UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

IMPACTO DE NANOPARTICULAS DE ZnO SOBRE LA PRODUCCION DE
CALABACITA TIPO GREEY ZUCCHINI'Y EN LA ACTIVIDAD DE LA LOMBRIZ
ROJA CALIFORNIANA

Tesis

Que presenta JOSE ANTONIO HUERTOS RAMIREZ

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

Saltillo, Coahuila Julio, 2024



IMPACTO DE NANOPARTICULAS DE ZnO SOBRE LA PRODUCCION DE
CALABACITA TIPO GREEY ZUCCHINI Y EN LA ACTIVIDAD DE LA LOMBRIZ
ROJA CALIFORNIANA

Tesis

Fiaborada por JOSE ANTONIO HUERTOS RAMIREZ como requisite parcial
para obtener el Grade de Maestro en Ciencias en Horticultura con la supervision
y aprobacion del Comité de Asesoria

= {

' Director de Tesia
(B sk
Dr. Antonic Juarez Maldonado Dra. Rebeca Betancourt Galindo

2

X A s
. k{:' \ i‘. l‘ \ V.
W

DOra Miram hez Vega Dr. Alberto Sardoval Rangel
Asesor Asesor

Dr. Antonio Flores Naved
Subdirector de Postgrado

UAAAN

Saltillo, Coahuiia Julio, 2024



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) por brindarme la

oportunidad de seguir creciendo en conocimientos, experiencias y vivencias.

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCYT) por
el apoyo econémico otorgado a través de la beca, permitiendo asi culminar mis

estudios de Maestria en Ciencias en Horticultura.

Al Dr. Alonso Méndez Lopez, por sus palabras de aliento, motivaciones y ademas

apoyo incondicional durante todo el proyecto de la maestria.

Al Dr. Antonio Juarez Maldonado, por los consejos brindados y su apoyo en la

parte experimental del proyecto.

A la Dra. Miriam Sanchez Vega, por su apoyo en la parte del secado de las

muestras y sus conocimientos brindados en la mejora personal y profesional.

A la Dra. Rebeca Betancourt Galindo, por proporcionarnos las nanoparticulas de

oxido de zinc (ZnO) usadas en esta investigacion.

Al Dr. Alberto Sandoval Rangel, por su apoyo los consejos y motivaciones

brindados.

A todos mis comparieros y profesores de la Maestria en Ciencias en Horticultura

iPor su apoyo, muchas gracias!



DEDICATORIA

A mis padres Maria Isabel Ramirez Ramirez y Saul Huertos Ramirez, por su

dedicacion, su sacrificio, su entrega y las ganas de querer darme un futuro mejor.

A mi hermano Daniel Huertos Ramirez, por su apoyo, confianza y consejos

cuando mas he necesitado.

A mi amiga Alma Morales Reyes, por sus consejos, su amistad, carifio y apoy6

durante todo el proceso de la maestria.

A mis amigos y comparieros de la Maestria en Ciencias en Horticultura y de la
planta piloto de la Universidad Autdbnoma Metropolitana (UAM) Cuajimalpa, por

los consejos, ensefianzas, experiencias y vivencias. Este triunfo también es suyo.



INDICE GENERAL

AGRADE CIMIENT OS. ..o e e i
DE DI C AT ORI A. ..o e e e ii
INDICE GENERAL. ...ttt i
INDICE DE CUADROS. ...ttt ettt e eeens v
INDICE DE FIGURAS . ...ttt eeeaans Vi
RESUMEN. ... e Vii
AB S T R A C T .. e IX
INTRODUCCION. ...ttt 1
OBIET IV S ... e 3
ODJELIVO GENETAL.....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 3
ODbjJetiVOS ESPECITICOS ....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 3
HIPOIESIS ... 3
REVISION DE LITERATURA 4
Antecedentes del CUITIVO .........uuuuieiiiiii s 4
Importancia mundial y NACIONAl ..........coovviiiiiii e 4
Importancia NUIHCIONAL............uuuiiii e e e e e e e e eeeeeens 5
Problemas en la produccion de calabaza ...........cccccccceeeiiiiiciiieciicce e, 5
¢ QUE €S 1a NanotecnOlogia?........oovvuiiiiiii i 6
Nanotecnologia en la Salud ............coooeiiiiiiiiiii e 7
Nanotecnologia en 1a iNAUSEIIA ..........ooouuiuiiiiii e 7
Nanotecnologia en la agriCUltura ..............eeeiiiieeiiiieiiiee e e e e 8
Nanoparticulas en la agriCultura ..............cceoiiiieeiiiieeicee e 8
Nanoparticulas de OXidO A€ ZINC.........couuuuuiiiiie e e e 9
Efecto de las nanoparticulas en las plantas............cccccooveeeeiiiiiiiiiii e, 10
Toxicidad de nanoparticulas en el agua .........ccooeeeevviiiiiiiiiiii e 10
Toxicidad de nanoparticulas en el Suelo.........cccoooeeiiiiiiiiii e 11
Importancia de los organismos del SUEl0..........cccooviiiiiiiiiii e 11
Importancia de la lombriz roja californiana..............cccccccveeeiiiiieiiiieicee e, 12
Impacto de la lombriz en la agricultura .............ccooooviiiiiiiiiii e 12
MATERIALES Y METODOS......u it 14



