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RESUMEN

La presencia del Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) y la germinacion
de las semillas de tomate, son retos en el establecimiento del cultivo, por lo que
el uso de nanoparticulas metalicas a base de Cu y Zn son una alternativa que
permite el crecimiento y desarrollo de esta hortaliza, principalmente porque
forman nanomateriales bimetalicos que cumplan un efecto dual en la promocion
de la germinacion y la creacion de compuestos antifingicos. La investigacion se
realizd en el 2024 en el ITVE con el objetivo de sintetizar nanoparticulas de Cu y
Zn bajo ruta quimica en estas proporciones: Cu2s%-ZNn7s%; Cuso%-ZNso% Y Cu7ss-
Znzsy Y evaluar su efecto en la germinacion y el desarrollo de compuestos
antifingicos. Para la combinacion a base de Cuzs%-Zn7s%, Se reportdé una forma
de ojiva y tamafio de 44.5£14.20 nm; mientras que para Cuso%-ZNnsow Yy Cu7s%-
Znzs%, reportaron forma semiesférica y tamafios de 64.32+14.72 y 86.75+8.46
nm, respectivamente. Se identificaron diferentes fases cristalinas oxidadas como
el CuO, Cu20 y ZnO en cada una de las aleaciones, las cuales diversificaron la
composicién de las mismas, lo que mejora las propiedades de cada aleacion de
acuerdo con el andlisis XRD. En relacion a la evaluacion del efecto de estas
nanoparticulas a diferentes concentraciones en la germinacién de semillas de
tomate var. Moctezuma F1; el tratamiento de Cu7s%-ZnO2s% a una concentracion
de 50 mg L1, presentd un Pg del 95% y un Tg de siete dias con un alto lv; siendo
superior a la mayoria de los demas tratamientos, segun Tukey (p<0.05); se
demostrd que no existe ninguna significancia entre el tamafio de la nanoparticula
y las variables evaluadas. De igual forma se utilizo esta combinacién a
concentraciones de 1 000 mg L para evaluar el MIP frente FOL, donde este
tratamiento se evalud in vitro, con un MIP de hasta 95.87%, similar al del
tratamiento a base de Cu puro en la misma concentracion, lo que permite frenar
el desarrollo del hongo. Mientras que la parte in vivo, usando esta aleacion, pero
con una concentracion de 2 000 mg L?, se observé que reduj6 la In de la
enfermedad hasta en un 80%, disminuyendo la Se de los sintomas de la
marchitez en comparacion con el tratamiento control, segin Tukey (p<0.05).
Estos resultados sugieren que este tratamiento es una opcion favorable para
garantizar la germinacion de las semillas y frenar el desarrollo del FOL.

Palabras clave: Aleacion, Antifungicos, Bimetalicas, Nanomateriales,
Promotoras de la germinacion.
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ABSTRACT

The presence of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) and the germination
of tomato seeds are challenges in the establishment of the crop, so the use of
metal nanoparticles based on Cu and Zn are an alternative that allows the growth
and development of this vegetable, mainly because they form bimetallic
nanomaterials that fulfill a dual effect in promoting germination and the creation
of antifungal compounds. The research was conducted in 2024 at ITVE with the
objective of synthesizing Cu and Zn nanopatrticles under chemical route in these
proportions: Cuzs%-Zn7sw; Cusowk-ZNnsow and Cuzsw-Znzsy and evaluate their effect
on germination and development of antifungal compounds. For the Cu2sw%-Zn7s%
based combination, they reported an ogive shape and size of 44.5+14.20 nm;
while for Cusow-Znsow and Cursw-Znzsw they reported hemispherical shape and
sizes of 64.32+14.72 and 86.75+8.46 nm, respectively. Different oxidized
crystalline phases such as CuO, Cu20 and ZnO were identified in each of the
alloys, which diversified the composition of the alloys, thus improving the
properties of each alloy according to XRD analysis. Regarding the evaluation of
the effect of these nanopatrticles at different concentrations on the germination of
tomato seeds var. Montezuma F1; the Curs%-Znzsy treatment at a concentration
of 50 mg L, presented a Pg of 95% and a Tg of seven days with a high lv; being
superior to most of the other treatments, according to Tukey (p<0.05); it was
demonstrated that there is no significance between the size of the nanoparticle
and the evaluated variables. Similarly, this combination was used at
concentrations of 1 000 mg L* to evaluate the MIP against FOL, where this
treatment was evaluated in vitro, with a MIP of up to 95.87%, similar to that of the
treatment based on pure Cu at the same concentration, which allows slowing
down the development of the fungus. While the in vivo part, using this alloy, but
with a concentration of 2 000 mg L™, it was observed that it reduced the In of the
disease by up to 80%, reducing the Se of wilt symptoms compared to the control
treatment, according to Tukey (p<0.05). These results suggest that this treatment
is a favorable option to guarantee seed germination and slow FOL development.

Index words: Alloy, Antifungal, Bimetallic, Nanomaterials, Promote germination.



CAPITULO |

INTRODUCCION

La agricultura convencional enfrenta situaciones que comprometen el
desarrollo de los cultivos esenciales a causa de diversos factores como son las
enfermedades fungicas y la mala calidad de las plantulas germinadas, los cuales
repercuten la produccién y el rendimiento. Esta situacién, ha llevado a la
utilizacion de grandes cantidades de agroquimicos, principalmente fertilizantes
nitrogenados y fosfatados, asi como de antifingicos, para tratar de asegurar el
desarrollo 6ptimo de los cultivos (Sumberg et al., 2022; Mukah et al., 2023).

En este contexto, el tomate (Solanum lycopersicum L.) como cultivo presenta
dicha situacién, ya que ha disminuido su rendimiento, principalmente por el
atague de hongos patégenos como el Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL)
gue desafortunadamente ha desarrollado resistencia a los compuestos activos
antifingicos, producto del abuso de estos por parte de los agricultores para
controlar el desarrollo de la enfermedad (Malandrakis et al., 2020; Lopez-Lima et

al., 2021).



El problema se agrava debido a el empleo de cantidades exageradas de
fertilizantes para la nutricibn de los cultivos, los cuales contribuyen a la
salinizacion de los suelos agricolas, y que desafortunadamente no se aprovechan
en su totalidad, lo que modifica la estructura y propiedades del suelo, y que
compromete la germinacién y desarrollo de las plantulas de tomate (Ahmad &
Sarbon, 2021).

Las nanoparticulas (NPs) se han convertido en una alternativa de solucién a
los retos que se presentan en el desarrollo del cultivo. Estas derivan
principalmente de metales, 6xidos metalicos y biopolimeros, que son evaluados
de forma pura o monometalicas y que ayudan a mejorar las condiciones del suelo
para la germinacion de semillas de tomate, facilitando su adaptacién al entorno y
proviendo de forma prolongada los requerimientos necesarios para el desarrollo
de plantulas de tomate (Cruz-Luna et al., 2021). Ademas, realizan una accion
efectiva en el combate de hongos fitopatégenos, posiblemente mejor a los
fungicidas comerciales (Lopez-Lima et al., 2021).

Es por ello que nace la necesidad de combinar estas propiedades de las NPs
para dar paso a la creacion de compuestos bimetalicos, que al entrar en contacto
con el sistema suelo-planta, pueden desarrollar de forma conjunta o paralela
determinada funcion en el medio, ya sea como antifingico o bien como protector
del proceso de germinacién de las semillas, de forma rapida y eficiente (Arora et
al., 2020; Ferreira et al., 2020).

Sin embargo, a pesar de que estas NPs poseen ventajas muy significativas
respecto a los agroquimicos convencionales, el problema de estas estructuras es

gue los procesos de sintesis son variados y limitados, por lo que los rendimientos

2



en cuanto a la generacion de estos materiales son bajos. Ademas, existe una
enorme variacion en cuanto el tamafio y la forma segun la interaccion de los
compuestos con los medios de sintesis, lo que puede repercutir en su
funcionamiento (Paramo et al., 2020).

El problema de la sintesis de estas particulas es la limitada diversidad de
procedimientos existentes bajo determinadas rutas (quimica, fisica o biolégica),
donde no se puede predecir un comportamiento normal del material sintetizado,
debido a diversos factores como la forma de aprovechamiento, reduccion de los
agentes precursores y la optimizacion del proceso. Sin embargo, esto permite la
generacion de adaptaciones que den paso a la formacion de compuestos
bicombinados, que en su mayoria se basa en aleaciones acorde a criterios
selectivos de proporcion y aprovechamiento (Loza et al., 2020; Raju et al., 2022).

Por esta razdn, surge la necesidad de adaptar y mejorar los procedimientos ya
existentes, que den paso a la generacién de compuestos bimetalicos acoplados
a una ruta especifica; lo que permite a la sintesis generar estos materiales de
forma gradual, al agregar pequefios 0 medianos fragmentos nanométricos de un
material en otro, lo que mejora sus propiedades y estructura, dandoles un
caracter bifuncional o multipropésito (Ahmad et al., 2020; Mittal et al., 2020).

También es importante considerar elementos que posean compatibilidad y
generen sinergia entre ellos, para garantizar la efectividad de la aleacién del
nanomaterial en las actividades para los que fueron sintetizados. Por ejemplo, el
cobre (Cu) que ademas de ser parte de los ingredientes activos de la mayoria de

los fungicidas funge como nutriente de las plantas, asi como el Zinc (Zn), que



también posee actividad antimicrobiana efectiva frente bacterias y hongos (Cruz-
Luna et al., 2021; Cruz-Luna et al., 2023).

El desarrollo de aleaciones a base de NPs de Cu-Zn como un compuesto
bimetalico, permite combinar las propiedades antibacterianas del Cu y las
propiedades cataliticas del Zn; por tanto, la union de estas NPs puede
proporcionar una solucién avanzada para mejorar la calidad del suelo y estimular
la germinacién y el desarrollo de los cultivos. Ademas, se aumenta la resiliencia
de estos en condiciones adversas y se contrarresta el ataque de patdgenos en el
desarrollo de las plantas (Paramo et al., 2020; Cruz-Luna et al., 2023).

Desafortunadamente, no existe un meétodo en especifico que permita la
formacion de aleaciones con las NPs de Cu-Zn en proporciones variadas
definidas, derivado de que el agente reductor tiende a favorecer a un solo
compuesto, lo que afecta la porcién establecida en beneficio del precursor
reducido en su totalidad contrario al que tuvo poca interaccion el agente reductor,
siendo este dltimo punto, el factor clave que permite adaptar y mejorar el
procedimiento de “sintesis para la formacion de compuestos bimetalicos” bajo
proporciones determinadas acorde con las necesidades para lo cual son
disefiados (Loza et al., 2020; Raju et al., 2022).

Por lo que este trabajo aplica un procedimiento adaptado que permite la
sintesis de NPs de Cu-Zn en proporciones preestablecidas, por medio de una
ruta quimica modificada que da paso a la formacién de compuestos bimetalicos
funcionales para ser aplicados en areas determinadas, como la promocién de la

germinacion y la elaboracién de compuestos antifungicos aplicador a tomate.



1.1 Objetivo general

Sintetizar NPs de Cu-Zn y su evaluacion como promotoras de la germinacion de
semillas de tomate y formacion de compuestos antifungicos frente a F.

oxysporum sp. f. lycopersici (FOL) bajo condiciones controladas.

1.2 Objetivos especificos

I.  Sintetizar aleaciones de NPs a base de Cu-Zn mediante ruta quimica, bajo

proporciones preestablecidas para la formacién de un nanomaterial

bimetalico.

Il. Evaluar el efecto de NPs sintetizadas Cu-Zn en la promocién de la

germinacion de semillas de tomate bajo condiciones controladas.

lll.  Evaluar el efecto antifungico de NPs de Cu-Zn contra F. oxysporum sp. f.

lycopersici (FOL) bajo condiciones controladas in vitro e in vivo en el

tomate.

1.3 Hipotesis general

Las NPs de Cu y Zn sin importar su proporcién, prodrian actuar como un

nanomaterial bifuncional que promueve la germinacion de semillas de tomate y



producen compuestos antifungicos, lo que genera resistencia de las plantas
frente a FOL

1.4 Hipétesis especificas

1. Lasintesis de NPs de Cuy Zn mediante métodos quimicos controlados
generara un nanomaterial bimetdlico con un tamafio y forma

estandarizada.

2. Al menos un tratamiento a base de NPs de Cu y Zn a diferentes
proporciones y concentraciones, tendra un efecto estimulante en la
germinacion de semillas de tomate debido a la interaccion sinérgica de

estos elementos.

3. Cualquiera de los tratamientos con NPs de Cu y Zn en diferentes
proporciones, generard compuestos antifingicos que inhibiran el

crecimiento de FOL.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 El impacto de las NPs en la agricultura

El uso de NPs en la agricultura es un campo emergente con potencial para
revolucionar la forma en que se cultivan los alimentos; y estas oscilan entre 1 a
100 nm de tamario, las cuales derivan principalmente de compuestos metalicos,
oxidos metélicos, biopolimeros o elementos organicos que poseen muchas
aplicaciones dentro de la agricultura, convirtiéndose en alternativas a los
agroquimicos (Cruz-Luna et al., 2021; Cruz-Luna et al., 2023).

Dentro de este contexto se engloban dos principales tipos que se muestran a

continuacion por sus propiedades variadas.

2.1.1 NPs de Cu
Es un metal del cual se derivan la mayor parte de las formulaciones de NPs

gue poseen una amplia gama de aplicaciones en la agricultura, al ser empleadas



en el combate a enfermedades fitosanitarias a causa de hongos, bacterias, virus,
entre otros; asi como en la formulacién de fertilizantes de liberacion prolongada
para la nutricion de las plantas, ademas de la absorcién de otros nutrientes
indispensables para el desarrollo de las plantas en estadios pre germinativos,
germinativos y post germinativos, lo que mejora la adaptacion de la semilla en el
suelo (Malandrikis et al., 2021; Ahmad et al., 2021).

Estas nanoparticulas funcionan a través de la generacion de formas reactivas
de oxigeno (ROS), como los radicales libres y el peréxido de hidrégeno, atacan
y dafian las membranas celulares, las proteinas y los acidos nucleicos de los
patdgenos, lo que deriva en su muerte. Ademas, de que tienden a liberar iones
de cobre (Cu?*) de forma controlada; los cuales interfieren con procesos
metabolicos esenciales de los microorganismos, como la respiracion y la sintesis
de proteinas, y contribuyen asi a sus efectos bactericidas y fungicidas
(Malandrakis et al., 2020; Mohamed et al., 2021).

En el campo de la fertilizacion, mejoran la absorcion de nutrientes por las
plantas a través de un mecanismo de liberacion controlada, puesto que estan
disefiadas para liberar iones de Cu de forma gradual y sostenible, asegurando
gue este micronutriente esencial esté siempre disponible. Este proceso previene
la toxicidad debida a la acumulacion de Cu y maximiza la eficiencia de absorcién
de nutrientes y el crecimiento de las plantas (Loza et al., 2020; Lopez-Lima et al.,
2021).

Recientemente, este material cobra importancia por sus aplicaciones en el

combate a las enfermedades por F. oxysporum y Phytophthora infestans, en



cultivos como el tomate y la papa, y han demostrado resultados superiores a los

obtenidos con el uso de antifungicos comerciales (Mohamed et al., 2021).

2.1.2 NPs de Zn

Similar al Cu, estas NPs son usadas en diferentes modalidades como es la
creacion de estimuladores del crecimiento vegetal, el combate a hongos y
bacterias que afectan estadios primarios de las plantas (germinacion y desarrollo)
asi como la creacion de nutrientes altamente eficientes, que permitan mejorar y
acelerar gran parte de los procesos fisiol6gicos de las plantas, para garantizar un
optimo desarrollo (Gonzalez-Merino et al., 2021; Singh et al., 2021).

