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RESUMEN

El creciente uso de nanomateriales en la industria, genera preocupacion por la disposicion
final de sus residuos, una vez agotada su vida util, asi como la de los materiales utilizados
para su sintesis, pudiendo generar impactos en diferentes organismos vivos. Estudiamos los
efectos de suspensiones de nanomateriales de base gamma alumina, simple (y-AI1203) y
compuestos con incorporacion de Ni nanométrico, ademas de soluciones de Ni, sobre plantas
de maiz recién emergidas, en condiciones de laboratorio. El nanomaterial que no contenia
niquel produjo una disminucion del 59% en promedio, en el crecimiento de las raices, las
hojas y los tallos de las plantas y una muy elevada incorporacion de Al y de Fe en sus raices.
El resto de los materiales causo incorporacion de Ni, sin inhibicion del crecimiento.
Estudiamos ademas el perfil de fosfolipidos del suelo, cuyos resultados no permitieron
relacionar los efectos observados con alteraciones en la microbiota como posibles
responsables indirectas de los mismos.
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The effects of gamma-alumina based nanomaterials on corn
(Zea mayz) crops

ABSTRACT

The use of nanomaterials in industry is continually increasing and generating concern about
the final disposal of their waste at the end of their life cycle, and also of their precursors, all
of which are capable of impacting living organisms. We have studied the effects of
nanomaterial suspensions based on gamma alumina, alone (y-Al203), gamma alumina
containing nanometric Ni, and nickel solutions, on newly emerged maize crops under
laboratory conditions. The nickel-free material achieved an average inhibition of 59% of the
growth of roots, leaves and shoots and a high incorporation of Al and Fe in its roots. The
other nanomaterials caused the incorporation of nickel, without growth inhibition. We have
also studied phospholipid profile of the soil, the results of which did not allow us to relate
the observed alterations with alterations in the microbiota, which could probably be
indirectly responsible for them.

INTRODUCCION

Los nanomateriales de base gamma alimina de alta area especifica se caracterizan por su
amplia capacidad de absorcion. Son ampliamente utilizados en la industria, principalmente
como soporte de catalizadores. Puede encontrarse descripciones de los beneficios de su uso
en numerosas paginas de internet, incluidas algunas que lo promocionan en base a las
bondades de un proceso de economia circular, que permite transformar materiales peligrosos
en otros con aplicaciones en procesos medioambientales de remediacion (Gil Bravo, 2020).
No obstante, es ain muy escasa la bibliografia disponible acerca de los métodos apropiados
para la disposicion final y/o el posible reciclaje de los productos fabricados con estos
nanomateriales u otros. Chicaiza Ortiz et al. (2021) discutieron recientemente las
aplicaciones de diferentes catalizadores metalicos considerando su ciclo de vida y las
posibilidades de disminuir el impacto ambiental que generan sus residuos. El estudio hace
hincapié tanto en la generacion de residuos gaseosos, liquidos y solidos durante los procesos
de sintesis como en las estrategias de revalorizacion y gestion de catalizadores agotados,
indicando por ejemplo, que no es posible recuperar metales a partir de “alumina activa en
alquilacion” y que solo pueden gestionarse sus residuos como materia prima en cementeras.
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Se han realizado diferentes evaluaciones ecotoxicologicas, incluyendo en anfibios, en los
cudles se demostro una variedad de efectos adversos causados por la exposicion a
nanomateriales de base gamma alimina conteniendo Ni. Nuestro grupo de trabajo utilizd
recientemente esos mismos nanomateriales y sus precursores en estudios con plantas.
Demostramos asi una disminucién en la elongacion de plantulas de Solanum lycopersicum
(tomate), en ensayos en papel, ademas de inhibicidon de su crecimiento bajo condiciones del
suelo normales y otras muy adversas para los microorganismos que pudieran ser beneficiosos
para el desarrollo de esos cultivos, en respuesta a la exposicion a la sal de Ni utilizada en su
sintesis (Coll et al., 2022).