Establecimiento del experimento ... 14

Material VEgeTtatiVO.........oooi e 14
Sintesis de las nanoparticulas de 6xido de ZINC .........ccevvvvevevieiiiiiiieiiiiiiieeeen, 14
Establecimiento experimental y tratamientos. ... 15
Evaluacion de variables agronOmICaS. .........eeviieeiiiiiiiiiiiiieie e 16
Evaluacion de variables de calidad de frut0............cccvvieeeiiieeiiiiiiiiieeee e 16
Evaluacion de variables en las lombrices ..........ccccceeiiii 18
Evaluacién de variables de pigmentos en hojas y frutos ...........ccccccveeeennns 18
Evaluacién de variables de 10S cOmpuestos OrganiCoS.........c.ovveuvveeeeeeeeaeennnns 19
ANALISIS ESTAUISTICOS. .. uuuuuuiiiiiiiiiii e 24
RESULT AD S, ... e e e aas 25
Caracteristicas de las NanopartiCulas.............ceueevevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 25
Variables agrondmicas en el cultivo de calabacita ................cccevvvviviiineeeenn. 25
Variables de calidad del fruto de calabacita..............ccccccviiiie 33
Variables de pigmentos en hojas y frutos de calabacita.............ccccccceeeeeeeenn. 39
Variables de los compuestos organicos en frutos de calabacita..................... 43
Efecto de NPsZnO en la lombriz roja californiana.............cccccevvviiiiiiieveeennnnnns 46
DISCUSION. ...ttt e e e 51
CONCLUSIONES. ...t aeaees 58
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... 59



INDICE DE CUADROS

Tabla 1. Comparacion de medias de variables agronémicas en plantas de
calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de
oxido de zinc por diferentes vias de aplicacion...............cooooiiiiiiiiiiiiiiin. 25

Tabla 2. Comparacion de medias de variables agronémicas en plantas de
calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de
oxido de zinc con diferentes vias de aplicacion................ccooiiiiiinnenn. 29

Tabla 3. Comparacién de medias de variables de calidad de fruto en plantas de
calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de
oxido de zinc mediante diferentes vias de aplicacion......................cocoeene. 34

Tabla 4. Comparacion de medias de variables de pigmentos de frutos y hojas en
plantas de calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con
nanoparticulas de 6xido de zinc mediante diferentes vias de aplicacion......... 39

Tabla 5. Comparacion de medias de variables del contenido nutrimental en frutos
de calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de
oxido de zinc mediante diferentes vias de aplicacion..................ccocveviennn. 44

Tabla 6. Comparacion de medias de variables de natalidad y contenido
nutrimental en lombriz roja californiana, tratadas con nanoparticulas de 6xido de
zinc mediante diferentes vias de aplicacion...............c.ccocoviiiiiii i, 47



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Forma, estructura y tamafio de las nanoparticulas de 6xido de zinc
(NPszZnO) (Magdaleno-Garcia et al., 2023).......cuiviuieieiiiiiiiiieieeeeenenn 15

Figura 2. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas a
frutos de calabacita y peso seco y fresco de la parte aérea de la planta, tratadas
con diferentes dosis de nanoparticulas de 6xido de zinc, en aplicacion foliar y
drench. Mmedias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo
con la prueba LSD Fisher (p< 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo
de quince dias a partir de la germinacion de la semilla de calabaza............. 27

Figura 3. Comparacion gréfica de las medias entre variables relacionadas con la
raiz de plantas de calabacita y su rendimiento, tratadas con diferentes dosis de
nanoparticulas de 6xido de zinc, con aplicacion foliar y en drench. Medias con la
misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher
(p= 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de
la germinacion de la semilla de calabaza...............cooooiiiiiiii 31

Figura 4. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas con la
calidad de fruto en el cultivo de calabacita, tratado con diferentes dosis de
nanoparticulas de oxido de zinc, en aplicacion foliar y drench. Medias con la
misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher
(p=< 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de
la germinacion de la semilla de calabaza.................ccoooiiiiiiiiii i 36

Figura 5. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas con el
contenido de pigmentos en frutos y hojas, tratados con diferentes dosis de
nanoparticulas de oxido de zinc, en aplicacion foliar y drench. Medias con la
misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher
(p= 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de
la germinacién de la semilla de calabaza...................ccoooiiiiiiii 41

Figura 6. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas con el
contenido nutrimental en frutos, tratados con diferentes dosis de nanoparticulas
de 6xido de zinc, en aplicacion foliar y drench (medias con la misma letra son
estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher (p< 0.05); se
realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacion
de lasemillade calabaza)..............cooiiiii i 45

Figura 7. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas con el
contenido de natalidad y contenido nutrimental en lombrices, tratados con
diferentes dosis de nanoparticulas de 6xido de zinc, en aplicacion foliar y drench.
Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba
LSD Fisher (p=< 0.05); se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias
a partir de la germinacion de la semilla de calabaza.................................. 49