Las NPs de Zn son conocidas por sus fuertes propiedades antibacterianas y
fotocataliticas al generar especies reactivas de oxigeno (ROS), que atacan y
destruyen las membranas celulares, las proteinas y los &cidos nucleicos de los
patdégenos, lo que provoca la descomposicion de las células fldngicas y
bacterianas, lo que genera una defensa eficaz contra diversas enfermedades que
afectan a las plantas (Mohamed et al., 2021; Paraguay-Delgado et al., 2022).

El mecanismo de accién contra hongos se basa en la generacion de ROS y la
liberaciéon de iones de zinc (Zn?*), donde estos iones de Zn interfieren en los
procesos metabdlicos y enzimaticos de los hongos. Ademas, estos iones son
esenciales para las plantas, ya que mejoran la salud y la resistencia a
enfermedades al activar enzimas antioxidantes y promover la sintesis de
proteinas y hormonas de crecimiento (Rai-Kalal & Jajoo, 2021).

De la Rosa et al. (2013) reportan en su investigacion sobre la eficacia de NPs

contra el tizén tardio del tomate, enfermedad causada por el hongo P. infestans
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gue puede destruir los cultivos en su totalidad, en el que se logré estimular en
periodos cortos la germinacion de las semillas de esta hortaliza. Por su parte
Singh et al. (2021) reportan que el efecto de las NP de Zn frente al hongo Botrytis
cinerea, logra una reduccion de la tasa de incidencia al mitigar los sintomas de

esta enfermedad en las hojas y fruta.

2.2 Sintesis de las NPs

Existen diversos métodos de sintesis de NPs, que permiten obtener
nanoparticulas con un determinado tamafio o forma. Algunas de las mas

conocidas son las siguientes:

2.2.1 Ruta quimica

Generalmente, en esta ruta se implica la preparacibn de soluciones
precursoras que contienen los componentes necesarios para formar las
particulas deseadas. La solucién precursora puede incluir sales metalicas u otros
compuestos que se reducen para formar el material de NPs. Posteriormente, se
afladen agentes reductores y estabilizadores para controlar la velocidad de
reaccion y evitar la aglomeracion de particulas (Islam et al., 2014; ljaz et al.,
2020).

Una vez realizado el proceso de reduccion, las NPs comienzan a crecer a partir
de los nucleos formados y este puede controlarse agregando reactivos
gradualmente o manipulando las condiciones de reaccion (Ravazi et al., 2015;

De Souza et al., 2019).
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Dentro de esta ruta se catalogan los siguientes métodos:

1. Métodos de reduccion: implican la reduccion de iones metalicos en
solucion utilizando agentes reductores para formar NPs metalicas. Pueden
ocurrir en fase acuosa u organica y permiten controlar el tamafio y la forma
de estas estructuras (Guzman et al., 2009; Hussain et al., 2020).

2. Métodos de precipitacion: consisten en la formacién de NPs a partir de la
reaccion de dos soluciones que contienen precursores, donde se produce
la precipitacion de los componentes para formar las nanoparticulas
deseadas (Phiwdang et al., 2013; Ghorbani et al., 2015).

3. Métodos de sintesis sol-gel: implican la formacion de una solucién
gelatinosa que luego se convierte en un sélido a través de procesos de
secado y calcinacion, resultando en NPs dispersas en una matriz vitrea
(Mackenzie & Bescher, 2007; Parashar et al., 2020).

4. Métodos de microemulsién: utilizan micelas formadas por surfactantes en
soluciones acuosas u organicas para controlar la nucleacion y el
crecimiento de NPs en compartimentos nanométricos, permitiendo un
control preciso del tamafo y la forma de los nanomateriales (Salabat &

Mirhoseini, 2018; Salvador et al., 2021).

2.2.2 Ruta verde

También conocida como ruta biolégica y se refiere a métodos que buscan
minimizar el uso de productos quimicos téxicos y solventes peligrosos, asi como
reducir el impacto ambiental asociado con la produccion de NPs, los cuales se

basan en el uso de materias primas naturales, como extractos de plantas,
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bacterias u hongos, que actian como agentes reductores y estabilizadores para
la sintesis de estas estructuras. Al aprovechar los compuestos bioactivos
presentes en estos materiales, la ruta verde ofrece una alternativa mas sostenible
y respetuosa con el medio ambiente para la produccién de NPs (Malik et al., 2014,
Sharma et al., 2019).

Un ejemplo de método en la ruta verde es el uso de extractos de hojas,
semillas o frutas, que contienen compuestos fitoquimicos con propiedades
reductoras y estabilizadoras, los cuales se utilizan para reducir iones metalicos
en solucion y formar NPs con una amplia variedad de tamafios y formas. Otro
método involucra el uso de microorganismos, como bacterias o hongos, que
producen enzimas o metabolitos que se usan para reducir iones metalicos y
formar nanoparticulas en un proceso que es mas sostenible y menos dafiino para
el medio ambiente en comparacion con los métodos convencionales (ljaz et al.,

2020; Ying et al., 2022).

2.2.3 Ruta fisica

Se denomina también ruta mecénica y se usan procesos fisicos, sin la
necesidad de reacciones quimicas complejas. Uno de los métodos mas comunes
es la molienda mecénica, donde se aplican fuerzas mecéanicas intensas, como la
friccion y el impacto, a materiales a granel en presencia de bolas de molienda.
Este proceso conduce a la fractura y pulverizacién de los materiales, produciendo
nanomateriales de tamafio estandarizados o normalizados y se utiliza

ampliamente para sintetizar NPs, ceramicas y compuestos poliméricos, a partir
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de una ruta simple y escalable para la produccion de nanoparticulas (ljaz et al.,
2020; Tsuzuki, 2020).

ljaz et al. (2020) mencionan que otro método en la ruta fisica es la ablacién
laser, donde se utiliza un laser de alta energia para evaporar y fragmentar
materiales en solucion, formando NPs suspendidas en un medio liquido. Este
enfoque permite una sintesis rapida y precisa de estos nanomateriales metalicos
y semiconductores con control sobre el tamafio y la dispersion.

Otros son la deposicion de vapor fisico (PVD) y la deposicién quimica de vapor
fisico (CVD), que se emplean para depositar capas delgadas de materiales en
sustratos solidos, que luego pueden ser tratadas para formar NPs mediante
técnicas de grabado o agrietamiento controlado (Rafique et al., 2020; Krishnia et

al., 2022).

2.3 La sintesis de NPs como proceso ajustable

La sintesis de NPs presenta varios desafios que deben superarse para controlar
con precision sus propiedades y aplicaciones. Uno de los mayores desafios es
controlar el tamafio y la distribucion de tamafio de las NPs sintetizadas, puesto
que las condiciones de reaccion suelen tener una fuerte influencia en el tamafio
final de estas y es importante desarrollar métodos que permitan una sintesis
reproducible y escalable con tamafios de particulas bien definidos (De olivera et
al., 2020; Tao et al., 2021).

Pan et al. (2020) mencionan que se tiene que atender la estabilidad coloidal

de las NPs, es decir, su capacidad para permanecer dispersas en un medio
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liquido sin aglomerarse ni sedimentarse, por lo que se deben desarrollar
estrategias de estabilizacion para prevenir la agregacion de NPs y mantener la
dispersién durante largos periodos de tiempo.

Otro desafio importante es controlar la combinacion de las NPs para que
desempefian funciones importantes en su comportamiento y aplicacién segun
sean el interés para el cual se forman, incluida la reactividad quimica, la
capacidad de unirse a moléculas especificas y la interaccion con el medio
ambiente; por lo que existe la necesidad de desarrollar métodos que permitan
modificar selectivamente la superficie para adaptar sus propiedades a
aplicaciones especificas (Lv et al., 2019; Baing et al., 2021).

De olivera et al. (2020) sefialan la necesidad de establecer métodos precisos
de sintesis que conlleven a un control de la morfologia y creacion de estos
materiales y que permitan la combinacion de sus propiedades dando paso a
compuestos bifuncionales por medio de una aleacién entre compuestos
metdlicos puros, 6xidos metdlicos, biopolimeros, entre otros; en proporciones
predeterminadas y racionales.

Desafortunadamente, concretar este proceso en su totalidad no es efectivo,
por las limitantes existentes en los procedimientos y la falta de equipos que
permitan perfeccionar un método; motivo por el cual, la mayoria de los estudios
de este tipo desarrollan aleaciones, que consisten en la combinacién de un
material en otro para eficientizar sus propiedades dandole un caracter bimetalico,
por ejemplo (Zhao et al., 2018; Lv et al., 2019).

A pesar de los avances, la sintesis de NPs sigue siendo un proceso ajustable

debido a la complejidad inherente a la combinacién de materiales y condiciones
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de reaccion. Incluso con técnicas avanzadas, se ha observado una variabilidad
del 10-15% en la reproducibilidad de las propiedades a gran escala (Zhao et al.,
2018). Estos desafios no solo reflejan las limitaciones actuales, sino que también
impulsan la continua optimizacion de los métodos, haciendo que la sintesis sea
un proceso en constante evolucion para mejorar la eficiencia y adaptacion a
aplicaciones especificas, aunque también introduce desafios en términos de
reproducibilidad para evitar la mayor parte de los desafios que presentan los

métodos convencionales.

2.4 Efecto de las NPs en la promocién de la germinacién

Diversos estudios se han enfocado en comprender la utilidad y el funcionamiento
de las NPs, ya que ofrecen propiedades Unicas que pueden influir en varios
aspectos del proceso de germinacion, incluida la viabilidad de las semillas,
velocidad de germinacidn, resistencia a enfermedades y desarrollo inicial de las
plantulas (Singh et al., 2021).

Un claro ejemplo, es el uso de las NPs de Cu y Zn que interactuan con las
plantas a nivel celular y molecular, que abren nuevas oportunidades para
optimizar los sistemas de produccion agricola y contribuir a una agricultura mas
eficiente y sostenible. Sin embargo, es fundamental comprender los mecanismos
subyacentes de accién y evaluar los posibles riesgos ambientales y para la salud
humana antes de su implementacién a gran escala en practicas agricolas (Faizan

et al., 2021; Lopez-Lima et al., 2021).
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2.4.1 Interaccion planta-nanoparticulas

Las NPs de Zn interactdan con la planta desde el momento en el que hacen
contacto con la semilla o en el sistema radicular, puesto que los iones de zinc
liberados actian como cofactores enzimaticos y reguladores de la expresion
genética en las células vegetales, y promueven importantes procesos
metabodlicos durante la germinacion, como la sintesis de proteinas y el
crecimiento celular, lo que aumenta la tasa, la uniformidad de la emergencia de
las plantulas y la calidad de estas (Rai-Kalal & Jajoo, 2021).

Fahmy et al. (2021) mencionan que cuando las NPs de Cu y Zn, entran en
contacto con las semillas, estas pueden adherirse a la superficie de la semilla o
penetrar la cubierta protectora entrando a la parte interior de la célula vegetal,
donde interacttan con diversas estructuras celulares, como membranas
celulares y organulos, lo que provoca diversas respuestas fisioldgicas, permite la
permeabilidad de las membranas celulares, facilita la absorcion de agua y
nutrientes por parte de la semilla, lo que a su vez puede afectar la velocidad y
uniformidad de la germinacion.

Desafortunadamente, una alta dosis de NPs de Cu puede inducir estrés
oxidativo en las células vegetales al producir formas reactivas de oxigeno, que
pueden dafar los lipidos, proteinas y acidos nucleicos celulares, lo que afecta
negativamente la viabilidad de las semillas y reducir las tasas de germinacion,
pero pueden mejorar la actividad de enzimas antioxidantes en las células
vegetales y promover la sintesis de compuestos bioquimicos necesarios para el

desarrollo inicial de las plantulas (Naz & Zia, 2020; Ouni et al., 2020).
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Por lo tanto, la combinacion de NPs de Cu y Zn permite una relacién sinérgica
para promover un crecimiento vegetal sano y resistente, puesto que proporciona
una fuente Optima de micronutrientes esenciales, necesarios para diversos
procesos metabdlicos y el crecimiento adecuado de las plantas, aunado a un
aumento en la actividad enzimética antioxidante y promueve un equilibrio

saludable en las células vegetales (Tryfon et al., 2023; Mahawar et al., 2024).

2.5 El efecto antifungico de las NPs

Las NPs de Cu y Zn poseen propiedades antimicrobianas Unicas que pueden
inhibir el crecimiento y la proliferacién de diversos hongos patégenos; por lo que,
son candidatas ideales para el desarrollo de compuestos antifungicos eficaces
debido a su capacidad para interferir con importantes procesos celulares de
hongos, como la respiracion y la division celular (Cruz-Luna et al., 2021; Tryfon
et al., 2022).

Debido a su capacidad para penetrar las células fungicas, puede aumentar su
eficacia en comparacion con los farmacos antimicoéticos tradicionales, ademés de
poseer mecanismos precisos de accion (Vanti et al., 2020; Kutawa et al., 2021).

Algunas de estas capacidades se muestran a continuacion.

2.5.1 Interaccion planta-hongo-nanoparticula
Cuando las NPs de Cu entran en contacto con hongos patdégenos, pueden
adherirse a la superficie de las células fungicas o penetrar la membrana celular;

una vez dentro de las células, alteran procesos celulares importantes, como la
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respiracion y la division celular, al provocar estrés oxidativo y dafiar componentes
celulares importantes, como proteinas y acidos nucleicos (Malandrakis et al.,
2020).

Este estrés oxidativo puede causar la formacidon de formas reactivas de
oxigeno dentro de las células fungicas, lo que lleva a la oxidacion de biomoléculas
y al deterioro de funciones celulares esenciales, y provoca la inhibicion del
crecimiento y muerte de hongos patdgenos (Atiq et al., 2020; Lépez-Lima et al.,
2021).

Ademas, las NPs de Cu pueden alterar la homeostasis iénica de las células
fungicas al cambiar los niveles de iones metalicos intracelulares, lo que puede
afectar negativamente la viabilidad y funcidon de las células fungicas; sin embargo,
esta interaccién implica muchos mecanismos que pueden conducir a la inhibicién
del crecimiento y la reproduccion de estos microorganismos (Paraguay-Delgado
et al., 2022).

En cambio, cuando las NPs de Zn entran en contacto con hongos
fitopatdgenos, interactian con la superficie de las células fungicas y penetran en
sus estructuras celulares al inducir la formacion de ROS, lo que provoca estrés
oxidativo y dafia biomoléculas esenciales como proteinas y acidos nucleicos.
Este dafio perjudica funciones celulares importantes y, en ultima instancia, puede
provocar la muerte de hongos patdgenos (Malandrakis et al., 2022; Tryfon et al.,
2022).

Ademaés del estrés oxidativo, Gonzélez-Merino et al. (2021) mencionan que las
NPs de Zn pueden afectar la estructura y funcion de la membrana celular de

hongos patogenos al interactuar con la membrana celular, estas estructuras
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pueden alterar su integridad y permeabilidad, lo que provoca la pérdida de la
barrera protectora de las células fungicas y la fuga de componentes celulares
esenciales. Esta alteracion de la membrana celular puede alterar importantes
procesos metabdlicos y provocar la desestabilizacion de las células fangicas
(Dhiman et al., 2022; Daniel et al., 2023).

Las NPs de Zn pueden tener un efecto destructivo sobre las actividades
enzimaticas y los procesos metabodlicos en las células fangicas al inhibir el
crecimiento y la reproduccion de hongos patdgenos de plantas al interferir con la
actividad de ciertas enzimas involucradas en la respiracion, la sintesis de ATP y
otros procesos metabdlicos de una gran diversidad de hongos fitopatdgenos, ya
gue afectan diversos aspectos de su fisiologia y supervivencia (Dhiman et al.,
2022; Daniel et al., 2023).

