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RESUMEN

El objetivo del trabajo de investigacion fue comparar el efecto que tienen diferentes fuentes de
zinc (Zn); sulfato de zinc (ZnSOs4), nanoparticulas de oxido de zinc (NPsZnO) y nanoparticulas
orgénicas de zinc sintetizadas con extractos de moringa (BNPsZnQ) en parametros agronémicos
y fisioldgicos de plantas de acelga. Los fertilizantes a base de Zn fueron utilizados para
modificar suelo arcilloso, a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg de Zn/kg de suelo,
doénde se cultivaron plantas de acelga por 45 dias. Durante el desarrollo del estudio, se
contabilizo el peso de hoja (PHO), nimero de hojas (NHO), ancho de la hoja (AHO), largo de
la hoja (LHO), longitud de raiz (LR), peso seco de raiz (PSR) y area foliar (AF). La cosecha se
realizd 45 dias despues de la siembra, la acumulacion de materia seca se utilizé para analisis
elemental (datos no presentados) y acumulacion de pigmentos fotosintéticos. Los resultados
indican todas que todas las fuentes de Zn impactaron el crecimiento de las hojas y el desarrollo
de la raiz, pero las mejores respuestas se observaron con NPsZnO y BNPsZnO. Ademas, se
modificd la concentracion de clorofilas, las mejores respuestas se identificaron con NPsZnO y
BNPsZnO a 200 y 300 mg de Zn/kg de suelo.

Palabras clave: Nanofertilizantes, Beta vulgaris, respuestas fisiologicas, parametros

agronémicos, Zinc



1. INTRODUCCION

El impacto de la exposicion de nanofertilizantes a base de Zn en plantas terrestres, ha llamado
la atencidn en los ultimos tiempos (Pullagurala et al., 2018). Lo anterior, debido a que la
nanotecnologia en la agricultura, ha mejorado los sistemas de produccion de cultivos con el uso
de nanoparticulas metalicas para la nutricion de plantas (Faizan et al., 2021). Este beneficio se
debe principalmente a una mayor eficiencia en el uso de nutrientes por parte de las plantas,
debido a su pequefio tamafio, mayor area de superficie y liberacién gradual del ingrediente
activo (Rawat et al., 2021).

Sin embargo, se han reportado hallazgos sobre efectos perjudiciales de NPsZnO en el
crecimiento de las plantas, y pocos estudios que han demostrado efectos beneficiosos (Tripathi
etal., 2017; Ruiz-Torres et al., 2021). Por ejemplo, la aplicacion de NPs ZnO a semillas de trigo
en baja concentracion (10m g/L) mejoro la absorcion de agua, lo que resulté en una actividad
mejorada de la enzima a-amilasa y el contenido de pigmentos fotosintéticos como la clorofila
a, clorofila b y el contenido total de clorofila (Rai-Kalal y Jajoo, 2021). Por el contrario, se han
documentado efectos toxicos de las NPs ZnO en diferentes especies, en plantas de Arabidopsis
thaliana, la aplicacién de NPsZnO afectd la biosintesis de clorofila y la eficiencia fotosintética
al inhibir la expresion de genes asociados a la sintesis de clorofila (Wang et al., 2016). Por lo
tanto, es imperativo averiguar el impacto que tienen los nanofertilizantes a base de Zn en varios

aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas.

El zinc (Zn) es uno de los micronutrientes esenciales y esta involucrado en muchos procesos
celulares, incluidos biosintesis de auxinas, la fotosintesis y la sintesis de proteinas (Khanm et
al., 2018), no obstante, la asimilacion de este micronutriente de dentro de los tejidos de la planta
depende la fuente de fertilizacion aplicada. En este estudio, se modificd suelo arcilloso con
diferentes fuentes de Zn (ZnSO4, NPs ZnO y BNPs ZnQ) a concentraciones de 0, 100, 200, 300,
400 y 500 mg de Zn/kg de suelo para determinar su impacto en el crecimiento de la planta y

acumulacién de pigmentos fotosinteticos.



1.1 HipOtesis

Ho: El suelo modificado con ZnSO4, NPs ZnO y BNPs ZnO a concentraciones de 0, 100, 200,
300, 400 y 500 mg de Zn/kg de suelo, tiene un impacto en parametros agrondmicos y

fisioldgicos (pigmentos fotosintéticos) en plantas de acelga (Beta vulgaris).

H1: El suelo modificado con ZnSO4, NPs ZnO y BNPs ZnO a concentraciones de 0, 100, 200,
300, 400 y 500 mg de Zn/kg de suelo, no afecta parametros agronémicos y fisiologicos

(pigmentos fotosintéticos) en plantas de acelga (Beta vulgaris).
1.2 Objetivo general
Determinar el impacto que tienen el suelo modificado con ZnSOs, NPs ZnO y BNPs ZnO a

concentraciones de 0, 100, 200, 300, 400 y 500 mg de Zn/kg de suelo, en parametros

agrondmicos Y fisioldgicos (pigmentos fotosintéticos) en plantas de acelga (Beta vulgaris).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 El Zn en la nutricion de cultivos

En la mayoria de los suelos, el contenido total de Zn supera con creces el requisito de cultivo y,
sin embargo, la disponibilidad de este micronutriente es el factor limitante. EI Zn esta presente
en los minerales primarios y secundarios y puede liberarse por la intemperie en pequefias
cantidades. Se adsorbe en forma de Zn™", ZnOH" y ZnCI* a minerales de arcilla, carbonatos y
materia organica. La adsorcion puede ser no especifica y en este caso la disponibilidad es alta,
mientras que la adsorcién especifica provocada principalmente por los carbonatos es mas fuerte

y, por lo tanto, hace que el Zn esté menos disponible.

El Zn también puede estar ocluido por carbonatos y éxidos de Fe/Al y, por lo tanto, no esta
disponible para las raices de las plantas. Una proporcién importante de Zn en los suelos esta
unida a moléculas organicas y esta unién incluye principalmente la complejacion de Zn debido
a su afinidad con los ligandos de Nand. Ademas, algunos de estos compuestos estan
potencialmente disponibles para la planta ya que el Zn se equilibra con los iones Zn en la
solucidn. La deficiencia de Zn se produce principalmente en suelos con pH alto, especialmente
en suelos ricos en carbonatos (Cakmak et al., 1996). Tanaka y Yoshida (1970), al examinar las
areas de cultivo de arroz méas importantes de Asia, encontraron que la deficiencia de Zn del arroz
solo ocurre en suelos con pH alto y en particular en suelos calcareos de pH alto. La movilidad
del Zn en los suelos es importante en relacion con la disponibilidad de Zn, ya que las
concentraciones de Zn en la solucion del suelo son muy bajas. Los resultados de Elgawhary
(1970) mostraron que el 90.5% del Zn total requerido por las plantas se mueve hacia las raices

por difusion.

2.2 Absorcion de minerales en las plantas

Hay dos vias paralelas de movimiento de solutos y agua a través de la corteza hacia los haces
vasculares: una que pasa a través del apoplasma (paredes celulares y espacios intercelulares) y

otra que pasa de una célula a otra en el simplasma a través de los plasmodesmos. En la mayoria



de las raices, el movimiento apoplasmico hacia los haces vasculares esta restringido por la banda
de casparin en las paredes de las células endodérmicas (White, 2001). Esta banda se suberiza y
se une a cada célula endodérmica (endodermis en etapa I). En las regiones basales de la raiz, las
laminillas suberinicas cubren toda la superficie de las células endodérmicas (endodermis en
estadio Il). Esto evita que las células endodérmicas tomen solutos del apoplasma (Moore et al.,
2002). Las paredes secundarias de celulosa gruesa se depositan sobre las laminillas suberinas,
que se pueden lignificar (etapa Endodermis IllI). La naturaleza y el alcance de estas

modificaciones de la pared celular estan determinados por factores genéticos y ambientales.