Por otra parte, describimos ademas la retencion de estos materiales en el suelo (Fonovich et
al, 2020; Bardi et al., 2022). En forma conjunta con los efectos de estos nanomateriales en
anfibios (Svartz et al., 2019 y 2020) y sus efectos e incorporacion en especies vegetales de
consumo, como el tomate (Coll et al., 2022; Zambrano et al., 2021), dichos resultados
permiten predecir ademaés su potencial toxicidad en seres humanos, la cual ha sido
considerada recientemente, pero solo en relacion con la exposicion laboral a los mismos
(Argote, 2019).

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar tanto una posible alteracion del
crecimiento de las plantas de Zea mayz (maiz) en respuesta a la exposicion a nanomateriales
de base gamma alimina y un precursor de su sintesis, como la incorporacion de dichos
metales en las plantas de maiz, en cultivos tempranos realizados en condiciones de
laboratorio. Como objetivo secundario se plante6 la necesidad de evaluar, al menos en forma
preliminar, sus probables efectos sobre los microorganismos del suelo, de manera sencilla e
indirecta, a través de la evaluacion de su contenido en fosfolipidos.

MATERIALES Y METODOS

A) Cultivo y tratamientos de las plantas de maiz (Zea mayz)

- Materiales y protocolos
Se llevaron a cabo 3 ensayos de cultivo de plantas de maiz en el laboratorio, para evaluar su
crecimiento temprano, tomando como modelo el ensayo en suelo para plantas superiores,
estandarizado en la norma IRAM-29118. Todos ellos por duplicado o triplicado de cada
tratamiento. Las semillas de maiz (Zea mayz), con denominacion comercial Maiz dulce San
Martin, fueron provistas por el proveedor local “La Germinadora”. Todos los cultivos se
llevaron a cabo bajo condiciones de laboratorio, a 24°C y con un fotoperiodo de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad. Los riegos de los cultivos control se realizaron con agua
desionizada.
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Se realizaron dos primeros ensayos con el fin de poner a punto el sistema y un tercer ensayo
exponiendo las plantas a Al (en forma de nanomateriales (NMs)) y Ni (en forma de NMs y
en sal en solucién (no-NMs)). El primero de ellos (ensayo 1) consistié en tratar los cultivos
con una sustancia toxica de referencia (ZnSO4.7H20), con el objetivo de comprobar la
capacidad de las plantas de maiz de mostrar inhibicidon de su crecimiento en respuesta a
alguna sustancia toxica. En dicho ensayo se usaron recipientes de plastico pequeiios a modo
de macetas, rellenos con 150 g de suelo fértil comercial, y se realizaron los tratamientos
durante 8 dias y 32 mL totales de soluciones de ZnSO4.7H>0 en concentraciones de la sal
iguales a 50, 150, 450 y 1350 mg/L.

El segundo ensayo (ensayo 2) consistié exclusivamente en el cultivo de plantas control a
diferentes tiempos, en recipientes plasticos mas grandes conteniendo 400 g de suelo fértil
comercial, disefiado para establecer la mejor relacion tiempo de cultivo/masa de suelo, que
permita trabajar durante la etapa lineal del crecimiento no solo de las partes aéreas, sino
también de las raices de las plantas, alcanzado un maximo de 40 dias.

Finalmente se llevé a cabo el tercer ensayo (ensayo 3), en el cual se evaluaron los efectos de
la exposicion de las plantas de maiz a Al y Ni segun se describio anteriormente. Se usaron
recipientes plasticos conteniendo 300 g de una matriz de suelo que consistié en una mezcla
preparada a partir de 50% de “suelo fértil comercial” y 50% de suelo natural de los
alrededores de la localidad de Gan Gan (provincia de Chubut), cuyos contenido de carbono
y granulometria fueron previamente determinados en nuestros laboratorios (Bardi et al.,
2022).

