcion, translocacion, y
acumulacion de nanoparticulas dependen de la especie de la planta y el tamafio,
tipo, composicion quimica, funcionalizacién, y la estabilidad de las

nanoparticulas (Rico et al., 2011).

En plantas de calabaza (Cucurbita maxima), las nanoparticulas de Fe3z04 son
absorbidas por las raices y traslocadas a través de los tejidos de la planta. El
45.5% de las nanoparticulas absorbidas se acumul6 en las raices y de 0.6% de
las nanoparticulas se detectaron en las hojas. Por el contrario, en frijol lima
(Phaseolus limensis), no se observo absorcidn ni transporte de estas mismas
nanoparticulas, lo cual pone de manifiesto que los resultados observados
pueden estar muy influenciados por el genotipo de la planta en evaluacion (Zhu

et al., 2008).

2.3.10. Variables relacionadas con fotosintesis
Los menores valores de fijacion de CO:2 se registraron en plantas de los

tratamientos 1, 2 y 3 (agua destilada, polimero y 50% del P de la solucién
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Yoshida a partir de KH2POa4, respectivamente), con valores de 3.4858, 3.1664 y
3.8993 ymol CO2m2 s, respectivamente. Por el contrario, los mayores valores
de tasa fotosintética presentaron en plantas en los tratamientos 5y 6 (50 y
100%de la concentracién de P de la solucion Yoshida suministrada a partir de
nano-KH2POg4), con valores medios de 7.1149 y 7.2434 pymol CO2 m? s7,
respectivamente (Figura 2.10); lo cual representa més del doble, la tasa
fotosintética registrada en los tratamientos testigo y en el tratamiento con la dosis

baja de P (50% del P de la solucion Yoshida) a partir de la fuente convencional.
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Figura 2.10. Tasa fotosintética de plantas de arroz cultivar Morelos A-2010,

tratadas durante 13 dias con diferentes fuentes y concentraciones de P.

Medias + DE con letra distinta son estadisticamente diferentes (LSD, P < 0.05; n=9).
Tratamientos: 1=Agua destilada; 2=Gelatina tipo A; 3=50% de [P]solucion Yoshida @ partir de KH2POu;
4=100% de [P]solucién Yoshida @ partir de KH2PO4; 5=50% de [P]solucisn Yoshida & partir de nano-KHzPOu;
6=100% de [P]solucion Yoshida @ partir de nano-KH2POa; 7=50% de [P]solucisn Yoshida @ partir de nano-
KHzPOa4 con tripsina (0.1 mg L); 8=100% de [P]solucién Yoshida @ partir de nano-KHzPO4 con tripsina

(0.2 mg L1).
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La productividad de la planta se basa en la fotosintesis y esta depende de
compuestos que contienen P; por tanto, un uso eficiente de P en la fotosintesis
es un factor potencialmente importante (Veneklaas et al.,, 2012). EI P es un
componente estructural de biomoléculas vitales, incluidos los acidos nucleicos,
moléculas fuentes de energia (ATP, ADP, PPi), fosfolipidos y acido fitico;
asimismo, participa en la actividad fotosintética (Alcantar et al.,, 2016). La
concentracion de P total en plantas superiores desarrolladas en condiciones de
alto abastecimiento de P es superior a 5 g kg' de materia seca; mientras que
bajo condiciones Optimas de P, la mayoria de los cultivos presenta
concentraciones de P menores a 4 g kg de materia seca (Veneklaas et al.,
2012). En arroz, el valor critico inferior para P es de 3 g kg! de materia seca

(Ravi et al., 2013).