Vi



RESUMEN

IMPACTO DE NANOPARTICULAS DE ZnO SOBRE LA PRODUCCION DE
CALABACITA TIPO GREEY ZUCCHINI'Y EN LA ACTIVIDAD DE LA LOMBRIZ
ROJA CALIFORNIANA

POR

JOSE ANTONIO HUERTOS RAMIREZ

MAESTRIA EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DR. ALONSO MENDEZ LOPEZ

(ASESOR)

Saltillo, Coahuila Julio, 2024

Vii



El uso indiscriminado de agroquimicos y fertilizantes sintéticos para incrementar
el rendimiento de los cultivos agricolas, ha ocasionado grave deterioro en la salud
del suelo y degradacion del agroecosistema, generando problemas de
contaminacion en el ambiente. La nanotecnologia ha mostrado un gran potencial
para mitigar la contaminacién del suelo y el agua. El presente trabajo tiene como
objetivo determinar el efecto de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPszZnO)
aplicadas sobre el crecimiento, rendimiento y la calidad de frutos de calabaza tipo
Grey Zucchini. El cultivo se estableci6 en campo. Se evaluaron cuatro
concentraciones de las nanoparticulas (0, 500, 1000 y 2000 mg-L1) en aplicacién
foliar y drench, distribuidos en un disefio experimental de bloques completos al
azar con 8 tratamientos y 5 réplicas cada uno. Se midié el numero, peso, largo, y
ancho de fruto; peso fresco y seco aéreo; diametro, longitud, peso fresco y seco,
y volumen de raiz; firmeza, solidos solubles totales, potencial de hidrogeno,
conductividad eléctrica, acidez titulable, vitamina C en frutos de calabaza,
namero de lombrices, peso de lombrices, pigmentos y contenido nutrimental en
calabacita y lombrices. Los resultados: indican que la aplicacion de NPsZnO a
diferente concentracion estimularon el crecimiento de los parametros vegetativos,
de rendimiento (2000 mg-L) y de la calidad de frutos (1000 mg-L1), en tanto que
el crecimiento radicular fue mejor con la aplicaciéon de 1000 mg-L. En todos los
casos la aplicacion foliar mostro mejor efecto. En conclusion, la aplicacion foliar
de nanoparticulas de 6xido de zinc tiene efecto positivo en el crecimiento, el
rendimiento, la calidad de los frutos de calabaza tipo Grey Zucchini, la natalidad

de las lombrices y el contenido nutrimental.

Palabras clave: nanoparticulas, calidad de frutos, rendimiento, bioestimulacion,

contenido nutrimental.
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The indiscriminate use of agrochemicals and synthetic fertilizers to increase the
yield of agricultural crops has caused serious deterioration of soil health and
degradation of the agroecosystem, resulting in pollution problems in the
nvironment. Nanotechnology has shown great potential to mitigate soil and water
pollution. The objective of this work is to determine the effect of applied zinc oxide
nanoparticles (NPsZnO) on the growth, yield and quality of gray zucchini squash
fruits. Methodology: The crop was established in the field. Four concentrations of
nanoparticles (0, 500, 1000 and 2000 mg-L1) were evaluated in foliar and drench
applications, distributed in a BCA experimental design with 8 treatments and 5
replicates each. Number, weight, length and width of fruits were measured; air
fresh and dry weight; diameter, length, fresh and dry weight and root volume;
firmness, total soluble solids, hydrogen potential, electrical conductivity, titratable
acidity and vitamin C in pumpkin fruits, number of worms, weight of worms,
pigments and nutritional content in zucchini and worms. The results indicate that
the application of NPsZnO at different concentrations stimulated the growth of
vegetative and yield parameters (2000 mg-L!) and fruit quality (1000 mg-L™),
while the root growth was better with the application of 1000 mg-L*. In all cases,
the foliar application showed a better effect. Conclusion, the foliar application of
zinc oxide nanoparticles has a positive effect on the growth, yield, quality of gray

zucchini fruits, the birth rate of worms and the content of nutritional content.

Key words: nanopatrticles, fruit quality, yield, biostimulation, nutritional content .



INTRODUCCION

El uso excesivo de plaguicidas y fertilizantes para incrementar la productividad
de los cultivos agricolas, ha ocasionado grave deterioro en la salud del suelo y
degradacion del agroecosistema, lo que ha generado problemas de
contaminaciéon del ambiente, ante este panorama sombrio la nanotecnologia
surge como una alternativa capaz de aliviar dichas probleméticas derivadas de
la produccion agricola (Lira-Saldivar et al., 2018). La nanotecnologia ha mostrado
un gran potencial para abordar desafios ambientales en la agricultura, estudios
como el de Rico-Herrera et al. (2012) han explorado la capacidad de las
nanoparticulas (NPs) para remediar la contaminacion del suelo y el agua,
proporcionando soluciones innovadoras para mitigar los impactos negativos de
practicas agricolas intensivas. Ademas, la aplicacion de nanoparticulas en la
proteccion de cultivos ha sido objeto de atencion, ya que se ha demostrado su
capacidad como agentes antimicrobianos y plaguicidas eficaces, ofreciendo
métodos mas sostenibles y selectivos para el control de plagas y enfermedades
(Prasad et al.,, 2012). En conjunto, la aplicacion de nanoparticulas en la
agricultura no solo promete mejorar la eficiencia de los sistemas agricolas, sino
gue también ofrece soluciones innovadoras y sostenibles para abordar desafios
criticos. Un gran numero de nanoparticulas no cuentan con los estudios
necesarios que garanticen su uso seguro, realizar estudios eco toxicologicos
permiten evaluar los efectos de un determinado xenobidtico. En el caso de la
lombriz roja californiana, esta es utilizada en los ensayos de toxicidad por su
amplia distribucion en los ecosistemas y su importancia en la mejora de los suelos
(Linares et al.,, 2017). A medida que se avanza en la comprension de la
interseccion entre la nanotecnologia y la agricultura, se revelan oportunidades