Para los tratamientos se utilizaron 3 suspensiones acuosas conteniendo 100 mg/L
nanomateriales (NMs) diferentes, todos de base gamma alimina (y-Al203) y una solucion
acuosa de Ni(NO3)2.6H>O conteniendo 1000 mg/L de la sal (190 mg/L de Ni, cuantificado
por espectrometria de Absorcion Atémica) la cual fue denominada Ni no nanomaterial (Ni
no-NM), todas preparadas también en agua desionizada. Las suspensiones de nanomateriales
se prepararon con nanomaterial simple de y-A1203 (SNC), y compuestos de NiO/y-Al203
(PNC), y Ni /y-Al1203 (NC) (Pérez Catan y Guraya, 2015), mediante sonicacion durante 20
minutos a 24°C y fueron almacenadas a 4°C durante todo el experimento. Antes de realizar
los riegos, tanto la solucion de Ni no-NM como las suspensiones de NMs fueron llevadas a
temperatura ambiente y agitadas. Los riegos se realizaron periédicamente sumando en todas
ellas un volumen total de 170 mL, a lo largo de 21 dias.

- Desarrollo, obtencion y andlisis del material vegetal de la matriz del suelo
Cada recipiente conteniendo la matriz de suelo fue llevado a capacidad de campo con agua
desionizada. Tres dias después se procedié a la siembra, colocando las semillas en los
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recipientes y todos ellos fueron regados con agua desionizada durante los primeros dias hasta
comprobar la emergencia de las plantas. En el ensayo 2 se trabajé con 4 plantas por maceta
y se continud regando con agua desionizada durante todo el tiempo de exposicion. En los
ensayos 1 y 3, se trabajo con 4 y 2 plantas por maceta respectivamente; asimismo para el
ensayo 3 se dispuso una maceta control que contenia 4 plantas. Se dio inicio a los tratamientos
alrededor de los 8 a 11 dias a partir de la siembra. Las suspensiones/solucion se colocaron
directamente sobre el suelo de cada recipiente, de modo que las mismas nunca tocaron las
hojas ni las partes superiores de los tallosAl finalizar cada ensayo, se separaron las partes
aéreas de las plantas en conjunto (ensayos 1 y 2) o separando los tallos de las hojas (ensayo
3) y las raices, para luego obtener sus masas humedas. A continuacion se liofilizo todo el
material de los ensayos 2 y 3, se obtuvieron las masas secas correspondientes y
posteriormente se realizo la cuantificacion metales seglin se detalla abajo.

Una vez retiradas las plantas, se separaron ademas muestras de las matrices de suelo de cada
replicado (aproximadamente 100 g) y se destinaron a la preparacion de extractos lipidicos
para la posterior cuantificacion de fosforo fosfolipidico total y la separacion final de
fosfolipidos individuales presentes en dicha matriz. Alicuotas del suelo restante
(aproximadamente 200 g) de cada replicado fueron utilizadas para cuantificar Al, Ni y otros
metales, luego de su secado a temperatura ambiente.

B) Cuantificacion de Ni, Al, Fe, Zn y Cu en plantas y suelos

Réplicas de material seco se reunieron en un pool para cada tratamiento, tanto plantas como
suelos, y se redujeron a pequefios trozos en mortero de dgata. Seguidamente los pooles fueron
sometidos a digestion acida en un digestor de microondas (BERGOF Speed Wave SW-4,
QM-DIG-002). Dos alicuotas de cada digerido fue llevado a volumen con agua calidad MQ
para su cuantificacion

. Las determinaciones se llevaron a cabo por espectrometria de emision Optica (OES) de
plasma acoplado inductivamente (ICP) utilizando un equipo Agilent 5110. QM-EEO-001;
para la calibracion se utilizd solucién estandar multi-elemento de metales Merck (Lote
HC90682355).