Por lo tanto, una combinacién de NPs de Cu y Zn puede permitir un efecto
sinérgico entre los dos materiales, lo que resulta en una mayor eficacia
antifingica que cuando se usa cada material individualmente puesto que se ha
demostrado que ciertas combinaciones de NPs tienen efectos sinérgicos, siendo
el efecto combinado mayor que la suma de los efectos individuales de cada
componente, lo que podria mejorar el control de hongos fitopatégenos y reducir

la resistencia a los fungicidas (Mohamed et al., 2021; Sardar et al., 2022).

2.6 El interés de la nanotecnologia agricola en el cultivo de tomate

La nanotecnologia agricola tiene especial atencion en el cultivo del tomate (S.

lycopersicum), desde contextos sociales, econdémicos y productivos debido a su
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importancia como cultivo horticola y fuente de nutricibn para millones de
personas. Ademas, es un cultivo de alto valor econdmico que genera importantes
ingresos para los agricultores y las comunidades rurales; mientras que la
nanotecnologia ofrece soluciones innovadoras para combatir plagas,

enfermedades y problemas de su cultivo, como se muestra a continuacion.

2.6.1 Importancia econdmica del cultivo de tomate

En México, el Servicio de Informacion Agrolimentaria y Pesquera (SIAP),
(2023) reportd que el consumo anual per capita es de 14.1 kg y se cultiva en 21
964 ha, tanto en condiciones controladas y de campo, con una produccién total
registrada en este afio de 3.637 millones de t de tomate; con una tasa promedio
anual de crecimiento del 5.3% entre 2018 y 2023, para ubicarse en un maximo
histérico de 3.7 millones de t a nivel nacional en dicho periodo.

Es por esta razén, que se considera a la hortaliza de gran importancia en la
alimentacion y la economia nacional (Panno et al., 2021; SIAP, 2023); sin
embargo, su produccion requiere de una absoluta dependencia a los
agroguimicos convencionales de origen sintético e inorganicos (Salama et al.,
2021; Vaidya et al., 2024).

Desde el punto de vista agronémico, para Olivares et al. (2020) el tomate es
un cultivo que se caracteriza por su baja capacidad para adaptarse a diferentes
condiciones climéticas y sistemas de cultivo, lo que limita su cultivo en una amplia
gama de ambientes, desde campos abiertos hasta invernaderos. Sin embargo,
esto representan grandes desafios agricolas puesto que es susceptible a plagas

y enfermedades, asi como a los factores estresantes ambientales como sequia y
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salinidad del suelo, lo que puede reducir significativamente el rendimiento (Da

Silva et al., 2022; Cotrina et al., 2023).

2.6.2 Retos de la germinacién y el establecimiento del cultivo
“La germinacion de las semillas es uno de los principales retos para el
establecimiento del cultivo de tomate, ya que factores como la viabilidad de las
semillas, la pureza genética, la salinidad y acidez del suelo, y la presencia de
enfermedades, asi como contaminantes pueden reducir la tasa de germinacién
hasta un 60%. Esto contrasta con las semillas certificadas, que en condiciones
Optimas pueden tener una tasa de germinacion superior al 90% (Taylor, 2020;
Reed et al., 2022).

Otro desafio importante a considerar es el manejo de las condiciones
ambientales para su 6ptima germinacion, ya que las semillas de tomate requieren
condiciones especificas de temperatura, humedad y luz; las temperaturas
extremas, pueden inhibir la germinacion o debilitar las plantulas. Ademas, un
exceso de humedad del sustrato, puede causar problemas de pudricién y su
déficit puede impedir que las semillas absorban la humedad que necesitan para
la germinacién (Cammarano et al., 2020; Ro et al., 2021).

Es aqui donde las NPs pueden desempenfar un papel importante para superar
los desafios asociados con la germinacion, porque ayudan a mejorar la calidad y
la supervivencia de las semillas, al emplearse como recubrimientos de las
semillas para controlar la liberacion de nutrientes esenciales y estimulantes, lo

gue favorece una germinacion uniforme y vigorosa. Ademas, mejoran la retencion
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de humedad y la resistencia a las influencias ambientales, lo que resulta en un

ambiente mas favorable para la germinacién (Zhao et al., 2021; Salih et al., 2022).

2.6.3 Desafios en el manejo de la marchitez del tomate por FOL

Para Nikitin et al. (2023) uno de los principales desafios es la supervivencia
prolongada de las esporas de FOL en el suelo, incluso en ausencia de plantas
hospedantes, ya que sobreviven durante varios afios, lo que dificulta su
erradicacion. El problema por la infeccion de este patdogeno en las plantas se
genera durante varias temporadas e impide de forma paulatina la rotacion de
cultivos, lo que no garantiza la resistencia de esto frente a este fitopatégeno.

Esta especie de Fusarium puede adaptarse y superar la resistencia genética
en las plantas de tomate a pesar de que se han desarrollado variedades
resistentes a ciertas razas de FOL; este puede evolucionar para crear nuevas
especies que evadan estas resistencias, por lo que la dindmica genética de este
fitopatdégeno es dificil de contener (Perincherry et al., 2021; Lal et al., 2024).

Depender Unicamente de la resistencia genética no es sostenible a largo plazo,
debido a la evolucion de este tipo de hongo, lo que impide la resistencia de las
variedades de tomate a este patdgeno. Ante esta situacion, las NPs pueden
proporcionar soluciones innovadoras a estos desafios; ya que poseen
propiedades antimicrobianas, como la plata o el cobre, que se pueden utilizar en
tratamientos de suelos y semillas para reducir la carga de esporas de FOL viables
en el cultivo. A su vez estas pueden desinfectar los suelos de forma eficaz y
respetuosa con el medio ambiente que los fungicidas tradicionales (Ashraf et al.,

2021; VS et al., 2024).
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Es posible disefiar NPs para liberar ingredientes activos de una manera
controlada que mejore la resistencia de las plantas y su capacidad para
responder a las infecciones; esto implica la liberacion de inductores de resistencia
sistémica que preparan a la planta para defenderse contra la invasion de
patdgenos. La integracion de estas tecnologias basadas en NPs en enfoques
integrados de gestion de enfermedades puede proporcionar una protecciéon mas
eficaz y largo plazo contra la FOL (Gonzalez-Merino et al., 2021; Wang et al.,

2022).
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CAPITULO III

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE Cu-Zn Y SU EFECTO EN LA

GERMINACION DE SEMILLAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

Resumen: Las nanoparticulas de Cu-Zn son una opcién para solucionar problemas que se
presentan en la germinacion de semillas de tomate, al ser promotoras de dicho proceso por su
dinamismo y sinergia; sin embargo, son pocos los estudios que proponen un método para la
sintesis de dicho material. La investigacion se realizé en el 2024 en el ITVE con el objetivo de
sintetizar aleaciones de estos elementos bajo las siguientes combinaciones: Cuzsu-Znrs%; Cusow-
Znsow y Cursu-Znoess asi como su efecto en la germinacion de las semillas de tomate. Las NPs se
sometieron a un analisis EDS para comprobar su proporcion, asi como una prueba de SEM para
determinar su forma y tamafio. La combinacion de Cuzsu-Znrs%, reporté una forma de ojiva y
tamafo de 44.5+14.20 nm; mientras que para las combinaciones de Cuso%-Znso% y Curzs%-Zn2s% estas
presentaron forma semiesférica y tamafos de 64.32+14.72 y 86.75+8.46 nm, respectivamente. Se
realiazon andlisis XRD, donde se indentificaron varias fases cristalinas como el CuO y Cu20 con
respecto al Cu, asi como ZnO en el caso del Zn; ambos elementos presentes en cada una de las
aleaciones, pero que no afect6 la proporcion real con repecto a la proporcién aparente reportada
en la cuantificacidon del andlisis EDS. Posteriormente, se evalu¢ el efecto de estas estructuras en la
germinacién de semillas de tomate var. Moctezuma F1 a diferentes concentraciones, 50, 100, 150
y 200 mg L y un tratamiento testigo a base de agua desionizada; donde el tratamiento de Cursu-
Znxsw a una concentracion de 50 mg L, presentdé un porcentaje de germinacion del 95% y un
tiempo de germinacion de 7 dias con un alto indice de vigorosidad; siendo superior a los demas
tratamientos evaluados, segiin Tukey (p<0.05); asimismo un analisis de covarianza descartd una
relacion significativa entre el tamano de las nanoparticulas y las variables evaluadas. Estos
resultados sugieren que este tratamiento es una opcidn favorable para garantizar la germinacion
de las semillas gracias a la sinergia generada por la interaccion de las proporciones del Cu-Zn
presente en la aleacion.

Palabras clave: Aleacion, Bimetalicas, Estimulantes de la germinacion, Nanomateriales.
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Abstract. Cu-Zn nanoparticles are an option to solve problems that arise in the germination of
tomato seeds, being promoters of this process due to their dynamism and synergy; however, there
are few studies that propose a method for the synthesis of this material. The research was carried
out in 2024 at ITVE with the objective of synthesizing alloys of these elements under the following
combinations: Cuzs%-Znzs%; Cusew-Znsos and Cursw-Znzs% as well as their effect on tomato seed
germination. The NPs were subjected to EDS analysis to check their ratio as well as SEM test to
determine their shape and size. The Cuzs%-Znzs% combination, reported an ogive shape and size of
44.5+14.20 nm; while for the Cusow-Znsox and Cuzsu-Znzs% combinations these presented
hemispherical shape and sizes of 64.32+14.72 and 86.75+8.46 nm, respectively. XRD analysis was
performed, where several crystalline phases were identified, such as CuO and Cu20 with respect
to Cu, as well as ZnO in the case of Zn; both elements present in each of the alloys, but which did
not affect the real proportion with respect to the apparent proportion reported in the EDS analysis
quantification. Subsequently, the effect of these structures on the germination of tomato seeds var.
Montezuma F1 at different concentrations, 50, 100, 150 and 200 mg L and a control treatment
based on deionized water was evaluated; where the Cu7s%-Zn2s% treatment at a concentration of 50
mg L, presented a germination percentage of 95% and a germination time of 7 days with a high
vigorousness index; being superior to the other evaluated treatments, according to Tukey (p<
0.05); likewise an analysis of covariance ruled out a significant relationship between the size of
the nanoparticles and the variables evaluated. These results suggest that this treatment is a
favorable option to guarantee seed germination thanks to the synergy generated by the interaction
of the proportions of Cu-Zn present in the alloy.

Keywords: Alloy, Bimetallic, Germination stimulants, Nanomaterials.

3.1 Introduccién

Las nanoparticulas (NPs) son particulas en dispersién cuyo tamarfio oscila entre 1-100 nm y se
derivan principalmente de metales, 6xidos metalicos, biopolimeros, entre otros compuestos. Son
aplicables en distintas areas, principalmente en la agricultura, al ser excelentes promotoras de la
germinacion de semillas. Los materiales a partir de los cuales se sintetizan son el Zinc (Zn) y el
cobre (Cu), empleados en el recubrimiento de semillas para su proteccion contra enfermedades y
en la nutricion a partir de una liberacion gradual y controlada de los nutrientes [1-2].

La importancia de estos materiales radica en que también son micronutrientes vitales en todas
las plantas; el Zn participa en la sintesis de proteinas, clorofila y enzimas; y es parte de numerosos
procesos celulares y responsable en la sintesis de fitohormonas como auxinas, citoquininas,
giberelinas, etileno y acido abscisico [3-4]. El Cu es un micronutiente que interviene en diversos
procesos fisioldgicos como la fotosintesis, sintesis de clorofila y respiracién celular [5-6]. Es
esencial para activar las enzimas involucradas en la sintesis de lignina, componente estructural en
las paredes celulares que proporciona a las plantas soporte y resistencia a factores ambientales y
patogenos [7], pero debe mantenerse en niveles suficientes, ya que puede ser toxico para las
plantas [8-9].

Algunos estudios reportan que la combinacién de Zn con el Cu podria ayudar a mejorar las
propiedades de estos materiales haciéndolos bifuncionales, y mejorar su capacidad como
estimulante de la germinacién en las semillas de tomate y garantizar un suministro gradual de
nutrientes [7-8]. Sin embargo, existen limitantes que impiden la combinacién de estos elementos
de forma eficiente y que aprovechen las propiedades de estos elementos, ya que se requiere
modificar ciertos métodos como la pirolisis, método sol-gel, hidrotérmico y precipitacion, siendo
este ultimo es el mas utilizado por su grado de adaptacion, y que consiste en la transformacion de
los precursores metalicos en un medio acouso para obtener nanopolvos con morfologia definida,
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tamarfio y distribucion controlada; ademas de obtener una produccién a mayor escala mediante la
liberacién de cationes controlada a partir de una suspension homogénea, dando paso a la
formacion de aleaciones bimetalicas [9-10].

La sintesis de NPs de Cu-Zn a base de aleaciones, principalmente por metales, consiste en la
modificacion de las propiedades estructurales del Zn a través de la incrustacion de fragmentos
nanométricos de Cu para que desarrollen las propiedades de interés [11-12]. Se pretende
desarrollar este nanomaterial y que posea un efecto estimulante significativo respecto a los
reportados de cada elemento de forma pura o monometalica [13-14]. Sin embargo, existen
limitantes en el desarrollo de estos nanomateriales basados en la aleacién de estas NPs; y es la
estandarizacion de la morfologia de este material, el cual tiende a ser muy disperso, derivado de
la variacién en la reduccion de las dosis de cada agente precursor, asi como el agente reductor, lo
que dificulta en muchas ocasiones la creacion de materiales combinados [15-16].

En tanto la creaciéon de un material basado en una combinacion de Cu-Zn representaria un
avance significativo en la creacidon de sustancias estimulantes que aceleren la germinaciéon de
semillas, con calidad y facil adaptacion de las plantulas, caso del tomate, cultivo horticola
importante en el mundo por su demanda y valor econdémico; y que, por el abuso de la fertilizacion
quimica y cambio climatico, compromete el desarrollo de las plantas en ambientes controlados y
no controlados [17].

La combinacién de Cu y Zn puede proporcionar beneficios sinérgicos que potencian los efectos
positivos de ambos elementos en la germinacién de las semillas de tomate. Estas aleaciones
pueden liberar gradualmente los nutrientes en el entorno inmediato de la semilla, optimizando
su disponibilidad y absorcion [18-19]. Ademas, al influir en la fisiologia de las semillas y plantulas,
las aleaciones de Cu y Zn por la sinergia de estos elementos, pueden optimizar los procesos
fisiolégicos fundamentales durante la germinacion y el crecimiento inicial de las plantulas de
tomate, lo que garantiza un 6ptimo desarrollo [20-21].

Sin embargo, los estudios se han desarrollado de forma monometalica o con adicidon de otros
oxidos metalicos o biopolimeros sin una estandarizacién de sintesis que permita la homogeneidad
en tamano y forma [22-23]. Por esta razon, el objetivo de la investigacion fue sintetizar NPs de Cu-
Zn bajo proporciones preestablecidas mediante un procedimiento de ruta quimica adaptado con
el uso de un agente reductor para su estandarizacion y evaluar su efecto en la germinacién de
semillas de tomate bajo condiciones controladas.

3.2 Materiales y método
La presente investigacion se realizé en dos etapas; la primera relacionada con el proceso de
sintesis de las NPs de Cu-Zn; la segunda corresponde a la evaluacién de su efecto en la
germinacion de semillas de tomate.

3.2.1 Etapa I. Sintesis de nanoparticulas de Cu-Zn

Esta etapa se desarroll en el Laboratorio de Materiales Avanzados del Instituto Tecnolégico
del Valle de Etla (ITVE), México. Se utilizaron los siguientes compuestos de grado reactivo
provenientes de la marca Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA): Sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO«+5H20, ACS reagent, 298.0%), acetato de zinc dihidratado ((CH3COO)Zn+2H20, ACS
reagent, 298%0O, NaOH (ACS reagent, 295%) y un agente reductor a base de borohidruro de sodio
(NaBHs4, powder, 298.0%) asi como agua desionizada (dH20) grado reactivo marca Fermont®
(Monterrey, Nuevo Ledn, México). (ACS reagent, 299.0%).