para optimizar la productividad y la sostenibilidad de los cultivos.

El zinc (Zn), es un micronutriente esencial para todas las plantas, desempefiando
un papel vital para las actividades fisiolégicas de los vegetales, como la

biosintesis de proteinas, clorofilas, fertilizaciones y en la produccién de las



semillas (Slusarz, 2022), tiene la capacidad de modificar los efectos de las
auxinas a través de la regulacion del triptéfano y actia en una gran cantidad de
enzimas como el superdéxido dismutasa y las deshidrogenasas (Narendhran y
Sivaraj, 2016). Uno de los misterios en el uso de nanoparticulas lo representa su
acumulacién, ya que puede llegar a afectar el crecimiento de plantas como
pepino, lechuga, frijol, maiz, centeno, calabacita y algunos chiles, lo que
constituye una ruta a la contaminacion de la cadena alimenticia por la
acumulacién excesiva de nanoparticulas de metales en su sistema radical, en los
tallos, en las hojas y en los frutos, estas nanoparticulas pueden ser de di6xido de
titanio (TiO>), oxido de cobre (CuO), 6xido de zinc (ZnO) y nanoparticulas de zinc
(Dimkpa et al., 2012).

La calabaza Cucurbita pepo L. es uno de los cultivos de gran importancia en la
historia agricola de México, es una hortaliza con arraigo en las tradiciones
alimentarias y culturales de las comunidades mesoamericanas a lo largo de los
siglos. La importancia econOmica de la calabaza en gran medida se debe a la

amplia adaptabilidad a diferentes climas, terrenos y altitudes (SIAP, 2018).

Lorenzo-Hernandez et al. (2019) sefialan que la produccion y comercializacion
de calabazas contribuyen significativamente a los ingresos de los agricultores,
desempefiando un papel crucial en la estabilidad econémica de diversas regiones
del pais, ademas, la calabaza ha sido reconocida por su valor nutricional, siendo
una fuente rica en vitaminas, minerales y antioxidantes esenciales para la salud
humana (Beatriz-Goémez et al., 2019). Este aspecto ha despertado el interés no
solo de nutricionistas y dietistas, sino también de aquellos preocupados por la
seguridad alimentaria y la diversificacion de cultivos. Desde una perspectiva
agronomica, la sostenibilidad del cultivo de calabaza, esta basada en técnicas de
cultivo eficientes y estrategias para mejorar la resistencia a plagas vy
enfermedades (Martinez-Aguilar et al., 2011), con lo que se busca optimizar los
rendimientos, garantizar la continuidad y viabilidad a largo plazo de este

importante cultivo en México.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la aplicacion por via foliar y drench de nanoparticulas de
ZnO en el rendimiento y acumulacion de contenido nutrimental en frutos de
calabaza tipo Grey Zucchini y en la lombriz roja californiana, asi como su

actividad.

Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de las NPZnO sobre variables agronémicas y de rendimiento
en el cultivo de calabacita.

- Determinar la via de aplicacion que mejora la acumulacién de contenido
nutrimental en el fruto de calabacita.

- Evaluar el efecto de las NPZnO sobre la actividad de la lombriz roja

californiana.

Hipotesis

La aplicacion de nanoparticulas de ZnO mejoran la calidad y rendimiento del fruto

de calabaza, sin afectar la actividad reproductiva de la lombriz roja californiana



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes del cultivo

La calabacita Cucurbita pepo L. también conocida como calabacin o calabaza de
verano, tiene como centro de origen Mesoamérica y el sur de los Estados Unidos.
Es una planta herbacea, de crecimiento tipo rastrero, se cultiva para la obtencion
principalmente de sus frutos y flores para la alimentacion humana (Basurto-Pefia
et al., 2015). El género Cucurbita ha sido muy importante en la alimentacion de
los pueblos originarios de Mesoamérica y se extendié durante miles de afos a
través del continente americano, debido a su versatilidad, con ella se pudieron
elaborar diversos platillos, se consumia sola, en ensaladas, sopas, guisadas y
otras recetas mas, la calabacita fue llevada a Europa por los espafioles en los
afios de la conquista, donde ésta fue domesticada y diversificada por todo el
mundo (SIOVM, 2006). La diversificacion se debié a su facil adaptabilidad a
diversos climas y terrenos, se puede cultivar, tanto a nivel del mar como en valles

y lugares altos.

