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Resumen

La utilizacion de nanotecnologia en el sector agricola ha sido el foco de diferentes estudios a
través de los ultimos afios debido al potencial para la sustentabilidad en la seguridad alimentaria
del mundo; el desarrollo de esta tecnologia ha permitido la creacion de nano agroquimicos como
los nano fertilizantes que demuestran ser eficientes cuando son aplicados sobre los cultivos
(Fatima et al., 2021). Micronutrientes como el hierro y zinc en forma de nanoparticulas han sido
aplicados de manera foliar sobre diferentes cultivos mostrando una mejora en la produccion en
todos los casos. En la presente investigacion se evaluo el efecto de nanoparticulas de Hierro y
Zinc sobre el crecimiento de la planta, el rendimiento y calidad de grano de chocho F3 (ECU 2658
x ECU 8415) para lo cual se establecié un disefio completamente al azar (DCA); se realizaron
tres aplicaciones en diferentes estados fenoldgicos del cultivo. Los supuestos del ANOVA fueron
evaluados a través de la prueba de comparacién de Duncan y Tukey al 5%. Como resultado se
obtuvo que repercuten de manera directa sobre la fisiologia del cultivo y por ende sobre el
crecimiento de la planta, sin embargo; en el rendimiento las nanoparticulas de hierro y zinc de
manera individual tuvo efectos positivos. Sin embargo, bajo la aplicacién de nanoparticulas
Fe+Zn combinados disminuyen el rendimiento, en cuanto a la calidad de grano no presentan
cambios, a pesar de ello estos resultados no descartan la habilidad que poseen las

nanoparticulas en mejorar la produccion.

Palabras clave: CHOCHO, NANOPARTICULAS, MICRONUTRIENTES, CALIDAD

15



Abstract

The use of nanotechnology in the agricultural sector has been the focus of different studies in
recent years due to the potential for sustainability in world food security; The development of this
technology has allowed the creation of hano agrochemicals such as nano fertilizers that prove to
be efficient when applied to crops since they have attractive physicochemical properties. With
their application, a high absorption rate is obtained and greater efficiency in using fertilizers
(Fatima et al., 2021). Micronutrients such as iron and zinc in the form of nanoparticles have been
applied foliar on different crops, showing an improvement in production in all cases. The present
investigation evaluated the effect of Iron and Zinc nanoparticles on plant growth, yield, and grain
quality of F3 lupine (ECU 2658 x ECU 8415), for which a completely randomized design (DCA)
was established; three applications were made in different phenological states of the crop; The
assumptions of the ANOVA were evaluated through the Duncan and Tukey comparison test at
5%. As a result, it was obtained that they directly affect the physiology of the crop and therefore
the growth of the plant, in the case of yield, the Fe and Zn nanoparticles individually had positive
effects, however, under the application of nanoparticles combined Fe+Zn decreases yield, in
terms of grain quality they do not present changes, despite this, these results do not rule out the

ability that possesses nanoparticles in improvement the production.

Keywords: LUPINE,NANOPARTICLES,MICRONUTRIENTS,QUALITY
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

La utilizacion de nanotecnologia en el sector agricola ha sido el foco de diferentes
estudios a través de los ultimos afios debido al potencial para la sustentabilidad en la seguridad
alimentaria del mundo; el desarrollo de esta tecnologia ha permitido la creacién de nano
agroquimicos como los nano fertilizantes que demuestran ser eficientes cuando son aplicados
sobre los cultivos. Venkatachalam et al. (2017), evaluaron la aplicacion foliar de nanoparticulas
de 6xido de zinc [ZnO-NP] sobre la reversion de los sintomas de estrés oxidativo inducido por
la exposicion a metales pesados en Leucaena leucocephala; como resultado obtuvieron un
aumento en el contenido de clorofila y de proteina total de la planta, ademas mejor6 la
respuesta hacia el estrés oxidativo e incremento la absorcién de nutrientes en suelos
contaminados con metales pesados; este hecho demostrd que el uso de nanotecnologia puede
resultar atil como fertilizante incluso en suelos deteriorados en donde la aplicacion de
fertilizantes convencionales no resulta viable para una agricultura sustentable.

El empleo de diferentes nutrientes en forma de nanoparticulas a la hora de la
fertilizacion es objeto de investigacion ya que, hay que considerar la concentracion de las
nanoparticulas debido a que un exceso provoca fitotoxicidad en la planta. Sheoran et al. (2021),
evaluaron nanoparticulas de potasio como promotoras de crecimiento en plantas de trigo,
determinando que la aplicacién foliar mejoré las actividades de varias enzimas, rasgos
morfoldgicos y el rendimiento de las plantas. Esper et al. (2021), valoraron la aplicacion de
nanoparticulas de hausmanita (Mn3sO4NP) en plantas de maiz, determinando que la aplicacion
afect6 de manera positiva en el desarrollo de las plantas, obteniendo una mejor respuesta con
una menor concentracién de nanoparticulas.

Por otro lado, micronutrientes como el hierro y zinc en forma de nanoparticulas han sido
aplicados de manera foliar sobre diferentes cultivos mostrando una mejora en la produccion, en

17



todos los casos. Itroutwar et al. (2020), evaluaron nanopatrticulas de 6xido de zinc para mejorar
las caracteristicas morfoldgicas y agronémicas en plantas de arroz; su aplicacion mejoro las
caracteristicas agrondmicas de las plantas lo que repercutié en un incremento en el
rendimiento y calidad de grano de arroz. Li et al. (2020), valoraron la interaccion de
nanoparticulas de hierro en el metabolismo de plantas de maiz; obteniendo una mejora en los
parametros agronémicos del cultivo, lo que demostré el potencial de las nanoparticulas para
promover el crecimiento de las plantas. Rostamizadeh et al. (2021), evaluaron las respuestas
fisiologicas, moleculares y la eficacia como biofortificador de nanoparticulas de 6xido de hierro
en plantas de trigo; su aplicacion mejoro significativamente la biomasa de las plantas, a su vez
gue incremento el contenido de hierro en los granos, demostrando la eficacia del uso de esta
tecnologia como biofortificador.

Existen reportes de trabajos con el uso de fertilizantes en base a nanoparticulas de
hierro, zinc en diferentes concentraciones sobre plantas de lupino que demuestran un aumento
en el crecimiento, rendimiento y calidad del grano. Tariq (2020), midi6 la respuesta morfologica
y fisiolégica de Lupinus albus bajo la aplicacién de nanoparticulas de 6xido de zinc; logrando
mejoras en el crecimiento de las plantas debido a la facilidad con la que las plantas pueden
absorber las nanoparticulas; sin embargo, esta absorcién se encuentra estrechamente
relacionada con la concentracion en la formulacion de las nanoparticulas. Erazo (2021), valoré
el efecto de dos dosis de nanoparticulas de hierro y zinc sobre plantas de chocho (L. mutabilis);
mostrando que una dosis baja de nanoparticulas influyé de manera positiva sobre la calidad de
grano y el rendimiento de las plantas de chocho, estos rendimientos se relacionan con la
eficiencia en la absorcion y aprovechamiento de las particulas debido a su tamafio. Murgueitio
et al. (2022), evaluaron nanoparticulas dopadas en hierro, zinc y manganeso en plantas de
repollo y chocho, mostrando que existié una mejora en el crecimiento de plantas tanto de
repollo como de chocho (L. mutabilis) debido a que la liberacién del nutriente dentro de la
planta se produce de manera paulatina y controlada.
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Justificacion

Acorde a lo expuesto por Fatima et al. (2021), existe una demanda cada vez mayor de
alimentos, lo que ha incentivado que los agricultores incrementen el uso de fertilizantes en
busca de mejoras productivas. Hay que tener en cuenta que el uso de fertilizantes aumento
exponencialmente entre los afios de 1950 y 2020, de 15 a 194 millones de toneladas; sin
embargo, los fertilizantes ocasionan un impacto adverso en el medio ambiente ya que liberan
particulas quimicas en exceso mediante escorrentia debido a su mal uso. Es por ello que se
busca la utilizacion de maneras mas eficientes de fertilizar los cultivos, una de ellas constituye
el uso de fertilizantes en base a nanoparticulas. Sheoran et al. (2021), menciona que su
aplicacion mejora la escorrentia de nutrientes en el suelo debido a la efectiva absorcion de las
moléculas por parte de la planta lo que evita pérdidas por lixiviacién, esto ayuda a la
transformacion hacia una agricultura responsable con el medio ambiente.

Cooper y Ghanem (2017), menciona que se han identificado deficiencias de zinc y
hierro entre los principales factores de riesgo para la salud humana, ya que la desnutricién de
micronutrientes favorece la presencia de discapacidades, asi como existe una escasa
resistencia del cuerpo sobre las infecciones, a su vez esta asociado al retraso en el crecimiento
y desarrollo normal de los nifios, la blusqueda de alimentos biofortificados que posean niveles
altos de estos micronutrientes es primordial, siendo la aplicacion de nanoparticulas una manera
sustentable que contribuye a la lucha contra la desnutricion humana.

Lupinus mutabilis comunmente denominado tarwi o chocho, es una leguminosa que
proviene de la zona andina en Ameérica del Sur, se la cultiva sobre los 2000 metros sobre el
nivel del mar (m.s.n.m.); por su alto valor nutritivo presenta cualidades interesantes para la
nutricion humana (Falconi y Yanez, 2022; Basantes, 2015).Debido a estas caracteristicas se
busca continuamente un incremento en su produccion; sin embargo, el chocho en Ecuador

exhibe bajos rendimientos, mismos que oscilan entre los 130-220 kg/ha(Falconi, 2012); no

19



obstante, estos niveles de produccién han sido superados de la mano con los avances
tecnoldgicos implementados dentro del cultivo (Falconi y Yanez, 2019, 2017, 2016).

Con la llegada de la nanotecnologia a la agricultura se busca un incremento en el
rendimiento de este cultivo, asi como una mejora en la calidad nutricional del grano; este
aumento puede suceder mediante la aplicacion foliar de nanoparticulas de Fe y Zn como
fertilizantes. Erazo (2021), muestra un incremento en el rendimiento y calidad del grano con el
uso de esta tecnologia presentando valores de 823,89 — 841,11 kg/ha; a su vez los niveles de
Fe y Zn reportados mostraron un incremento del 6% con la aplicacién foliar de nanoparticulas
con respecto al testigo, lo que incrementa su valor nutritivo convirtiéndolo en un alimento
biofortificado prometedor para la seguridad alimentaria. No obstante, es trascendental
considerar la concentracion en que seran formuladas y aplicadas las nanoparticulas, ya que
esto repercute de manera directa con la salud del cultivo. Altas concentraciones producen
fitotoxicidad; sin embargo, concentraciones bajas demuestran ser efectivas en la mejora de la
calidad y productividad del cultivo, es por ello que se vuelve de vital importancia determinar la
concentracion adecuada de nanoparticulas para que otorguen todos sus beneficios en la
planta. Raliya et al. (2015), menciona que para el uso sostenible de la nanotecnologia es
necesario poseer una comprensién del efecto que tienen sobre el ciclo de la planta, y a su vez
determinar los posibles impactos toxicoldgicos. Por lo expuesto, la presente investigacion se
fundamenta en la necesidad de una mejora productiva en los cultivos de chocho, asi como en
la calidad nutricional de las cosechas, a la par, los resultados proporcionaran informacién
valiosa para mejorar la produccién agricola sostenible de este cultivo, aportando en la
busqueda por determinar la concentracion de nanoparticulas adecuada para el incremento en

la productividad de las plantas de chocho, asi como en la calidad nutricional del grano.
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Objetivos
Objetivo General
e Evaluar el efecto de nanoparticulas de Hierro y Zinc sobre el crecimiento de la
planta, el rendimiento y calidad de grano de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415)
Objetivos Especificos
e Cuantificar el efecto de nanoparticulas de Fe y Zn en diferentes indicadores
agrondémicos del crecimiento de la planta de chocho.
e Evaluar el efecto de nanoparticulas de Fe y Zn sobre el rendimiento de la planta
de chocho.
e Analizar la calidad de grano de chocho mediante andlisis bromatolégicos por
efecto de nanoparticulas de Fe y Zn
Hipotesis
HO: Los fertilizantes en base a nanoparticulas de Fe y Zn no promueven el crecimiento
de la planta, el rendimiento y calidad del grano de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415).
HI: Los fertilizantes en base a nanoparticulas de Fe y Zn promueven el crecimiento de la

planta, el rendimiento y calidad del grano de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415).