C) Determinacion de fosforo fosfolipidico y separacion de fosfolipidos individuales del
suelo
Muestras de suelo himedo cada maceta de aproximadamente 100 g fueron separadas al final
del ensayo y homogeneizadas en mortero. Se tomaron alicuotas de 1,5 g de cada una de las
muestras y se secaron en liofilizador; a continuacién se prepararon extractos lipidicos
utilizando una mezcla de cloroformo:metanol (2:1). Luego de sucesivos lavados, los
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extractos fueron evaporados a sequedad bajo corriente de nitrogeno gaseoso y resuspendidos
en 100 ul de mezcla de cloroformo:metanol (2:1). Alicuotas de 5 ul de cada extracto fueron
utilizadas para determinar la concentracion de fosforo fosfolipidico y el resto se usé para
formar pooles reuniendo los replicados de cada tratamiento, para realizar a continuacion la
separacion de fosfolipidos individuales mediante cromatografia bidimensional en capa
delgada, utilizando placas de silica gel en soporte de vidrio, de acuerdo al método de Rouser
et al. (1970). Los fosfolipidos individuales se identificaron por comparacion con una mezcla
de estandares provista por SIGMA-Aldrich.

D) Estadistica
El anélisis comparativo del crecimiento de las plantas y de la concentracion de metales en
suelo se realizo mediante ANOVA.
Los resultados de las mediciones de concentracion de metales en las plantas se analizaron en
base a la informacion proporcionada sobre los limites de deteccion y de cuantificacion de
cada elemento, que se presentan en la tabla 1.

RESULTADOS

La figura 1 muestra la curva de inhibicion del crecimiento de plantas de maiz expuestas a la
sustancia de referencia ZnSO4.7H>O, expresada como biomasa (masa humeda). Los
resultados permitieron observar una respuesta dependiente de la concentracion en las partes
aéreas de las plantas, alcanzando una inhibicidn méaxima de aproximadamente el 27% para
las plantas tratadas con 1350 g/L de la sal. Las raices, en cambio, no permitieron evidenciar
un efecto de la sustancia toxica de referencia, mientras que pudo observarse un gran
crecimiento de las mismas en las condiciones de dicho ensayo, mostrando la insuficiencia
del tamafio de las macetas y la cantidad de suelo en que se realizaron dichos cultivos. El pH
de los suelos no mostrd cambios debidos a los tratamientos.

Figura 1 — Efecto de la exposicion de plantas de maiz durante 8 dias, al tratamiento con una
sustancia toxica de referencia (ZnSO4.7H20), sobre el crecimiento de las mismas. Los
resultados expresan los promedios de la masa himeda de partes aéreas y raices (g/planta). Se
muestra también el pH promedio del suelo en cada tratamiento. ANOVA: p<0,0089 para la
masa de las partes aéreas en funcion de la concentracion de la sustancia de referencia.
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Se realizo la puesta a punto con muestras control para definir las condiciones de trabajo
dentro de la zona lineal de crecimiento, tanto para las partes aéreas como las raices de las

plantas; los resultados de las masas himedas como las secas se muestran en la figura 2. Puede
observarse una respuesta lineal para las partes aéreas en ambos casos y para las raices solo
en las masas humedas, bajo las nuevas condiciones de tamafio de las macetas y cantidad de
suelo presente en las mismas (400 g en lugar de 150 g).

A partir de este resultado se eligio un tiempo de exposicion prolongado para llevar a cabo el
ensayo definitivo (ensayo 3), dentro del rango estudiado en el ensayo 2, siendo el mismo de
21 dias de exposicion, el cual reflejaba un tiempo total de los cultivos de 32 dias. La figura
3a muestra la imagen de una maceta de plantas de maiz control.
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Figura 2 — Curvas de crecimiento de cultivos control de plantas de maiz. Los resultados se
expresan como g/planta y representan los promedios de las masas humedas y las masas
secas para cada tratamiento, tanto de partes aéreas como de raices, por separado.