En la mayoria de las angiospermas, otra barrera apoplasmica, es la exodermis que puede
desarrollarse en paralelo con la endodermis (Ma y Peterson, 2003). La exodermis se desarrolla
en las mismas tres etapas que la endodermis. La formacion de un exodermis se encuentra, por
ejemplo, en Zea mays, Allium cepa o Helianthus annuus, pero no en Vicia faba o Pisum sativum
(Enstone y Peterson, 1992). Sin embargo, hay diferentes puntos de vista sobre la funcion de la
exodermis como una barrera eficaz para el transporte de agua y solutos en el apoplasma de la
corteza de la raiz. La via en la exodermis, como lo sugieren Enstone y Peterson (1992), limitaria

la entrada de solutos y agua a la raiz del suelo a las células rizodérmicas en zonas radiculares.

Aunque las células rizodérmicas y en particular las células ciliadas de la raiz, desempefian un
papel clave en la adquisicion de minerales (nutrimentos), especialmente potasio K y fosforo P
(Gahoonia y Nielsen, 2004; Gahoonia et al., 2006), la importancia relativa de las dos vias para
el transporte de solutos a través de la corteza de la raiz es desconocida y dependera de: (i) la
concentracion externa frente a la capacidad y afinidad del sistema de transporte para un
determinado soluto en la membrana plasmatica de las células de la raiz; (ii) la zona radicular
considerada, dependiendo de las condiciones ambientales y la tasa de crecimiento de la raiz, la
exodermis puede desarrollarse dentro de un centimetro del apice de la raiz o permanecer sin
desarrollarse (Ma y Peterson, 2003) y (iii) la conductividad hidraulica de la zona radicular
considerada y la transpiracion. La velocidad del rodaje para el agua, las estimaciones de la
contribucion de la via apopldsmica al transporte radial a través de las raices varian

aproximadamente entre 10 y el 70% (Javot y Maurel, 2002).



La endodermis tampoco es una barrera perfecta para el movimiento apoplasmético del agua y
los solutos de la corteza a los haces vasculares. Ademas de la presencia de células pasantes en
algunas especies de plantas, esta barrera puede permeable en dos sitios a lo largo del eje de la
raiz, al menos en el apice de la raiz, donde la banda de caspariana ain no esta completamente
desarrollada, el movimiento apoplasmatico del agua y los solutos a los haces vasculares puede
ocurrir. Sin embargo, el movimiento de algunos solutos, como los cationes polivalentes como
el aluminio, a través del apoplasma del apice de la raiz se puede restringir por el mucilago
formado en la superficie externa de las células rizodérmicas. La via apoplasmica a las haces
vasculares también es posible en las zonas radiculares basales donde la continuidad estructural
de la endodermis se ve interrumpida transitoriamente por la emergencia de las raices laterales
del periciclo (White, 2001).

Tanto los factores genéticos como los ambientales influyen en el movimiento del agua y los
solutos a través de la via apoplasmica a traves de sus efectos en el desarrollo de la endodermis
y la exodermis. La deposicion acelerada de suberina y lignina restringe el movimiento
apoplasmatico de los cationes y otros solutos al xilema (White, 2001; Enstone et al., 2002) y
reduce la conductividad hidraulica (Boyer, 1985). La via simplastica desempefia un papel clave
en la entrega de la mayoria de los nutrientes al xilema, comenzando ya sea en la rizodermis y
en los pelos de la raiz, en la exodermis o en la endodermis. El transporte radial en la via
simplastica requiere movimiento a través de plasmodesmos, que conectan las células de la raiz
adyacente. Los plasmodesmos tienen una estructura compleja (Lucas y Lee, 2004). El tipo méas
simple, que se produce es en tejidos jovenes y comprende un tubo de reticulo endoplasmico

apresado (ER) que atraviesa el poro del desmotubulo.

2.3 Absorcion de nanofertilizantes en las plantas

Actualmente, el tema de la absorcion de las nanoparticulas (NPs) a través de las raices de las
plantas aln es incierto. Una explicacion importante es que la captacion de las NPs y las
microparticulas (MPs) por parte de las plantas se ve afectada por multiples factores como el
tamano de las particulas, la funcionalizacién de la superficie, la morfologia, las condiciones de

exposicion, el tipo de planta, la integridad de las raices (dafios o enfermedades) y los procesos



de la rizosfera. Enseguida, este documento presenta la informacion actual relacionada con las
caracteristicas de las NPs y MPs, las especies de plantas, las condiciones de exposicion, los
métodos analiticos y los principales resultados sobre la captacion y translocacion de NPs y MPs

metalicas a través de la raiz.

Las paredes celulares de las plantas son una matriz compleja que contiene una red de
microfibrillas de celulosa reticuladas con hemicelulosa y lignina e impregnadas por pectina
(Serag et al., 2011). Con estas estructuras caracteristicas, las paredes celulares epidérmicas de
la raiz restringen el paso de grandes agregados o aglomerados de NPs y MPs. En este caso, los
aglomerados son conjuntos de particulas que podrian fracturarse por fuerzas considerables,
mientras que los agregados son un patrén mas definido de estructuras de prenucleacion (Nichols
et al., 2002). Los poros de la pared celular se estima que tienen tamafios en un rango de 5 a 20
nm (Tepfer y Taylor, 1981); los grupos mas pequefios o las particulas individuales podrian
difundirse a través de los poros y entrar en el flujo apopléstico y/o simplastico. En algunos casos,
la absorcidn extensa de NPs en las superficies de las raices puede causar dafios estructurales y
comprometer la integridad de las células. Ademas, los nanotubos de carbono pueden perforar
fisicamente las paredes celulares de la raiz y la epidermis, alterando fisicamente los tejidos de
manera que puede facilitar la entrada de NPs en el citoplasma celular (Wild y Jones, 2009).

Una de las propiedades mas importantes que impactan la absorcion de las NPs y MPs a traves
de las raices de las plantas, es el tamafio de las particulas. Algunos estudios han determinado
que existe una seleccion de tamafio en la absorcion de las NPs y MPs por parte de las plantas,
pero existen resultados que exponen lo contrario. Por ejemplo, Sabo-Attwood et al. (2012)
utilizaron la tecnologia de u-XRF y TEM, y observaron que las NPs Au de 3.5 nm fueron
absorbidas por las raices de plantas de tabaco, pero las NPs de 18 nm permanecieron
aglomeradas en las superficies externas de la raiz. Por su parte, Taylor et al. (2014) al utilizar
TEM encontraron que las NPs Ag de 108 nm no fueron absorbidas directamente por las raices
de Arabidopsis thaliana. Asimismo, Slomberg y Schoenfisch (2012) mencionaron que al utilizar
TEM observaron que las NP SiO2 de 200 nm podian ser absorbidas por las raices de Arabidopsis
thaliana, aunque se observaron menos particulas a medida que aumentaba el tamafio de particula
(14, 50, 200 nm).



Un experimento con el uso de TEM y pu-XRF evalud la captacion y el transporte dependientes
del tamafio de las NPs TiO2 en plantas de trigo (Triticum aestivum), los resultados de esta
investigacion evidenciaron que las NPs con diametros de 36 nm se acumularon en las raices y
se distribuyeron por todo el tejido de la planta sin disolucion o transfromacion, mientras que las
NPs con didmetros en el rango de 36 a 140 nm se acumularon en la parénquima de la raiz de las
plantas de trigo, lo cual no les permito alcanzar las haces vasculares y por lo tanto no se
translocaron a los brotes (Larue et al., 2012). A pesar, de que se han realizado investigaciones
relacionadas con la absorcion de las NPs y MPs a través de las raices, todavia es imposible
estimar el tamafio idoneo para la asimilacion de nutrimentos por este 6rgano de la planta. Otro
factor a considerar, es que los tamarios de las NPs y MPs en la rizosfera son completamente

diferentes de los originales.