Al asociar los resultados de tasa fotosintética (Figura 2.10) con los obtenidos en
la concentracion de P en vastago (Figura 2.6B), se observa una relacién directa
entre ambos. En los tratamientos testigo (1 y 2, sin P) se tuvieron
concentraciones de P inferiores a 2 g kg! de materia seca; asimismo en éstos
se observa la menor fijacion de C. En los tratamientos con oferta de P (3 a 8),
las concentraciones de este elemento en vastagos fueron superiores a los 3 g
kg de materia seca, valor critico inferior para arroz, en consecuencia se
incrementd en éstos la tasa fotosintética (Figura 2.10). Adicionalmente, la mayor
fijacion de C se registré en plantas del tratamiento 6, donde también se tuvo la
mayor acumulacion de P tanto en vastago (Figura 2.7B) como en raiz (Figura

2.9B).
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Los resultados obtenidos de la tasa fotosintética de plantas tratadas con nano-
KH2PO4 en ambas concentraciones de P de la solucién Yoshida, mostraron un
uso mas eficiente del P en fotosintesis. En particular la eficiencia fotosintética en
el uso del P define la relacion existente entre la tasa fotosintética y la

concentracion foliar de P (Veneklaas et al., 2012).

Los valores de conductancia estomatica, concentracion intercelular de CO:z y

transpiracion (Figuras 2.11A a 2.11C) guardan una relacién inversa con la tasa

fotosintética (Figura 2.10).
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Las diferencias estadisticas presentadas en conductancia estomatica,
concentracion intercelular de CO2 y transpiracién, no se relacionan con el estatus
de P en véastagos. Algunos estudios han sugerido que bajo deficiencia de P, las
plantas tienen una baja tasa fotosintética debido a la reducida conductancia
estomética y a las concentraciones bajas de CO: en la cavidad subestomética
(Warren, 2011). En particular en dos genotipos de arroz (Zhenongda 454,
genotipo tolerante a deficiencia de P; y Sanyang’ai, genotipo sensible a la
deficiencia de P), la deficiencia de P disminuy6 la conductancia estomética, pero
no tuvo influencia en la concentracion interna de COz2, lo que sugiere que la
reduccion en la tasa fotosintética observada en las plantas deficientes en P no
son debidas a la limitacion estomatica (Li et al., 2006). En otro estudio reciente
donde evaluaron el efecto de bajas concentraciones de P en paradmetros
fotosintéticos de plantas de cuatro variedades de arroz (Akhanphou, MTU1010,
RP BIO 226 y Swarna), encontraron que tanto en la fase de macollamiento como
reproductiva, esta condicion redujo la tasa fotosintética, la conductancia
estomatica, la tasa transpiratoria y la concentracién interna de CO: en todas las
variedades (Veronica et al.,, 2017). En las condiciones experimentales del
presente estudio, por el contrario, la ausencia de P o su nivel bajo, no afectaron
de manera importante la conductancia estomatica, concentracion intercelular de

COg2 y transpiracion (Figura 2.11).

Por otra parte, la relacion entre la tasa fotosintética y la tasa de transpiracion es
un indicador usado para caracterizar la eficiencia instantanea del uso del agua
(IWUE, por sus siglas en inglés) (Guo et al., 2016). Al considerar este indicador,

las plantas de los tratamientos con suministro de nano-KH2PO4 tanto a 50 como
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a 100% del P de la solucién Yoshida, tendrian mayor eficiencia instantanea del
uso del agua en comparacion con aquellas plantas tratadas con fertilizacion

fosforada convencional y con nano-KH2POa con tripsina.

2.4. CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que en arroz Morelos A-2010 existe una absorcion
diferencial de P en funcién de la fuente de éste. El P suministrado a partir de
KH2POatiene una tasa de absorcion mas alta que el P ofertado a partir de nano-
KH2POu4, solo o con tripsina. Sin embargo, la oferta de P como nano-KH2PO4
promueve una mayor eficiencia fisiolégica del vastago y la raiz para P, lo que se
traduce en su mayor acumulacion en estos 6rganos. La concentracion de P en
vastago de P, asi como su acumulacién en vastago y raices se relaciona
positivamente con la tasa fotosintética. Asimismo, el tratamiento con nano-
KH2POa4 incrementa en las plantas de arroz, la eficiencia instantanea del uso del

agua.
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