21



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
Lupinus mutabilis
Comunmente conocido con el nombre de chocho, tarwi o lupino andino, es una
leguminosa cuyo origen proviene de los Andes sudamericanos, se encuentra cultivada casi
exclusivamente en Ecuador, Bolivia y Pera (Mercado et al., 2018). Es la Unica especie
econOmicamente importante del género Lupinus que se originé en Sudamérica (Gulisano et al.,
2022). Dispone de un alto valor nutricional, esto lo convierte en un cultivo de importancia para
la alimentacién humana (Falconiy Yanez, 2022; Basantes, 2015). Posee una amplia plasticidad
lo que lo permite crecer en zonas ecoldgicas que comprende rangos entre los 2500-3400
m.s.n.m. (Falconi, 2012). Acorde a Huasasquiche Sarmiento et al. (2020), es catalogado como
un cultivo provechoso para la agricultura ya que fija el nitrdgeno atmosférico a una razén de
400 kg/ha.
Descripcion morfolégica
Es una especie anual herbacea de crecimiento erecto, alcanza alturas de 0.80-2.0 m
(Jacobsen y Muijica, 2006) posee una raiz pivotante con presencia de Rhizobium lupini que
forman nodulos bacterianos nitrificantes, tiene hojas palmilobuladas (Basantes, 2015). El color
de sus peciolos puede variar entre verde y morado esto depende del contenido de antocianina
presente en la planta, a su vez la pigmentacion de la corola de las flores también puede variar
por la cantidad de flavonas y antocianinas que posean, en una inflorescencia se puede contar
mas de 60 flores, aunque no se formaran frutos en todas ellas debido a la protandria (Falconiy
Yanez, 2022; Tapia, 2015) , posee vainas de manera alargada que pueden medir 5-12 cm
segun el numero de semillas que contenga (Tapia, 2015). Sus vainas cambian de color a
medida que el cultivo avanza en su etapa fenoldgica teniendo colores que van desde verde a
marron en donde es momento de realizar la cosecha de las semillas, sus semillas son de forma
redonda y de color blanco (Villacrés et al., 2006).
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Requerimiento del cultivo
Se cultiva en condiciones secas a una altitud de 2000 a 3850 msnm, requiere

precipitaciones de 350 a 850 mm anules (Jacobsen y Muijica, 2006;Falconi, 2012) la

temperatura ideal para el cultivo varia entre 7 - 14 °C (Caicedo y Peralta, 2001). Sin embargo,

posee la capacidad para resistir los diferentes climas adversos presentes en los Andes, en
momentos llegando a soportar temperaturas bajo 0 °C (Huasasquiche et al., 2020), se
desarrolla bien en suelos francos o franco arenosos, su pH fluctua entre 5-7, sin embargo, en
suelos con pH muy acido se reduce la fijacién de nitrégeno por parte de Rhizobium lupini,
(Tapia, 2015).
Etapas fenoldgicas del cultivo
Son las etapas en donde ocurren cambios fisiolégicos y morfolégicos en todos los
cultivos, estas etapas abarcan desde la siembra hasta la cosecha de los mismos. Acorde a
Yzarra y Lépez (2012), las etapas por las que el cultivo de chocho atraviesa comprenden las
siguientes como se muestra en la Fig.1:
e Emergencia: En esta etapa los cotiledones se encuentran completamente extendidos
sobre el suelo
o Primera hoja verdadera: La primera hoja verdadera se encuentra totalmente
desarrollada
e Racimo floral: Del brote terminal surge el primer racimo floral
e Floracion: Del tallo central en su racimo se abre la primera flor
e Fructificacién: Se empiezan a formar las primeras vainas
e Maduracion: Las semillas llegan a su dimension final, a su vez se tornan del color

caracteristico de la variedad, en cuanto a sus vainas, estas se secan en su totalidad
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Figura 1

Etapas fenoldgicas del cultivo de chocho

° ¢ '§ 4 ¢ o
EMERGENCIA PRIMERA HOJA RACIMO FLORAL ALORACION FRUCTIACACION MADURACION
VERDADERA

Nota. Recuperado de (Yzarra y Lopez, 2012).
Genotipo F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

Este genotipo se obtuvo mediante el cruzamiento de ECU 2658 X ECU 8415, la
estructura de la planta no presenta diferencias significativas con respecto a las estructuras de
otros genotipos, en donde se tiene en su mayoria plantas con tallo central(Guaytarilla y Falconi,
2014).

Presenta caracteristicas productivas interesantes como su namero de vainas con una
media de 24,15 vainas por planta, mientras que, en el nimero de granos por vaina es de 3,82.
Por otro lado, su rendimiento llega a los 1350 kg/ha (Guaytarilla y Falconi, 2014).
Composiciéon quimica del grano

El chocho posee un gran valor nutritivo, lo que lo convierte en un cultivo importante para
la nutricion humana, sus granos estan constituidos por proteinas y aceites en mas de la mitad
de su peso (Garay, 2015). Acorde a Falconi (2012) y Falconi y Yanez (2022), el contenido de
proteina en el grano varia en entre 35 a 45%. Paralelo a lo expresado, Basantes (2015), sefiala
gue su contenido proteico aumenta considerablemente cuando a los granos se los convierte en
harina presentando valores de 41- 49,6 %. Contiene &cidos grasos esenciales para la dieta

humana presentando valores de 37,10% de linoleico, 40,40% de &cido oleico y 2,90% de
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linolénico (Villacrés et al., 2006). L. mutabilis es una de las especies de lupinos domesticados
gue se identifican por tener un contenido similar de grasas, asi como de proteinas que la soya
(Falconi 'y Yanez, 2022; Czubinski et al., 2021). Ademas, poseen la mayoria de los
aminodcidos esenciales para la nutricibn humana, incluidos la cisteina y metionina (Gulisano et
al., 2022). Gracias a los niveles que presentan en minerales importantes para la salud humana
como el Zny Fe, se lo puede considerar como un super alimento que podria ser de gran ayuda
en la desnutricion existente en las zonas mas vulnerables del pais como se observa en la tabla
1. Adicionalmente las semillas contienen diferentes concentraciones de alcaloides, lo que les
otorga un sabor amargo, a su vez los niveles de alcaloides varian siendo las maduras las que
poseen las mas altas concentraciones, por tanto, para su consumo hay que eliminar estos
alcaloides a través del lavado continuo en agua (Falconi, 2012).

Tabla 1

Analisis bromatolégico del grano de chocho amargo y desamargado

Componente Chocho amargo Chocho desamargado
Proteina (%) 47.80 54,05
Grasa (%) 18,90 21,22
Alcaloides (%) 3,26 0,03
K (%) 1,22 0,02
Mg (%) 0,24 0,07
Ca (%) 0,12 0,48
Mn (ppm) 36,72 18,47
Cu (ppm) 12,65 7,99
Fe (ppm) 78,45 74,25
Zn (ppm) 42,84 63,21

Nota. Recuperado de (Villacrés et al., 2006)
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Manejo agronémico del cultivo
Semilla

Es de suma importancia adquirir semillas de calidad debido a que estas otorgan
grandes beneficios a los productores (Garay, 2015). Es aconsejable desinfectar las semillas
con Carboxin + Captan (Vitavax 300) al sembrar, de 1 a 2 g por cada 1 kg de semillas (Caicedo
y Peralta, 2001),sin embargo recientes estudios sugieren el manejo integrado para la
desinfeccion de semilla (Falconi y Yanez, 2022,2019,2017, 2016).

Preparacion del suelo

El nimero de tareas para preparar el suelo dependera del terreno, topografia y cultivos
anteriores (Caicedo y Peralta, 2001). Con una mejor calidad de suelo junto con la correcta
preparacion, se obtiene rendimientos mas altos, para realizar la preparacién del suelo hay que
considerar la capacidad econémica del productor y de las caracteristicas socio-culturales del
mismo ya que dependiendo de ello se podra optar por una labranza cero o la utilizacién de
magquinaria agricola (Garay, 2015).

e Labranza cero:

En este procedimiento el terreno no es preparado, en su lugar se selecciona suelos

suaves, que se encuentren limpios y libres de arbustos(Garay, 2015).
e Preparacion con maquinaria agricola:

Utilizando el tractor, se realiza el arado, cruzado o rastrado y surcado del terreno; esta
alternativa es propia para suelos planos o con ligera pendiente, caracteristica de valles
interandinos (Garay, 2015).

Siembra

Se realiza la siembra de 3 0 4 semillas por cada sitio a una distancia de 70-90 cm entre

surcos y con una distancia entre sitios de 50 cm, con esta recomendacion se requiere 50-80

kg/ha en un sistema manual (Basantes, 2015; Falconi, 2012).
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Control de malezas

La maleza debe ser controlada en los 30 y 45 dias después de la siembra, posterior a
ello se realiza un aporque a los 60 dias, este aporque funciona como una segunda deshierba.
Es importante realizar estas actividades ya que promueven en la aireacion de las raices, por lo
gue favorecen el desarrollo de la planta (Falconi, 2012; Caicedo y Peralta, 2001)
Cosecha

Es realizada cuando las vainas estan totalmente secas; cuando la cosecha se realiza
con la finalidad de obtener semillas hay que considerar que se deben seleccionar plantas sanas
y cosechar por separado los ejes centrales, para fines comerciales los racimos de vainas deben
ser cosechados con hoz o manualmente sin trillar las vainas secas (Falconi, 2012; Caicedo y
Peralta, 2001).
Rendimiento del cultivo

Acorde a Falconi (2012), puede producir alrededor de 220 kg/ha mientras que con la
implementacién de tecnologia en el cultivo se ha visto incrementos a 250-400 kg/ha, no
obstante, son escasos los productores que llegan a obtener esa produccién llegando a una
produccién media nacional de 200 kg/ha. Sin embargo, con el manejo adecuado de la semilla 'y
el uso de tecnologia reciente (Falconi et al., 2022; Falconi y Yanez, 2022) se ha logrado una
produccién extrapolada de 1.8 t/ha (Falconiy Yanez, 2022; Guaytarilla y Falconi, 2014).
Micronutrientes

Los micronutrientes desempefian un rol fundamental en el vigor de la planta, el
rendimiento y la calidad de la cosecha ya que desempefian varios roles complejos en el
desarrollo de la planta, los mismos que incluyen a la fotosintesis, respiracion, sintesis de
clorofila, varias funciones en enzimas, procesos metabdlicos y formacién de hormonas (Cooper
y Ghanem, 2017). Estos son tan esenciales como cualquier macronutriente, su nombre se debe
a la baja concentracion en la que se hallan en los tejidos vegetales, mas no a su esencialidad
dentro del cultivo (Azcén y Talon, 2013). Dentro de los micronutrientes que son esenciales para
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las plantas tenemos al Cobre (Cu), Molibdeno (Mo), Boro (B), Manganeso (Mn), Zinc (Zn) y
Hierro (Fe) (Vistoso y Martinez, 2019).

Todos los micronutrientes se localizan en el suelo, no obstante, la disponibilidad que
estos tienen para los cultivos varia dependiendo de diversos factores como el material parental
de donde se origin6 el suelo, textura, humedad y el pH. Este ultimo presenta una gran
importancia, ya que, en suelos acidos se encuentran mas disponibles los nutrientes, mientras
que en suelos alcalinos se encuentran menos disponibles para los cultivos (Vistoso y Martinez,
2019). Se debe tomar en cuenta que una deficiencia o toxicidad de los micronutrientes puede
generar una limitante en el crecimiento, lo que repercute de manera directa con el rendimiento
de los cultivos, esto sin importar que los otros nutrientes esenciales para las plantas se
encuentren en cantidades adecuadas, este comportamiento responde a la Ley del Minimo
propuesta por Liebig (Pereira et al., 2011). A su vez los cultivos que crecen en suelos con
bajos niveles de micronutrientes pueden no suministrar los niveles adecuados de diferentes
nutrientes necesarios para la dieta humana, sin importar que los cultivos no muestren signos
visuales de esa deficiencia (Cooper y Ghanem, 2017).

Hierro (Fe)

Es un micronutriente esencial, se lo necesita en mayor cantidad que el resto de
micronutrientes, llegando a ser considerado en varias plantas como un macronutriente (Pereira
et al., 2011). Es un elemento de transicion que presenta una relativa facilidad para cambiar su
estado de oxidacion (Juarez et al., 2007). Puede ser absorbido como Fe®*y con mayor facilidad
como Fe?* debido a que posee una mayor solubilidad, ademas, otra razén para explicar la
esencialidad del Fe es su papel en la biosintesis de las moléculas de clorofila (Azcon y Talon,
2013).

Es relativamente inmovil en el floema debido a la formacion de fosfatos férricos u

oxidos, no obstante, una forma estable de hierro es la acumulada en los cloroplastos de las
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hojas en donde el 80% del hierro de las hojas se localiza en estos organulos (Azcon y Talon,
2013).
Disponibilidad del hierro

Es el cuarto elemento con mayor abundancia en la corteza terrestre, representa el 5,1%
de su peso total, su contenido en suelo se estima que oscila en un 3,8% (Juéarez et al., 2007).
El contenido de hierro soluble en los suelos es extremadamente bajo en comparacion con el
contenido de hierro total presente en el suelo, la disponibilidad del hierro esta controlada en
gran parte por la solubilidad de los hidroxidos de hierro, la misma que es altamente
dependiente del pH del suelo, en donde la influencia del pH esté estrictamente relacionada con
las solubilidades del Fe?*, Fe** (Mengel et al., 2000).

Algunas plantas son capaces de disminuir el pH del medio, esto incrementa la
capacidad reductora del hierro de la superficie radicular bajo condiciones de estrés férrico,
gracias a ello incrementa significativamente la disponibilidad, asi como la absorcion del hierro
por parte de las raices (Mengel et al., 2000).