Los pelos radiculares cubiertos de mucilago estan presentes en la zona de maduracion de la raiz
por encima de la punta de este 6rgano, y soportan la mayor parte de la transferencia de masa, es
decir, la captacidon de agua y nutrientes en las raices (Zhu et al., 2012). Los pelos de la raiz
emergen de células epidérmicas especializadas de la raiz original, que no estdn conectadas
directamente al sistema vascular (Navarro et al., 2012). La cuticula de los pelos de laraiz y la
pared celular son mas delgadas y mas permeables que las de las células normales y sus paredes
celulares no estan reforzadas (Ma y Yamaji, 2006). En linea con esto, las comparaciones de
diferentes especies de plantas mostraron una mayor acumulacion de NPs Au en plantas de
rabano (NPs de 6-10 nm) y helecho (NPs de 4 y 18 nm), lo cual fue atribuido en ambos casos a

los pelos radicales de estas especies (Glenn et al., 2012; Zhu et al., 2012).

Las raices de las plantas tienen una superficie rugosa debido a la presencia de pelos radicales
gue pueden segregar mucilago o moléculas pequefias como los &cidos organicos, y por lo tanto
la superficie de la raiz generalmente muestra una carga negativa. Estas caracteristicas hacen que
las NPs y MPs con una carga superficial positiva sean mas propensas a ser adsorbidas y se
acumulen en la superficie de la raiz (Zhou et al., 2011). Para que se produzca la captacion y la
translocacion, estos materiales deben atravesar una serie de barreras radioldgicas fisioldgicas
desde la superficie hasta los vasos del xilema, incluida la cuticula de la superficie de la raiz, la

epidermis, la corteza, la endodermis, la banda caspariana y finalmente el transporte hacia arriba



hasta los brotes a través del xilema. El papel y la composicion de la cuticula de la superficie de
la raiz son similares a los de la cuticula de la superficie de la hoja. Aln se desconoce si los NPs
pueden penetrar en la superficie de la raiz. Sin embargo, la cuticula estd subdesarrollada en la
superficie de los pelos radiculares y desarrolla puntas radiculares de las raices principales y
secundarias, por lo que las NPs pueden estar directamente en contacto con la epidermis en estas
regiones (Schwab et al., 2016). Al acercarse a la epidermis de la raiz, existen dos vias bésicas
para la absorcion de las NPs en las raices de las plantas. La mayoria de los estudios han
propuesto la via apoplastica, en la que los NPs y MPs primero penetran en los poros de la pared
celular y luego se difunden en el espacio entre la pared celular y la membrana plasmética o

pasan a través del espacio intercelular sin cruzar la membrana celular.

Para entender el transporte de NPs y MPs a través del plasmodesma, es importante darse cuenta
de que los plasmodesmos no son huecos, la estructura basica de los plasmodesmos es un canal
lineal o ramificado a través de la pared celular, revestido por la membrana celular. El canal
contiene una hebra denominada desmotubulo del reticulo endoplasmatico (ER) que conecta los
ER de dos células. El espacio entre la membrana celular y el desmotubulo en el que se transporta
la mayoria de los solutos, se denomina manga citoplasmica (Roberts y Oparka, 2003). El
desmotibulo y la membrana celular estdn conectados por proteinas, que subdividen el cilindro
citoplasmico en varios microcanales de 3 a 4 nm de diametro (Lucas y Jung-Youn, 2004;
Roberts y Oparka, 2003). Los plasmodesmos, debido al tamafio de los microcanales tienen un
limite de exclusion de tamafio basal (SEL) en tejidos adultos de 3-4 nm, 0 580-900 Da (Dietz y
Herth, 2011; Roberts y Oparka, 2003).

Las moléculas mas grandes que el SEL basal, incluyendo al ARN, proteinas, factores de
transcripcion y virus de plantas, experimentan cambios conformacionales en el canal
plasmodésmico (Roberts y Oparka, 2003). Dada la incapacidad de la mayoria de los NPs y MPs
para sufrir cambios conformacionales, esto significa que los plasmodesmas, en circunstancias
normales, no transportan las NPs y MPs con tamafios mayores de 4 a 43 nm (Dietz y Herth,
2011). Sélo los solutos mas pequefios que el SEL basal, como los azlcares, aminoacidos y iones

se difunden directamente a traves de los microcanales en el plasmodesma. Los plasmodesmos



en células maduras tienen un diametro de 20 a 40 nm en la regién del cuello del cilindro

citoplasmatico y, 50 a 60 nm de diametro en el punto medio méas ancho (Lin et al., 2008).

Sin embargo, recientemente se ha mencionado un cambio en el paradigma del plasmodesmo
rigido a fluido, dindmico y flexible que subraya la flexibilidad del SEL. La apertura del
plasmodesmo puede ser modificada por calcio (Roberts y Oparka, 2003), proteinas o virus
(Scholthof, 2005) y estrés ambiental (Dietz & Herth, 2011). Por ejemplo, todos los virus de las
plantas se translocan a traves de plasmodesmos, a través de proteinas de movimiento, estas
proteinas dilatan las aberturas de los plasmodesmas en la region del cuello para permitir el paso
de complejos de acidos nucleicos de proteina virales (Scholthof, 2005). Por los factores antes
mencionados y otros mecanismos, el SEL del plasmodesmo se puede expandir de 30-40 kDa.
Las macromoléculas que poseen un diametro de 10 nm pueden transitar a través de
plasmodemos (Dietz y Herth, 2011; Larue et al., 2012).

Para las NPs, el valor es menor porque a diferencia de las macromoléculas la mayoria de las
NPs no pueden sufrir cambios conformacionales (Dietz y Herth, 2011). Ademas, las NPs en si
pueden dilatar las SEL de los plasmodesmos, ya sea directamente o mediante cambios
estructurales inducidos por NPs (Larue et al., 2012). Por ejemplo, las NPs TiO2 rompi6 los
microfilamentos en las raices del trigo, lo cual permitid el transito de NPs y MPs de una célula

a otra con didmetros superiores a 420 nm (Larue et al., 2012).

Ademaés, Kouhi et al. (2015) demostraron la fitotoxicidad de las NPs ZnO, las microparticulas
de ZnO y los iones Zn** en términos de inhibicion de la longitud de la raiz de las plantulas de
Brassica napus, en el rango de concentracion de 50-500 pg/ml, en el siguiente orden; Zn**>
MPs ZnO> NPs ZnO, lo cual coincide con la revisiéon de literatura que se ha presentado
anteriormente. Por lo tanto, se ha sugerido que la toxicidad de las NPs ZnO no solo puede
atribuirse a su disolucion en la superficie de la raiz, sino también dentro del tejido. Dependiendo
de las especies de plantas y del medio experimental, los factores posibles que ayudan a promover
la entrada de las NPs ZnO en las células de la raiz e inhibir el crecimiento de las plantulas puede
ser la captacion de ZnO (eficiencia externa) o la utilizacion de ZnO (eficiencia interna) en

células (Lough y Lucas, 2006). Debido a la mayor proporcién de area superficial en masa de las



NPs en comparacion con las MPs, esa diferencia en masa contribuye a mayores reactividades.
Las NPs pueden formar un complejo con transportadores de membrana o exudados de raices
antes de ser transportados a las plantas. Una vez que las NPs ingresan a las células de las plantas,
pueden ser transportados de forma apoplastica o simplastica de una célula a otra a través de

plasmodemaos.