En la figura 3b se observan las masas himedas y secas correspondientes a diferentes dérganos
(raices, tallos y hojas) de plantas de maiz sometidas a los tratamientos descriptos para el
ensayo 3 y plantas controles. Pueden observarse diferencias significativas entre los
tratamientos para las masas himedas de los 3 6rganos estudiados: ANOVA: tallos: p<0,0513,
hojas: p<0,0288 y raices: p<0,0463. No asi para sus masas secas, pudiendo concluirse que el
indicador mas apropiado para realizar esas comparaciones es la masa humeda. Las respuestas
fueron muy similares en raices, tallos y hojas. El tratamiento con SNC y los controles
mostraron un crecimiento menor de las plantas, presentando los valores mas bajos, con
p<0,05 para controles: a) respecto de Ni 190; y p<0,05 para SNC: b) respecto de PNC y Ni
190, c) respecto de PNC y NC.
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Figura 3a — Fotografia de una maceta del ensayo 3, tomada a los 21 dias de cultivo,
conteniendo 4 plantas de maiz “Control”.
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Figura 3b — Efecto de la exposicion de plantas de maiz durante 21 dias (ensayo 3), al
tratamiento con diferentes suspensiones de nanomateriales de base gamma alimina (SNC,
PNC y NC) (100 mg/L) y una solucion de Ni(NO3)2.6H20 (1000 mg/L) conteniendo 190
mg/L de Ni, sobre el crecimiento de las mismas. Los resultados expresan los promedios de
la masa humeda y seca de tallos, hojas y raices (g/planta) en cada tratamiento. ANOVA: masa
huimeda de tallos: p<0,0513 entre tratamientos; masa himeda de hojas: p<0,0288 entre
tratamientos; masa humeda de raices: p<0,0463 entre tratamientos. a, b y c¢: p<0,05.

El andlisis de la concentracion de Al y Ni presentes en el suelo (Al y Ni cuantificados) al
finalizar el ensayo 3, en forma comparativa con la concentracion de dichos metales agregada
a través de los tratamientos (Al y Ni agregados), se muestra en la figura 4. El Ni cuantificado
mostrd concentraciones comparables a las del metal agregado al suelo (en PNC, NC y N
190), mientras que el Al agregado al suelo (en SNC, PNC y NC) fue insignificante respecto
de su concentracion cuantificada.

Niquel en suelo Aluminio en suelo
® Ni cuantificado ™ Ni agregado . B Al cuantificado ® Al agregado
° K]
@ 150 g 40000
a 120 o 20000
i3 B v
= Control SNC PNC  NC Ni190 e <
Tratamiento Tratamiento

Figura 4 — Concentracion de metales en suelos al finalizar los tratamientos durante 21 dias
(ensayo 3) con diferentes suspensiones de nanomateriales de base gamma aliimina (SNC,
PNC y NC) (100 mg/L) y una solucion de Ni(NO3)2.6H20 (1000 mg/L) conteniendo 190
mg/L de Ni. Se muestran las concentraciones de Ni y Al cuantificados; y Niy Al agregados
al suelo durante el tratamiento. Los resultados se expresan en ug del metal/g de suelo (masa
seca).

Ademas de Al y Ni, se cuantific el Fe presente en el suelo de las macetas. Sus valores no
fueron diferentes entre los suelos controles y los tratados, alcanzando el siguiente valor:
27921 +/- 1126 ug/g de suelo (promedio +/-SD ).
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La figura 5 muestra las concentraciones de Al y Ni (metales que fueron agregados al suelo a
través de los tratamientos), ademas de la concentracion de Fe, en las plantas de maiz. La
incorporacion de los 3 metales fue muy superior en las raices, en comparacion con las de los
tallos y las hojas, en todos los tratamientos y en los controles. La incorporacion de Ni fue
muy superior en las plantas tratadas con Ni190, respecto del todas las demads, incluyendo las
tratadas con NMs conteniendo Ni (PNC y NC). Por otra parte, las concentraciones de Al y
de Fe mostraron un patrén similar, con valores muy elevados en las plantas tratadas con SNC,
respecto del resto de los tratamientos y de los controles.

El analisis de la concentracion de Al y Ni presentes en el suelo (Al y Ni cuantificados) al
finalizar el ensayo 3, en forma comparativa con la concentracion de dichos metales agregada
a través de los tratamientos (Al y Ni agregados), se muestra en la figura 4. El Ni cuantificado
mostrd concentraciones comparables a las del metal agregado al suelo (en PNC, NC y N
190), mientras que el Al agregado al suelo (en SNC, PNC y NC) fue insignificante respecto
de su concentracion cuantificada.