Funciones del hierro en la planta

Tiene un papel importante dentro de los procesos fisiol6gicos y biolégicos como la
respiracion, fotosintesis, asimilacién y fijacion de nitrégeno, sintesis de hormonas, sintesis de
ADN, formacién y eliminacion de especies reactivas de oxigeno (Li et al., 2021). Forman parte
en la sintesis de proteinas, varias enzimas respiratorias como la catalasa, peroxidasa,
citocromo oxidasa, ferredoxina y participa en reacciones de oxido-reduccién (Pérez, 2017). Por
otra parte Grillet et al., (2014), sefiala que ayuda al proceso de embriogénesis en las semillas, a
su vez cumple un rol en el transporte de electrones durante la fotosintesis, asi como en la
respiracion de las plantas, colabora con la reduccién de sulfatos y nitratos, ademas ayuda en la
sintesis de aminoacidos y acidos grasos.

Segun lo expresado por Barker et al., (2015), el hierro tiene funciones en el
metabolismo de enzimas y proteinas dentro de las plantas como se indica en la tabla 2.
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Tabla 2

Proteinas y enzimas en las que el hierro participa en su metabolismo

Enzima Funcién

Ayuda a catalizar la desintegracion de oxigeno y el
Catalasa o o
del peroxido de hidrégeno en el agua.

_ Enzimas que ayudan a metabolizar varias
Peroxidasas _ . ]
especies reactivas de oxigeno.

Esta encargada del transporte de electrones en
_ diferentes procesos como la reduccién de sulfito,
Ferredoxina = o . _ y
fijacion de nitrdgeno, fotosintesis y reduccion de

nitrato.

Nota. Recuperado de (Barker et al., 2015)

El hierro en la fisiologia de la planta
Absorcién y translocacion

Azcén y Talén, (2013), expresa que en la absorcion del resto de los micronutrientes se
encuentran envueltas proteinas transportadoras de aniones o cationes que de manera general
son poco selectivas, mientras que, para la absorcion de hierro, las plantas desarrollan dos
estrategias distintas para su adquisicion la misma que va a depender de la especie.

e Estrategia I: La induccion de una reductasa férrica

Es caracteristica de las plantas monocotiledéneas no gramineas, asi como de las
dicotileddneas, cuando se desarrollan en suelos con bajas concentraciones de hierro, a la par
aumenta en la parte sub apical de las raices el poder de reduccién del hierro como la actividad
de la enzima ATPasa, la misma que posee una tendencia a reducir el pH del medio lo que
ocasiona que se acidifique la rizosfera incrementando la solubilidad del Fe®*" (Azcén y Taldn,

2013).
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El pH apoplastico radicular juega un rol fundamental en la captacion de hierro; ya que
se efectlia la reduccion de Fe®* a Fe?* esto se da por medio de una enzima Fe*" quelato
reductasa (FCR), la misma que se encuentra en la membrana plasmatica; finalmente, existe un
transportador hacia la membrana celular, el mismo que introduce el Fe?* hacia la parte interna
de la célula; las diferentes especies que utilizan esta estrategia pueden excretar, acumular
flavinas y compuestos fendlicos, a su vez acumulan acidos organicos; se puede mencionar
diversas plantas que presentan esta estrategia como por ejemplo: tomate, soja y arveja (Azcon
y Talén, 2013).

o Estrategia Il: la induccién de la excrecion de fitosideréforos

Es utilizada por las gramineas, esta se caracteriza por liberar fitosideréforos (FS) esto
en condiciones de deficiencia de hierro, existe una relacion directa entre la cantidad de
fitosideroforos que seran liberados y el grado de clorosis férrica que presenta la planta. Estos
complejos, Fe®*-fitosideroforos, son absorbidos sin tener una reduccion previa, esto ocurre
debido a que poseen un sistema de transporte de alta afinidad; cuando el complejo llega al
citosol serd liberado el Fe®* y el fitosideroforo procede a degradarse o a su vez es excretado
hacia el exterior, hay que considerar que la velocidad de absorcién de estos complejos esta
estrechamente relacionada con el grado de deficiencia de hierro presente en la planta (Azcon y
Talén, 2013).

Deficiencia y toxicidad

Dentro de los sintomas visibles de una deficiencia de hierro en la planta se da la
presencia de clorosis la misma que se las puede observar en las hojas jovenes en donde las
nervaduras permanecen verdes en un marcado contraste con el fondo verde amarillento del
resto del tejido de las hojas (Pereira et al., 2011). En suelos calcareos es comin encontrar
plantas que presentan deficiencias debido a que la solubilidad del hierro es baja en un pH
basico, a su vez una deficiencia puede generar cambios en la estructura de los cloroplastos, lo
gue ocasiona una clorosis férrica (Azcén y Talon, 2013). Por otra parte, la toxicidad de hierro es
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especialmente problemética en los suelos inundados como en el caso de los cultivos de arroz,
ya que el agua solubiliza al hierro, esto genera un incremento el nivel de hierro soluble, lo que
genera problemas de toxicidad en la planta (Mengel et al., 2000).

Barker et al., (2015), menciona que una deficiencia de Fe en plantas de arveja (Pisum
sativum) gener6 una disminucién en picada del contenido de clorofila, asi como de
carotenoides, a su vez la actividad de diferentes enzimas como la peroxidasa y catalasa
sufrieron una reduccion principalmente en hojas jévenes.

Contenido de Fe en las plantas

Acorde a lo mencionado por Uchida y Silva, (2007), los niveles de Fe en los tejidos de
leguminosas oscilan entre valores de 50-400 ppm, esto se corrobora con lo expresado por
Barker et al., (2015), en donde el contenido de Fe dentro las plantas leguminosas como la soya
(Glycine max) y el fréjol (Phaseolus vulgaris) pueden tener un rango de 25-300 ppm en donde
los niveles adecuados de concentraciones varia dependiendo del crecimiento de la misma ver
Fig 2., ademas expresa que las concentraciones de Fe en las semillas son menores que en
hojas, como lo indica la tabla 3.

Tabla 3

Contenido de Fe (ppm) en tejidos y semillas de leguminosas

Leguminosa Ubicacién Contenido de Fe
Soya (Glycine max) Hojas maduras 25-300 ppm
Fréjol (Phaseolus vulgaris) Hojas maduras 25-300 ppm
Arveja (Pisum sativum) Semillas 46-54 ppm
Fréjol (Phaseolus vulgaris) Semillas 60-80 ppm

Nota. Recuperado de (Barker et al., 2015)
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Figura 2

Crecimiento de las plantas como respuesta a concentraciones de Fe en hojas
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Nota. Recuperado de Barker et al. (2015)

Interaccion del hierro con micronutrientes metélicos

El Fe tiene una interaccién con los diferentes micronutrientes, en los que se puede
resaltar los metalicos como el Zinc (Zn?*) o el Cobre (Cu) o ; los cuales pueden generar una
disminucion en la acumulacion de Fe en los cultivos, como muestra de ello se encuentra el
trabajo realizado por Michaud et al., (2007), en plantas de trigo, en donde obtuvo que las
concentraciones de Cu y Fe en los brotes sufren una variacion de manera inversa, por lo tanto,
propone que existe un antagonismo entre estos elementos. De manera similar para el Zn?*, que
presenta un antagonismo con el contenido de Fe en las plantas, como corroboran los
resultados obtenidos por Martinez et al., (2013), en plantas de naranja (Citrus aurantium) de
cultivos in-vitro con medios que contenian Fe quelatado (EDDHA) y Zn?*, se determin6 que
existe una relacién inversa entre las concentraciones de Fe y Zn tanto en brotes como en
raices. Ademas, acorde a Barabasz et al., (2012), en plantas de tomate, un exceso en los
niveles de Zn?* ocasiona una deficiencia de Fe en las hojas de las plantas, lo que a su vez
genera una lenta activacion transcripcional en los diferentes sistemas de absorcion que tiene el

Fe en las raices de las plantas.
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Zinc (Zn)

Es uno de los micronutrientes esenciales para las plantas es necesario para la actividad
de diferentes enzimas, entre ellas las deshidrogenasas, aldolasas, isomerasas,
transfosforilasas, ARN y ADN polimerasas, también participa en la sintesis de triptéfano, la
division celular, el mantenimiento de la estructura de la membrana y la fotosintesis; actia
también como cofactor regulador en la sintesis de proteinas (Davarpanah et al., 2016).
Constituye cerca de 65 g por cada tonelada de corteza terrestre, teniendo una abundancia
promedio en la litosfera de 8 ppm, en suelos normales oscilan valores entre 10-30 ppm de zinc
total, sin embargo, esto no se correlaciona con su disponibilidad hacia la planta (Pérez, 2017).
Es un constituyente de diversas enzimas, desempefia un papel primordial en la regulacion del
metabolismo del nitrégeno, la fotosintesis, la multiplicacién celular, el crecimiento de brotes en
zonas meristematicas y la sintesis de auxinas (Gil etal., 2013).

Disponibilidad del zinc

La dinamica del zinc en el suelo es similar al cobre o hierro, en donde cuando se tiene
un pH menor de 5 es mas disponible mientras que a un pH mayor va perdiendo su
disponibilidad ya que forma compuestos poco solubles, hay que tener en cuenta que las
pérdidas por lixiviacion aumentan cuando se incrementa la solubilidad, ademas, en suelos
basicos posee de una movilidad limitada debido a que el carbonato de calcio reacciona con el
zinc, como resultado se reduce su disponibilidad (Marschner, 2012). La absorcion de Zinc
puede ser privada por la presencia de otros metales pesados debido a su mayor facilidad de
guelacioén con los acidos organicos de las plantas (Licto, 2017).

Funciones del zinc en la planta

Dentro de las diferentes funciones del Zn tenemos a la regulacion de la expresion de
genes al formar parte de factores de transcripcién que han sido implicadas en la regulacién de
procesos biolégicos como desarrollo de la morfogénesis regulada por la luz, respuestas a
patdégenos y ayuda en la formacion de la flor (Gil et al., 2013). A su vez existe una relacion
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entre los niveles de Zn y la concentracion de auxinas (AlA) , debido a que se involucrado en la
sintesis del triptéfano que es un aminodcido precursor de dicha hormona; es necesario para la
actividad de al menos ochenta sistemas enzimaticos por ejemplo tenemos a la alcohol-
deshidrogenasa y la NADH-deshidrogenasa que catalizan el paso del acetaldehido a etanol en
la fermentacion alcohdlica; cabe destacar la intervencién del Zn en la estabilidad del ribosoma y
su presencia en la RNA polimerasa, lo que lo convierte en un regulador de la expresion génica
(Azcon y Taldn, 2013). Tiene relacion directa con las actividades de diferentes enzimas, en las
gue se puede destacar a las deshidrogenasas, fosfatasas, aldolasas, transfosforilasas,
isomerasas, asi como en la ADN y ARN polimerasas. Ademas, juega un papel fundamental en
las membranas ya que se une a los grupos sulfhidrilos y fosfolipidos de las membranas
(Broadley et al., 2012).

El zinc en lafisiologia de la planta

Absorcién y translocacion

Es absorbido por la planta en forma de quelato ya sea por via foliar o radicular. En el
transporte dentro del xilema esta atado a los acidos organicos o como cation divalente libre,
mientras que en el floema se encuentra en concentraciones altas en donde se encuentra ligado
a solutos organicos que generalmente poseen un bajo peso molecular, adicionalmente puede
estar ligado a la proteccion de proteinas de membrana, asi como lipidos en contra el dafio
oxidativo (Marschner, 2012).

El transporte desde las células corticales y epidermales hacia el xilema de la raiz ocurre
por via simpléstica, donde el Zn es enviado hacia el apoplasto de la estela, en esta via se
cataliza por medio de la membrana plasmatica, también es liberado extracelularmente al
apoplasto de la estela (Gil et al., 2013).

Deficiencia y toxicidad

Es la deficiencia en micronutrientes mas frecuente en los cultivos; no obstante, hay que

considerar que las plantas tienden a variar en un amplio margen en la susceptibilidad hacia la
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deficiencia de Zn, a su vez esta respuesta se encuentra relacionada con las capacidades tanto
para absorber como para translocar Zn que tenga cada planta.(Barker et al., 2015)

El déficit impide que las plantas logren expresar todo el potencial genético a su vez
provocara graves limitantes en la productividad de los cultivos, asi como en el valor nutricional
de los mismos (Itroutwar et al., 2020). Origina una clorosis intervenal, esto ha ocasionado que
se lo relacione con un papel estabilizador del Zn sobre la molécula de clorofila, esta deficiencia
produce una disminucién en el crecimiento de las hojas, asi como un acortamiento en la
longitud de los entrenudos, dicha disminucion en el tallo se ha relacionado con la produccion de
acido indolacético (AIA) por parte de la planta (Azcén y Talon, 2013). Por otra parte, Pérez
(2017), menciona que una deficiencia provoca un tipo de crecimiento en roseta en la mayoria
de los cultivos. Ademas, este déficit causa una reducida sintesis de proteina por lo que afecta
en los niveles de aminoacidos, a su vez afecta la actividad de varias enzimas respiratorias,
asimismo existe una acumulacién de quinonas (Gil et al., 2013). Ademas, cabe sefalar que, en
plantas con presencia de deficiencias en Zn, se acumulan aminoacidos libres debido a una
reduccion en la tasa de sintesis de proteinas lo que repercute en la disminucién en la
concentracion de proteinas, a su vez provoca una baja en la actividad de la anhidrasa
carbonica, ademas, varias enzimas del metabolismo de los carbohidratos se ven afectadas en
su actividad (Broadley et al., 2012).