Sin embargo, ademas de atravesar la pared celular, existen dos barreras por las cuales las NPs y
MPs pueden ser transportados a través de la via simplastica. Una es la penetracién de las NPs
por la membrana celular y la entrada en el citoplasma. El otro es el transporte de las NPs a las
células adyacentes después de ingresar a la célula a través del plasmodesma. Se han propuesto
varias hipotesis para el transporte transmembrana de NPs por células vegetales; a través de
acuaporinas, canales iénicos interconectados, endocitosis e intubacion de membrana rota. Sin
embargo, los canales idnicos funcionan para iones especificos, y aunque las acuaporinas son de
naturaleza no selectiva, los canales proteicos de las acuaporinas estan generalmente por debajo
de 1 nm de diametro (Luu y Maurel, 2005).

De acuerdo con la literatura, la via transmembrana de mayor factibilidad para las NPs es a través
de la endocitosis. La endocitosis de células vegetales es poco conocida en comparacion con la
de los sistemas animales. Sin embargo, estudios recientes sobre la internalizacion de NPs
utilizando células de plantas aisladas sugieren que las vias de endocitosis estan involucradas.
Por ejemplo, Onelli et al. (2008) utilizando CLSM observaron vias independientes de clatrina y
dependientes de clatrina para la endocitosis de las NPs Au en protoplastos de tabaco.

La endocitosis es la invaginacién de la membrana celular para la captacion de materiales
extracelulares, incluidas las NPs y MPs. Los mecanismos de endocitosis en fase fluida (FPE)
difieren para NPs de tamafio comparable pero carga diferente (Etxeberria et al., 2006). La via
endocitica mas probable para las NPs cargadas positivamente es la endocitosis en fase fluida
dependiente de clatrina mediada por receptores (CFPE) (Etxeberria et al., 2006; Moscatelli et
al., 2007). El CFPE mediado por receptores es el mecanismo de endocitosis mas comun, ocurre
a través de pequefias vesiculas recubiertas de clatrina de 70-120 nm de diametro (S amaj, 2012)

y por lo tanto, se limita a NPs mas pequefios que este tamafio. Etxeberria et al. (2006) utilizando
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CLMS observaron la captacion endocitica en fase liquida de nanoesferas de poliestireno de 40
nm y puntos cuanticos (DQ) CdSe/ZnS de 20 nm por células sicomoras cultivadas y nanoesferas
de poliestireno suministradas, mientras que nano puntos de CdSe/ZnS fueron secuestrados en

estructuras vesiculares plasmaticas.

La endocitosis consiste en envolver la bicapa lipidica alrededor de sustancias con carga (en este
caso serian las NPs) que se estan internalizando. Posteriormente, se produce una reaccion de
fision que aplasta una vesicula, un pequefio compartimento unido a la membrana que contiene
la carga, lo que permite la entrada en las células. Existen diferentes vias de endocitosis y algunos
estudios sugieren que las NPs pueden Introducirse en las células a través de este mecanismo
(Rejman et al., 2004). El proceso de endocitosis implica vias dependientes de clatrina e
independientes de clatrina (Miralles et al., 2012). Las vias dependientes de la clatrina
involucraron la formacion de una estructura plegada o envainada en la membrana plasmatica
que luego da como resultado vesiculas de estructura recubierta de clatrina (Kam et al., 2005).
Las vias independientes de clatrina ocurren por dos vias: a) fagocitosis y c) endocitosis en fase
liquida (Murphy et al., 2005).

Los mecanismos de endocitosis pueden ser de fase fluida o mediados por el receptor. El
mecanismo de la fase fluida se produce durante la formacion de vesiculas, donde la carga
contenida en el medio de suspension ubicado cerca de una vesicula en formacion (pero no unida
a la pared de la vesicula) queda capturada por la vesicula. Cuando la vesicula esta
completamente formada, las NPs quedan atrapadas dentro de la vesicula y, en consecuencia, se
endocitan. A la inversa, en el mecanismo mediado por el receptor, la carga se une quimicamente
a un componente de la superficie celular, que a su vez se internaliza. El receptor puede ser una
proteina de membrana especifica de la carga, o simplemente puede ser cualquier entidad de
lipidos, proteinas o carbohidratos a la cual se carga, se une y por ende sufrird endocitosis (Pérez-
de-Luque, 2017).
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2.4 Impacto de nanofertilizantes en las plantas

Todas las nanoparticulas (NPs) de 6xido metalico influyen en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, generalmente mejoran o reducen la germinacién de semillas, el crecimiento de
brotes/raices, la produccion de biomasa y las actividades fisiologicas y bioquimicas. Algunas
de las especies de plantas no han mostrado ningun cambio fisioldgico, aunque se han observado
variaciones significativas en la actividad de los sistemas enzimaticos y no enziméticos para
prevenir el dafio oxidativo y mejorar el desarrollo de la planta. Sin embargo, el mecanismo de
defensa de las plantas contra la toxicidad generada por la aplicacién de NPs no ha sido
esclarecido. Por otra parte, la absorcion y translocacion de las NPs metélicas en diferentes partes
de la planta depende de su disponibilidad, concentracion, solubilidad y tiempo de exposicion. A
continuacion, se resume la respuesta de las plantas a diversos tipos de NPs metalicas para

determinar si afectan la produccion, la acumulacién de biomasa y la calidad de los frutos.

Las NPs se utilizan con frecuencia en el crecimiento de plantas, cosméticos, administracién de
farmacos, analisis, alimentos, recubrimientos, pinturas, biorremediacion, catalisis y ciencia de
los materiales (Falcaro et al., 2016). La absorcion y la acumulacion de NPs en plantas pueden
aumentar la longitud de los brotes y disminuir la longitud de las raices y su proliferacion (Lin y
Xing, 2007). Larespuesta a la toxicidad depende de la concentracion, el tamafio de las particulas
y la forma de las NPs. Algunos estudios han demostrado que la exposicion a NPs mejora el
potencial de eliminacion de radicales libres y las actividades enzimaticas antioxidantes y altera
la expresion de microRNAs que regula diferentes procesos fisiologicos, morfologicos y
metabdlicos en plantas (Siddigi y Husen, 2016).

Un estudio demostro6 que la toxicidad de los iones metéalicos libres es mayor que la generada por
NPs. Por ejmeplo, las NPs de plata en medios acuosos son menos toxicas para las plantas debido
principalmente a la solubilidad del AgNOs y la mayor movilidad de los iones Ag*. La
peroxidacién lipidica es un parametro importante que demuestra la integridad de la membrana
celular. Se sabe que la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) dafia la membrana
celular a través de la peroxidacion lipidica, lo que conduce a la fuga de iones y al rompimiento
del metabolismo celular y también causan dafio oxidativo en los aparatos fotosintéticos y en las

biomoléculas (Miller, 2010). Frente al estrés oxidativo, las plantas protegen el sistema celular y
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subcelular de los efectos citotdxicos de los radicales de oxigeno activo, con la activacion de
enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POD) y
ascorbato peroxidasa (APX) y antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular (fenoles,
flavonoides, taninos y carotenoides). Estos componentes minimizan el dafio oxidativo durante

la exposicion a NPs de 6xido metalico (Siddigi y Husen, 2016).

Shaw et al. (2014) han demostrado que las NPs CuO redujeron el crecimiento de brotes y raices
de las plantulas de Hordeum vulgare, con el paso del tiempo de manera dependiente de la dosis.
Sin embargo, la exposicion de NPs CuO en plantulas de cebada mostré una alteracion
insignificante en la eficiencia del fotosistema Il (PSIl). También informaron que las
nanoparticulas de CuO indujeron la liberacion de ROS, el dafio a la membrana y la actividad

enzimatica en general.