El proceso se realiz6 mediante una ruta quimica con un procedimiento modificado mediante
la precipitacion propuesto por [24] para obtener las aleaciones bajo proporciones preestablecidas,

26



donde se partié6 de una concentraciéon molar de 0.5 M en ambos compuestos precursores
CuSO+5H20 y (CH3CO0)2Zn+2H20 disueltos en 50 mL de dH20 cada uno (cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Combinaciones molares empleadas de NPs en la sintesis

CuSO4++5H:0 (CH5COO0)2Zn+2H20
Aleacion Proporcion Molaridad Proporcion Molaridad
(%) (mol L) (%) (mol L)
Cursu-Znzss 75 0.375 25 0.125
Cuso%-Znso% 50 0.25 50 0.25
Cuzs%-Znrss 25 0.125 75 0.375

A su vez, estas se apegaron al modelo: Cun-ZnO100%-n; donde n representa el porcentaje
deseado de un total de molaridad (0.5 M de cada agente precursor, es decir el 100%) al cual se le
restaron valores de 25 hasta lograr la combinacion deseada con respecto al porcentaje; en la
buisqueda de la sinergia en estado equilibrado de estos dos elementos, a partir del supuesto de
que su interaccion en partes iguales permite un mayor dinamismo y mecanismo de absorcion de
estos [23].

En primer lugar, se prepararon las concentraciones propuestas del (CHsCOO)2Zn+2H20
(cuadro 3.1) en 25 mL de dH20; mismas que fueron disueltas por separado en una soluciéon de
NaOH al 0.1 M en un volumen de 20 mL para una reduccién previa mediante agitacion constante
a 300 rpm y una temperatura aproximada de 80° C, en una parrilla modelo H280 Pro. A
continuacion, se afiadieron de forma coordinada de acuerdo a las combinaciones propuestas para
cada una de las soluciones molares de CuSOs+5H:20 en un volumen de 25 mL con el uso de dH:20;
acorde al método coprecipitacién con base a lo propuesto en el cuadro 3.1. Se le adiciond la
solucion acuosa del agente quimico reductor NaBHs al 0.1 M disuelta en 30 mL de dH20 a cada
una de las soluciones; afiadida de forma paulatina bajo las mismas condiciones de agitacion y
temperatura por 2 h. Posteriormente, las muestras se centrifugaron por 20 min a 1200 rpm en una
centrifugadora semiautomatica modelo C-40 para finalmente secarlas en un horno de secado
modelo H-62 a 125° C por 60 min cada tratamiento. Adicionalmente se sintetizaron de forma
paralela los agentes precursores en su concentracion total; es decir 0.5 M con el procedimiento
antes mencionado.

3.2.1.1 Técnicas para la caracterizacion

Este procedimiento se realizd en el Laboratorio de Microscopia Electronica del Instituto
Tecnolodgico de Oaxaca (ITO), México; donde una pequenia muestra de cada una de las aleaciones
de NPs se sometio a un proceso de caracterizacion fisicoquimica a través de un analisis de
dispersion de energia de rayos X (EDS) en un espectro modelo EQ9, para conocer la composicion
elemental de estas particulas en sus estructuras y que de acuerdo con [24], este proceso permite
determinar la proporcion de cada elemento conforme la formula antes mencionada, misma que
corresponde al porcentaje asignado de cada material. Se realizaron cinco analisis EDS para
calcular la proporcién real (Pr) y relacionar con la proporcién aparente (Pa), mediante una base
de datos previamente cargada por la marca Thermo Fisher Scientific®.

Ademas, se realizaron entre 20 y 25 mediciones del tamafio por muestra con ayuda de la
herramienta ruler del propio microscopio, con una magnificaciéon de 50 000 x y una energia
dispersiva estandar de 10 (keV). Asi como un estudio de difraccién de rayos X (XRD) para
determinar la fase del material y que de acuerdo con [24, 25] ayuda a determinar la fase estructural
identificando los elementos presentes en dicha muestra. De igual manera, con base en lo planteado
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por [23-24] se realizé un analisis de microscopia electronica de barrido (SEM) en un lente de
difracciéon anexo al microscopio modelo G2-pure para conocer la forma (Fr) de acuerdo con el
aspecto que presento y el tamafio (Tm) expresado en nanémetros (nm) de cada tratamiento que
se sintetizo bajo la ruta antes mencionada.

3.2.2 Etapa II. Evaluacion del efecto germinativo en semillas de tomate

Esta etapa se desarrollo en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico del Valle
de Etla (ITVE), México. Se utilizaron semillas de tomate var. Moctezuma F1 marca Harris
Morgan® (Madrid, Espana), papel filtro Whatmanns® No. 1 de 50 mm de diametro, dH20 grado
reactivo marca Fermont® y cajas de Petri desechables con dimensiones de 50x10 mm. Las semillas
se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (NaClOz2) al 10% acorde a lo propuesto
por [24, 26] en un volumen de 200 mL de agua destilada y se lavaron de 3 a 5 veces con la misma
agua hasta retirar los residuos de la solucion empleada; esto con la finalidad de retirar la pelicula
protectora antifingica que las semillas traen como medio de prevencion durante el proceso de
germinacion, lo que previene la influencia de factores externos al uso de NPs.

Para la germinacidn de semillas se empled como sustrato papel filtro como sustrato dispuesto
en cajas de Petri con dimensiones de 50x10 mm. Para la preparaciéon de las soluciones con las
nanoparticulas descritas en el cuadro 3.1, se empled por solucién 100 mL de dH20, sonicando a
una frecuencia constante de 40 kHz a temperatura ambiente (25+2° C) en un sonicador modelo
BO1IHGN40SQ, por un ciclo de 10 min para homogeneizar y dispersar en la solucion [29]. Cada
tratamiento se dejo reposar en condiciones de temperatura ambiente para lograr una mayor
dispersion en el medio. Finalmente se colocaron en una camara de flujo laminar modelo EOS-CV-
1, previamente desinfectada para realizar la siembra, se sellaron las cajas y se colocaron durante
7 dias en una cdmara de germinacién a condiciones normales (25° C de temperatura y humedad
relativa del 50%) segun lo reportado por [25, 27].

3.2.3 Disefio experimental
Se utilizo un disefio completamente al azar (DCA), en el cuadro 3.2 se muestran los

tratamientos generados.

Cuadro 3.2. Tratamientos a evaluar

Concentracion (mg L)

Tratamiento 1 5 3 1
Cu 50 100 150 200
Zn 50 100 150 200
Curs%-Znzs% 50 100 150 200
Cuso%-Zns0% 50 100 150 200
Cuzs%-Znzs% 50 100 150 200

Testigo (dH20) - . - —

Las variables evaluadas en esta etapa fueron dividas en dos grupos: uno que corresponde a las
variables relacionadas a la germinacion, en donde se considerd como unidad experimental a la
caja de Petri, con 4 repeticiones cada tratamiento, para un total de 84 cajas; mientras que en el
segundo grupo se encuentran las variables morfométricas, donde se utiliz6 como unidad
experimental la plantula de tomate para un total de 12 unidades experimentales por caja.

28



3.24  Variables a evaluar
Las variables referentes a la germinacion (de la 1 a la 5) y morfométricas (de la 6 a la 11)
evaluadas, se muestrana continuacion:
1. Porcentaje de germinacién (Pg, %). Fue calculado acuerdo a la férmula propuesta por [27].

Pa % Numero de semillas germinadas 100
. *
9:%: ( Total de semillas

2. Tiempo de germinacién (Tg, dias). Se us6 la férmula de [26-27]:

ENx*t
N

Tg (d):

Donde N es el total de semillas germinadas en el momento, t y d es el numero de dias
transcurridos desde la siembra.

3. Indice de germinacién (Ig, %). Empleando la férmula propuesta por [26,28]:
1g (%/dia): X Nt/Dt

Donde Nt es el porcentaje de germinacion de cada dia y Dt representa el total de los dias de
germinacion. Este valor de Ig refleja el porcentaje de germinacion en cada periodo de germinacion.

4. Coeficiente de velocidad de germinaciéon (CVG). Este valor es una indicacion de la rapidez
de la germinacion, se calcul6 de acuerdo con la formula propuesta por [26, 29].

CVG (%, dia) = YNtENt X t/100

5. Indice de vigor (Iv). Se calculé mediante la férmula propuesta por [30]. Para calcular la
longitud de la plantula, se eligieron las plantulas representativas de cada tratamiento
[26,30].

Iv = Porcentaje de Germinacion (PE)x media de la longitud de la plantula (raiz + brote)

Al final del estudio y al pesar el peso fresco de las plantulas, las placas con plantulas se
introdujeron en una estufa a 60° C durante 48 h. A continuacion, se determiné el peso seco de los
brotes.

6. Longitud del brote (Lb, mm). Usando un vernier digitar modelo HER-411 midiendo desde
la base del cuello hasta el brote de las hojas verdaderas.

7. Peso fresco del brote (Pfb, mg). Se dividio el brote desde la base con ayuda de una hoja
de bisturi, el brote y se pesd inmediatamente después del corte en una balanza analitica
modelo VE-5003.

8. Peso seco del brote (Psb, mg). Posterior al corte de esta restructura, se sometié a un

proceso de deshidratacion en un horno de secado modelo H-62 por 65° C por 48 h en una
bolsa de papel craft. Se peso en balanza analitica modelo VE-5003. y se registro su peso.
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9. Longitud de la raiz (Lr, mm). Similar a la medicién del brote, con ayuda de un vernier
modelo HER-411 y se mididé desde la base del tallo hasta la punta de la raiz principal.

10. Peso fresco de la raiz (Pfr, mg). Se lavaron las raices con agua para eliminar los residuos,
y se pesaron en una bascula marca modelo VE-5003.

11. Peso seco de la raiz (Psr, mg). Las raices se colocaron en una bolsa de papal y se secaron
en un horno modelo H-62 a 65° C por 48 h hasta obtener peso constante. Finalmente se
pesaron en una balanza analitica modelo VE-5003.

3.25  Analisis de datos
Se consideraron las variables correspondientes a la etapa I referente a la sintesis (Pa, Pr y Tm),
realizando solo un analisis descriptivo, representando entre ellas las medias + error estandar
excepto para la variable Fr. En el caso las variables propuestas referentes a la germinacion (Pg, Tg,
Iv, Ig y CVG) asi como las morfométricas (Lb, Pfb, Psb, Lr, Pfr y Psr) pertenecientes a la etapa II,
se sometieron a una prueba de normalidad, donde ninguna variable tuvo la necesidad de ser
transformada. Ademas, se realizaron analisis de homogeneidad de varianzas y un analisis de
varianza (ANOVA) asi como una prueba de Tukey (p<0.05), solo para las variables de la etapa II,
donde los resultados se expresaron en medias + error estandar. Adicionalmente se realizé un
analisis de covarianza considerando al tamano de las NPs como covariable, en relacion con las
variables germinativas y morfométricas propuestas y evaluadas para separar el efecto verdadero

de tratamientos. Estos analisis se realizaron empleando el paquete estadistico de R Studio version
4.39.

3.3 Resultados y discusion

Los resultados se presentan por etapas, la primera que corresponde al producto de la sintesis
y caracterizacion de las NPs y la segunda a la evaluacion del efecto germinativo en las semillas de
tomate.

3.3.1 Caracterizacion del material sintetizado

1. Analisis elemental por EDS de las NPs sintetizadas. Las aleaciones a base de Cu-Zn en las
proporciones antes mencionadas, se sometieron a un estudio de SEM, asi como un analisis EDS.
Los resultados obtenidos se presentan en el cuadro 3.3 y se corroboran en la figura 3.1.

Cuadro 3.3. Resultados del analisis estructural y elemental de las NPs de Cu-Zn bajo diferentes
concentraciones

Cu Zn

T F
Nanoparticula Pa Pr Pa Pr (nE) a roxirrna da*
(%) (%) (%) (%) P

Cu 100 99.8+0.12 - - 97.75+16.72 Esférica

/n -—- -—- 100 99.96+0.14 96+15.56 Esférica

Cu,,,-Zn 25 2515:0.63 75  74.84:0.63 44.5:14.20 Ojivas
Cu,,,-Zn, 50 49.32¢1.30 50  50.67+1.30 64.32+14.72 Semiesférica
Cu75%—Zn25% 75 75.93+0.45 25 24.06+0.45 86.75+8.46 Semiesférica

*Basados en la interpretacion visual obtenida por el SEM. Pa: Proporcion aparente; Pr: Proporciéon
real. Los datos de Pa, Pr y Tm se presentan con su media + Error estandar.
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En el cuadro 3.3, se muestra que no existen variaciones significativas entre los valores de
Pa y Pr, lo que no es indicativo de una malformacion del material ni de la calidad del mismo,
donde [26, 28] sefialan que este proceso de sintesis permite una combinacién de materiales en Pr
similares a la Pa definidas, lo que permite la maxima incorporacion de estos elementos gracias a
la reduccion quimica, ademas de que ambos compuestos como el Cu y Zn al ser compatibles entre
si, lo que permite una combinacion balanceada segun los criterios establecidos por medio de las
soluciones precursores establecidas. En la figura 3.1 se presentan los andlisis EDS del material
sintetizado.

a)

Micrografia de la forma y tamafo de las NPs por SEM: a) Cu; c) Zn; e) Cuzs%-Zn7s%; g) Cusos-Zn s0%; 1) Curzse-
Znozs%. Espectros EDS de las NPs: b) Cu; d) Zn; f) Cuzs%-Zn 75%; h) Cusos-Zn s0%; j) Cursw-Zn2ss.

Figura 3.1. Caracterizacion fisicoquimica de las NPs de Cu-Zn sintetizadas
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Los analisis EDS demostraron en cada una de las composiciones de estas aleaciones
muestran la presencia mayoritaria del elemento en mayor proporcion (ya sea el Cu o el Zn), que
es indicativo de una correcta combinacion de la aleacion, que esta representado de forma grafica
(figura 3.1), donde el pico mas alto senialado en cada grafico del EDS de acuerdo con [29] sefala
el elemento que se encuentra en mayor proporcion, lo que reafirma el postulado anterior; mientras
que los elementos secundarios (que son los que se encuentran en menor porcién) se encuentran
entre la linea media y baja de cada espectro.

Los resultados obtenidos por medio del analisis de SEM mostraron una forma esférica de
las NPs en estado puro o monometalico, caso del Cu y del Zn, mientras que las formas cambiaron
en estas aleaciones, principalmente para la combinacién de Cuzs%-Znzs% donde la forma reportada
es en ojiva, siendo diferente a las demds composiciones. Esto sucede acorde a [21, 24], quienes
indican que es producto del proceso de sintesis, donde la liberacion de iones procedente de los
agentes precursores no fue la suficiente para producir formas mas regulares, a pesar de usar
concentraciones previamente estandarizadas; ademas de la influencia de los cambios de
temperatura y presion, que influyen en la formacién de dichas estructuras, puesto que una
variacion constante de estos valores en la sintesis esta relacionada a la formacién de estructuras
aplanadas e irregulares.

La razén por la cual se presentd este fendmeno no necesariamente se refiere a un problema
en el proceso de sintesis, mas bien indica que al momento de presentarse la reaccion de reduccién
de dichos compuestos precursores donde el Zn, que es un material blando frente al Cu, que es
duro, la liberacion de electrones no fue lo suficientemente eficiente por el proceso de colisién de
dichos agentes; es decir, se requiere probablemente una dosis menos cargada del agente reductor
para lograr una regularizaciéon en cuanto a la forma, ya que segun [24, 30] los materiales con
dureza como el Zn bajo este método de sintesis no permite una mayor incrustaciéon de las
imperfecciones del material de interés como el Cu, lo que genera formas irregulares en dichas
estructuras pero que no alteran su funcionalidad.