Otro efecto a considerar de una deficiencia de Zn es que produce sintomas como un
retraso en el crecimiento, asi como en la formacién de rosetas, a su vez las hojas son
pequefias, todos estos sintomas se encuentran relacionados con alteraciones en el
metabolismo del acido indolacético (AlA) (Barker et al., 2015) .

Cabe sefialar que Broadley et al., (2012), afirma que una toxicidad no es muy frecuente
sin embargo esta puede ocurrir de manera especial en suelos contaminados por la afladidura
de subproductos de mineria, fundicién o a su vez lodos provenientes de aguas residuales.
Barker et al., (2015), resalta que los sintomas de toxicidad pueden notarse si las
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concentraciones se encuentran en un rango de 100 a >300 ppm, pese a ello es importante
sefalar que ese rango de valor toxico varia segun el cultivo ya que diversos cultivos toleran
concentraciones que superan los 350 ppm y se encuentran como valores normales dentro de la
planta

Contenido de Zn en las plantas

La concentracion de Zn en las partes de la planta varia de 15 a 20 a més de 300 ppm
(Bryson et al., 2014). Acorde a lo mencionado por Barker et al., (2015), el contenido de Zn en
los tejidos de leguminosas como la Soya (Glycine max), Fréjol (Phaseolus vulgaris) presentan
valores de 20-75 ppm como se indica en la tabla 4.

Barker et al., (2015), menciona que en la mayoria de las plantas existe un rango para
detectar niveles criticos con el fin de evitar limitaciones en el crecimiento ocasionados por
deficiencias de Zn estos valores se encuentran entre 15y 20 ppm.

Por otra parte, en las semillas, la mayor parte del Zn se encuentra concentrado en el
fitato (polifosfato de inositol), que es una molécula cargada negativamente lo que ocurre debido
a la presencia de los grupos fosfato que generan una alta afinidad por el Zn lo que ayuda en la
formacion de complejos poco solubles (Broadley et al., 2012).

Tabla 4

Contenido de Zn en tejidos de leguminosas

Leguminosa Ubicacion Contenido de Zn
Soya (Glycine max) Hojas maduras 20-75 ppm
Fréjol (Phaseolus vulgaris) Hojas maduras 20-75 ppm

Nota. Recuperado de (Barker et al., 2015)

Interaccion del Zn con el hierro
Shabhriaripour y Tajabadipour, (2010) , trabajaron con plantas de pistacho (Pistacia vera)

en donde encontraron que plantas bajo deficiencias en Zn poseian concentraciones de Fe
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significativamente mayores sobre plantas con niveles de Zn optimos , en base ello se encontro
una relacion para el comportamiento del Zn donde a medida que incrementaba la
concentracion de Zn en el sustrato, las concentraciones de Fe disminuyd, por lo que afirmaron
gue la aplicacién de Zn repercute sobre la concentracion de hierro en las plantas, es por ello
gue se obtiene una relacion antagonista entre el Zn y Fe. Un ejemplo de ello se da en el trabajo
expuesto por Ghasemiy Ronaghi,(2008) , en donde se determina que la aplicacion al suelo de
Fe quelatados (EDDHA) o a su vez la aplicacion foliar de Fe aumenta la concentracion de
hierro pero disminuye la de Zn, sin embargo en el trabajo expuesto por Morgounov et al.,
(2007), en plantas de trigo se demostrd una correlacion positiva entre el Fe y el Zn en el grano
debido a que las condiciones que conducen a la acumulacién de Zn en las plantas también
pueden favorecer la acumulacion de hierro.

Acido indol acético (AIA)

Es considerada como la auxina mas importante que es producida por las plantas, esta
juega un papel vital para diversos procesos metabdlicos y fisiolégicos dentro de la planta como
la formacién de hojas, desarrollo de raices y embriones, fototropismo, abscisién, desarrollo de
la fruta, geotropismo, entre otros (Chandra et al., 2018). Ademas, el AlA est4 directamente
relacionado con la divisién y alargamiento celular, iniciacién de raices, dominancia apical y
produccién de biomasa en las plantas (Soundar et al., 2020).

Se considera que el triptéfano es el precursor de la biosintesis de AlA, es por ello que
las bajas concentraciones de AIA en hojas deficientes de Zn, asi como una deficiente
acumulacion de triptéfano permiten inferir que el Zn ayuda en la biosintesis de AlA (Barker et
al., 2015).

Métodos de cuantificacion de AIA

Para la cuantificacion de la biosintesis de AIA, existen diversos métodos como el
método colorimétrico de Salkowski o la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
(Castillo et al., 2005) , la espectrometria de masas en tAndem de ionizacion por electrospray
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(LC-ESI-MS | MS), la cromatografia liquida y por ultimo mediante la cromatografia de capa fina
de alto rendimiento (HPTLC) (Gang et al., 2019).

El método mas utilizado es el colorimétrico, empleando el reactivo de Salkowski, hay
gue sefalar que este reactivo es una mezcla de cloruro férrico generalmente con una
concentracion de 0.5 M (FeClI3) junto con acido perclérico al 35 % (HCIO4), cuando reaccionan
estos compuestos con AlA produce un color rosado, esto ocurre gracias a la formacion de
complejos de AIA, asi como a la reduccion de Fe3+ (Kamnev et al., 2001) . A su vez Rahman
et al., (2010), indica que el color desarrollado por la reaccién positiva sefiala una presencia de
diversos compuestos inddlicos esto se dan como resultado del metabolismo del triptéfano.
Nanotecnologia

Es una de las tecnologias de vanguardia que esta revolucionando casi todos los
ambitos de nuestra vida debido a su potencial benéfico para el humano (Ekinci et al., 2014).Va
de la mano con la fabricacién de materiales que poseen una dimension menor a 100
nanometros (nm), dichos materiales tienen varias aplicaciones en diferentes areas, gracias a
las interesantes propiedades fisicoquimicas que presentan (Raliya et al., 2015).
Nanotecnologia en la agricultura

Para el afio 2050 se tiene la necesidad de alimentar a 9 mil millones de personas, por
lo que se investiga el uso de esta tecnologia en diversos cultivos buscando una mejora
productiva en los mismos (Raliya et al., 2015).

Su uso como fertilizante podria desarrollar un papel primordial en la busqueda de una
agricultura sostenible con el ambiente mejorando la produccién de cultivos y a la par de reducir
el uso de productos fitosanitarios (Mahakham et al., 2017); esta tecnologia posee una
liberacién lenta y sostenida del fertilizante lo que ayuda a reducir la lixiviacion de nutrientes

(Fatima et al., 2021).

39



Nanoparticulas (NP)

Se considera nanoparticula a un material cuya dimensién oscila valores menores a
100nm (DeRosa et al., 2010). Poseen propiedades fisicoquimicas atrayentes para su uso como
nano fertilizantes (NF) debido a la facilidad que posee al convertirse en nutrientes para plantas,
en donde con su aplicacién se obtiene una alta tasa de absorcion y una mayor eficacia en la
utilizacion de fertilizantes (Fatima et al., 2021).

Nanoparticulas de hierro (Fe-NP)

El correcto crecimiento de los cultivos aplicados nanoparticulas de Fe depende de
diversos factores entre los que podemos resaltar: la especie del cultivo, la dosis, el tiempo de
exposicion y la frecuencia de aplicacion (Rostamizadeh et al., 2021). Las nanoparticulas de Fe
han demostrado ser eficientes en un incremento de varios parametros productivos, sus efectos
no solo pueden ser observados en la parte area de la planta en donde se presenta una mejora
en el contenido de clorofila, y biomasa de la hoja, su aplicacién foliar a la par aumenta la
biomasa de la raiz, generando plantas mas resistentes al estrés por sequia (Li et al., 2020). La
aplicacion de nanoparticulas de 6xido de hierro (Fe>Os-NP) aumentan el contenido de
fitohormonas de enzimas antioxidantes (Rui et al., 2016). Ademas, hay que sefialar que su uso
no solo obtuvo mejoras en la biomasa, sino que a su vez se encontrd que se encuentra
asociada con cambios en la expresion de diversos genes en las hojas, es por estos cambios
morfoldgicos que se considera que puede reforzar el sistema de defensa en los cultivos, asi
como mejorar la proteccion de las plantas contra condiciones de estrés bibtico y abiotico
(Rostamizadeh et al., 2021) .Sin embargo, el uso de nanoparticulas de Fe en un principio
fueron destinadas con el propésito de remediar aguas subterraneas y suelos contaminados
(Fatima et al., 2021).

Nanoparticulas de zinc (ZnO-NP)

La interaccion de las nanoparticulas de Zinc con el crecimiento de la planta, asi como la

concentracion con la que es usada ha sido objeto de diversos estudios en diferentes cultivos

40



(Fatima et al., 2021). En plantas de mani se observé cdmo promovio diversos aspectos en
diferentes etapas fenoldgicas del cultivo, por ejemplo; en etapas iniciales mejoré la germinacion
de semillas y el vigor de las semillas, mientras que en etapas vegetativas incremento el
contenido de clorofila, crecimiento de brotes y raices por otra parte en etapas de produccion
promovi6 una floracion temprana y a su vez modifico el rendimiento de las vainas (Prasad et
al., 2012). En plantas sometidas a diferentes concentraciones de ZnO- nanopatrticulas, se
determin6 que con una concentracioén de 1000 mg/kg se obtienen efectos negativos en el
crecimiento, por lo tanto, la aplicacién de nanoparticulas es beneficiosa siempre y cuando son
usadas con precaucion (Song y Kim, 2020).

Sun et al., (2020), en su trabajo con granos de trigo menciona que la distribucion de
oligoelementos como el Fe o el mismo Zn pueden cambiar, estos elementos se acumulan
principalmente en la capa de aleuronay en la regién del pliegue, es por ello que se tiene que
tener en cuenta la interaccion presente entre los dos micronutrientes a la hora de su aplicacién
ya que tienen una relacion antagonica en muchos casos. Sin embargo, se han encontrado
resultados de sinergismo en bajas concentraciones; a su vez es de vital importancia sefialar
gue las concentraciones de Zn en el endospermo del grano aumentaron en relacién con el
control como se muestra en la Fig.3. Ademas, es importante sefalar que, aunque la fertilizacion
con ZnO-nanoparticulas puede aumentar las concentraciones de Zn dentro del grano esta no
se debe a la translocacién de las nanoparticulas de ZnO directamente al grano, al contrario,
una vez la nanoparticulas ingresa a la planta esta tiende a acumularse de la misma forma que
en las plantas fertilizadas con una forma convencional de Zn, sin embargo, la diferencia esta en
el tiempo, la cantidad y la velocidad que tarda en ingresar el fertilizante en el interior de la

planta.
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Figura 3

Distribucion de Zn en secciones transversales de granos de trigo
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Nota Tres tratamientos (150 ym de espesor): control CK (sin Zn agregado), ZnO-2
(ZnO-Nanoparticulas rociado dos veces) y ZnO-4 (ZnO-Nanoparticula rociado cuatro
veces). Recuperado de(Sun et al., 2020).

Sun et al., (2020), encontrd que la aplicacion de ZnO-nanoparticulas no afecta a la
distribucion con la que se encuentra el Zn en el grano, al contrario de esto se determiné que
este solo aumenta la concentracion de Zn sin cambiar la distribucion como se ve en la Fig.3. A
su vez la concentracion de oligoelementos como el Fe en el grano no habia aumentado
significativamente.