El reemplazo de los fertilizantes convencionales por nanofertilizantes puede ser beneficioso si
aumentan el namero de frutos, semillas y la acumulacion de biomasa, sin llegar a producir
efectos toxicos. Las plantas de soja cultivadas en condiciones hidroponicas acumularon iones
de NPs metélicas como Zn, ZnO y CeO, las cuales afectaron la rizosfera del suelo y los
microbios asociados con el metabolismo de las plantas. En este caso, las bacterias fijadoras de
nitrégeno fueron las mas afectadas por las NPs CeO., lo cual resultd en una disminucion en el
potencial para la fijacion de nitrogeno y afectd el crecimiento de las plantas de soja. En
consecuencia, el suelo contaminado con una gran cantidad de NPs metélicas puede afectar tanto

a los microbios como al desarrollo de las plantas.

La biotransformacion de las NPs puede aumentar la toxicidad o desintoxicar el sistema dentro
de las planyas (Abramowicz, 1990). Dichas transformaciones estan relacionadas con la reaccién
redox, la sulfuracion, la fosforilacion y la modificacion molecular (Lowry et al., 2012). La
sulfuracion de las NPs Ag disminuyd la toxicidad en E. coli debido a la menor solubilidad del
AQ>S, del mismo modo, la formacion de AgCl a partir de AgNO3 en presencia de iones cloruro
también tiene el mismo efecto. Las plantas que son expuestas a NPs pueden absorberlas y
translocarlas en diferentes tejidos. Se ha demostrado que la aplicacion de NPs CuO a plantas de
maiz, se redujeron a Cu20 y Cu.S (Wang et al., 2012). La solubilidad de La,O3 y Yb20s3 se
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mejord por los &cidos organicos secretados por las raices de pepino, por lo tanto, si hay sales de
fosfato, se potencia la biotransformacion de los 6xidos a fosfatos.

En un estudio realizado por Zhao et al. (2012) en plantas de maiz sometidas NPs CeOo,
demostraron que el H202 se acumul en las células del brote, el xilema y las células epidérmicas,
lo que generd un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como POD, CAT y APX,
el aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes se debe a la reaccion inducida contra
las NPs CeOx. El estudio anterior, no reporto ninguna reduccion en el crecimiento de la raiz. Sin
embargo, en otro estudio en plantas de calabaza, las NPs CeO; fueron translocadas a los brotes,
las imagenes de TEM y SEM indican la deposicion de las NPs en las superficies radiculares, lo
que sugiere gue el acido fulvico o la goma arabiga no afectaron el movimiento de las NPs, pero

ayudaron a adherirlas a las raices.

Priester et al. (2012) estudiaron el impacto de las NPs CeO2 y ZnO en el crecimiento y
rendimiento de la soja, los resultados indicaron que los dos tipos de NPs influyeron en la
actividad de bacterias simbidticas y nitrificantes de la raiz, por ende se redujo el potencial de la
raiz y laacumulacion de la biomasa. Las NPs de ZnO y CeO- afectaron a las plantas en sustratos
hidropdnicos (L6pez-Moreno et al., 2010) y a los microorganismos (Ge et al., 2011), pero su
efecto en el crecimiento de las plantas y el rendimiento de los cultivos no se ha explorado
completamente (Gutierrez-Boem y Thomas, 2001). En plantas de maiz cultivadas con NPs CeO>
a concentraciones de 400 y 800 mg/kg durante 20 dias, se registraron respuestas como la
acumulacion de H2Oz, que incremento la actividad de enzimas antioxidantes, peroxidacion de
lipidos y muerte celular cada 5 dias. En las etapas de crecimiento posteriores (20 dias después)
la produccién de H2O- se redujo, debido al crecimiento de la planta y a la actividad de las
enzimas como POD y APX, cuya funcion es desintoxicar a la planta al convertir el H.Oz en agua

y oxigeno.

Zhang et al. (2012) investigaron a la biotransformacién de NPs CeO2 en plantas de pepino,
durante este proceso de biotransformacion, ya sea la toxicidad de las NPs se potencia o se
disminuye. Los factores del medio ambiente y los sistemas bioldgicos juntos alteran la toxicidad

de las NPs en el sistema de las plantas. En el proceso de biotransformacion, estan involucrados
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varios pasos incluyendo la sulfuracion de la reaccion redox, la fosforilacion y la modificacion
molecular. Algunas NPs de metal o NPs de 6xido de metal se oxidan o reducen dependiendo de
los compuestos quimicos presentes en ciertas partes de la planta. Por ejemplo, las NPs Ag se
oxidaron en plantas de Lolium multiforum (Yin et al., 2011) mientras que las NPs CuO se

redujeron a Cu20 y Cu.S en plantas de maiz (Wang et al., 2012).

En un estudio realizado por Rico et al. (2015) acerca de la absorcion y acumulacion de NPs
CeO2 en diferentes partes de las plantas de cebada (Hordeum vulgare L.), los resultados
indicaron que a una concentracion de 500 mg/kg, se produjé un desarrollo répido de los brotes,
lo que resulté en un aumento del 331% de la biomasa, pero lo més sorprendente es que la cebada
no genero granos. La acumulacion de otros iones metalicos en las hojas y granos de cebada (por
ejemplo, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn) esta catalizada por las NPs CeQO2, quizas se deba a las
biomoléculas coordinadas con estos metales lo que las hace disponibles como oligoelementos
que también actlan como nutriente para la planta. Las nanoparticulas de CeO> promovieron el
crecimiento de las plantas en soja y tomate (Wang et al., 2012). Por lo tanto, la toxicidad

depende de la forma del elemento si estan en forma reducida u oxidada.

2.5 Nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO)

Kopittke et al. (2011) analizaron plantas de judia expuesta a NPs Zn y encontraron que el 65-
85% del zinc se coordinaba como un complejo de zinc-fitato. El &cido fitico esta presente en
todos los frijoles y es una fuente de almacenamiento de fésforo. Se sabe que los iones Zn*™*
activan la enzima fitasa, pero puede estar unido al acido fitico para dar fitato de Zn. El acido
fitico es altamente inestable y, por lo tanto, se estabiliza en forma de una sal metalica. Por lo
tanto, los iones de Zn libres se unen al acido fitico a través del oxigeno que da complejo de zinc-
fitato.

El efecto y la toxicidad que pueden causar las NPs ZnO depende de la cantidad de Zn disuelto
en la solucion (Franklin et al., 2007). Es cierto que solo una fraccion del Zn disuelto esta
biosdisponible y puede ser absorbida y translocada en las diferentes partes de las plantas; sin
embargo, la solubilidad del 6xido del Zn depende del pH, por qué es de naturaleza anfotera, y

se disuelve tanto en el 4&cido como en medios alcalinos como se muestra a continuacion.
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Zn0 + 2HCL — ZnCl, + H,0
Zn0 + 2NaOH - Na, ZnO + H,0

Las NPs ZnO se difunden en las células vegetales si el tamafio es relativamente mas pequefio
que los poros de las células. La fitotoxicidad de las NPs ZnO ha sido investigada por Watson et
al. (2015) tanto en suelos acidos, como en suelos alcalinos. En los suelos acidos, se observo una
inhibicion de la elongacion en las raices de trigo (T. aestivum), mientras que la fitotoxicidad se
mitigd en el suelo alcalino, aunque la absorcion de las NPs ZnO se duplicé cuando la
concentracion de Zn en el suelo era baja. EI Zn soluble en el suelo acido fue 200 veces mas alto
y las cantidades de Zn en los brotes fueron diez veces mas altas que en los del suelo alcalinos.
Bajo condiciones de estrés, la planta promueve el crecimiento de raiz como una alternativa al
dafio por las NPs ZnO/Zn**. Las nanoparticulas de ZnO promueven la produccién de ROS en
raices expuestas (Nel et al., 2006). La presencia de iones Zn** se debe a la presencia de sal de
Zn en las NPs ZnO, debido a la conversion de NPs ZnO en iones de Zn*". Por lo tanto, se
propone que las respuestas de estrés y defensa de las plantas se deben a un efecto combinado de
las NPs ZnO y los iones Zn™".