En el caso de la figura 5, los graficos muestran las concentraciones medidas también en los
pooles de cada 6rgano de las plantas, para cada tratamiento. Las mediciones se realizaron por
duplicado y se informaron los limites de deteccién y limites de cuantificacion que se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1 — Limites de cuantificacion (LC) y deteccion (LD) de metales en plantas. Se muestran
los minimos y méximos, correspondientes al total de las mediciones de concentraciones de
metales en raices, tallos y hojas de plantas de maiz, para cada metal.

Al (ug/g) Fe (ug/g) Ni (ug/g)
LD LC LD LC LD LC
Minimo 0,10 0,40 0,20 0,60 0,20 0,50
Maximo 0,90 2,90 1,40 4,70 1,20 4,00
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Figura 5 — Concentracion de niquel (Ni), aluminio (Al) e hierro (Fe) en raices, tallos y hojas
de plantas de maiz luego del tratamiento durante 21 dias (ensayo 3) con diferentes
suspensiones de nanomateriales de base gamma alimina (SNC, PNC y NC) (100 mg/L) y
una solucion de Ni(NO3)2.6H>0 (1000 mg/L) conteniendo 190 mg/L de Ni. Los resultados
se expresan en ug del metal/g de tejido (masa seca).

El anélisis del contenido de fosfolipidos del suelo se realiz6 a través de la cuantificacion de
fosforo fosfolipidico y sus resultados se muestran en la figura 6. Su concentracion fue
significativamente diferente entre los tratamientos (ANOVA: p<0,0208), con a): p<0,05
entre PNC, NC, Ni 190 y los suelos controles. La figura 7 muestra, 3 fotografias
correspondientes a la separacion preliminar de fosfolipidos del suelo, realizada mediante
cromatografia bidimensional en placas de silica gel. Se observan las placas correspondientes
a una mezcla de estdndares, un suelo Control y un suelo tratado con NC. El fosfolipido
difosfatidilglicerol (DPG por su nombre en inglés: di phosphatidyl glicerol) también llamado
cardiolipina no formaba parte de la mezcla citada, por ese motivo, la banda correspondiente
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a DPG se identificod por comparacién con otras separaciones cromatograficas realizadas
previamente.

Pueden observarse claramente los fosfolipidos fosfatidiletanolamina (PE por su nombre en
inglés: Phosphatidyl ethanolamine) y fosfatidilcolina (PC por su nombre en inglés:
phosphatidyl choline) en las placas Control (B) y tratada con NC (C) y con una tincién muy
clara la banda correspondiente a fosfatidilinositol (PI por su nombre en inglés: phosphatidyl
inositol), ademas de DPG. No se muestra el resto de las placas debido a que, al igual que las
dos mostradas, no permitieron observar diferencias en la tincion de ninguna de las bandas
identificadas.

25
E T
bo
= 20
E T
S 15 +-2 —
5 =
23 |
(7]
L
o 57 —
2
E 0 T T T T 1
Control  SNC PNC NC Ni 190
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Figura 6 — Fésforo cuantificado en extractos de fosfolipidos del suelo luego del tratamiento
durante 21 dias (ensayo 3) con diferentes suspensiones de nanomateriales de base gamma
alimina (SNC, PNC y NC) (100 mg/L) y una solucion de Ni(NO3)2.6H,0 (1000 mg/L)
conteniendo 190 mg/L de Ni. Los resultados se expresan como fosforo fosfolipidico en ug/g
de suelo (masa seca). ANOVA: p<0,0208), a): p<0,05 entre PNC, NC, Ni 190 y los suelos
controles.
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Figura 7 — Separaciéon de fosfolipidos mediante cromatografia bidimensional en capa
delgada. A- mezcla de estandares de fosfolipidos (SIGMA). B — suelo control. C — suelo
tratado con NC. PC: Fosfatidilcolina, LPC: lisofosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina,
PI: fosfatidilinositol, DPG: difosfatidilinositol o cardiolipina.