Absorcion de las nanoparticulas

Tienen que atravesar las paredes celulares y las membranas plasméticas de las capas
epidérmicas en las raices para lograr ingresar al xilema, las paredes celulares poseen un
grosor que oscila entre los 5-20 nm, esta dimension permite que funcionen como tamices
naturales, por lo que las nanoparticulas con un tamafio mas pequefio que el poro pueden

atravesarla con facilidad y alcanzar la membrana plasmatica, aunque se ha reportado que las
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nanoparticulas pueden inducir la formacion de poros nuevos, a su vez la estructura del xilema
juega un papel fundamental debido a que su estructura determina la velocidad del transporte de
las nanoparticulas, es por ello que plantas con diferentes estructuras pueden mostrar
diferentes cinéticas en la absorcion de nanoparticulas (Ma et al., 2010).
Fitotoxicidad de nanoparticulas

Aunque la investigacion sobre la absorcion, toxicidad y acumulacion de nanoparticulas
en las plantas aln se encuentra en una etapa rudimentaria, en los ultimos afios se han
producido nuevos avances (Ma et al., 2010), no obstante, sigue siendo controvertido si las
nanoparticulas son toxicas o beneficiosas para las plantas, ya que se ha determinado que la
acumulacion de nanoparticulas metalicas como el Fe y Zn en altas concentraciones producen
una afeccion en las respuestas eco fisioldgicas de las plantas (Song y Kim, 2020). También
podrian adherirse a las raices de las plantas y ejercer toxicidad ya sea quimica o fisica (Ma et
al., 2010). Sin embargo, hay que considerar que el impacto de las nanoparticulas en las plantas
varia dependiendo de diversos factores como la concentracion, composicion, tamafo, pH entre
otras; ademas hay que considerar que las respuestas obtenidas dependeran de manera directa
con las especies de plantas utilizadas, (Fatima et al., 2021). La mayoria de los estudios con
nanoparticulas indicaron la existencia de cierto grado de fitotoxicidad, en especial en presencia
de altas concentraciones, por ejemplo; Lin y Xing, (2008), demostré que las nanoparticulas de
oxido metalico son inhibidoras en diferentes etapas del desarrollo de los cultivos, lo que se
corrobora con lo expuesto por Lee et al., (2008), en donde las nanoparticulas metélicas en altas
concentraciones producen una reduccion en la tasa de crecimiento de las plantulas. Ademas,
Ma et al. (2010), indica que una fitotoxicidad de nanoparticulas metalicas y sus 6xidos es
compleja debido a la posible disolucion de iones metalicos. La toxicidad puede ocasionarse
debido a las interacciones fisicas entre las nanoparticulas y las vias de transporte que poseen
las células vegetales, en donde se pueden inhibir el trafico apoplastico, debido a taponamientos
en los poros de la pared celular (Ma et al.,2010). Se demostré que el diametro de los poros de
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la pared celular puede cambiar dependiendo del tamafio de las nanoparticulas, cabe resaltar
para que la toxicidad sea observable se necesita que la concentracién de nanoparticulas
sobrepase el umbral de toxicidad, el mismo que va a depender de manera directa del cultivo
(Lee et al., 2008). Ademas, hay que considerar que es el tamafio de las particulas junto con el
area de superficie especifica los indicadores mas apropiados para detectar fitotoxicidad mas no
el grado de concentracion de las nanoparticulas (Barrena et al., 2009). Los rasgos fenotipicos
de plantas que presentan un efecto fitotéxico incluyen un crecimiento atrofiado, una biomasa
reducida, asi como una notoria deformidad de la cubierta de la raiz, estos cambios en la raiz se
corroboran con el trabajo expuesto por Lin y Xing (2008), en donde las puntas de las raices se

encogieron y las células epidérmicas, corticales colapsaron.
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CAPITULO IlI
MATERIALES Y METODOS
Ubicacién del lugar de investigacion
La presente investigacion se desarroll6 en las parcelas experimentales del laboratorio
de Fitopatologia, en la Hacienda el Prado perteneciente a la Carrera de Agropecuaria IASA-1 de
la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, provincia de Pichincha, canton Rumifiahui
parroquia San Fernando como se observa en la Fig 4. Se encuentra a una Latitud de 0°23°20”
S; longitud de 78°24°44” O; altitud de 2750 m.s.n.m., con una precipitacion anual que oscila los
800-1325 mm, ademas, posee de una temperatura media anual 14°C.
Figura 4

Vista satelital del lugar de estudio
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Cintas de color azul

Cintas de color amatrillo

Cintas de color verde

Atomizador

Fundas con cierre hermético

Rotulador permanente

Materiales de laboratorio y reactivos

Materiales de laboratorio

Micropipetas

Vasos de precipitacion
Tubos de precipitacion
Embudo de cristal
Papel filtro

Papel aluminio
Gradillas

Balon de destilacion
Crisol

Mortero

Tubos eppendorf

Celdas para espectrofotometria
Micro celdas para espectrofotometria

Envases estériles para muestras

Fundas de papel kraft

Reactivos

Reactivo Salkowsky

Acetona
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. Alcohol 96°

. Alcohol 70°

. PBS

. Acido Clorhidrico

. H2S04

. FeCI3 - 6H20 al (0,5 M)

. Acido indol acético (AIA)

. Pierce™ BCA Protein Assay Kit - Thermo Fisher Scientific
Equipos

. Fluorémetro de clorofila CCM-200 Clorophyl Content Meter (Opti-Science)
. Espectrofotémetro UV-Visible Thermo Scientific Evolution 260 Bio
. Espectrofotémetro UV/Visible para ELISA

. Espectrofotémetro de absorcién atébmica

. Balanzas

. Mufla

. Molinillo para café

. Molinillo para hojas

. Campana extractora de gases

. Estufa

. Microcetrifugadora Micromax 24x

. Ultracongelador

. Plancha

. Vortex
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Métodos
Parcelacion

Del area total del terreno se delimitaron parcelas cada una de 4x5m, dando un total de
12 parcelas, en cada una cinco surcos, distancia entre surcos de 0,80 m (Falconi, 2012).
Siembra

En cada surco se realizaron hoyos a una distancia de 0,5 m en donde se colocaron 3
semillas (Falconi, 2012).
Delimitacién de las parcelas experimentales

Del total de parcelas se las dividio por cada tratamiento y repeticion de manera aleatoria
contando con un total de 3 por cada tratamiento, luego de ello se realiz6 la rotulacion de cada
una como se observa en la Fig 5.
Figura 5

Delimitacién de parcelas

..‘:" ’ "‘ »-* -
g '/-“{ i) y«,’“ 2

Nota. utorl'a propia
Delimitacién de las plantas
De manera aleatoria se seleccionaron 10 plantas de cada unidad experimental mismas
gue se marcaron utilizando cintas plasticas de diferentes colores, en donde el color blanco
representd al tratamiento testigo, el azul al tratamiento con Fe- nanoparticulas, mientras que el
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verde fue el tratamiento con Zn- nanoparticulas, por Gltimo, para el tratamiento con Fe-NP+ Zn-
nanoparticulas se utilizé el amarillo, como se indica en la Tabla 5y Fig. 6.

Tabla 5

Delimitacién de las plantas

Tratamiento Color de la Cinta

Testigo Blanco
Fe-Nanoparticulas

Zn- Nanoparticulas

Fe + Zn - Nanoparticulas Amarillo

Nota. Autoria propia.
Figura 6

Delimitacién de plantas

Nota. Autoria propia.
Preparacion de nanoparticulas de Fey Zn
La formulacién de las nanoparticulas de Fe y de Zn se realizé en base a la metodologia
expuesta por Murgueitio et al. (2022), para la sintesis de nanoparticulas, fueron preparadas con

una concentracion de 80 ppm para cada mineral.
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Aplicacion de tratamientos

A las 10 plantas seleccionadas se aplicé en el follaje 20 ml de cada tratamiento de
nanoparticulas mediante un atomizador, se realizaron tres aplicaciones en diferentes estados
fenoldgicos del cultivo como se indica en la Tabla 6.y Fig.7
Tabla 6

Dias después de la siembra en los que se aplicaron los tratamientos

Etapa fenoldgica Dias después de la siembra
(dds)

Desarrollo 69 dds

Vegetativo 90 dds

Floracion 111 dds

Nota. Autoria propia
Figura 7

Aplicacion de tratamientos

Nota. Autoria propia.

50



Variables agronémicas

Las variables medidas en campo fueron el indice del contenido clorofila medido con
fluorometro, nimero total de vainas, nimero de semillas por vaina, porcentaje de semilla no
comercial y rendimiento.
indice del contenido de clorofila medido con fluorémetro de clorofila

Se lo realizé con la ayuda de un fluorometro CCM-200 Clorophyl Content Meter (Opti-
Science), mismo que fue calibrado previo a las lecturas de clorofila, se tomaron 10 hojas al azar
de cada planta marcada y se realizaron las mediciones, colocando el centro de la hoja en el
campo de lectura del equipo, revisando que cubra por completo, posteriormente se presiono
hasta que el equipo arrojé un solo sonido y un valor. Si el equipo presenté mas de un sonido, la
lectura fue descartada. Estas mediciones se realizaron después de cada aplicacion de
nanoparticulas.
Cuantificacion del namero total de vainas

Para este procedimiento se sumo el total de vainas en las ramas laterales junto con el
total de vainas centrales de las 10 plantas de cada unidad experimental, se utiliz6 la siguiente
formula:

Numero total de vainas = Vainas en el tallo principal + Vainas en ramas laterales

Cuantificacion del numero de semillas por vaina

Una vez contabilizadas las vainas de las 10 plantas, se abrieron para contabilizar el
namero de semillas por vaina, luego se calcul6 el promedio para obtener el nimero de semillas
por vaina (Falconi, 2012).
Porcentaje de semilla no comercial

Fue calculado en base a la metodologia descrita por Falconi (2012), una vez finalizado
el pesaje total de semillas de cada tratamiento y repeticion, se clasificaron las semillas
separando las dafiadas, pesadas y con los valores hallados se procedi6 a calcular el porcentaje
de semilla no comercial, utilizando la siguiente relacion:
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1009% -+« --v-e- Peso total de las semillas

XU eeeeeeen Peso total de las semillas dafiadas

Por lo tanto, se aplicé la siguiente formula:

Peso total de todas las semillas
100 - Peso total de las semillas dafiadas

x% =
Rendimiento
Fue calculado en base a la metodologia descrita por Falconi, (2012), una vez finalizado
el pesaje total y clasificacion de semillas de cada tratamiento y repeticidén se procedi6 a
extrapolar el rendimiento a Kg/Ha, utilizando las siguientes relaciones:
Para obtener el rendimiento de la parcela experimental:
Rendimiento peso gramos -+ -+ -+ - ------ 10 Plantas

Por lo tanto, se aplicé la siguiente formula:

o g 50 * Rendimiento peso gramos
Rendimiento (: =
Parcela exp 10
Para obtener el rendimiento a 1 Ha:
Rendimiento (W’W) ceeeeeeeeenee o0 0,02 Ha (dimension parcela exp)
Xeevooovieviiveiviiviivevvevee 1 Ha

Por lo tanto, se aplicé la siguiente féormula:

.. )
1 * Rendimiento (m) 1Kg

* (5a)
= *
Ha 0,02 1000 gramos

Variables fisiol6gicas

Las variables medidas en laboratorio fueron el contenido de clorofila, acido indol acético

en raices, a su vez niveles de Fe, Zn y proteinas en hojas y semillas.
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Recoleccion del material vegetal

Se tomaron las hojas de la planta de manera aleatoria de la parte superior, las mismas
fueron colectadas en bolsas de sello hermético oscuras, posteriormente fueron transportadas
hacia el ultra congelador de manera inmediata para su conservacion para los analisis
correspondientes.
Contenido de clorofila mediante espectrofotometria

Se pesaron 1 g de muestra de las hojas, se triturd y suspendié en un volumen de 5 ml
de acetona al 90% (v/v) como disolvente extractor de los pigmentos, posteriormente se agito y
se dejo en la oscuridad durante 24 h, posterior a ello se centrifugd a 14000 RPM durante 10
minutos, se extrajo el sobrenadante 0,5 mly se le afiadi6é 4,5 ml de acetona 80%. Las muestras
se midieron a una absorbancia de 663,2 y 646,8 nm, como blanco se utiliz6 el propio
disolvente. Para el analisis de clorofila a y clorofila b resultantes se utilizaron las férmulas
propuestas por Sumanta et al., (2014) :

Ch—a =12,25A¢e32 — 2,794646 8
Ch—b = 21,5 Ag46,8 — 5144632

Donde:

Ch —a = Clorofilaa

Ch —b = Clorofilab

Age32 = Valor de absorbancia medido a 663,2 nm

Agasg = Valor de absorbancia medido a 646,8 nm (Sumanta et al., 2014).
Contenido de &cido indol acético (AlA) en raices mediante espectrofotometria

Se tomaron muestras de las raices de cada tratamiento y repeticion, posteriormente se
prepar6 el reactivo Salkowski, asi: 25 ml de agua destilada,15 ml de H,SO,y,75 ml de FeCls -
6H,0 con una concentracion de 0,5 M, luego se realiz6 una curva estandar para su calibracion

para lo cual se prepar6 una solucibn madre que contenia acido 3-indol acético (AlA) con 5 mg /
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5 ml de acetona al 80%, para las soluciones estandar se trabaj6é con concentraciones de
0,5,10,15,20,30 pug/ml como se indica en la Tabla 7 (Abad,2021), posteriormente se construyo
la curva de calibracién de AIA midiendo la absorbancia a 530 nm usando un espectrofotometro
UV-Vis (Thermo Scientific Evolution 260 Bio), obteniendo un coeficiente de correlacion R?
=0,9994; con la ecuacion :

Y =0,015 + (0,030)C

Donde;
C = Contenido de AIA (ﬂ)
ml

Y = Absorbancia medida

Posteriormente, se procedi6 a la maceracion de las raices con acetona al 80% por 5
dias, luego se tom6 el sobrenadante de cada tubo y se adicioné 2ml del reactivo Salkowski en
cada uno de los tubos de las diluciones y se las dejo incubar durante 30 minutos, entonces se
colocé 1ml por cada tubo en las celdas para ser analizadas con el Espectrofotometro UV-
Visible a 530 nm, finalmente con la curva estandar se determind la concentracién de AIA
presente en las raices, ver Fig.8.
Figura 8