Ademas, en un estudio con plantas de Vigna unguiculata en suelo modificado con NPs ZnO o
Zn** no mostro diferencias en el crecimiento de las plantas, la acumulacién del ion de Zn y el
tratamiento con NPs ZnO (Wang et al., 2013). Por otra parte, la exposicion foliar con NPs ZnO
a plantas de Cyamopsis tetragonoloba y Solanum lycopersicum, promovid respuestas positivas
en cuanto a mayor acumulacién de biomasa, clorofila y proteinas solubles en las hojas (Raliya
et al., 2015). Otros estudios indican, que las NPs ZnO reducen la germinacion de las semillas y
dafan los tejidos en plantas cultivadas en medios hidroponicos (Lin y Xing, 2008). Otro estudio
inform6 que las NPs ZnO en 2000 mg/kg no afectd la longitud de la raiz, ni la produccion de
biomasa en plantas Cucumis sativus cultivada en un suelo de arena franca a pH 5.5. En
conclusion, el efecto de las NPs en plantas depende de la solubilidad del ion Zn*™, la

concentracion y las condiciones del suelo (Kim et al., 2012).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Semillas de acelga

Las semillas de acelga fueron proporcionadas por el Centro de Capacitacion y Desarrollo en
Tecnologia de Semillas (CCDTS) de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en

Saltillo, Coahuila, México.

3.2 Materiales a base de zinc

Las NPsZnO se compraron en Nanomateriales de Investigacion Inc. (Houston, TX, USA). La
morfologia y microestructura de las muestras se examinaron mediante microscopia electrdnica
de transmision convencional y de alta resolucion (TEM y HRTEM) y difraccion de electrones
de area seleccionada (SAED). Las micrografias TEM y HRTEM se procesaron por medio del
software de transformacion rapida de Fourier (Digital Micrograph 3.7.0, Gatan Software,
Pleasanton, CA, USA). El ZnSO4 (ACS reagent > 99.0% pureza) se adquirié de Sigma-Aldrich
(San Luis, Mo, USA).

3.3 Biosintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc

3.3.1 Preparacion de extractos

Flores y hojas secas de Moringa Oleifera fueron colectadas en la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. La solucion se prepard con 6 gr en polvo (flores y
hojas), que se suspendié en 200 mL de agua desionizada y luego se calentaron a unos 50 °C
durante 2 h bajo agitacion magnética para extraer el maximo de compuestos bioactivos. La

solucion obtenida fue filtrada para eliminar los solidos residuales.
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3.4 Biosintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc (BNPs ZnO)

Para la sintesis se utiliz6 como precursor nitrato de Zn hexahidratado Zn(NO3z)26H.0 (99,99%
de pureza). Paraello, se pesé 1.5 gr de estéa sal, que fue disuelta en 50 mL de la solucion obtenida
previamente, enseguida la mezcla se calent6 con agitacion magnética a 70 °C durante 2 H. La
precipitacion de las mezclas se introdujo en una estufa de secado a 100 °C hasta que se seco
completamente, el polvo resultante fue utilizado para su caracterizacion y composicion

morfologica (Ngom et al., 2020).

3.5 Preparacion de soluciones/suspensiones con los fertilizantes a base de zinc

El ZnSO4, NPs ZnO y BNPs ZnO se prepararon a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500
mg/kg. Las soluciones/suspensiones se prepararon en agua desionizada DI y se homogenizaron
con un sonicador Autoscience AS2060B (Instrumentacion Cientifica, Bs, As) durante 30 min a
110 voltios-3 amperios y 50 a 60 Ghz. Al finalizar el tiempo de sonicacion, las suspensiones de
los compuestos a base de Zn se afiadieron y mezclaron manualmente con suelo tipo arcilloso
recolectado en las siguientes coordenadas 25°54'49" N y longitud 97°41'57" O, lugar donde se
cultivan hortalizas y cereales basicos. Las concentraciones finales de Zn en el suelo fueron de
100, 200, 300, 400 y 500 mg de Zn/kg de suelo para cada fuente (ZnSO4, NPs ZnO y BNPs
Zn0).

3.6 Condiciones donde se cultivaron las plantas

El experimento se establecio en un invernadero, con una temperatura media diaria de 25.4 °C y
una humedad relativa del 73.3%. Las semillas de acelga se sembraron en el suelo modificado
con las fuentes de Zn, que fue colocado en macetas de plastico con capacidad de 18 Its, se
asignaron cinco repeticiones por tratamiento en un disefio completamente aleatorio, junto con
el control (suelo sin compuestos a base de Zn), colocando cuatro semillas de acelga en cada
maceta. El cultivo se desarrollo durante 45 dias, y para los riegos se aplicaron 75 mL diarios de
solucion nutritiva (sin Zn), empleando la formulacion comercial de macronutrientes (FertiDrip
N11-P02-K42) en agua desionizada DI, con un pH 6.47 y conductividad eléctrica de 0.41 uS
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cm?, en cantidades iguales para cada maceta, siguiendo la recomendacion del fabricante
(AGROformuladora Delta, Monterrey, NL, Mex).

3.7 Cosecha de las plantas y analisis elemental

Las plantas de acelga se cultivaron durante 45 dias en los tratamientos sefialados anteriormente.
El peso de hoja (PHO), nimero de hojas (NHO), ancho de la hoja (AHO), largo de la hoja
(LHO), longitud de raiz (LR), peso seco de raiz (PSR) y area foliar (AF) se registraron para cada
planta. El area foliar total se midié con un medidor de &rea LI-3100C (LICOR Biosciences,
Lincoln, NE). De la cantidad total de materia seca acumulada en cada planta, la mitad fue
procesada en digestion acida para llevar a cabo el analisis elemental (datos no presentados), y

el resto fue congelado a —80 °C para analisis de pigmentos fotosintéticos.

3.8 Contenido de pigmentos de clorofila y carotenoides

La evaluacién cuantitativa de clorofila-a (CHLa), clorofila-b (CHLb) y clorofila total (CHLt) se
llevé a cabo por el método de Rajput y Patil (2017), mientras que los carotenoides se
determinaron siguiendo lo establecido por Macalacham y Zalik (1963). Para ello, se tomé 1 g
de material de hojas frescas y se homogeneizé con 10 mL de acetona al 80%, enseguida el
extracto se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se recuperé para ser analizado,
y la absorbancia de la solucion extraida se midi6 a 480, 510, 645 y 663 nm, a partir de estas
lecturas, se determinaron las concentraciones de pigmento de clorofilas y carotenoides

utilizando la siguiente formula/ecuacion:

Chlorophyll — bmg g~ FW = 22 (Asss) = 268 (As63) XV - 3\

1000
XW

20.2 (A645) + 8.02 (A663) xV

1000
7.6 (Aago) — 1.49 (As10) XV

1000

Total clorophyllmg g~ FW =
XW

Carotenoid mg g~ ' FW =

Donde,

A = Absorbancia a longitudes de onda especificas

V = Volumen final de extracto de clorofila en acetona al 80%
W = Peso fresco de tejido extraido
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Disefio experimental y anélisis estadistico

El cultivo se estableci6 utilizando un disefio completamente aleatorio, la unidad experimental
consistio en una maceta de plastico que contenian cuatro plantas de acelga. Los resultados se
informaron como media * desviacién estandar, las diferencias estadisticamente significativas
entre las muestras se analizaron con un ANOVA y las medias de los tratamientos se compararon
con la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete estadistico SPSS version 21.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Parametros agrondmicos

En el Cuadro 1, se observan diferencias significativas (p<0.05) para variables agronémicas
como; peso de hoja (PHO), numero de hojas (NHO), ancho de la hoja (AHO), largo de la hoja
(LHO), longitud de raiz (LR), peso seco de raiz (PSR) y area foliar (AF), lo anterior debido a la
aplicacion de las diferentes fuentes de zinc (ZnSO4, NPsZnO y BNPsZnO). En este estudio,
queda como evidencia que la aplicacion de zinc como micronutriente durante el crecimiento de
la planta, influye directamente en el desarrollo morfoldgico de la planta. A continuacién, en los

resultados de la comparacion de medias se presentan a detalle dichos efectos.