DISCUSION

Nuestro grupo de trabajo se ha especializado en la ultima década, en la evaluacion
ecotoxicologica de los efectos de precursores de la sintesis y de nanomateriales de base
gamma aliimina, sintetizados y caracterizados en nuestros laboratorios. Hemos trabajado en
suelos en escala de laboratorio, a través del uso de lisimetros y con plantas de tomate,
mediante un ensayo estandarizado, de elongaciéon de raiz e hipocotilo en papel y también a
través de un ensayo estandarizado de cultivo de plantas en macetas.

Aquellos resultados permitieron observar retencion de Ni en el suelo de lisimetros, tanto en
uno tratado con una sal de niquel (Fonovich et al., 2020) como en otro tratado con PNC
(Bardi et al., 2022). En forma simultanea, se pudieron evidenciar concentraciones similares
de Al en los lisimetros tratados y en los controles, en concordancia con la elevada
concentracion natural del metal en los suelos y perfiles de elucion y retencion de Fe natural
del suelo, que acompainaban a los de Al. Pudimos demostrar ademas que el tratamiento con
Ni en forma de sal y en forma de PNC y NC, fue responsable de su incorporacion; al igual
que el tratamiento con Al en forma de aliminas acida y béasica formando parte de SNC y
PNC, en plantulas de tomate (ensayos en papel) (Coll et al., 2022).Los ensayos con tomate
en suelo mostraron inhibicion del crecimiento de las plantas y clorosis, solo en las tratadas
con Ni 190, tanto en las cultivadas en una mezcla de suelo “envejecida”, con probable pérdida
de microbiota, como en cultivos en suelo “normal”.

Los resultados del presente trabajo permiten evidenciar diferencias en la incorporacion y en
los efectos de los mismos materiales (nanométricos y no nanométricos) entre la especie
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estudiada anteriormente: Solanum lycopersicum (tomate) y la actual: Zea mayz (maiz). A
diferencia del ensayo con tomate, no se trabajo en esta oportunidad con maiz en ensayos en
papel, debido a la extrema complejidad que present6 la medicion de la longitud de su raiz en
un ensayo preliminar. De modo que en esta oportunidad, se estudi6 la incorporacion de
metales en las plantas cultivadas en suelo (figura 5). La incorporaciéon de Al pudo
identificarse en todas las plantas tratadas y también en plantas control, debido al alto
contenido de ese metal en los suelos. Un hallazgo fue la importante diferencia encontrada en
la incorporacion del metal debido al tratamiento de las plantas de maiz con SNC, respecto
del resto. Como puede observarse en la figura 4, el Al agregado al suelo fue insignificante
respecto del Al presente en forma natural, de modo que la incorporaciéon aumentada en las
plantas tratadas con SNC no dependi6 de la concentracion del metal en el suelo, sino mas
bien de su presencia en ese nanomaterial en particular. Asi mismo, los resultados permiten
sugerir que dicha incorporacion, sumada o no a la de Fe, que present6 un perfil similar en las
plantas acompafiando al Al, pudo haber sido responsable de la inhibicion del crecimiento de
las plantas.

Estos resultados concuerdan con los hallados por Ahmed et al. (2022), quienes demostraron
la incorporacién de nanoparticulas de Al>Os, agregados de nanoparticulas de Al,O3 y AI** en
plantas de maiz cultivadas en suelo y en hidroponia, con diferencias entre ambos tipos de
cultivos. Los autores demostraron también diferentes grados de toxicidad de esos
nanomateriales, a través de inhibicion del crecimiento de las plantas y efectos sobre algunos
biomarcadores.