Preparacion de muestras para lectura de AlA

Nota. Autoria propia

54



Tabla7
Diluciones del &cido 3-indol acético

Solucion estandar Curva estandar
Volumen Solucioén Absorbancia Concentracion
solucion de de trabajo (nm) (ppm)
trabajo (ul) (uh)
1000 0 0 0
995 5 0,091 5
990 10 0,179 10
985 15 0,275 15
980 20 0,359 20
975 25 0,435 25
970 30 0,518 30

Nota. Autoria Propia

Niveles de Fey Zn en semillas de chocho
Preparacion de las muestras en fase solida

Para la preparacion de muestras previo a su analisis se seleccionaron aleatoriamente y
se pesaron granos de chocho de cada unidad experimental, entonces se los lavo con jabon pH
neutro y se las coloc6 en fundas de papel kraft para llevarlas a la estufa durante 24 horas. Una
vez secas las muestras con un molinillo para café se trituraron los granos hasta obtener un
polvo fino el cual se colocd en envases estériles para su conservacion. Luego se pesaron 3 gy
se coloco en un crisol, mismo que se llevé a la plancha de calentamiento a 400°C por 1 hora,
todo esto se realiz6 dentro de la campana extractora de gases, posteriormente se llevé a la

mufla por 4 horas, ver Fig 9; en este punto la muestra pasoé a la siguiente fase.
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Figura 9

Preparacion de las muestras en fase soélida

Nota. utorl'a propia.
Preparacion de las muestras en fase liquida

Una vez que las muestras salieron de la mufla se procedi6 a colocar el crisol en la
plancha de calentamiento en donde se afiadié 2 ml de agua destilada junto con 10 ml de 4cido
clorhidrico hasta que llegue a ebullicion (estar pendiente que no se evapore), posteriormente se
limpiaron balones de destilacién con alcohol al 96°, luego se colocé un embudo de cristal en
cada bal6n, en cada embudo se colocé papel filtro de 125mm y se colocaron las muestras en
donde se lavaron con agua destilada, se dejo filtrar, una vez finalizado el proceso se aforé con
agua destilada hasta 50 ml. Una vez finalizado se colocaron las muestras en frascos estériles,
ver Fig 10.
Figura 10

Preparacion de las muestras en liquida

Nota. Autoria propia.
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Analisis de las muestras

Para el andlisis de las muestras se diluy6 la soluciéon madre que contenia 50 ml a
concentraciones 1:10 y 1:100 utilizando micropipetas y agua destilada. Estas diluciones se
envasaron en frascos estériles y fueron enviadas al Centro de Nanociencia y Nanotecnologia
(CENCINAT) perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE” en donde se
analizaron por espectrometria de absorcion atomica, siguiendo los protocolos del CENCINAT,
ver Fig. 11.
Figura 11

Preparacion de diluciones

Nota. Autoria propia

Niveles de Fey Zn en hojas
Preparacion de las muestras en fase solida

Para la preparacion de muestras previo a su analisis se pesaron las muestras de hojas,
se lavé con jabén pH neutro y se colocé en fundas de papel kraft para llevarlas a la estufa
durante 24 horas. Una vez secas se trituraron con un molinillo para hojas hasta obtener un
polvo fino el cual se colocd en envases estériles para su conservacion, posterior a ello se

ocupé la metodologia indicada en la preparacion de la fase solida de las semillas ver Fig 9.
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Preparacion de las muestras en fase liquida

Se utilizé la misma metodologia indicada en la preparacion de la fase liquida de las
semillas ver Fig 10.
Analisis de las muestras

Fueron enviadas al Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT)
perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE” en donde se analizaron por
espectrometria de absorcion atobmica en donde se analizaron por espectrometria de absorcion
atomica, siguiendo los protocolos del CENCINAT ver Fig 11.
Contenido de proteina en semillas de chocho
Preparacion de las muestras

Se pesaron muestras aleatorias de granos, posterior a ello se los lavé con jab6n pH
neutro y se las coloc6 en fundas de papel kraft para llevarlas a la estufa durante 24 horas, una
vez secas las muestras se trituro los granos y tamizo hasta obtener un polvo fino, se pesé 1g
luego se agreg6 2 ml de PBS, posteriormente se extrae 2 mly se lo coloca en tubos eppendorf
de 2ml para llevarlos a la Centrifuga a 14000 RPM por 20 min hasta obtener el sobrenadante
del cual se extrajo 0,5 mly se aforo con 1,5ml de PBS, posterior a ello se aplicé el protocolo
descrito por Thermo Fisher Scientific (2020) para la deteccién de proteina (Pierce BCA Protein
Assay Kit-Thermo Fisher Scientific).
Cuantificacion de proteina

Las muestras se colocaron en micro celdas para su lectura en un espectrofotometro UV-
Vis para ELISA, se trabaj6 con una curva estandar de coeficiente de correlacion R?=0,9947;
con la ecuacion:

Y =0,0003X + 0,0130

Por lo tanto, para calcular el contenido de proteina (%) tenemos:

(ug de proteina extraida) __Y-0,0130

ml de extracto puro 0,0003
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Donde;

, . de proteina extraida
X = Contenido de proteina (ﬂg 4 )

ml de extracto puro

Y = Absorbancia medida

ug de proteina extraida

Este resultado se lo convierte a ( ) mediante la siguiente relacion:

mg de material seco

. [ug de proteina extraida ug de p.extraida 2 ml de PBS 1g
Protema( ) = ( ) * - *
1 g de material seco 1000mg

mg de material seco ml de extracto puro
Contenido de proteina en la Hoja
Preparacion de las muestras

Con las muestras colectadas previamente y ultra congeladas a -80 °C en el crio
conservador se procedidé a su maceracién ayudado por nitrégeno liquido hasta obtener un polvo
fino de donde se pesé 1 g de material vegetal, luego se agregd 2 ml de PBS, posteriormente se
extrae todo y se lo coloca en tubos eppendorf de 2ml para llevarlos a la Centrifuga a 14000
RPM por 20 min hasta obtener el sobrenadante del cual se extrajo 0,5 ml y se aforo con 1,5ml
de PBS, posterior a ello se aplico el protocolo descrito por Thermo Fisher Scientific (2020) para
la deteccién de proteina (Pierce BCA Protein Assay Kit-Thermo Fisher Scientific).
Cuantificacion de proteina

Las muestras se colocaron en micro celdas para su lectura en un espectrofotometro UV-

Vis para ELISA, se trabaj6 con la curva estandar descrita en la cuantificacion de proteina en

g de proteina extraida

semilla, el resultado obtenido se lo trasformo a (“ ) mediante la siguiente

mg de material seco

relacion:

i ug de proteina extraida ug de p.extraida 2 ml de PBS 1g
Protema( ) = ( ) * _ *
1 g de material seco 1000mg

mg de material seco ml de extracto puro
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Disefio experimental
Tipo de disefio experimental

Se establecié un disefio completamente al azar (DCA), el mismo que consta de 4
tratamientos con 3 repeticiones dando un total de 12 unidades experimentales.
Unidad experimental

Las unidades experimentales constan de las siguientes caracteristicas (Tabla 8):
Tabla 8

Caracteristicas de las unidades experimentales

Parametro Cantidad
Numero de unidades experimentales 12
Forma de la unidad experimental Rectangular
Largo 5m
Ancho 4m
Numero de semillas por hoyo 3
Distancia entre plantas 0,5m
Distancia entre surcos 0,80 m
Area de las unidades experimentales 20 m?
Area total del ensayo 240 m?

Nota. Autoria propia

Unidad muestral
Muestra (n)
Se tomaron 10 plantas de manera aleatoria de cada unidad experimental, las cuales

fueron marcadas con cintas de diversos colores.
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Poblacion (N)

Debido a que se tuvo 10 plantas por cada tratamiento y fueron 4 tratamientos,3

repeticiones, contamos con una poblacion de 120 plantas para toda la investigacion.

Factores y tratamientos

Se establecieron cuatro tratamientos mismos que se denominaron TO, T1, T2, T3 en

donde cada uno de ellos constaba de 3 repeticiones (Tabla 9).

Tabla 9

Distribucién de tratamientos

. - Concentracion Dosis de
Tratamiento Fertilizante . .
(ppm) aplicacion (ml)
Testigo (TO) Ninguno 0 0
Tratamiento 1 (T1) Fe-Nanoparticulas 80 20
Tratamiento 2 (T2)  Zn- Nanoparticulas 80 20
: Fe + Zn-
Tratamiento 3 (T3) eran 80 20

Nanoparticulas

Nota. Autoria propia

Por otra parte, en cuanto a las variables dependientes fueron de diferentes tipos como

cuantitativas, continuas y discretas (Tabla 10).

Tabla 10

Tipo y caracteristicas de las variables

Variable

Tipo

Cuantificacion de proteina en hoja
Cuantificacion de AIA

Cuantificacion de niveles de Fe y Zn en hoja
Cuantificacion de clorofila por espectrofotometria

Porcentaje de semilla no comercial

Cuantitativa continua de razén

Cuantitativa continua de razén

Cuantitativa continua de razén

Cuantitativa continua de razén

Cuantitativa continua de razén
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Variable Tipo

Numero de semillas por vaina Cuantitativa discreta
Numero total de vainas en el tallo central y laterales Cuantitativa discreta
indice del contenido de clorofila Cuantitativa continua de razén
Niveles de Fe y Zn en grano Cuantitativa continua de razén
Porcentaje de N en semilla Cuantitativa continua de razén
Contenido de proteina en Semilla Cuantitativa continua de razén

Nota. Autoria propia.

Analisis estadistico

Las variables seran analizadas mediante el modelo matematico:

Yij=p+Fi +e

Donde:
i = # de tratamientos; j = # de repeticiones
Y;j = Variable de respuesta
u = Media general de la variable
F; = Efecto deli — ésima fertilizacion
e;j = Error experimental
Anélisis funcional

Las variables se analizaran mediante estadistica descriptiva (desviacion estandar,
media, y coeficiente de variacién) con el fin de determinar el efecto de la aplicacion periddica de
fertilizantes con nanoparticulas de Fe y Zn sobre las variables dependientes. Se realiz6 un
ANOVA para un DCA. Los supuestos del ANOVA fueron evaluados a través de la prueba de
comparacion de Tukey al 5% para las variables agronémicas, mientras que para las variables

fisiologicas se lo realiz6 mediante la prueba de comparacion de Duncan al 5%.
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Croquis experimental

El disefio del croquis experimental se realizé en base a un modelo DCA 3x4 como se

indica en la Fig.12.
Figura 12

Croquis experimental

T3R3

T3R2

TOR3

TOR2

T3R1

TOR1

Nota. Autoria propia
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Variables Agronémicas
indice del contenido de clorofila medido con fluorémetro de clorofila

Fue analizado en tres diferentes etapas: la primera a los 76 dds en donde el mejor
tratamiento fue el T2 ya que se mostro diferencias significativas con respecto al T3 el cual
presento la media més baja con 44,75 CCI, por otra lado a los 97 dds el T2 present6
diferencias significativas con una media de 54,57 CCI con respecto al resto de tratamientos, la
Ultima etapa fue analizada a los 118 dds en donde el T2 mostro diferencias significativas con
respecto al resto de tratamientos con una media de 48,53 CCI como lo demuestra la tabla.11
Tabla 11
Efecto de nanoparticulas de Fe y Zn sobre el indice del contenido de clorofila en medido con un

fluorémetro (CCI)

Tratamiento 76 dds 97 dds 118 dds
(ccn (ccn (CCl)
Zn-Nanoparticulas
54,09 + 6,23 A 54,67 + 10,61 A 48,53+9,97 A

(T2)

Fe- Nanoparticulas

(1) 51,14 +5,73AB 49,50+8,12 B 4398+9,78 B

Testigo (TO) 48,06 +10,01 BC 4838+6,30 B 4294+955 B

Fe+Zn-
44,75 + 6,48 C 4537+6,36 B 40,71+453 B
Nanoparticulas (T3)

Nota. Columnas con una letra comdn no son significativamente diferentes de acuerdo a

Duncan P<0.05; promedio + Desviacion estandar, Unidades (CClI)

Los resultados obtenidos concuerdan con diferentes investigaciones en diversos

cultivos como el expresado por Bala et al. (2019), en plantas de arroz, o el trabajo realizado por
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Hussain et al. (2021), en plantas de trigo, donde presentan cambios significativos en la cantidad
de clorofila por efecto de la aplicacién de nanoparticulas siempre y cuando la concentracion de
nanoparticulas no sea elevada, de lo contrario no se encontraron diferencias significativas con
respecto al testigo. Esta relacion directa entre la concentracion y la mejora productiva, también
lo expresa Mahajan et al. (2011), en fréjol mungo (Vigna radiata), asi como Rui et al. (2016) en
el cultivo de mani en donde muestra diferencias significativas con respecto al testigo bajo la
aplicacion de Fe-nanoparticulas con una concentracion de 2,10 y 100 ppm, por lo expuesto en
la presente investigacion nuestros datos sugieren que la aplicacion nanoparticulas mejora de
manera directa el contenido de clorofila en la planta.
Cuantificacion del numero total de vainas en el tallo principal y ramas laterales

El nimero total de vainas en el tallo y ramas laterales present6 diferencias significativas
entre el T2 y T1 con respecto al resto de tratamientos con medias de 23,59 y 23,41 vainas por
planta, respectivamente (Tabla 12).
Cuantificaciéon del namero de semillas por vaina

El nimero de semillas por vainas no presenté diferencias significativas, entre los
tratamientos como lo indica la tabla 12.
Porcentaje de semilla no comercial

El porcentaje de semilla no comercial presenté diferencias significativas entre el testigo
(TO) que presentd la media mas alta con 13,01% con respecto a todos los tratamientos,
ademas T1 presento los valores mas bajos con una media de 9,17% por lo que es el mejor
tratamiento en comparacién a los demas como lo indica la tabla 12.
Rendimiento

El rendimiento presenté diferencias significativas entre el T2 y T1 con respecto al resto
de tratamientos con una media de 651,21 kg/ha y 640,09 kg/ha, cabe resaltar que T3 presentd

los valores mas bajos con una media de 534,35 kg/ha por lo que es el tratamiento con el
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rendimiento mas bajo, aunque no presenta diferencias significativas con respecto a TO, si lo
hace con el resto de tratamientos, como lo indica la tabla 12.