Cuadro 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para los pardmetros agronémicos de plantas
sometidas a diferentes concentraciones y fuentes de Zn.

FV GL PHO NHO AH LH LR PSR AF
(gr) (unidad O O (cm) (gr) (cm?)
) (cm) (cm)
Tratamientos 15 189.01** 30.24* 105 477 7480 4.64** 163947.59 **
**
Error 32 58.06 1148 093 242 11.17 0.65 10365.77
CV (%) 8.78 19.07 832 7.64 1194 15.00 6.55

*, ** = Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV = Fuentes de
variacion; GL = Grados libertad; CV = Coeficiente de variacion; PHO = Peso fresco de hoja; NHO
= Numero de hojas; AHO = Ancho de hojas; LHO = Largo de hojas; LR = Longitud de raiz; PSR
= Peso seco de raiz; AF = Area foliar.

4.2 Impacto de las fuentes de Zn en parametros agronomicos

En la comparacion de medias, se puede observar que todas las fuentes de Zn afectaron el
crecimiento y numero de hojas en las plantas (Cuadro 2). Sin embargo, las mejores respuestas
se obtuvieron con las fuentes NPsZnO y BNPsZnO, cabe mencionar, que en todas las
concentraciones (100 a 500 mg de Zn/kg de suelo) las variables PHO, NHO, AHO y LHO fueron
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estadisticamente iguales. En el caso de ZnSOa, Unicamente supero al testigo en las respuestas
de PHO y NHO a 200 mg de Zn/kg de suelo. Para el caso de AF, el ZnSO4 no presentd
diferencias en comparacion con el testigo en ninguna concentracion, mientras que las mejores
respuestas para NPs ZnO se presentaron en las concentraciones de 100 a 200 mg de Zn/kg de
suelo, y para BNPs ZnO a 300 mg de Zn/kg de suelo. En cuanto a LR y PSR, las mejores
repuestas se presentaron en las concentraciones de 100 a 300 mg de Zn/kg de suelo con NPs
ZnO y BNPs ZnO.

Cuadro 2. Respuestas agrondmicas y morfologicas de plantas de acelga cultivadas en suelo
modificado con diferentes fuentes de Zn.

Tratamientos PHO NHO AHO LHO LR PSR AF
(gr) (unidad) (cm) (cm) (cm) (gr) (cmd)
Testigo 76.50 b 9.16 b 11.00 a 19.72 a 22.66 cd 4.99 abcd 1268.03 fe

ZnS04 (100 mg/kg) 76.16b  19.16ab 12.1la 20.31a  30.80abc 5.94 ab 1749.35 abc
ZnS04 (200 mg/kg) 89.66ab 17.66ab 12.77a 21.77a  23.66 bcd 5.75 abc 1662.10 abcd
ZnS04 (300 mg/kg) 76.16b  16.00ab 11.44a 20.16 a 23.00 cd 2.71d 1229.25 fe
ZnS04 (400 mg/kg) 7433b 13.66ab  11.55a 18.61a 19.00d 3.46 cd 1181.81f
ZnS04 (500 mg/kg) 87.50ab 14.16ab  12.05a 20.61a 2850abcd  4.10 bcd 1240.97 fe
NPsZnO (100 mg/kg) 93.16ab  21.50a 12.16 a 20.87a  29.13 abc 5.47 abc 1918.50 a
NPsZnO (200 mg/kg) 94.16ab  18.63ab  1155a 18.44 a 36.43 a 7.06a 1857.51 a
NPsZnO (300 mg/kg) 87.33ab  18.83ab 11.94a 21.66 a 29.33 abc 5.43 abc 1624.11 abcd
NPsZnO (400 mg/kg) 85.33 ab 20.50 a 10.61a 19.88a 31.83 abc 5.09 abcd 1446.80 cdef
NPszZnO (500 mg/kg) 96.16ab  18.66ab  12.11a 22.11a  24.50 bcd 4.30 bed 1425.97 def
BNPsZnO (100 mg/kg) 93.00ab  20.50 a 11.55a 21.16a  28.66 abcd 6.38 ab 1670.13 abcd
BNPsZnO (200 mg/kg) 93.00ab  19.66 a 12.22 a 19.88a 33.74 ab 6.49 ab 1647.99 abcd
BNPszZnO (300 mg/kg) 100.33a  19.66 a 11.22a 20.77 a 35.50a 7.16 a 1781.33 ab
BNPszZnO (400 mg/kg) 91.33ab  19.50a 11.00 a 2194 a 23.33cd 6.20 ab 1660.19 abcd
BNPszZnO (500 mg/kg) 82.66ab 17.00ab  10.88a 17.94a  27.66 abcd 5.49 abc 1498.46 bcde

(Tukey, a.=0.05 %). PHO = Peso fresco de hoja; NHO = Numero de hojas; AHO = Ancho de hojas;
LHO = Largo de hojas; LR = Longitud de raiz; PSR = Peso seco de raiz; AF = Area foliar; ZnSO, =
Sulfato de zinc; NPsZnO = Nanoparticulas de 0xido de zinc; BNPsZnO = Nanoparticulas organicas
de d6xido de zinc.

La diferencia en cuanto al efecto entre las diferentes fuentes de Zn, se debe a la disolucion del
ingrediente activo en el suelo, lo que determinara la utilizacion y absorcion del mineral por la
raiz y subsecuentemente su trasladacion por los haces vasculares. La menor respuesta en cuanto
al desarrollo de las hojas y raices de las plantas cultivadas con ZnSOa, se debe principalmente a

su alta solubilidad (aproximadamente 2650 umol L) y baja eficiencia dentro de los tejidos de
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la planta (Latef et al., 2016). En cambio, las mejores respuestas en el crecimiento de las plantas
cultivadas con los fertilizantes a base de nano zinc, se debe a una mayor disponibilidad del
ingrediente activo por un periodo de tiempo maéas prolongado, debido a que presentan

disponibilidad lenta y gradual (786 umol L?) del ingrediente activo (Pullagurala et al., 2018).

4.3 Concentracion de pigmentos fotosintéticos

En el Cuadro 3, se observan diferencias significativas (p< 0.05) para variables fisiol6gicas
como: Clorofila A (CA), Clorofila B (CB), Clorofilas totales (CT) y Carotenoides (CAR) por la
aplicacion de diversas fuentes de Zn (ZnSOs4, NPsZnO y BNPsZnO), lo anterior indica que
influyeron significativamente en la acumulacion de pigmentos fotosintéticos. Posiblemente esto

esta relacionado con las funciones que desarrolla este nutriente en la planta.