Importancia mundial y nacional

La calabacita es uno de los frutos mas consumidos, se le considera fundamental
en la alimentacion humana, por lo que su produccién a nivel mundial, va cada
vez mas en aumento (Ayala-Garay et al., 2016). China es el principal pais
productor de calabacita, representa un tercio de la produccién a nivel mundial con
7,433,743 toneladas, lo que representa el 26.6%, seguido de la India con
5,113,692 toneladas, con un 18.3% de representatividad y Ucrania con 1,268,270
toneladas, lo que indica un 4.5%, éstas tres naciones representan, por tanto, el
49.4% de la produccién total mundial (SIAP, 2018).

En 2022, esta verdura se sembrdé en 26,067 hectareas de las cuales se

obtuvieron 552,000 toneladas; 2.2% menos que la produccién del 2021, y 3.2%



menor al promedio de los ultimos 10 afios, por lo que, México se posiciond como
el séptimo productor mundial de esta hortaliza con un volumen de produccién de
551,886 toneladas. Los principales estados productores en México son Sonora,
Puebla, Sinaloa, Hidalgo y Michoacéan; tres cuartas partes de la produccion total
nacional se exporta, siendo Estados Unidos el destino principal (SIAP, 2024).

Importancia nutricional

Los frutos de calabacita tienen un alto contenido nutricional y proporcionan
muchos beneficios para la salud del ser humano, los frutos de calabacita
contienen agua, proteinas, hidratos de carbono, fibra, grasas, calcio, magnesio,
yodo, hierro, zinc, sodio, potasio, vitamina B2 (Riboflavina), vitamina B6
(Piridoxina), acido fdlico y vitamina C (Robledo-Torres et al., 2010).

Problemas en la produccién de calabaza

El desarrollo de la calabaza tipo Grey Zucchini enfrenta grandes desafios que
pueden afectar considerablemente el rendimiento y la calidad de los frutos. Estos
problemas pueden estar relacionadas con el manejo agronémico, aspectos como
la fertilizacion, el riego, el control de plagas y enfermedades, ademas con el
material genético empleado, Sajid et al. (2022) mencionan que el manejo de
todos estos factores es esencial para evitar deficiencias o excesos que puedan
afectar el crecimiento y la produccion de las plantas. Otro de los factores a
considerar son los problemas ambientales, como la temperatura, la humedad, la
luz y la disponibilidad de agua, estos factores manejados adecuadamente
pueden garantizar el crecimiento 6ptimo de los cultivos y mejorar los rendimientos

en la produccion (Conti et al., 2023).

La busqueda de estrategias para reducir el impacto ecolégico, en la produccién
agricola, se ha basado en el desarrollo de tecnologias como los bioestimulantes,

los cuales se definen como cualquier sustancia o producto, de origen mineral o



vegetal, que al aplicarse en los momentos y dosis adecuadas, mejora una 0 mas
caracteristicas de la planta, tales como la eficiencia en el uso de nutrientes, la
tolerancia al estrés (bidtico o abidtico), rasgos de calidad de frutos y la
disponibilidad de nutrientes Entre los hallazgos mas importantes e innovadores
para la reduccion de esos factores es el uso de la nanotecnologia (Rivera-Solis
et al., 2023).

¢ Qué es la nanotecnologia?

La nanotecnologia se define como la manipulacion de la materia a escala
nanomeétrica, esta definicibn implica trabajar con estructuras y sistemas de
dimensiones en el rango de 1 a 100 nandmetros, donde las propiedades fisico y
guimicas de los materiales pueden diferir significativamente (Gleiter, 1989). La
nanotecnologia surge como uno de los avances tecnolégicos mas importantes y
significativos en el mundo, esto se debe al gran campo multidisciplinario en el
cual se adapta, generando un interés particularmente amplio en areas de la
ciencia y la tecnologia, debido a su potencial para revolucionar numerosos

campos (Knoll y Fritzsche, 2005).

En el siglo XXI el uso de las nanotecnologias tendra un fuerte impacto en la vida
humana, importantes como en el caso de antibioticos, circuitos integrados, la
micro eléctrica y los polimeros, puesto que converge con varias disciplinas, la
importancia de las nanotecnologias se da fundamentalmente por dos aspectos,
un primero, se refiere a que permite modificar radicalmente las propiedades de
los materiales e incluso crear otros, y un segundo aspecto es que se hace posible
maquilar con extrema precision ciertos materiales (Mendoza et al., 2007). La
nanotecnologia la podemos encontrar en nuestro dia, en diferentes campos y

formas.