En la tabla.12 se agrupan los resultados presentados sobre las diferentes variables
medidas en campo en plantas de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415)
Tabla 12

Efecto de nano particulas de Hierro y Zinc sobre las diferentes variables agronémicas

. Ndmero total Numero de % Semilla no L
Tratamiento . semillas por . Rendimiento
de vainas . comercial
vaina
Testigo (TO) 19,52+051B 4,44+034A 13,01+0,71 A 546,91+12,29B

Fe-

2341+050A 450+025A 9,17+0,44 C 640,09+32,31A
Nanoparticulas(T1)

Zn-
2359+050 A 452+0,24A 1043+0,49B 651,21+14,08A
Nanoparticulas(T2)

Fe+Zn-
i 19,30£0,47B 450+0,25A 11,44+x055B 53455+1257B
Nanoparticulas (T3)

Nota. Columnas con una letra comin no son significativamente diferentes entre tratamiento de

acuerdo a Tukey P<0,05; promedio + Desviacion estandar

Los resultados muestran que T2 y T1 obtuvieron diferencias significativas para el
namero total de vainas principales y laterales con una media de 23,59 y 23,41 vainas por planta
respectivamente, estos resultados, se asemejan a los encontrados por Guaytarilla y Falconi,
(2014), quienes mencionan que el genotipo F3 (ECU 2658 x ECU 8415) presenta como
caracteristica productiva una media de 24,15 vainas totales. En cuanto al nimero de semillas
por vaina, esta variable no presenté diferencias significativas entre los distintos tratamientos,
sin embargo, cabe resaltar que si bien no muestra diferencias significativas los valores de las
medias reflejados son similares a las presentadas por Erazo (2021). Por otra parte, en el
porcentaje de semilla no comercial, TO es el tratamiento que obtuvo el valor de la media méas
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alta por lo que genera una mayor pérdida para el productor, esto corrobora lo expuesto por
Erazo (2021), en donde las plantas dosificadas con nanoparticulas presentan valores de
pérdida por semillas no comerciales menores al testigo, por lo que se demuestra el beneficio
gue tiene la aplicacion foliar de nanoparticulas en la produccion de los cultivos. Por ultimo, el
rendimiento muestra diferencias significativas presentando un aumento para T2 de 19% y T1
con un 17% con respecto al testigo, esto corrobora lo respuestas encontradas en diferentes
investigaciones bajo la aplicacion foliar de nanoparticulas en diversos cultivos como el
expresado por Itroutwar et al. (2020) sobre el rendimiento en el cultivo de arroz, por Sheoran et
al., (2021) en el cultivo de trigo, o por Tondey et al., (2021), en el cultivo de maiz donde se
demuestra una mejora sustancial en el rendimiento debido a la aplicacion de nanoparticulas,
sin embargo, la tolerancia hacia la concentracion y compaosicién de las nanoparticulas se
encuentra estrechamente relacionada con el cultivo al cual se las aplica. Por ejemplo Samart y
Chutipaijit, (2019), en el cultivo de arroz utilizaron ZnO- nanoparticulas con rangos de
concentraciones que oscilaron entre los 200-800 ppm, mostrando que los mejores resultados
se logran con dosis de 200 ppm, pero se reduce su eficacia a medida que la concentracion
aumenta. Otro ejemplo se muestra con la aplicacion de nanoparticulas combinadas en el
trabajo de Erazo (2021) ,en el cultivo de chocho en donde sugiere que bajo la aplicacién de
nanoparticulas Fe+Zn combinados a una concentracién de 50 ppm existe mejoras significativas
con respecto al testigo, no obstante, mientras mayor sea la concentracion los valores de las
variables antes mencionadas disminuyen paulatinamente hasta no presentar diferencias
significativas entre tratamiento y testigo. Estas evidencias corroboran los hallazgos en las
variables analizadas en la presente investigacion con el tratamiento de nanoparticulas
combinadas Fe+Zn 80 ppm en donde no se presenta diferencias significativas con respecto al
testigo; no obstante cuando la aplicacion de las nanoparticulas es por separado su rango de
tolerancia incrementa como se demuestra en estudios realizados por Tariq, (2020), donde se
encuentran diferencias significativas con una concentracién de 100 ppm causando un efecto
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positivo en las plantas de Lupinus albus en comparacién con el testigo. Esto confirma lo
encontrado en el presente estudio en donde los mejores tratamientos se encuentran bajo la
aplicaciéon de nanoparticulas por separado siempre y cuando no se incremente de manera
exagerada la concentracion.
Variables fisiol6gicas
Contenido de clorofila mediante espectrofotometria

El contenido de clorofila medido mediante espectrofotometria presento diferencias
significativas entre nanoparticulas de Zn (T2) con una media de 19,47 pg/ml con respecto al
resto de tratamientos, por otra parte, entre TO, T1, y T3 no presentan diferencias significativas
entre ellos como lo demuestra la tabla.15 y Fig. 13.
Figura 13

Efecto de nano particulas de Hierro y Zinc en el contenido de clorofila (ug/ml)

21,62

19,46

17,304

CLOROFILATOTAL ug/ml

1514y T

12,98 T T T T 1
TO T T2 T3

TRATAMIENTO

Nota. Se expresa contenido de clorofila mediante
espectrofotometria por tratamiento junto con la

desviacion estandar
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Contenido de auxinas en raices mediante espectrofotometria

El contenido de auxinas en raices todos los tratamientos presentaron diferencias
significativas con respecto al testigo el cual tuvo la media mas baja con 0,30 pg/ml; los mejores
tratamientos fueron Zn-Nanoparticulas(T2) con una media de 0,64 pg/mly Fe-
Nanoparticulas(T1) con 0,63 pg/ml por lo que no hubo diferencias significativas entre ambos,
pero si la hubo con respecto a TO como lo demuestra la tabla.15 y Fig.14.
Figura 14

Efecto de nano particulas de Fe y Zn sobre el contenido de auxinas en raices (pg/ml)

0,75+
0,62 —
E
S 0,504
<
=T
0,37
0,24 - r r -
ToO T T2 T3

Tratamiento

Nota. Se expresa contenido de auxinas por

tratamiento junto con la desviacién estandar

Niveles de Zn en hojas

El contenido de Zn en las hojas no present6 diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos como lo indica la tabla.15. Sin embargo, a pesar de no existir una
diferencia significativa ya que los datos se ajustan a una normalidad mediante los intervalos de
confianza calculados se selecciond el tratamiento que presenta los valores de los limites inferior
y superior mas altos como se indica en la tabla 13 , a su vez en la Fig.15 se observa el

contenido de zinc en las hojas distintos tratamientos junto con la desviacién estandar de cada
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uno, en donde se puede indicar que pese a no existir una diferencia significativa T2 presenta
una media mas alta en comparacion con los otros tratamientos convirtiéndola en el mejor
tratamiento.

Tabla 13

Intervalos de confianza del efecto de nano particulas de Fe y Zn sobre el contenido de Zn en

hojas
Tratamiento Limite inferior  Limite superior
Testigo (TO) 29,96 30,14
Fe-Nanoparticulas(T1) 30,16 33,02
Zn-Nanoparticulas(T2) 30,94 33,32
Fe+Zn-Nanoparticulas (T3) 27,08 32,94
Nota: Los limites superior e inferior fueron calculados en base a la ley
normal estandar (Z); con un intervalo de confianza de 95%
Figura 15

Efecto de nano particulas de Hierro y Zinc sobre el nivel de Zn en hojas (mg/kg)

3347
31,894
=]
=
E 30,30
c
~N
28,724
2714 y . ; :
TO T T2 T3
Tratamiento

Nota. Se expresa el nivel de Zn en hojas por

tratamiento junto con la desviacién estandar
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Niveles de Fe en hojas

El contenido de Fe en las hojas de plantas de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

presenté diferencias significativas entre los diferentes tratamientos Fe-Nanoparticulas (T1), Zn-

Nanoparticulas (T2) y Fe+Zn-Nanoparticulas (T3) en comparacién con el testigo (TO) que

presenta la media mas baja con 112,35 mg/kg como lo demuestra la tabla.15. A su vez en la

Fig.16 se observa el contenido de zinc presente en las hojas distintos tratamientos junto con la

desviacion estandar de cada uno de ellos , en donde se puede indicar que pese a no existir una

diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, es T2 el que presenta una media mas

alta en comparacioén con los otros tratamientos.

Figura 16

Efecto de nano particulas de Hierro y Zinc sobre el nivel de Fe en hojas (mg/kg)

138,974

130,46

121,944

Fe (ma/kq)

113,43

104,92 J l

T0

Nota. Se expresa el nivel de Fe en hojas por

tratamiento junto con la desviacién estandar

Contenido de proteina en la Hoja

™ T2
Tratamiento

T3

El contenido de proteina en las hojas de plantas de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415)

no presentd diferencias significativas entre los tratamientos Fe-Nanoparticulas(T1) y Zn-
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Nanoparticulas(T2), sin embargo, ambos presentan diferencias significativas con respecto al
resto de tratamientos; por otra parte, Fe+Zn-Nanoparticulas(T3) presenta los valores mas bajos
en el cuanto al contenido de proteina debido a ello presenta diferencias significativas con
respecto a todos los tratamientos tal y como se indica en la tabla 15. y Fig.17

Figura 17

Efecto de nano particulas de Fe y Zn sobre el nivel de proteina en hojas (ug/mg)

11,96

10,924

9,88

Proteina mg/mg

8,844

?,80 T T T T 1
TO T1 T2 T3

Tratamiento

Nota. Se expresa la cantidad de proteina en hojas por

tratamiento junto con la desviacién estandar

Niveles de Zn en semillas de chocho

El contenido de Zn en las semillas de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415) present6
diferencias significativas entre el testigo (TO) con respecto al resto de tratamientos, con un
contenido de 31,61 mg/kg de Zn por otro lado hay que resaltar que entre tratamientos no

existen diferencias significativas entre ellos tal como lo demuestra la tabla.15 y Fig. 18.
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Figura 18

Efecto de nano particulas de Hierro y Zinc sobre el nivel de Zinc en semillas (mg/kg)

33,864

32,074

30,294

Zn (ma/kg)

28,514

26,73

T T 1

T0 T T2 T3
Tratamiento

Nota. Se expresa la cantidad de Zinc en semillas por

tratamiento junto con la desviacién estandar

Niveles de Fe en semillas de chocho

El contenido de Fe en las semillas de chocho F3 (ECU 2658 x ECU 8415) no presentd
diferencias significativas entre Fe-Nanoparticulas (T1), Zn-Nanoparticulas(T2) y el testigo (TO),
por otra parte, para Fe+Zn-Nanoparticulas (T3) se presenté el menor contenido de Fe con un
valor de 39,37 mg/ kg como lo demuestra la tabla.15, a su vez en la Fig. 19. se observa el nivel
de Fe en semillas F3 (ECU 2658 x ECU 8415) junto con la desviacién estandar, la cual nos
permite observar que, si bien no existen diferencias significativas, T1 presenta el valor con la

media mas alta.
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Figura 19

Efecto de nano particulas de Hierro y Zinc sobre el nivel de Hierro en semillas (mg/kg)

59,724
53,714
=)
o
£ 47,69
@
L
41,671 -1
35.66 T T T T 1
T0 T T2 T3
Tratamiento

Nota. Se expresa la cantidad de Fe en semillas por

tratamiento junto con la desviacién estandar

Contenido de proteina en semillas de chocho

El contenido de proteina en las semillas de chocho no presento diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos como lo indica la tabla.15 Sin embargo, a pesar de no existir
una diferencia significativa ya que los datos se ajustan a una normalidad mediante los
intervalos de confianza calculados se seleccioné el tratamiento que presenta los valores mas
altos como se indica en la tabla 14, ademas en Fig.20 se observa el contenido de proteina de
en las semillas de los distintos tratamientos junto con la desviacién estandar , es por lo antes
expuesto y pese a no existir diferencias significativas que se puede indicar que el mejor
tratamiento es el de nanoparticulas de Fe(T1) con una media de 41,32 mg de proteina extraida