La forma semiesférica de las NPs combinadas, es producto de un proceso de sintesis
variante que, aunque no fue notorio, no logré estandarizar la forma de estos materiales. Sin
embargo, es importante recalcar que, aunque no se logrd estandarizar la forma en los casos antes
mencionados, existe una variacién entre los tamafios que reportan un valor menor al de los
compuestos monometalicos, es decir, que la concentracion del agente surfactante y reductor fue
la ideal para producir esta reduccion a pesar de combinar dos agentes precursores lo que reafirma
la sinergia del Zn y Cu reportada por [31-32] para producir compuestos bifuncionales; ya que un
menor tamafio de NPs en mucho de los casos es sindnimo de alta eficiencia.

En contraste, a pesar de estas limitantes, el proceso de sintesis antes descrito permitié una
combinacién de ambos agentes precursores de forma regular y no dispersar a pesar de tener
problemas con la forma, puesto que, aunque no se aprecie de forma visual la combinacién de
dichos agentes, estos resultados sefialan que fue exacta, derivado de que el escaner EDS es capaz
de identificar los nanopolvos presentes dentro y fuera del material. Al respecto [31, 33] comentan
que, en muchos casos, existen pequefias estructuras de un material combinante en la superficie
que no necesariamente esta adherido de forma concreta en su estructura interna pero que no
compromete la funcionalidad del compuesto.

2. Analisis espectral por XRD del material sintetizado. En la figura 3.2 se muestran los analisis
espectrales correspondientes a las NPs en aleacién, donde se puede observar una mezcla de
patrones que, con base en este analisis, los compuestos de Cu-Zn en aleacién son productos éxidos
mientras que la tinica excepcion es el estado puro o monometalico del Cu, ya que se presentan
diferentes fases de materiales (figura 3.2 a) como el cobre metalico (Cu) con base en la JCPDS No:
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04-0836, oxido de cobre (CuO) con fundamento en la carta JCPDS NO: 48-1548 y 6xido cuproso
(Cuz20) segtin la JCPDS NO: 78-2076: siendo un compuesto multifacético, gracias a las condiciones
de sintesis y la naturaleza reactiva del Cu en diferentes estados de oxidacion puesto que, aunque
el NaBH4, actia como el agente reductor, logra en su totalidad la reduccién del Cu a su forma
metalica, la exposicion al ambiente acuoso y la interaccién con oxigeno disuelto conducen a la
oxidacion parcial del Cu, formando Cu20 y CuO, donde [34, 35] sefialan que también influyen
también las condiciones de pH y temperatura durante la sintesis, la cual no es estable al tratarse
de un medio acuoso y reacciones de 6xido-reduccion.

Esto indica que la presencia simultanea de Cu, Cu20 y CuO producto de una cinética de
reaccién segun [30], que no permite una reduccién completa o una oxidacion homogénea del Cu.
Durante la sintesis, las variaciones locales en el pH o la concentracién de los reactivos pueden
causar la formacion de diferentes fases de dxidos de Cu, puesto que, al usar NaOH, como lo
reportan [33, 36] se generen condiciones altamente alcalinas que favorecen la formacion de Cuz0.
Por lo que las diferentes fases de Cu detectadas en el XRD reflejan las complejas interacciones
quimicas y termodindmicas que ocurren durante la sintesis y el procesamiento de los
nanomateriales de Cu en medios acuosos; lo que de acuerdo con [36] se mejoran las propiedades
cataliticas y pro germinativas del material.

En la figuras 3.2 b, c y d se muestra que en estas combinaciones se denota la presencia de estas
mismas fases del Cu (CuO y Cu20) en combinacion con el ZnO segun lo relacionado con las cartas
JCPDS NO: 36-1451 y las cartas correspondientes a estas fases cristalinas del Cu relacionadas con
anterioridad que presentan diversos estados de oxidacion; esto es indicativo de que coexisten en
la misma nanoparticula, puesto que no presentan una tnica fase estable y al anadir el ZnO, este
influye en la estructura y estabilidad de las fases de Cu, promoviendo la formacion de una mezcla
de CuO y CwO; lo que de acuerdo con [29, 32] la combinacién de estos 6xidos en una
nanoparticula puede ser consecuencia de la afinidad quimica entre el Cu y el Zn, asi como de las
condiciones de reaccion, como la temperatura, el pH y la concentracion de reactivos.

En la figura 3.2 se muestra la presencia de los patrones del Zn, lo que indica la presencia de
este elemento en su forma oxidada mas comuin (ZnO) segtn la carta JCPDS NO: 36-1451 y como
lo sefala [29], este compuesto se encuentra interactuando en las aleaciones propuestas de estos
materiales, mismo que se utilizé como referencia e identificador de estos patrones en las muestras
analisis como medio de verificacién del método de sintesis, ademas de que este elemento al igual
que los anteriores presentan estructura cristalina.

Este andlisis XRD muestra la interaccion de estos nanocompuestos en la formacion de un
material altamente eficiente, puesto que segun [30, 32] es fundamental para correlacionar la
estructura cristalina con las propiedades fisicas, quimicas y funcionales de las NPs, como su
actividad catalitica, estabilidad, o capacidad de promover la germinacion de plantas. Ademas, el
XRD revela la interaccion entre diferentes fases dentro de una nanoparticula, lo cual es clave para
optimizar su disefio y rendimiento en aplicaciones especificas.

Sin embargo, la presencia de diferentes fases cristalinas del Cu, no es un efecto negativo sino
un producto de la variabilidad del método de sintesis por lo que se considera a manera de
referencia el uso del Cu en estado puro para distinguir las aleaciones, puesto que segtn [31] es
indicativo que permite evaluar la pureza y funcionalidad del compuesto al mejor de forma
considerables sus propiedades, mismas que no repercuten en su funcionmiento sino que permiten
una mayo efectividad al momento de su aplicacién. En contraste, este estudio releva de forma
precisa la composicion elemental del material sintetizado que sostiene los resultados sefialados en
el EDS, dando la pauta para establecer de forma especfica las aplicaciones de estos, como es en la
promocion de la germinacion de semillas de tomate, puesto que se trata de elementos que han
demostrado tener propiedades estimulantes en dicho fendmeno, al ser sinérgicos y cataliticos.

33



Intensidad (a.u)

@ Cu: JCPDS NO: 04-0836
% CuO: JCPDS NO: 48-1548
“. Cu,0:: JCPDS NO: 78-2076

*
®

(CuICuOICu20)100%

a)

% CuO: JCPDS NO: 48-1548
. Cu,0: JCPDS NO: 78-2076

m ZnO: JCPDS NO: 36-1451

(CuOlCu20)25% -Zn0750,

- b)
P
(-
I* .\/u’\' rj\ .* T g * ., "
J/\-/\.j“ \J | N PN NP L TTGION  a
* CuO: JCPDS NO: 48-1548
A Cu,0: JCPDS NO: 78-2076 (CUOICUZO)SO%'ZnOSO"/o
m  ZnO: JCPDS NO: 36-1451
. c)
= maf o
Je V' R A& An X A" 4
*  CuO: JCPDS NO: 48-1548
A Cu,0: JCPDS NO: 78-2076 (CuO/Cu20)75%-Zn025%
m  ZnO: JCPDS NO: 36-1451
. " @
1'\ “AMI * - F ] n
UV AL S — W N .
= ZnO: JCPDS NO:36-1451 Zn01 00%
m = e)
A W
) ] ' | L | | X | | X | ) | ) | X |
30 35 40 45 50 55 60 65 70 15

Espectros XRD con patrones relacionadas: a) Cu; b) Zn; c) Cuzs%-Znrs%; d) Cusow-Zn s0%; €) Curss-Znzss

2-theta (Grado)

Figura 3.2. Analisis estructural XRD del material sintetizado

34



3.3.2 Evaluacion del efecto germinativo
El efecto de la exposicion de las NPs con las semillas de tomate con los diferentes
tratamientos probados, tuvieron diferencias significativas entre ellos en cuanto Pg e Iv, donde
destaco el tratamiento de Curs%-Zn2s%; a una concentracion de 50 mg L7; a diferencia del mismo
tratamiento, pero con una concentracion de 100 mg L (cuadro 3.4).

Cuadro 3.4. Comparacion de medias sobre las variables estimables en el proceso de
germinacion de semillas de tomate por accién de las NPs mediante Tukey (p<0.05)

Variables estimables referentes a la germinacion (%)

Tratamiento Pg Tg Ig v VG
T5C1 95.25+0.5 6.50+0.282 0.98+0.042 0.99+0.062 0.24+ 0.062
T5C2 93 + 0.4 6.50+0.282 0.96+0.04> 0.98+0.04> 0.21+0.012®
T4C1 90.5+0.630¢ 6.50+0.287 0.93+0.0120¢ 0.940.042b<d 0.11x0.01¢f
T5C3 90+0.4¢be 6.25+0.25 0.92+0.03bcd 0.96+0.042b< 0.19+0.01b¢
T1C2 89+ 5 0.3abcd 6.50+0.282 0.3520.03 bedefs (0.860.07 bedef 0.10+0.08¢f
T4C2 88.5+0.62b<d 5.75+0.252 0.90£0.01 abedef (0.91+0.28abede 0.12+0.06¢
T5C4 87.25+0.5bcde  6.50+0.472 0.87+0.04 abedef  (0.92+0.04zbede 0.17+0.09¢
T3C2 87.25+1.3bcde  6.25+0.472 0.89+0.01 abedef  (0.910.02abede 0.1420.13¢
T2C1 86.75£1.6bde  6.50+0.287 0.850.02 abedefs  (0.86+0.07 abedef 0.11x0.08¢f
T3C1 86.5+2 5bcde 6.25+0.252 0.91£0.02 abede 0.93+0.07 abede 0.13+0.08¢f
T2C2 86.25+2.6b<de  6.50+0.282 0.8820.02 bedef 0.90+0.023bede 0.12+0.04 <
T2C3 85.5+2.(pede 6.50+0.282 0.79+0.024<fs 0.82+0.03¢ef 0.09+0.04-f
T1C4 85+0.4cdef 6.50+0.282 0.78+0.03fs 0.81x0.02¢f 0.09+0.04f
T4C3 84.60.5cdef 6.40+0.502 0.8520.07 bedefe 0.90+0.023bede 0.10+0.01¢f
T1C1 84.542 5edef 6.00+0.402 0.87+0.03abcdef 0.90+0.023bede 0.1320.04f
T1C3 8442 ] edef 6.50+0.282 0.81+0.03¢dfs 0.8420.03¢dtef 0.1120.04<f
T3C3 83.25+2.(cdet 6.25+0.25 0.87+0.03bcdef 0.90+0.023bcde 0.1+0.004f
T4C4 82+0.69f 6.66+0.572 0.82+0.05¢dfs 0.830.06dt 0.12+0.05¢
T3C4 81.5+1.6%¢ 6.75+0.252 0.80£0.064fs 0.8420.07 cdef 0.12+0.08¢f
T2C4 77.5+1.6's 6.50+0.282 0.79+0.02¢s 0.82+0.02¢f 0.10+0.02¢f

Testigo 73.75+2.88 6.7520.25 0.7420.04s 0.77+0.04¢ 0.10£0.04f

Tratamiento: T1=Cu, T2=7n, T3=Cu25%-Zn7%, T4=Cuso%-Znso%, T5=Cuzs%-Znzs%. Concentraciones usadas: Cl=
50 mg L1, C2=100 mg L, C3= 150 mg L', C4=200 mg L, Testigo: dH20 sin ninguna concentraciéon de NPs.
Pg: Porcentaje de germinacién; Tg: Tiempo de germinacion; Ig: Indice de germinacién; CVG: Coeficiente de
velocidad de germinacion; Iv: Indice de vigor. Los datos se presentan con media + Error estandar.

Los resultados en general indican que una concentracion de 50 mg L del tratamiento de Curs-
Znsw en cuanto al Pg de las semillas de tomate, fue superior al 90% (cuadro 3.4), inclusive mejor
a los tratamientos con Zn en estado puro a la misma concentracion; al respecto [35, 37] reportaron
que este elemento es un material altamente estimulante de la germinacién debido a sus
propiedades fotocataliticas, destacdndose como un promotor eficiente en la estimulacion de
semillas de hortalizas y granos. Ademas, en cuando a la variable Ig este tratamiento también
demostrd una superioridad en cuanto al tratamiento testigo, lo que indica que la sinergia entre el
Cu y Zn permite una mayor interaccién con la semilla, y que de acuerdo con [36] acelera su
desarrollo y su crecimiento con mayor uniformidad.

La combinacién de este tratamiento Curs%-Znz% en donde el Cu estd presente en mayor
proporcidn, la inclusién de Zn complementa y modula sus efectos para obtener un equilibrio
optimo en la nutricion de las semillas. El Cu, al estar en mayor concentraciéon, asegura una
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disponibilidad suficiente de iones que favorecen la activacion de enzimas clave en los procesos
metabdlicos y de crecimiento inicial. Sin embargo, el Zn, aunque esta en menor concentracion,
desempena un papel indispensable en la sintesis de hormonas de crecimiento y en la estabilizacion
de proteinas, que son esenciales para la formacion de raices y el desarrollo estructural de las
plantulas. Esta sinergia entre Cu y Zn no solo acelera el Tg, sino que también aumenta el CVG, lo
que se traduce en una mayor rapidez y consistencia en el desarrollo de las plantulas, lo que mejora
significativamente el proceso de germinacion [36, 37].

Segun [38-39] la aleacién altamente en Cu y en menor proporcion que el Zn, potencializa las
propiedades cataliticas y permite un éptimo desarrollo del sistema radicular gracias a la creacién
de un entorno favorable, ya que el Cu coadyuva en la absorcion de agua, generando un equilibrio.
Ademas, esto se debe también a una racionalizacién de las dosis empleadas, puesto que de
acuerdo con [36, 40] no seria conveniente aplicar dosis superiores a los 200 mg L, porque al no
contar con estructuras primarias en la raiz, estos micronutrientes no se aprovecharian de forma
inmediata puesto sino conforme se desarrollen las raices de la plantula; ademas de que una alta
dosis de estos materiales podria ser contraproducente, ya que se asocia con fitotoxicidad y retraso
en el proceso de germinacién analizado.

No se encontr6 ninguna diferencia en cuanto al Tg entre los tratamientos evaluados, lo que
indica que no influye de forma sustancial en acelerar dicho proceso; mientras que en cuanto al Iv
y CVG el mejor tratamiento evaluado sigue siendo el tratamiento antes mencionado, esto indica
que las semillas se desarrollaron de forma uniforme y progresiva, lo que indica un proceso 6ptimo
de germinacidn ideal para el desarrollo de las estructuras primarias, en contraste con lo observado
en el tratamiento testigo, donde su comportamiento fue inferior a lo sefialado en este tratamiento,
puesto que como se ha reportado en condiciones controladas sin tener un efecto estimulantes por
medio de la adicién de algtin elemento extra, no genera un alto Iv ni una valor alto referente al
CVG [36, 37].

En el cuadro 3.5 se muestran los resultados obtenidos en las variables morfométricas
evaluadas, donde el tratamiento Cuzs%-ZnO2s% a 200 mg L1; presentd un mayor valor en la variable
Lb, hasta 7.2 cm, significativamente superiores a los otros tratamientos. Esto sugiere que la
combinaciéon de Cu y ZnO en esta proporcion y concentracion tiene un efecto sinérgico positivo
en el crecimiento del brote, principalmente en el incremento en la longitud de las plantas, lo que
de acuerdo con [35] puede atribuirse a la accion de las NPs, lo que resulta en una expansion optima
de los tejidos meristematicos (figura 3.3).