En el caso del Ni, las concentraciones medidas en los diferentes suelos si guardaron una
estrecha relacion con las concentraciones del metal agregadas a los mismos. En cuanto a los
cultivos de maiz, observamos una altisima incorporacion en las plantas tratadas con Ni 190,
y una incorporacion menor, pero todavia superior a la de las plantas control y las tratadas con
SNC (nanomaterial que no contiene Ni), en aquellas tratadas con PNC y NC. Contrario a lo
ocurrido en los estudios anteriores con las plantas de tomate, no se observé un efecto adverso
en el crecimiento de las plantas de maiz, debido a tratamiento con Ni nanométrico o no
nanométrico. Estos resultados también contrastan con los de Rehman et al. (2016) quienes
realizaron un trabajo partiendo de la toxicidad del Ni en cultivos de maiz y probando
diferentes pretratamientos para disminuirla. Muy probablemente las diferencias en las
respuestas guarden una relacion con la diferente sensibilidad del maiz respecto del tomate
(nuestros trabajos) y la concentracion en el suelo, ademas del tiempo de exposicion (Rehman
et al., 2016). Dichos autores trabajaron con un disefio diferente, aplicando al suelo, una
concentracion de 160 mg/kg de Ni, en forma de NiClz, y permitiendo llegar al equilibrio
durante 100 dias anteriores a la aplicacion de los tratamientos y la siembra de las semillas;
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mientras que nuestra concentracion maxima agregada fue inferior (95 ug/g = 95mg/kg) y fue
aplicada a lo largo del riego solo durante 21dias (ensayo 3), iniciando el mismo cuando las
plantas ya habian emergido.

Finalmente cabe mencionar que no se observé clorosis en ninguna de las plantas del ensayo
y hacer notar que, en todos los casos, la incorporacion de ambos metales, Ni y Al, fue muy
superior en las raices respecto de los tallos y hojas.

La evaluacion preliminar del contenido de fosfolipidos en el suelo, a partir de su extraccion
y la cuantificacion de fosforo fosfolipidico permitié observar un aumento del mismo en los
tratamientos con suspensiones de nanomateriales conteniendo Ni y con Ni 190, no asi con
SNC. Este resultado indicaria un aumento en el metabolismo de dichos lipidos, que podria
estar relacionado a la exposicion de los microorganismos del suelo al Ni en cualquiera de sus
formas (nanométrica y no nanométrica). La separacion de fosfolipidos individuales en
nuestros suelos mostrd un patron similar al descripto por otros autores, con PE y PC como
fosfolipidos mayoritarios, ademas de PI y DPG (o cardiolipina: CL), fosfatidilserina (PS),
fosfatidilglicerol (PG) y acido fosfatidico (PA) (Siebers et al., 2018). Lopez (2016) y Siebers
et al. (2018) describieron un aumento en la concentracion de acido fosfatidico y una
disminucion en CL, en suelos expuestos a detergentes y debido a la muerte masiva y
descomposicion de los  microorganismos, respectivamente. En nuestro caso, no
evidenciamos PA, debido a que es un fosfolipido muy minoritario, por lo cual frecuentemente
es necesario realizar la extraccion con cantidades mayores de muestra y separar los
fosfolipidos de forma secuencial, para poder visualizarlo. Por este motivo y debido a que no
evidenciamos cambios cualitativos en las placas cromatograficas, para los fosfolipidos
visualizados, consideramos este ensayo como “preliminar”’ y sugerimos la necesidad de
realizar uno nuevo, ajustando el método de extraccion.

A manera de conclusion podemos decir que la aplicacion de SNC a los suelos de los cultivos
causo una disminucion del crecimiento de las plantas de maiz, probablemente debida a la
incorporacion de Al y/o Fe en sus raices; y no causé efecto sobre los microorganismos del
suelo. Por otra parte tanto el Ni nanométrico como el no nanométrico fueron incorporados en
las plantas. La exposicion de las mismas a dicho metal a través del suelo no causé un efecto
sobre su crecimiento, ya sea en forma directa (incorporacion de Ni) o indirecta a través de un
efecto adverso sobre la microbiota. Probablemente pueda observarse toxicidad del Ni en
plantas de maiz, bajo condiciones de exposicidon mas prolongadas para llegar a obtener
granos, como lo hicieron Shahbaz et al. (2018) y/o a mayores concentraciones de los
materiales que lo contienen, que también permitirian evaluar concentracion del metal en los
mismos, con el objetivo de establecer o no el riesgo para la salud humana y de animales, que
implicaria su consumo.
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