/ mg de material vegetal seco.
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Tabla 14

Intervalos de confianza del efecto de nano particulas de Fe y Zn sobre el contenido de proteina

en semillas.
Tratamiento Limite inferior Limite superior
Testigo (TO) 26,17 42,15
Fe-Nanoparticulas(T1) 36,02 46,63
Zn-Nanoparticulas(T2) 33,78 42,71
Fe+Zn-Nanopatrticulas (T3) 30,51 48,89

Nota. Los limites superior e inferior fueron calculados en base a la ley
normal estandar (Z); con un intervalo de confianza de 95%

Figura 20
Efecto de nano particulas de Hierro y Zinc sobre el contenido de proteina en

semillas (ug de proteina extraida / mg de material vegetal seco.)
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Nota. Se expresa la cantidad de proteina por

tratamiento junto con la desviacién estandar
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En la tabla.15 se agrupan los resultados presentados sobre las diferentes variables
fisiologicas.
Tabla 15

Resumen del efecto de nano particulas de Fe y Zn sobre las diferentes variables fisiologicas

Fe- n- Fe+Zn-
Variables Testigo (TO) Nanoparticulas Nanoparticulas Nanoparticulas
(T1) (T2) (T3)

CcC

14,14+ 0,77 B 14,75+ 1,07 B 19,47 +1,76 A 14,90 + 0,69 B
(ng/ml)
AlA

0,30+0,03C 0,63+0,08 A 0,64 +0,03 A 0,56 +0,07 B
(ng/ml)
ZnHoR 5054008 A  31,59+126A 3213+105A  30,01+259 A
(mg/kg)
FeHoa 1 0686+040B 121,724298A 127.44+998A 121,98 +4,01 A
(mg/kg)
Proteina
Hoja 10,15+ 1,00 B 11,06 £+ 0,72 A 11,13+ 0,35 A 8,48 +0,49 C
(ug / mg)
Zn
Semilla 31,61+1,92 A 28,43 +0,76 B 28,29 +0,06 B 27,11+0,38B
(mg/kg)
Fe
Semilla 50,21 +0,11 A 53,92+4,71 A 53,64 +4,26 A 39,37 +£2,62B
(mg/kg)
Proteina
Semilla 34,16+ 9,99 A 41,32 + 6,63 A 38,24+558 A 39,70+11,48 A
(ug / mg)

Nota. Filas con una letra comun no son significativamente diferentes entre tratamientos
de acuerdo a Duncan P<0.05; promedio + Desviacién estandar; donde: CC: Contenido

de clorofila; AlA: Contenido de Auxinas



Los resultados obtenidos para el contenido de clorofila demuestran que la aplicacion
foliar de Zn-Nanoparticulas(T2) es el mejor tratamiento ya que incrementa en un 37,69% con
respecto al testigo, esto corrobora lo expuesto por Tondey et al.(2021) en el cultivo de maiz en
donde se aplica ZnO- nanoparticulas con una concentracion de 40 ppm encontrando
diferencias significativas con respecto al testigo, este aumento en la cantidad de clorofila esta
directamente relacionado con la particula de Zn como lo expresa Ahmed et al., (2020) en donde
se demuestra la interaccion directa que tiene el Zn con la clorofila a, b y por lo tanto con la
clorofila total en plantas de arroz, de la misma manera Murgueitio et al. (2022), menciona que
las nanoparticulas interactian de manera directa con los cloroplastos de la planta por ende
esto repercute en el contenido de clorofila presente en la planta.

Por otro lado para el contenido de AlA se tiene una diferencia significativa con respecto
al testigo bajo la aplicacion de nanoparticulas, dicha relacién esta directamente relacionada con
las funciones de las moléculas como catalizadores en la sintesis de AlA tal como lo expresa
Castillo et al. (2018) ,para el caso del Zn , de manera similar para el caso de Fe en donde
acorde a lo sefialado por Kamnev et al. (2001) , es primordial para la transformacion enziméatica
del &cido antranilico, el mismo que es un catalizador esencial en la biosintesis de L-tript6fano el
cual es el precursor metabdlico del AlA.

En cuanto al contenido de proteina en hojas se encontraron diferencias significativas
con la aplicacion de nanoparticulas con respecto al testigo lo que corrobora lo expuesto por
Tarig (2020), para el cultivo de chocho en donde menciona que bajo la aplicacion de 20,40 y 60
ppm la cantidad de proteina en los brotes disminuye, por lo que se puede indicar que la
aplicacién de nanoparticulas de manera individual a la concentracién de 80 ppm genera
cambios en la cantidad de proteina , sin embargo, esta cantidad de proteina no se ve reflejada
en la cantidad expresada en el grano, no obstante , a pesar de no existir una diferencia
significativa y debido a que los resultados se ajustan a una normalidad mediante los intervalos
de confianza calculados se seleccioné el tratamiento que presenta los valores més altos como
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se indica en la tabla.14 . Por lo que se puede determinar que el mejor tratamiento es el de
nanoparticulas de Fe(T1) con una media de 41,32 ug de proteina extraida / mg de material
vegetal seco de esta manera se corrobora lo encontrado por Gomaa et al., (2018), en donde la
aplicacion foliar de nanoparticulas logré una mejora significativa sobre el contenido de proteina
en plantas de trigo de distintos cultivares, ademas es importante sefialar que esta mejora se da
con el uso de cantidades minimas no obstante se recalca que un adecuado suministro
repercute de manera positiva en la fisiologia celular, lo cual se ve reflejado en rendimiento lo
gue concuerda con la mejora en el rendimiento expuesta en el presente trabajo.

Para la cantidad de Fe presente en la hoja, presento diferencias significativas bajo la
aplicacion de nanoparticulas con respecto al testigo, esto corrobora lo encontrado por Rui et al.,
(2016), en donde menciona que el contenido de Fe en los brotes en el cultivo de mani (Arachis
hipogaea), incrementa con respecto al testigo, en donde los mejores resultados se los obtuvo
con una concentracion de 10 y 250 ppm, de manera similar Li et al., (2021), menciona que
existe un incremento en el tamafio de la hoja de las plantas de arroz bajo la aplicacion de
nanoparticulas de Fe en donde el mejor tratamiento es a 50 ppm, y entre mayor concentracion
menor cambio existe; no obstante, acorde a Rui et al., (2016),las nanoparticulas basadas en
metales tienden acumularse en los tejidos y bio transformarse, esto gracias a que pueden
penetrar en las células vegetales, a su vez les concede la capacidad de translocar el contenido
acumulado hacia las raiz y viceversa, por otro lado debido a la plasticidad que las plantas
poseen, su morfologia puede sufrir diversos cambios bajo condiciones naturales. Li et al.,
(2021).

Barker et al., (2015), menciona que el contenido de Fe dentro las plantas varia en un
amplio rango, en donde para leguminosas como la soya (Glycine max) y el fréjol (Phaseolus
vulgaris) en donde se puede tener un rango de 25-300 ppm, por lo antes mencionado se
corrobora que los resultados obtenidos bajo la aplicacion de nanoparticulas se encuentran en
un rango normal para las leguminosas estando entre 121,72- 127,44 ppm, presentando una
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mejora significativa con respecto al testigo en donde el tratamiento con la media mas alta
127,44 ppm presenta un incremento del 19% en el contenido de Fe con respecto al testigo, no
obstante, Barker et al., (2015), expresa que las concentraciones de Fe en las semillas son
menores que en hojas en concentraciones que oscilan entre 50 y poco mas de 100 ppm de Fe,
esto corrobora que la cantidad de Fe encontrada en la semilla esta dentro del rango normal
para la semilla, sin embargo, estos valores que si bien no presentan una diferencia significativa
con respecto al testigo si lo hacen con respecto al tratamiento de nanoparticulas combinadas
Fe+Zn , esta disminucion en el contenido de hierro puede estar estrechamente relacionado con
la interaccion que presenta el Fe con respecto al Zn , esto corrobora lo expresado para Ram et
al., (2017) en donde menciona que el Fe y el Zn tienen una relacion antagonista cuando su
aplicacién es combinada esto se corrobora con los valores expresados en el presente estudio.

Para el caso de los niveles de Zn en la hoja, no se present6 diferencias significativas
con respecto al testigo, sin embargo, los valores presentados estan dentro del margen
establecido para cultivos de leguminosas lo que corrobora lo expresado por Barker et al.,
(2015), para los cultivos de soya (Glycine max) y fréjol (Phaseolus vulgaris) en donde se puede
tener un rango de 20-75 ppm en los tejidos de las plantas, no obstante, el resultado obtenido en
la presente investigacién a pesar de no existir una diferencia significativa ya que los datos se
ajustan a una normalidad mediante los intervalos de confianza calculados en la tabla 13. A la
par ayudado de la Fig.15 se puede indicar que pese a no existir una diferencia significativa T2
presenta una media mas alta en comparacion con los otros tratamientos convirtiéndola en el
mejor tratamiento, esto afirma los resultados obtenidos en diferentes investigaciones realizadas
en diversos cultivos como el que obtuvo Bala et al., (2019), para el cultivo de arroz en donde
bajo la aplicacion de ZnO-nanoparticulas con una concentracion de 500,1000 y 50000 ppm se
obtuvo una mejora en la cantidad de Zn en los brotes de las plantas, en donde el mejor
resultado se presenta a los 500 ppm; de manera similar Hussain et al., (2018) en el cultivo de
trigo todos los brotes de los tratamientos bajo la aplicacion foliar de ZnO-nanoparticulas a
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concentraciones de 50,100,200 ppm presentaron diferencias significativas con respecto al
testigo, a su vez Rizwan et al., (2019), presenta mejoras significativas de la cantidad de Zn en
los brotes de maiz bajo la aplicacién de ZnO-nanoparticulas a concentraciones de 50,100,200
ppm. Ademas, hay que tener en cuenta lo mencionado por Sun et al., (2020) ,para el Zn
absorbido a través de las hojas ya que sefiala que este se acumularia principalmente en el
tejido debido a un movimiento a través del haz vascular ;esta acumulacién no necesariamente
se translocara hacia la semilla, lo que sugiere que las ZnO-nanopatrticulas no aumentan la
concentracion de Zn en el grano de manera directa, sino que se translocan hacia el grano a
través del haz vascular de manera paulatina, lo que provoca que no necesariamente todo el Zn
acumulado sea translocado hacia la semilla, lo presentado anteriormente corrobora lo
encontrado en el presente trabajo en donde si bien en los tejidos de hojas se tiene altos
niveles, los mismos no se ven reflejados en la semilla. Por dltimo los resultados en el caso de
los niveles de Zn en semilla, refutan lo encontrado por Erazo (2021), para el nivel de Zn en la
semilla de chocho en donde en todos los tratamientos bajo nanoparticulas presentan
diferencias significativas con respecto al tratamiento, si bien los niveles de Zn tanto en hoja
como en semillas no presentan diferencias significativas con respecto al testigo , estos
resultados no descartan la habilidad que poseen las nanoparticulas en la mejora productiva ya
gue en las otras variables antes analizadas, su aplicacion ejerce una mejora directa en

comparacion con el testigo.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La aplicacion de nanoparticulas en plantas de chocho repercute de manera directa
sobre la fisiologia del cultivo y por ende sobre su crecimiento y rendimiento, sin
embargo, no lo hace en la calidad de grano.

Las diferentes variables analizadas en el crecimiento de la planta, demuestran un efecto
positivo bajo la aplicacién de nanoparticulas repercutiendo directamente hacia una
mejora productiva en el cultivo de chocho.

Los tratamientos con nanoparticulas tuvieron repercusiones sobre el rendimiento de la
planta de chocho donde se encontr6 diferencias significativas, sin embargo, bajo la
aplicacién de nanoparticulas de Fe+Zn combinados disminuye el rendimiento por efecto
de una fitotoxicidad.

La calidad de grano de chocho no presenta cambios a pesar de ello estos resultados no
descartan la habilidad que poseen las nanoparticulas en la mejora productiva ya que en
las otras variables analizadas sufrieron una mejora directa en comparacion con el

testigo.

Recomendaciones

Realizar un analisis de suelo previo al establecimiento del cultivo y posterior al mismo
para determinar los niveles de Fe y Zn a la par efectuar un analisis de los niveles de Fe
y Zn contenidos en las hojas.

Para determinar el limite en la concentracién tolerable de la planta se recomienda
realizar diferentes estudios con una concentracién mayor a 80 ppm siempre y cuando la

aplicacion de nanoparticulas sea de manera individual.
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Si la aplicacion de nanoparticulas se realizara de manera conjunta es recomendable
usar una dosificacién menor a 80 ppm.
En busca de incrementar las concentraciones de Fe, Zn y proteina en el grano se

recomienda realizar més de 3 aplicaciones de nanoparticulas en el cultivo.
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