Cuadro 3.5. Comparacion de medias sobre las variables morfométricas en el proceso de
germinacién de semillas de tomate por accion de las NPs mediante Tukey (p<0.05)
Variables morfométricas

Tratamiento Lb Pfb Psb Lr Pfr Psr
(%) (g) (g) (%) (g) (g)

T5C1 8.85+0.63*  0.47+0.006ca  0.15+0.029°c  7.55+0.45° 0.43+0.40°>  0.15+0.13abcd
T5C2 9.6+0.26®>  0.49+0.007b«¢  0.19+0.006>  8.15+0.06®>  0.51+0.013> 0.16+0.0042>c
T4C1 7.67+0.07¢  0.47+0.006¢¢  0.13+0.004¢ 5.97+0.13¢ 0.34+0.060c  0.11+0.0084
T5C3 9.95+0.10=  0.53+0.036>  0.19+0.008®  8.35+0.06° 0.54+0.0072  0.17+0.004
T1C2 7.75+0.13¢  0.47+0.004«¢  0.13+0.004<¢  5.67+0.07¢ 0.34+0.060c  0.10+0.006bcde
T4C2 7.17+0.08¢  0.90+0.0154 0.12+0.006¢4  5.65+0.06¢ 5.84+0.102 0.13+0.011bcde
T5C4 9.47+0.11®>  0.60+0.006=  0.20+0.004=  8.37+0.092 0.34+0.008<  0.18+ 0.004=
T3C2 7.6+0.07¢ 0.47+0.004b<d  0.13+0.007<¢  5.55+0.06¢ 0.32+0.006¢  0.11+ 0.0064%
T2C2 7.5+0.08¢ 0.47+0.009«¢  0.13£0.004<«¢  5.67+ 0.06¢ 0.34+0.004¢  0.09+ 0.002¢f
T3C1 7.35+0.011c  0.44+0.006«¢  0.13+0.006«¢  6.00+0.16¢ 0.31+0.006¢  0.12+0.012cde
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T2C1 7.42+0.08¢  0.49+0.018d  0.11+0.007<d 5.97+0.13¢ 0.32+0.020c  0.12+0.004¢de
T2C3 7.72+0.04<  0.49+0.007°<¢  0.12+0.010% 5.80+0.10¢ 0.33+0.006¢  0.12+0.008P<de
T1C4 7.75+0.18¢  0.51+0.006°  0.12+0.009< 6.17+0.04¢ 0.34+0.010  0.10+0.009¢f
T4C3 7.70£0.07¢  0.47+0.005¢  0.12+0.007<  5.84+0.10¢ 0.35+0.003¢  0.13+0.011bcde
T1C1 7.50+0.40c  0.30+0.006°  0.08 +0.004°c 4.10+0.04¢  0.22+0.004¢ 0.06+0.002b<de
T1C3 7.5+0.04¢ 0.50+0.004b<  0.13+0.006c  6.15+ 0.006c  0.35+0.004c 0.10+ 0.009¢
T3C3 7.52+0.04c  0.47+0.009 <  0.13+0.008«  5.75+0.006c  0.34+0.006c 0.13+0.006b<de
T4C4 7.80£0.25¢ 0.47+0.005¢  0.12+0.005% 6.13+0.008<  0.36+0.008< 0.11+0.005¢
T3C4 7.47+0.08< 0.48+0.006°¢ 0.13+0.006c  5.95+0.006c  0.35+0.006c 0.11+0.004¢
T2C4 7.50£0.14c  0.49+0.006°<d  0.12+0.064<c 5.95+0.006c  0.33+0.006c 0.10+0.004 ¢
Testigo 4.85+0.06f 0.30+0.006c  0.08+0.006¢  4.15+0.006¢  0.22+0.004¢ 0.06+0.002f

Tratamiento: T1=Cu, T2=Zn0O, T3=Cu2%-ZnO7%, T4=Cuso%-ZnOso%, T5=Curzs%-ZnO2s% Concentraciones
usadas: Cl= 50 mg L, C2= 100 mg L7, C3= 150 mg L', C4= 200 mg L, Testigo: dH20 sin ninguna
concentraciéon de NPs. Lb; Longitud de brote; Pfb: Peso fresco de brote; Psb: Peso seco de brote; Lr: Longitud
de raiz, Pfr: Pesofresco de raiz; Psr: Peso seco de raiz. Los datos se presentan con media + Error estandar.
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a) Curu-Znasw a 50 mg L b) Cursw-Znesw a 100 mg L ¢) Testigo
Figura 3.3. Plantulas bajo el efecto de las NPs de Cu-Zn bajo diferentes concentraciones

Este tratamiento de Cuzs%-ZnO2s% a 200 mg L. permiti6 que las plantulas ganaran peso, lo que
indica un aumento en la biomasa acumulada en las variables (Pfb, Psb, Pfr yPsr), sugiriendo un
estado fisioldgico y metabdlico 6ptimo en las plantulas; esto también es un indicador critico del
vigor y del desarrollo de la planta al tener una estructura mas densa, lo que podria estar
relacionado con un mejor aprovechamiento de nutrientes segun lo sefialada por [41, 42].

Ademas, en un sustrato como el papel filtro, donde la disponibilidad de nutrientes es
altamente dependiente de la solucién nutritiva, puesto que segun [36, 43] este permite mejorar la
absorcion y utilizacion de estos nutrientes para las semillas, lo que es crucial para explicar el
aumento en la biomasa seca (Psb y Psr) [36].

El aumento en el PFb y PFr generado por este tratamiento sugiere que las NPs de Cuy Zn
facilitan una mayor eficiencia en la absorcion de agua por las raices; esto podria estar relacionado
con la capacidad de las NPs para el transporte de solutos y agua dentro de la planta, lo que segtin
[42. 44] da como resultado que los tejidos vegetales mantengan un estado de turgencia éptimo,
que favorece el crecimiento celular, asi como la expansién de los brotes y las hojas, lo que
contribuye a un mayor peso fresco.

Este tratamiento también reflejé un mayor valor en la Lr respecto al tratamiento testigo, lo que
es crucial para una mejor absorcion de agua y nutrientes, lo que propicia un soporte mas robusto
para el crecimiento de la raiz. Probablemente mejoré la capacidad de las raices para explorar el
sustrato, lo que facilito una absorcién mas eficiente de agua y nutrientes presentes gracias a la
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accion de las NPs, lo que ocasiono que las raices se desarrollaran de manera mas extensa y
profunda. Lo que de acuerdo con [35, 44] esto propicié6 un aumento en la Lr y una mejor
adaptacion de las plantas a las condiciones experimentales.

3.3.3. Influencia del tamafio de la nanoparticula en la germinacion

El andlisis de la covarianza con respecto a la influencia del tamafio de las NPs sobre el efecto
germinativo (anexo I), tanto en las variables evaluadas, morfométricas y germinativas; se
determind que no existe una relacion estadisticamente significativa en las variables, lo que
demuestra que la utilizacién de NPs de Cu y ZnO con tamafios variados en el desarrollo de nuevas
plantas de tomate, no tiene un impacto relevante en la germinacion, lo deseable es desarrollar
ajustes de los estimadores de media en los modelos estandar de covarianza.

3.4 Conclusiones

El proceso de sintesis de NPs de Cu-Zn en proporciones preestablecidas permite un mayor
acoplamiento de estos materiales en proporciones similires de Pa y Pr, aunque no se generen
estructuras con forma regular esférica y a su vez se presenten diferentes fases de los elementos en
su fase oxidada como el CuO y Cuz20 en el caso del Cu; y ZnO en lo referente al Zn representado
en estas aleaciones, pero que no limité la formacion de nanomateriales bimetalicos altamente
funcionales, gracias a la diversidad de compuestos originados a base de Cu y Zn, que potencializé
la eficiencia de las aleaciones. Asimismo, se destacd la presencia de Cu metalico, solo en la sintesis
de NPs a base de Cu puro, producto de la interaccién con el medio acouoso con el que fueron
sintetizadas.

En cuanto al efecto germinativo, se observé una respuesta favorable en el tratamiento Curs«-
Zn2s% con una concentracion de 50 mg L, al encontrarse efectos significativos en el Pg, Iv, Ig y
CVG; derivado de la influencia del Cu, que estd en mayor concentracion, ya que facilité un entorno
favorable para el inicio y desarrollo del proceso germinativo, mientras que el Zn en esta
proporcién ayudé al crecimiento inicial de la planta; y a su vez tienen un efecto significativo en
las variables morfométricas Lr y Lb, asi como en el Pfb, Psb, Pfr y Psr, lo que se reflejé en un
crecimiento mas equilibrado y robusto debido a una mayor absorcién de agua y nutrientes por
efecto de las NPs. Asimismo, no se observé ninguna influencia del tamarfio de las NPs en cada una
de las variables evaluadas, lo que indica que la promocidén del crecimiento vegetal de las plantalas
de tomatese debe mas a la composicién quimica y concentracion de las NPs que a su dimensién
fisica.

Este balance en la composicion de Cu y Zn es crucial para garantizar que las plantas germinen
de manera efectiva y desarrollen estructuras mas fuertes y estables, lo que maximiza su potencial
de crecimiento en ambientes controlados.
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CAPITULO IV

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE NANOPARTICULAS DE Cu-Zn

FRENTE A Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)

Resumen

El Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) es un problema para el desarrollo del cultivo de
tomate derivado de la resistencia que este ha generado a los ingredientes activos de los fungicidas,
es precisamente donde las nanoparticulas de Cu y Zn en aleacién muestran un potencial para
contrarrestar el efecto del FOL. Por consiguiente, esta investigacion, se desarroll6 en el afio 2024
en el Instituto Tecnologico del Valle de Etla (ITVE); donde se evalud la actividad antiftngica en
dos etapas, la primera de manera in vitro, utilizando nanoparticulas de Cu, Zn, Cuzs%-Zn;5%, Clo%-
Znso% Y Cuss%-Znas, €n concentraciones de 250, 500, 750 y 1 000 mg L%; y la segunda etapa de
manera in vivo, donde se evalu6 el efecto antifingico de los mejores tratamientos obtenidos en la
prueba in vitro. Los resultados obtenidos sefialan que los tratamientos a base de Cu y Cuysu-
Zn0,s5% en concentraciones de 1 000 mg L inhibieron hasta en un 95% el crecimiento micelial del
FOL de manera significativa en comparaciéon con el testigo control segin Tukey (p<0.05).
Mientras que en la prueba in vivo, se evaluaron estos dos tratamientos con la misma concentraciéon
adicionando dos concentraciones de 1 500 y 2 000 mg L, lo que permiti6 evaluar la efectividad
de estos frente a la interaccion planta-hongo; donde la concentraciéon de 2 000 mg L del
tratamiento Cu;5%-Zn0.5%, logrd reducir la Incidencia del FOL a menos del 20%, con sintomas de
la enfermedad apenas visibles, lo que reduj6 la Severidad, la cual solo se limit6 a una leve
coloracién marrén en el tallo, en forma de manchas; en contraste con las plantas del testigo
control, de acuerdo con Tukey (p<0.05). Estos hallazgos sugieren que las nanoparticulas de Cu 'y
Cu,5%-Zn0,5% son altamente eficientes para reducir la Incidencia y la Severidad de los sintomas de
la marchitez ocasionada por el FOL en las plantulas, lo que destaca su potencial como una
herramienta para el manejo de este patégeno, ofreciendo una proteccién robusta a los sintomas
de la enfermedad, demostrando sus propiedades fungistaticas, al frenar el desarrollo del FOL.

Palabras Clave: Fungistaticos, Incidencia, Inhibicion micelial, Nanomateriales, Severidad.
Abstract

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) is a problem for the development of tomato crops
due to the resistance it has generated to the active ingredients of fungicides, which is precisely



where Cu and Zn nanoparticles in alloy show potential to counteract the effect of FOL. Therefore,
this research was developed in the year 2024 at ITVE, where the antifungal activity was evaluated
in two stages; the first in vitro of Cu, Zn, Cuzs%-Zn;s%, Ciso%-Znsos and Cuysu-Znasy, nanoparticles,
at concentrations of 250, 500, 750 and 1 00omg L-1; where the treatments based on Cu and Cuss%-
Zn,5%, at concentrations of 1 000 mg L inhibited up to 95% of FOL growth significantly compared
to the control according to Tukey (p<<0.05). Subsequently, in the in vivo stage, these two
treatments were tested with the same concentration evaluated in the in vitro part, adding two
concentrations of 1 500 and 2 000 mg L1, which allowed evaluating their effectiveness against the
plant-fungus interaction; where the concentration of 2 000 mg L of the treatment based on Cu
and Cuys%-Znasy , was able to reduce the incidence of FOL to less than 10%, with barely visible
symptoms of the disease and a degree of severity limited to a slight brown coloration on the stem,
in the form of spots, probably; in contrast to the control plants, which showed an incidence of
100% and an extreme severity, which led to the death of the plants, according to Tukey (p=<0.05).
These findings suggest that Cu and Cu,s%-Zn.s% nanoparticles are highly efficient in reducing the
Incidence and Severity of the disease in plants, which highlights its potential as a tool for the
management of this pathogen, offering a robust protection to the symptoms of the disease,
demonstrating its fungistatic properties, since it slows down the development of FOL.

Key words: Fungistatics, Incidence, Mycelial inhibition, Nanomaterials, Severity.

4.1 Introduccion
F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) es una especie de hongo fitopatégeno que forma parte de la
actividad microbiana del suelo y se desarrolla a temperaturas entre 25-28° C y es considerado
como la principal amenaza en las etapas de crecimiento y desarrollo de diversos cultivos [1-2], que
aun tratados con dosis maximas de fungicidas sistémicos altamente enriquecidos con Cu y sus
derivados, es dificil contener su desarrollo una vez iniciada la infestacion en la planta hospedera
[1, 3]. Esto conduce a la aplicacion de dosis superiores a las recomendadas, lo que provoca efectos
secundarios en la planta al inhibir la formacién de nuevas raices [4] y el engrosamiento del tallo,
lo que reduce considerablemente el rendimiento [5]; ademas, se altera la microbiota del suelo y la
composicion de la materia organica, lo que requiere del diseno de nuevos compuestos eficientes y
funcionales [6].
Para el control de esta clase de microorganismos patdgenos, existe evidencia de que las
nanoparticulas (NPs), principalmente aquellas que derivan de metales como el Cu y 6xidos
metalicos como el Zn podrian ser una alternativa a los compuestos quimicos convencionales [7-
8]. Por ejemplo, las NPs de Cu han mostrado eficacias promisorias o incluso superiores que
fungicidas convencionales frente a la marchitez vascular causada por FOL [9-10], mientras que las
NPs de Zn también han conseguido inhibir el desarrollo de este hongo en estadios tempranos
respecto a la sintomatologia causada [11-12].
Cuando estas NPs entran en contacto con hongos patégenos, pueden adherirse a la superficie de
las células fiingicas o penetrar la membrana celular; una vez dentro, alteran los procesos celulares
importantes, como la respiraciéon y la divisiéon celular, al provocar estrés oxidativo y danar
componentes celulares importantes, como proteinas y acidos nucleico [13-14]. Este estrés
oxidativo puede causar la formacién de especies reactivas de oxigeno dentro de las células
fangicas, lo que lleva a la oxidacién de biomoléculas y al deterioro de funciones celulares esenciales
y provocar la inhibicién del crecimiento y la muerte de hongos patégenos [15-16].
Ademés, las NPs de Cu pueden alterar la homeostasis i6nica de las células fangicas al cambiar los
niveles de iones metélicos intracelulares, lo que puede afectar negativamente la viabilidad y
funcion de las células fingicas, sin embargo, esta interacciéon implica otros mecanismos que
pueden inhibir el crecimiento y la reproduccién de estos microorganismos [17-18].
En cambio, cuando las NPs de Zn entran en contacto con hongos fitopatégenos, interactian con
la superficie de las células fangicas y penetran en sus estructuras celulares al inducir la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que provoca estrés oxidativo y dana biomoléculas
esenciales como proteinas y 4cidos nucleicos, lo que perjudica funciones celulares importantes y,
en Gltima instancia, la muerte de hongos patégenos [19-20]. Ademas, las NPs de Zn pueden afectar
la estructura y funcién de la membrana celular de los hongos patégenos al interactuar con la
membrana celular y alterar su integridad y permeabilidad, lo que provoca la pérdida de la barrera
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protectora de las células fingicas y la fuga de componentes celulares esenciales. Esta alteracion de
la membrana celular puede alterar importantes procesos metaboélicos y provocar la
desestabilizacion de las células fangicas [21-22].