Nanotecnologia en la salud

La nanotecnologia aplicada a la medicina, mejor conocida como nanomedicina y
su aplicacién a la tecnologia en las ciencias de la salud, es una rama que se
perfila como una de las de mayor proyeccién a futuro préximo, debido a sus
importantes aplicaciones, especialmente diagndstica y terapéutica, la deteccién
de enfermedades a etapas tempranas, sus tratamientos personalizados y un
preciso seguimiento posterior a su evolucién se hacen posibles para afios
posteriores, gracias a la aplicacion de la nanotecnologia, mejorando asi los
tratamientos y diagndsticos teniendo una mayor eficiencia que los actuales, lo
que conllevara a una mayor calidad de vida para el hombre (Lechuga, 2011).
También la nanotecnologia ha permitido el desarrollo de sistemas de
administracion de farmacos mas eficaces y la creacion de nanomateriales para
la deteccion de enfermedades y tratamiento contra el cancer, mejorando asi
sustancialmente el modo de vida de la poblacion, esta nueva realidad, posee un

gran potencial cientifico y tecnolégico (Echeverria, 2013).

Nanotecnologia en la industria

La nanotecnologia tiene aplicacion en gran variedad de materiales, influye en los
procesos de fabricacidon y tecnologia, que se usan para crear y mejorar muchos
productos de uso diario, esta necesita de la participacion de varios campos del
conocimiento, cada una contribuyendo al trabajo practico que se requiere para
gue puedan ser complementarias e iniciar de una base sobre la cual investigar y
desarrollar, es por eso que esta tecnologia se considera a fin, cuando se puede

observar que las limitantes que separan el saber cientifico (Urquilla, 2019).

En la industria agroalimentaria, la nanotecnologia brinda grandes oportunidades
para la obtencién de productos y aplicaciones innovadoras para la agricultura y

la ganaderia, para ello se utiliza una gran diversidad de nanomateriales, que van



desde metales y 6xidos de materiales inorganicos a nanomateriales organicos,

los cuales llevan ingredientes activos (Avalos- Flnez et al., 2016).

Nanotecnologia en la agricultura

Los grandes avances en el campo de la nanotecnologia han traido nuevas
oportunidades para la innovacion en la agricultura. Los nanomateriales se
presentan como un sustituto potencial de los materiales convencionales, debido
a sus atributos y la mejora que estos, representan, los plaguicidas y fertilizantes
son dos de los muchos productos que han demostrado tener un gran potencial a
nivel nanométrico, con gran eficiencia en la liberacion dirigida y controlada de
agroquimicos (Vazquez-Nufez, 2023). Esto se traduce con el uso de
nanotecnologias como, tubos de carbono y nanomateriales a base de metales
gue tienen un efecto benéfico en la agricultura moderna y han comenzado a
investigarse, porque ofrecen incrementar la produccion de alimentos. La
nanotecnologia brinda también la posibilidad de generar nano-fertilizantes y

promotores del crecimiento en las plantas (Mufioz-Marquez et al., 2022).

Nanoparticulas en la agricultura

El uso de nanoparticulas tiene una mayor efectividad biolégica, al lograr, un
aumento en el rendimiento y la productividad de los cultivos, ayudando también
a la germinacion de los cultivos de una manera mas rapida, tener cultivos libres
de plagas, y a que los cultivos absorban mejor los nutrientes proporcionados por
el suelo (Quispe, 2010). La nanotecnologia ha desarrollado materiales con
propiedades antimicrobianas, estos materiales son principalmente de origen
metalico y oxido metalicos, los cuales sugieren un control a través de los diversos
mecanismos de accion (Chichimequillas et al., 2021). Las nanoparticulas pueden
ser combinadas con métodos convencionales y construir alternativas promisorias

para la remediacion de suelos contaminados con metales pesados (via remocion



0 estabilizacion), por ejemplo, el uso de nanoparticulas de hierro para la

reduccion del metal cromo (Carrillo-Gonzalez y Gonzélez-Chévez, 2009).

Nanoparticulas de 6xido de zinc

El aumento en el uso de nanoparticulas de 6xido metdlicas, entre las que
destacan las de 6xido de cobre y 6xido de zinc, se debe a la abundancia con la
gue se cuenta, ademas de sus propiedades especificas de gran relevancia, tales
como efectos antimicrobianos, mejora la conductividad eléctrica y la catélisis

(Abrica-Gonzéalez y Gémez-Arroyo, 2022).

La suplementacion con nanoparticulas como alimento en gallinas ponedoras.
puede mejorar el rendimiento, ya que estas mejoran la absorcion de zinc en el
intestino de las capas envejecidas y ademas, ser una fuente eficiente y adecuada
para su dieta, de esta forma se puede regular los contenidos de nutrimentos

proporcionados a estas aves (Abedini et al., 2018).

El uso de nanoparticulas de 6xido de zinc es efectivo en el control in vitro de
Fusarium acuminatum, por lo cual, el uso de esta tecnologia se le considera como
una estrategia de gran impacto para manejar esta enfermedad (Malacara-Herrera
et al., 2023).

Los nanofertilizantes son nanoparticulas compuestas de micro Yy/o
macronutrientes, que por su tamafo y propiedades superficiales se convierten en
una alternativa agricola sustentable para generar mayor produccion en el campo,
estas mejoran el crecimiento de las plantas y la calidad del sabor de los productos
horticolas, la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc aplicadas de manera
foliar en plantas como lechugas, ayuda a mitigar las deficiencias de

micronutrientes (Galindo-Guzman et al., 2022).
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La aplicacion de nanoparticulas, tienen efectos bioestimulantes, ya que
incrementa la acumulacion de biomasa y mejora los parametros de rendimiento

en las plantas de pepino aplicadas via drench (Ucan-Tucuch et al., 2023).