Cuadro 3. Cuadrados medios del analisis de varianza para los parametros fisioldgicos de plantas
sometidas a diferentes concentraciones y fuentes de Zn.

FV GL CA CB CT CAR
(mg/g'mf)  (mg/g™mf)  (mg/g'mf)  (mg/g™'mf)
Tratamientos 15 0.009 ** 0.002 ** 0.01 ** 0.001 **
Error 32 0.0009 0.0002 0.001 0.0001
CV (%) 8.57 11.72 8.67 5.96

*, ** = Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV = Fuentes de
variacion; GL = Grados libertad; CV = Coeficiente de variacion; CA = Clorofila A; CB =
Clorofila B; CT = Clorofilas totales; CAR = Carotenoides.

4.4 Clorofila A

Con base en los resultados obtenidos de la comparacion de medias (Cuadro 4), el tratamiento
gue obtuvo la mejor respuesta fue el NPsZnO a 200 mg/kg, siendo este estadisticamente
diferente y superior al resto de los tratamientos, obteniendo una diferencia del 31.28% ante el
testigo. Cabe destacar, que el comportamiento de las otras fuentes de Zn (ZnSO4y BNPsZnO)
con la misma concentracion demostré tener una concentracion del 47.07% y 12.97% mas bajos

ante el mejor tratamiento.
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4.5 Clorofila B

Los resultados obtenidos por la comparaciéon de medias (Cuadro 4), indican que el tratamiento
con la mejor respuesta fue NPsZnO a 300 mg/kg, siendo diferente y estadisticamente superior
al resto, con una diferencia superior del 28.88% ante el testigo, y 83.67% y 9.09% superior a las

demas fuentes de Zn (ZnSO4 y BNPsZnO), aun con la misma concentracion.

4.6 Clorofilas totales

La comparacion de medias (Cuadro 4), indica que el tratamiento con mejor respuesta fue
NPszZnO a 300 mg/kg, siendo este diferente y estadisticamente superior al resto, obteniendo un
incremento del 29.07% ante el testigo, y 71.84% y 7.52% superior a las demas fuentes de Zn
(ZnSO4 y BNPsZnO) con la misma dosis.

4.7 Carotenoides

Los resultados de la comparacién de medias (Cuadro 4), indican que el tratamiento con la mejor
respuesta fue el NPsZnO a 300 mg/kg, siendo este diferente y estadisticamente superior al resto
de los demas tratamientos, con un incremento del 29.25% ante el testigo, y una diferencia del
50.79% y 12.42% en comparacién con las demas fuentes de Zn (ZnSO4y BNPsZnO) aln con

la misma dosis.
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Cuadro 4. Cuadro 2. Concentracion de pigmentos fotosintéticos en hojas de plantas de
acelga cultivadas en suelo modificado con diferentes fuentes de Zn.

Tratamientos CA CB CT CAR
(mg/g*mf)  (mg/g'mf)  ( mglg” mg/g™*mf)
mf)
Testigo 0.326 bcd 0.128 bcd  0.454 bcde  0.147 cde
ZnSO4 (100 mg/kQ) 0.365 abc 0.151 abc 0.516 abc  0.166 abcd
ZnSO4 (200 mg/kQ) 0.291 cde 0.104 cd 0.396 cde 0.139 de
ZnSO4 (300 mg/kQ) 0.242 de 0.098d 0.341 de 0.126 e
ZnS0Og4 (400 mg/kg) 0.227 e 0.098d 0.325e 0.126 e
ZnSO4 (500 mg/kQ) 0.356 abc 0.154 abc 0.511abc  0.161 abcd
NPsZnO (100 mg/kg) 0.410 ab 0.160 ab 0.570 ab 0.184 ab
NPsZnO (200 mg/kg) 0.428 a 0.151 abc 0.580 ab 0.171 abcd
NPsZnO (300 mg/kg) 0.405 ab 0.180 a 0.586 a 0.190 a
NPsZnO (400 mg/kg) 0.382 ab 0.170 ab 0.553 ab 0.163 abcd
NPsZnO (500 mg/kg) 0.327 bcd 0.167 ab 0.494abc  0.154 bcde
BNPsZnO (100 mg/kg) 0.351 abc 0.157 ab 0.508 abc 0.176 abc
BNPsZnO (200 mg/kg) 0.379 abc 0.160 ab 0.540 ab 0.171 abcd
BNPszZnO (300 mg/kg) 0.379 abc 0.165 ab 0.545 ab 0.169 abcd
BNPsZnO (400 mg/kg) 0.372 abc 0.159 ab 0.532 ab 0.171 abcd
BNPszZnO (500 mg/kg) 0.327 bcd 0.135abcd 0.462 abcd  0.151 bcde
Media 0.3605 0.158 0.5135 0.1645

(Tukey, a.=0.05 %). CA = Clorofila A; CB = Clorofila B; CT = Clorofilas totales; CAR =
Carotenoides; ZnSO, = Sulfato de zinc; NPsZnO = Nanoparticulas de 6xido de zinc;
BNPsZnO = Nanoparticulas organicas de éxido de zinc.

Las respuestas diferenciadas en la concentracion de pigmentos fotosintéticos, se puede atribuir
a la concentracién de Zn en las hojas. Por ejemplo, se han reportado incrementos del 48.3% con
la aplicacion de NPs ZnO a 200 mg de Zn/kg de suelo, lo cual fue atribuido a una mayor
acumulacién de Zn en el tejido de las hojas (Ruiz-Torres et al., 2021). Sin embargo,
concentraciones superiores a 400 mg de Zn/kg de suelo tienen efectos perjudiciales, que se
reflejan en disminuciones de la concentracion de clorofilas (Smart et al., 2017), debido a la alta
concentracion de iones de Zn dentro de la planta.

No obstante, otros estudios han reportado que el suministro de Zn al suelo con ZnSO4 y NPs
ZnO en altas concentraciones (400-800 mg/kg) ejercio efectos nocivos en la acumulacion de
clorofilas y carotenoides en plantas de arroz (Oryza sativa), frijol (Phaseolus vulgaris) y tomate
(Solanum lycopersicon) (Smart et al., 2017; Garcia-Gomez et al., 2017), debido a la toxicidad
generada por la alta absorcidon de iones de Zn** dentro de la planta (Wang et al., 2018).
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El Zn es una metaloproteina que participa en la actividad de la enzima anhidrasa carbonica, ya
que contiene un atomo de Zn que cataliza la hidratacién del CO2 que facilita la difusién del
diéxido de carbono a los sitios de carboxilacion en las plantas (Badger y Price, 1994; Pullagurala
et al., 2018), por ello, es de suma importancia que el Zn se encuentre en las concentraciones
Optimas durante la fertilizacion de la planta. Por otro lado, las altas concentraciones de Zn dentro
de los tejidos de la planta, pueden inducir toxicidad por la generacion de radicales libres como
H>O2y O> hasta llegar a la peroxidacion de lipidos (Garcia-Gomez et al., 2017; Pullagurala et
al., 2018).
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5. CONCLUSIONES

En general, todas las fuentes de Zn impactaron el crecimiento de las hojas y el desarrollo de la
raiz, pero las mejores respuestas se observaron con NPsZnO y BNPsZnO. Ademas, se observo
que en todas las concentraciones aplicadas (100 a 500 mg de Zn/kg de suelo) estos fertilizantes

no presentaron diferencias estadisticas.

Los fertilizantes de Zn (ZnSOs4, NPsZnO y BNPsZnO) modificaron la concentracion de
clorofilas, las mejores respuestas se identificaron con NPs ZnO y BNPsZnO a 200 y 300 mg de
Zn/kg de suelo. Pero el ZnSO4 también generd buenas respuestas a 100 y 500 mg de Zn/kg de

suelo.
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