Las NPs de Zn pueden tener un efecto destructivo sobre las actividades enzimaéticas y los procesos
metabolicos en las células flingicas al inhibir el crecimiento y la reproducciéon de hongos patégenos
de las plantas al interferir con la actividad de ciertas enzimas involucradas en la respiracion y otros
procesos metabdlicos en una gran diversidad de hongos fitopatdgenos, ya que afectan diversos
aspectos de su fisiologia y supervivencia [23-24]. Una combinaciéon de NPs de Cu y Zn puede
permitir un efecto sinérgico entre los dos materiales, lo que resultaria en una mayor eficacia
antifingica que cuando se usan de forma individual, ya que se ha demostrado que ciertas
combinaciones de NPs tienen efectos sinérgicos, siendo el efecto mayor cuando se combina que la
suma de los efectos individuales de cada componente, lo que podria mejorar el control de hongos
fitopatdgenos y reducir la resistencia a los fungicidas [25-26].

La sintesis de NPs Cu-Zn por medio de aleaciones trata de aprovechar la sinergia que existe entre
ellos, para que desarrollen las propiedades de interés con las que se pretende desarrollar este
nanomaterial, y puedan lograr un mayor efecto estimulante respecto a los reportados de cada
elemento de forma pura o monometalica para frenar la inhibicién de patégenos en el cultivo de
tomate [27-28]. Sin embargo, existen limitantes en el desarrollo de esta clase de nanomaterial,
principalmente por la estandarizacién del procedimiento de sintesis que repercute en la
morfologia y el tamafio, el cual tiende a ser muy disperso debido a la variacién en la reducciéon de
las dosis de cada agente precursor, lo que dificulta en ocasiones la creacion de materiales
combinados bajo este enfoque [29-30].

Estos estudios demuestran que las NPs de Cu y Zn son prometedoras para el control de hongos
fitopatégenos. No obstante, el uso combinado de estas NPs puede representar una estrategia mas
efectiva, ya que los sistemas bimetalicos han mostrado mejores propiedades antiftingicas en
comparacion con los sistemas monometalicos [31-32]. Por ello, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto antagénico de las NPs de Cu-ZnO, tanto in vitro como in vivo, frente a
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL).

4.2 Materiales y método
La presente investigacion se dividi6 en dos etapas, la primera que corresponde a la evaluacion del
efecto antifangico de las NPs de manera in vitro y la segunda que aborda esta misma evaluacion,
pero de forma in vivo.

4.2.1 Etapa I. Evaluacion in vitro

Se utilizaron NPs de Cu-Zn; las cuales fueron sintetizadas en el Laboratorio de Materiales
Avanzados del Instituto Tecnologico del Valle de Etla (ITVE), Santiago Suchilquitongo, México;
bajo ruta quimica y posteriormente caracterizadas fisicoquimicamente. Se emplearon las
siguientes proporciones: Cuas%-Zn,s% con un tamafo promedio de 44.5+14.20 nm en forma de
ojiva; Cusox-Znsey de 64.32+14.72 nm con forma semiesférica y Cuys%-Znos% con un tamafio de
86.75+8.46 nm y forma semiesférica; asi como NPs de Cu con un tamano de 97.75+16.72 nm,
forma esférica y en estado monometalica, y de Zn con un tamafo de 96+15.56 nm y forma esférica
a diferentes concentraciones (cuadro 4.1). La cepa de FOL fue previamente caracterizada
molecularmente; misma que se obtuvo del laboratorio de fitopatologia del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) Unidad Oaxaca,
del Instituto Politécnico Nacional (IPN), México.

Cuadro 4.1. Tratamientos a evaluar en la etapa in vitro
Concentracién (mg L)

Tratamiento
1 2 3 4
Cu 250 500 750 1000
7Zn 250 500 750 1000
Cuy5%-Znosy 250 500 750 1000
Cus0%-Zns50% 250 500 750 1000
Cuas%-Zn;5% 250 500 750 1000
Testigo* -—- -—- -—- -—-

*Medio de cultivo PDA sin NPs.
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Este proceso se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia del ITVE, donde primero se prepard una
solucién de medio de cultivo PDA mezclando 39 g de este agar en un litro de agua desionizada y
posteriormente se afiadieron los tratamientos indicados previamente (cuadro 4.1); a la solucion
preparada y se sonicaron durante 10 min en un sonicador modelo BotHGN40SQ para su
dispersion en el medio de cultivo y evitar la formacion de conglomerados de estas NPs y asegurar
homogeneidad en el medio, excepto el tratamiento testigo.

Posteriormente se esterilizoé cada soluciéon preparada en una autoclave semiautomatica modelo
CVQ-280D, durante 15 min a una presiéon de 15 psiy a una temperatura de 121.5° C. En una caAmara
de flujo laminar modelo EOS-CV-2; donde se vertieron aproximadamente 10 mL de cada medio
preparado en placas de Petri desechables de 50x10 mm y se sembro6 una rodaja explante de 5 mm
de didmetro de FOL en el centro de las cajas; las cuales se incubaron a 25+2° C en una camara de
aclimatacion modelo HCP 240 durante nueve dias segtin el procedimiento propuesto por [18, 23].
Cada tratamiento cont6 de seis repeticiones, considerando como unidad experimental la caja de
Petri inoculada con el patogeno.

4.2.1.1 Variables a evaluar
Se evalud el porcentaje de inhibicion micelial (MIP por sus siglas en inglés) propuesta por [19]
mediante la Ec.1:

R1—R,
Ry

MIP (%) = * 100 Ec. (1)

Donde, R1 es el crecimiento radial del grupo de control y R2 es el crecimiento radial de cada
tratamiento.

4.2.2 Etapa II. Evaluacién in vivo

Se germinaron semillas de tomate var. Moctezuma F1 (Harris Morgan, Espana) en charolas de
unicel de 67x33x7 cm con capacidad de 200 plantas. A los 21 dias se trasplantaron en macetas de
polipropileno conteniendo un sustrato de peat moss previamente esterilizado a vapor durante tres
dias por ciclos de 2 h continuas a una presién constante de 1.5 psi y 121.5° C. Posteriormente se
trasladaron al invernadero de pruebas bioldgicas del ITVE, donde se mantuvieron en condiciones
constantes de temperatura (25+2° C) y humedad relativa (50+10 %), suministrandoles una
solucion del fertilizante triple 18 (N, P, K) a razén de 100 mg L siete dias después de acuerdo con
lo propuesto por [19, 20]. La infeccién con el FOL se realiz6 con una solucién de ajustada a 1x106
de microconidias/mL, vertiendo 10 mL con ayuda de una jeringa estéril con capacidad de 10 mL
28 dias después del trasplante. A los tres dias de la infeccién se aplicaron los tratamientos
propuestos por aspersion foliar acorde a lo propuesto por [18, 23].

Para esta prueba también se utilizaron los dos mejores tratamientos obtenidos en la prueba in
vitro, una vez realizados los analisis correspondientes, adicionando las concentraciones de 1 500
y 2 000 mg L (cuadro 4.2), para superar las posibles barreras biolégicas y fisicoquimicas del
sustrato y la planta, garantizando una cantidad suficiente de nanoparticulas disponibles para el
control antifingico efectivo [25].

Cuadro 4.2. Tratamientos a evaluar en la etapa in vivo
Concentracién (mg L)

Tratamiento
1 2 3
Cu 1000 1500 2 000
Cuy5%-Zn25% 1000 1500 2 000
Testigo Control* - — —
Testigo Absoluto** -—- — —

*Plantas inoculadas con FOL sin adicién de tratamientos a base de NPs. **Plantas no inoculadas y sin adicién
de tratamientos a base de NPs.

Una vez que se manifestaron los sintomas de la enfermedad en las plantas de tomate evaluadas en

esta etapa, se procedié a hacer un aislamiento del hongo mediante cortes de tejido infectado
provenientes de hoja y tallo que mostraron sintomas caracteristicos del FOL, para posteriormente

46



realizar su caracterizacion molecular y corroborar la presencia del hongo, lo que verifica la
efectividad de los tratamientos frente a este patégeno.

4.2.2.1 Variables a evaluar

Para esta etapa se evaluaron dos variables, la Severidad (Se) de la enfermedad acorde a lo indicado
en el cuadro 4.3; evaluda una vez que las plantas del tratamiento testigo empezaron a presentar
sintomas de la enfermedad posterior a la inoculacién con el patégeno.

Cuadro 4.3. Escala para evaluar la severidad de la enfermedad del tomate por FOL*

Clase Intensidad
0 Sin sintomas visibles de la enfermedad.
1 Puntos necroticos en hipocotilo.
2 Hojas marchitas, oscurecimiento en la base del hipocétilo o disminucion en el
crecimiento de la planta.
3 Marchitez, lesién necrotica 1-5 cm y disminucion en el crecimiento de la planta.
4 Lesion necroética 6-10 cm, defoliaciéon y disminucion del crecimiento.

5 Muere la planta.

*Escala propuesta por [23]

Asimismo, se evalud la Incidencia (In) mediante la formula de la Ec. 2:
1A
In (%) = i 100 Ec. (2)

Donde In es igual a Incidencia, el total de individuos afectados corresponde a la variable IA, que
muestran sintomas de la enfermedad y la variable N es el total de la poblacién por tratamiento

[24].

4.2.3 Analisis de datos

Las variables MIP evaluadas en la etapa I, asi como las variables de la etapa II, I y S; se sometieron
a analisis estadisticos de normalidad, homogeneidad y ANOVA, seguido de una prueba de medias
por el método de Tukey (p<0.05); donde primero se realizarén los analisis referentes a la etapa I,
donde se identificaron los tratamientos mas significativos para evaluarlos en la etapa II. No se
realiz6 ninguna transformacion para cada una de las variables propuestas, puesto que cumplen
con los pardmetros de normalidad. Se utiliz6 el paquete estadistico R statistics version 4.3.0.

4.3 Resultados y discusién
Los resultados se presentan por etapas, la primera que corresponde a la evaluacion in vitro y la
segunda etapa referente a la parte in vivo.

4.3.1 El efecto antifangico in vitro

Las NPs de Cu tuvieron un efecto notable en la MIP a partir del tercer dia posterior a la inoculacion
del hongo. Para el noveno dia el hongo inoculado en el medio de cultivo con 1000 mg L no mostr6
crecimiento; asimismo, las dosis de NPs de Cu a una concentracién de 500 y 750 mg L~
demostraron un efecto inhibitorio similar entre ellas (figura 4.1). Con la concentracion de 250 mg
L1 se encontr6 un comportamiento similar al del tratamiento control, lo que indica que se
requieren de altas dosis para lograr un efecto significativo con el uso de este metal, probablemente
se deba a que con altas concentracién se interfiere con los procesos bioquimicos criticos del
patégeno, puesto que a concentraciones bajas, el Cu puede no alcanzar niveles adecuados dentro
del entorno del cultivo para inducir una respuesta toxica suficientemente fuerte que inhiba el
crecimiento del hongo [21-22].

El uso de una concentracién alta de Cu (1 000 mg L) permite una mayor interacciéon con la
membrana celular del hongo, lo que genera un grado de estrés mucho mayor e interviene en los
procesos metabolicos y enzimaticos del hongo, con lo que se muestran las altas propiedades
fungistaticas en el hongo, para concentraciones menores de este material (<1 000 mg L), no se
puede presentar este efecto, ya que puede facilitar la adaptaciéon del patégeno [19-20].
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1000 mg L?

Figura 4.1. Efecto inhibitorio del FOL en medios de cultivo con NPs a diferentes
concentraciones

Las NPs de Zn no mostraron un efecto significativo con respecto a la MIP al tener un
comportamiento similar al tratamiento testigo, lo que indica, que dosis inferiores a los 1 000 mg
L1 no son suficientes para frenar el desarrollo del hongo, aunque existen reportes de que
concentraciones de 400 mg L o superiores de estas NPs de Zn se logran valores entre 30.78 y
47.28%, comparado con las otras soluciones [25-27]. Los resultados obtenidos son similares a las
concentraciones de 250 hasta los 750 mg L1; con un MIP entre 40.73 y 42.12%, pero no suficientes
en ambos casos para contener el desarrollo del hongo (cuadro 4.4).

Cuadro 4.4. Comparaciéon de medias de los tratamientos evaluados NPs Cu-Zn mediante Tukey
(p<0.05).

Tratamiento Concentrf:lcwn MIP
(mg L)
Cu 1000 06.28 +£0.022
Cuy5%-Zn2s% 1000 95.87 +£0.16°
Cu 750 87.69+2.832b
Cuso%-Znso% 1000 77.62+3.132bc
Cu 500 69.11+2.95bcd
Cus0%-Zns0% 750 66.81+1.03bcde
Cuas%-Zn75% 1000 60.93+3.3¢def
Cuys5%-Znos% 250 58.99+3.29def
Cuas%-Znys% 750 53.26+1.56¢defg
Cuos%-Znysy 500 50.01+1.20d¢f8
Cus0%-Zns50% 500 44.30+7.24¢8h
7n 1000 42.12+6.42¢fgh
Cuso%-Zns50% 250 42.12+6.42¢fgh
Zn 750 42.12+6.42¢fgh
Zn 500 42.12+6.42¢feh
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Zn 250 40.72+8.57f8hi

Cuas%-Zns59% 250 40.58+1.20f8hi
Cuy5%-Znos% 500 30.94+8.08hi
Cuas%-Zns59% 24.64+1.90M)
Cu 250 16.57+6.641
Cu;5%-Zn0s5% 250 1.35+7.56
Testigo control --- 0.00£0]

Testigo control: medio de cultivo PDA sin ninguna concentracién ni tratamiento de NPs. MIP: Porcentaje de
Inhibicién micelial. Los valores se presentan como la media + error estdndar.

En el caso de las NPs de Cuas%-Zn;s% ¥ Cusou-Znses a concentraciones de 250 a 1 000 mg L1, el
Cu, principal agente antifingico, estd presente en proporciones relativamente bajas en
comparacion con el Zn que, aunque posee propiedades antifiingicas, su capacidad para inhibir el
crecimiento de este hongo es limitada en comparaciéon con el Cu. En estas combinaciones, el Zn
no contribuye significativamente al control del hongo, y 1a baja proporcion de Cu no fue suficiente
para alcanzar una concentracion efectiva que interfiera con los procesos metaboélicos del patégeno
en el medio PDA [20, 22].

En contraste, el tratamiento con NPs de Cus%-Znss% a 1 000 mg L1 muestra un efecto inhibitorio
significativo debido a la alta concentracion de Cu en la formulacién, ya que dafia las estructuras
celulares y los procesos metabdlicos de FOL, con lo que se logra una inhibicién efectiva del
crecimiento del patoégeno; por lo que una combinacién especifica de Cu,s%-Znssx a altas
concentraciones se aprovechan al maximo las propiedades antifngicas del Cu mientras mantiene
el Zn en una proporcion que no diluye su efecto. Esto sucede de acuerdo con [18, 23], quienes
sefialan que el Cu, al ser el principal agente activo, se presenta en una concentraciéon que permite
una accién mas efectiva contra el hongo, mientras que el Zn en menor proporciéon complementa
sin reducir la eficacia del Cu, de tal manera que adquieren una relaciéon de sinergia entre estos.