Efecto de las nanoparticulas en las plantas

Estudios realizados muestran que las nanoparticulas pueden tener efectos, tanto
positivos como negativos en la germinacion y en el vigor de las semillas, se ha
llegado a observar que las dosis bajas de las nanoparticulas promueven el
crecimiento de las plantulas, mejoran el tamafio del tallo, raices y en algunas
especies ambas estructuras, en el caso del uso de dosis mas altas de
nanoparticulas se puede inhibir (Ruiz-Torres et al., 2016).

Las nanoparticulas de Oxido de cobre a concentraciones de 10 a 400 ppm no
afecta el crecimiento de plantas de girasol, debido a que influyen en el desarrollo,
pero aun se tiene que realizar investigaciones para ver el efecto que se tiene a

dosis mas altas (Tapia et al., 2016).

Los efectos de las nanoparticulas de plata de sintesis verde a concentraciones
altas en el cultivo de rdbano, no afectaron la germinacion a ninguna de las dosis
evaluadas, mientras que el crecimiento de la raiz, vario enormemente entre las
diferentes concentraciones, tanto altas como bajas. Las concentraciones mas
altas practicamente detuvieron el alargamiento de la raiz, con eso se demuestra
gue a dosis excesivas genera contaminantes, promoviendo sintomas téxicos en

los rabanos (Clave et al., 2020).

Toxicidad de nanoparticulas en el agua

El uso de nanoparticulas puede inducir efectos deletéreos en sistemas acuaticos,

asi como también en la vida acuatica, observando una variedad de cambios de
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causa toxica en los peces y embriones que se encuentran expuestos a las
nanoparticulas, también producen cambios relacionados al estrés oxidativo,

apoptosis, y cambios en la expresion génica (Chae et al., 2009)

Toxicidad de nanoparticulas en el suelo

El uso de nanoparticulas metalicas tiene un efecto significativo sobre los
microorganismos del suelo, los cuales son importantes debido a su importancia
agricola, el efecto quimico en el ambiente por el uso de nanomateriales en el
suelo debe ser analizado y estudiado, principalmente sobre los microorganismos
del suelo, debido a que obedece a mecanismos inespecificos vy
multidireccionados, resultantes de la multiple interaccion de estas con diferentes
biomoléculas (Palencia et al., 2013). Las condiciones del suelo son muy
complejas y variables, por lo que, es complicado y dificultoso realizar
predicciones genéricas sobre el destino de los iones en el medio ambiente, la
biodisponibilidad de las nanoparticulas en los suelos depende, tanto de las
particulas, las propiedades del suelo, esto es debido a la capacidad de retencién

de humedad (Gutiérrez-Praena et al., 2016).

Importancia de los organismos del suelo

Los suelos son la base de los sistemas productivos, sin embargo, pocos de estos
sistemas contemplan la preservacion de los organismos que contiene, la
preservacion es clave para el desarrollo de sistemas y estrategias productivas en
equilibrio con el ambiente, ya que los organismos del suelo llevan a cabo
procesos biologicos irremplazables que sustentan la prevision y cuidado de

ecosistemas (Alvarez et al., 2018).

Las funciones de los organismos del suelo en los ecosistemas, desempefian un
papel de gran importancia y relevancia, tal es el caso de los descomponedores

primarios, como los coledpteros, las lombrices y las termitas, estos organismos
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destacan por ser los responsables de descomponer las excretas de los
mamiferos y las hojarascas de los pastizales, con ello incrementan la fertilidad
general de los suelos y la productividad, estos descomponedores primarios
desempeiian una funcion fundamental en el reciclaje de los nutrientes en los

ecosistemas (Crespo, 2013).

Importancia de la lombriz roja californiana

Las lombrices, como la lombriz roja californiana Eisenia foetida (Savigny, 1826)
es uno de los organismos mas importantes del suelo, especialmente en
ecosistemas productivos, debido a su influencia en la descomposicion de la
materia organica, que favorece en la estructura de los suelos, mejora también el
ciclo de los nutrientes, la aplicacion e inoculacion de lombrices favorece el
desarrollo y las caracteristicas morfologicas del suelo (color, tamafio de particula,
nutrientes y retencion de agua) y de las plantas (altura, grosor de tallos, numero
de hojas y biomasa de los cultivos), lo que resalta la importancia y beneficios en

su implementacion (Hermitafio et al., 2023).

Impacto de lalombriz en la agricultura

El uso de las lombrices o la aplicacion de la lombricultura, ha permitido el manejo
de los residuos contaminantes, como el estiércol de las granjas, ademas de
solucionar el problema de la contaminacion, genera abono de calidad con los
residuos, ya que la lombriz es el motor principal para la transformacion del
estiércol acumulado y la mejora de los suelos, como fuente de nutricion para las

plantas (Rios-Yolmar, 2005).