El tratamiento de Cu,5%-Znas% a una dosis de 1 000 mg L, mostr6 un efecto de inhibicién similar
al obtenido con un medio de cultivo con NPs de Cu a la misma dosis utilizada, s6lo que un 0.4 %
menos; con el mismo comportamiento y eficacia al contar con las propiedades fungistaticas
aportadas por las NPs de Cu y aprovechar las propiedades antimicrobianas de las NPs de Zn, lo
que genera un compuesto bimetalico funcional de acuerdo con [20, 23].

4.3.2 El efecto antiftingico in vivo

En el cuadro 4.5 se muestran los resultados obtenidos en la prueba in vivo, donde se observa el
efecto de las NPs de Cu y la aleaciéon de Cuys%-Znasy a una concentracion de 2 000 mg L, en la
disminucién de la In, puesto que lograron un valor menor al 10%. Sin embargo, estos difieren en
el valor de la Se, donde las NPs de Cu;5%-Zn.s, obtuvo un valor menor siendo més significativo con
respecto al de Testigo control, que presentd una In del 100%. Los sintomas observados en las
plantas tratadas con estas concentraciones de NPs fueron minimos, manifestaindose solo como
manchas marrones en el tallo, en contraste con los severos dafnos vistos en el testigo control (figura

4.2).

Cuadro 4.5. Resultados obtenidos en la prueba in vivo de las NPs Cu-Zn frente FOL mediante
Tukey (p<0.05)

Tratamiento Concentr?clon In Se
(mg L")

Cu 2 000 16.67 0.66 £ 0.332
1500 50.00 1.83 + 0.30P¢

1000 50.00 2.83 £ 0.47>

Cuy5%-Zn0s5% 2 000 16.67 0.50 + 0.222
1500 33.33 1.33 + 0.21d

1000 50.00 2.5+ 0.34b

Testigo control --- 100.00 5 +0.164
Testigo absoluto --- 0 0

*Plantas inoculadas con FOL sin adicién de tratamientos a base de NPs. **Plantas no inoculadas y sin adicion
de tratamientos a base de NPs. In: Incidencia, Se: Severidad. Los datos se muestran con la media + error
estandar.
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Tratamiento: a) Cu;s5%-Zn075% a 2 000 mg L*; b) Cu a 2 000 mg L?; ¢) Cuys%-Zn075% a 1 000 mg L1; d) Cu a
1000 mg L e) Testigo absoluto; f) Testigo control.

Figura 4.2 Comparacion visual del efecto antifingico de las NPs a los 45 dias post inoculacién
del FOL en planta

Las plantas del Testigo control mostraron una Se extrema, en una escala de Se de 5, lo que significa
la muerte de las plantas. Las plantas tratadas con NPs de Cu,5%-Zn.s% a las concentraciones de 1
000 hasta 2 000 mg L, exhibieron sintomas muy leves, categorizindose mayoritariamente en
niveles bajos de Se <1; esto indica que las NPs reducen la In de FOL y mitigan significativamente
la gravedad de los sintomas cuando la enfermedad esta presente de acuerdo con [18, 23]. Este
efecto positivo de las NPs de Cu y Cuy5%-Zn.s% puede atribuirse a lo reportado por [24, 28], y que
hacen referencia a las propiedades antimicrobianas de las NPs de Cu, ya que estas estructuras
poseen la capacidad de penetrar las membranas celulares del patégeno y desactivar enzimas
esenciales para su supervivencia, inhibiendo su capacidad de infeccién. Ademas, estas NPs pueden
inducir resistencia sistémica en las plantas, activando defensas naturales que incluyen la
produccion de fitoalexinas y el fortalecimiento de las paredes celulares, dificultando asi la
penetracion y propagacion del FOL [23, 27].

Otro aspecto relevante de estos materiales es su composicion, la cual es toxica para el FOL y de
liberacion gradual, lo que proporciona una proteccién continua a las plantas. Ademas, la presencia
de Zn en las NPs mixtas puede complementar las propiedades del Cu, lo que permite mejorar la
eficacia general del tratamiento al catalogarse como compuestos preventivos y curativos [32, 33].
Estos hallazgos sugieren que las NPs de Cu,s%-Zn.s% actian mediante multiples vias para proteger
a las plantas de tomate del FOL. La acci6én combinada de las propiedades antimicrobianas del Cu,
la liberacion controlada de iones metélicos y la induccién de resistencia sistémica resulta en una
proteccién robusta contra el patégeno [20]. Esta multifacética aproximacion previene la infeccion
inicial y reduce la Se de los sintomas en casos donde la infeccion ya esta presente. La efectividad
de las NPs de Cu,s%-Zn.s% en este contexto destaca su potencial como herramienta valiosa en el
manejo y control de este fitopatdgeno; siempre y cuando el Cu este en mayor presencia puesto que
de acuerdo con [18, 33] este asegura la eficiencia antiftingica y el tener una proporcién menor de
las NPs de Zn, estabiliza y evita posibles efectos toxicos en la planta por una alta concentraciéon de
Cu.

Estos hallazgos sugieren que las NPs de Cu,5%-Zn.s% poseen una sinergia, que de acuerdo con [18,
23] facilita la inhibicién del FOL en las plantas por accién del Zn, al promover la interacciéon del
Cu con las células fangicas, lo que permite un ataque multifacético, prolongado y de liberaciéon
controlada, sin alterar la estabilidad del compuesto, ya que al estar en bajas proporciones el Zn,
no interviene en la actividad antiftngica del Cu, facilitando la contenciéon del FOL. Por lo que la
efectividad de las NPs de Cu,5%-Zn2sy% en este contexto destaca como una herramienta valiosa en el
manejo de este fitopatdgeno.
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4.4 Conclusiones
En la prueba in vitro la aleacion de Cu,s%-Znogs a la concentracion de 1 000 mg Lt demostrd una
eficacia con respecto al MIP superior al 90%, similar al resultado obtenido con las NPs de Cu al
momento de inhibir el desarrollo del FOL; esto se debe a que esta combinacién presente en la
aleacion, poseen un mayor acceso a las células fangicas, lo que potencializa las propiedades
fungistaticas del compuesto. En contraste, los tratamientos a base de Zn demostraron un
comportamiento similar al Testigo control respecto al MIP, a pesar de usar concentraciones
similares a las del Cu, el hongo demostr6 tolerancia a este compuesto.
Este efecto fue similar al observado en la prueba in vivo, donde esta misma aleacion, pero a una
concentraciéon de 2 000 mg L, logr6 reducir la In hasta en un 80% y Se del FOL en las plantas de
tomate, al no infectar todas las estructuras y minimizar los dafios ocasionados por este patogeno,
lo que redujo el impacto de la enfermedad ocasionada por este patogeno, al inhibirlo de forma
considerable, lo que demuestra el potencial fungistatico de las NPs de Cus%-Znass.
En ambas fases este efecto presentado en esta aleacidon de Cuys%-Zn.s, se debe a la sinergia que
existe entre esta proporciéon de Cu y el Zn, que potencializa la actividad antifingica del Cu gracias
a la estabilidad que ofrece al proporcionar una dispersién homogénea de las NPs, lo que generd
una barrera y desarrolla un mecanismo de inhibicién del FOL gracias a la accién de este compuesto
bimetélico, con posibilidades de prevenir y controlar la enfermedad ocasionada por este pat6geno,
lo que minimiz6 el riesgo de toxicidad por la acumulacion excesiva del Cu, sin comprometer la
actividad antiftngica y sin afectar el desarrollo de las planttlas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se concluye lo
siguiente:
Respecto a la promocion de la germinacion:

1. La sintesis de NPs de Cu-Zn en proporciones definidas permite que los
materiales presenten relaciones entre proporcién aparente y real
similares, incluso cuando no todas sean perfectamente esféricas y
contengan fases oxidadas de los elementos, como CuO y Cu,O en el
Cu, asi como ZnO en el Zn. Estas fases no impidieron la formaciéon de
nanomateriales bimetalicos funcionales; por el contrario, la variedad de
compuestos de Cu y Zn resultantes favorecio la eficiencia de las
aleaciones. En las NPs de Cu puro se detecto la presencia de Cu

metalico como resultado de la interaccion con el medio acuoso durante



el proceso de sintesis.

2. En relacion con la germinacion, se observaron efectos positivos
significativos en la Tg, el lv, el Ig y el CVG con el tratamiento de Cu7se-
Znasy a 50 mg L. Esto se atribuye a la mayor proporcion de Cu, que
facilito condiciones 6ptimas para el inicio y desarrollo germinativo,
mientras que el Zn apoyd el crecimiento inicial. Las variables
morfométricas, tales como la longitud y peso de los brotes y raices,
también mejoraron. Ademas, no se observo que el tamafio de las NPs
influyera en las variables. Este equilibrio entre Cu y Zn garantiza una
germinacion eficiente y el crecimiento de estructuras resistentes en
entornos controlados; lo que demuestra la accion efectiva de estas NPs,
ya que favorecen un proceso germinativo mas efectivo y répido,

influyendo directamente en el desarrollo inicial de las semillas.

Respecto a los compuestos antifiingicos:

1. En la parte antifingica, referente a la prueba in vitro, se demostré que la
aleacion de Cu7sw-Zn2sy a la concentracion de 1 000 mg Lt mostré una
eficacia superior al 90% con respecto al MIP, similar al resultado logrado
con las NPs de Cu al inhibir el desarrollo del FOL. Esto se debe a que
esta combinacion presente en la aleacion, posee un mayor acceso a las
células fungicas, lo que potencializa las propiedades fungicidas del
compuesto. En contraste, los tratamientos a base de Zn mostraron una

conducta similar al Testigo control con respecto a la inhibicién del FOL
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a pesar de utilizar concentraciones equiparables a las del Cu; el hongo
mostro tolerancia a este compuesto

En la prueba in vivo, la aleacibn de Cu7sw-Znzsw, pero a una
concentracion de 2 000 mg L, logré reducir la In hasta en un 80% vy la
Se del FOL en las plantas de tomate, al no infectar todas las estructuras
y minimizar los dafios ocasionados por este patdégeno, lo que redujo el
impacto de la enfermedad ocasionada por este patégeno, al inhibirlo de
forma considerable, lo que demuestra el potencial fungistatico de las
NPs de Cu7s%-Zn2ss%.

En ambas fases, este efecto presentado en esta aleacion de Cu7se-
Znzsy Se debe a la sinergia que existe entre esta proporciéon de Cu vy el
Zn, que potencializé la actividad antifungica del Cu gracias a la
estabilidad que ofrece al proporcionar una dispersion homogénea de las
NPs. Esto generd una barrera y desarroll6 un mecanismo de inhibicion
del FOL gracias a la accion de este compuesto bimetélico, con
posibilidades de prevenir y controlar la enfermedad ocasionada por este
patégeno. Asimismo, se minimiz6 el riesgo de toxicidad por la
acumulacion excesiva del Cu, sin comprometer la actividad antifangica

y sin afectar el desarrollo de las plantulas.
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ANEXOS

l. Andlisis de covarianza del efecto del tamafo en las variables de

germinacion evaluadas

Cuadro 1. Analisis de covarianza por variable correspondiente al error estandar

tipo I.

. . Cuadrados Valor
Var Origen DF EE tipo | medios de E Pr>F
Pg Trat 20 1859.835714 92.991786 9.17 <.0001*
Tm 46 395.969676 8.608036 0.85 0.6818m™
Tg Trat 20 0.14981607 0.0074908 0.84 0.6491"
Tm 46 0.60168507 0.01308011 1.47 0.1965"
Ig Trat 20 0.30670095 0.01533505 6.48  <0.0001**
Tm 46 0.10325418 0.00224466 0.95 0.5758"
Iv Trat 20 0.273195 0.01365975 5.66 0.0003*
Tm 46 0.10154991 0.00220761 0.91 0.6115"
CVG Trat 20 0.13746304 0.00687315 37.24 <.0001**
Tm 46 0.01270763 0.00027625 1.5 0.1835"
Lb Trat 20 87.46535714 4.37326786 27.62 <.0001
T™m 46 5.406051 0.11752285 0.74 0.7921™
Pfb Trat 20 0.33528 0.016764 20.38 <.0001**
Tm 46 0.01551392 0.00033726 0.41 0.9915"™
Psb Trat 20 0.08064524 0.00403226 8.86 <.0001**
Tm 46 0.01331453 0.00028945 0.64 0.8878™
Lr Trat 20 102.3091905 5.1154595 34.87 <.0001**
Tm 46 1.8496979 0.0402108 0.27 0.9998"



Pfr  Trat 20 0.57565929 0.02878296 35.95 <.0001**
m 46 0.02568443 0.00055836 0.7 0.8353"
Psr  Trat 20 0.07370381 0.00368519 29.42 <.0001**
m 46 0.00706563 0.0001536 1.23 0.3322"

EE: Error Estandar; Trat: Tratamiento; Var: Variables; Tm: Tamafio; Pg: Porcentaje de
germinacion; Tg: Tiempo de germinacion; Ig: indice de germinacion; CVG: Coeficiente de
velocidad de germinacion; Iv: indice de vigorosidad; Lb: Longitud de brote; Pfb: Peso fresco de
brote; Psb: Peso seco de brote; Lr: Longitud de raiz, Pfr: Peso fresco de raiz; Psr: Peso seco de
raiz. F: estadistico de prueba. Pr: Probabilidad. "* No significativo, *: Significativo, **: Altamente
significativo.

Cuadro 2. Andlisis de covarianza por variable correspondiente al error estandar

tipo Il

Cuadrados

Valor

Var Origen DF EE tipo Il . Pr>F
medios de F
Pg Trat 19 838.1132654 44.1112245 4.35 0.0018*
Tm 46 395.9696756 8.6080364 0.85 0.6818"™
Tg Trat 19 0.2083356 0.01096503 1.23 0.3369"
Tm 46 0.60168507 0.01308011 1.47 0.1965"
lg Trat 19 0.15779494 0.008305 3.51 0.006*
Tm 46 0.10325418 0.00224466 0.95 0.5758™
Iv Trat 19 0.13498299 0.00710437 2.94 0.0148*
Tm 46 0.10154991 0.00220761 0.91 0.6115
CVG Trat 19 0.08845488 0.00465552 25.23  <.0001**
Tm 46 0.01270763 0.00027625 15 0.1835™
Lb Trat 19 28.59940998 1.5052321 9.51 <.0001**
Tm 46 5.406051 0.11752285 0.74 0.7921™
Pfb Trat 19 0.09500123 0.00500006 6.08 0.0002**
Tm 46 0.01551392 0.00033726 0.41 0.9915"
Psb Trat 19 0.0318026 0.00167382 3.68 0.0047*
Tm 46 0.01331453 0.00028945 0.64 0.8878
Lr Trat 19 45.83603125 2.4124227 16.44  <.0001**
Tm 46 1.84969792 0.04021082 0.27 0.9998"
Pfr Trat 19 0.2543102 0.01338475 16.72  <.0001**
Tm 46 0.02568443 0.00055836 0.7 0.8353™
Psr Trat 19 0.03047294 0.00160384 12.8 <.0001**
m 46 0.00706563 0.0001536 1.23 0.3322"

EE: Error Estandar; Trat: Tratamiento; Var: Variables; Tm: Tamafio; Pg: Porcentaje de
germinacion; Tg: Tiempo de germinacion; Ig: indice de germinacion; CVG: Coeficiente de
velocidad de germinacion; Iv: indice de vigorosidad; Lb: Longitud de brote; Pfb: Peso fresco de
brote; Psb: Peso seco de brote; Lr: Longitud de raiz, Pfr: Peso fresco de raiz; Psr: Peso seco de
raiz. F: estadistico de prueba. Pr: Probabilidad. " No significativo, *: Significativo, **: Altamente
significativo.
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