El uso de la lombriz para producir un fertilizante organico, es de gran utilidad,
efectivo y econémico de realizar, supliendo asi los requisitos y las necesidades
de los agricultores, proporcionando muchas ventajas para la produccién de sus

cultivos a un bajo costo (de la Cruz et al., 2021).
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El aprovechamiento de los residuos organicos, urbanos y rurales, con
procedimientos biolégicos, como el compostaje a través de lombrices, tanto a
mediana como alta tecnologia, y a pequefia o gran escala, se pueden llegar a
obtener abonos de calidad, los cuales aplicados a los cultivos, logran buenas
cosechas y reducen inmensas cantidades de residuos organicos que se generan
diariamente, por lo que con esta herramienta se crea una agricultura sostenible y

organica (Quispe-Limaylla, 2015).
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MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del experimento

El experimento se estableci6 en el area agricola del Departamento de Botéanica
dentro de las instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro en

Saltillo, Coahuila, México.

Material vegetativo

Se utilizé semilla de calabaza de la variedad Grey Zucchini de la casa comercial
Seminis®, esta variedad se caracteriza por ser de polinizacion abierta, presenta
frutos de color verde grisaceo, rectos, de tamafios uniformes, ademas de que

este material puede sembrarse durante gran parte del afio.

Sintesis de las nanoparticulas de 6xido de zinc

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) fueron sintetizadas en el Centro
de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA). En este proceso se utilizd acetato
de zinc (Zn (CH3COO)2:-H20) (99%), trietielamina TEA (99%) y propilamina
(99%), todos estos adquiridos de Sigma Aldrich.

Se disolvieron 8.9 g de acetato de zinc dihidratado en 150 mL de H>O desionizada
en un matraz de tres bocas soportado por pinzas, con un sistema de agitacion y
calentamiento acoplado. En etanol (99.5%) se disolvieron 1.78 mL de
trietanolamina y 0.472 mL de n-propilamina. Las dos soluciones obtenidas se
mezclaron y agitaron a 80°C durante 12 h. Por ultimo, el precipitado obtenido se
centrifugé a 15,000 rpm y se lavd tres veces con etanol para descartar una
acumulacién de los reactivos que no terminaron de reaccionar al momento de
llevarse a cabo la sintesis de nanoparticulas. Por ultimo, éste se dejo secar

durante 24 h para su posterior caracterizacion (Esparza-Gonzélez et al., 2021).
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La morfologia esférica de las NPsZnO fue observada y caracterizada en 20.63
nm con un intervalo entre 7.5 y 42.5 nm con la ayuda de un microscopio
electrénico de transmision de alta resolucion (HRTEM, Titan 80-300 kV, empresa
FEI, Hillsboro, OR, EE. UU.) (Figura 1).
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Figura 1. Forma, estructura y tamafio de las nanoparticulas de 6xido de zinc
(NPsznO) (Magdaleno-Garcia et al., 2023).

Establecimiento experimental y tratamientos

La siembra de la semilla se realiz6 directamente en macetas de polietileno de 10
litros de capacidad con una mezcla de sustrato, compuesta por 50% composta,
20% peatmoss y 30% suelo agricola en proporcion con el volumen del

contenedor.

Los tratamientos evaluados se distribuyeron bajo un disefio experimental de
bloques completos al azar con arreglo factorial A x B, donde el factor A
correspondi6 a las dosis: 0, 500, 1000 y 2000 mg-L* de NPsZnO, y el factor B a
las vias de aplicacién (foliar y drench) para un total de ocho tratamientos con
cinco repeticiones cada uno. La unidad experimental consistié de tres macetas

con una planta cada una. Las concentraciones de nanoparticulas aplicadas se
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prepararon en agua desionizada y para la dispersion de estas, la solucion se tratd

con un sonicador marca Vevor® durante 30 minutos previos a la aplicacion.

Evaluacion de variables agrondémicas

Las variables evaluadas en el fruto fueron: el nimero, peso, largo y ancho; el
rendimiento se evallo en cada una de las cosechas; en la planta se evalué el
peso fresco y seco aéreo; mientras que en la raiz se considerd el didametro,
longitud, volumen, peso fresco y seco; las cuales se tomaron al finalizar el
experimento. Para la determinacion de peso seco de la parte aérea de la planta
y peso seco de raiz, las muestras se sometieron a deshidratacion total en una
estufa a 50°C durante 72 horas, una vez transcurrido el tiempo las muestras se
pesaron. Para las variables de peso de fruto, peso fresco aéreo y de raiz se utilizé
una bascula digital (VINSON®), las variables ancho de fruto y diametro de raiz
se determinaron utilizando un vernier digital (Truper®), el largo de fruto y longitud
de raiz se hizo utilizando un flexémetro (Truper®), mientras que el volumen de

raiz se utilizé una probeta de 500 mL de capacidad.

Evaluacion de variables de calidad de fruto

Para la calidad de fruto se determind la firmeza, solidos solubles totales (°Brix),
potencial de hidrogeno (pH), conductividad eléctrica (CE), acidez titulable y
vitamina C, estas mediciones se llevaron a cabo en frutos que cumplian con los
estandares de calidad para el corte. Para la firmeza de los frutos se utilizdé un
penetrometro manual (Wagner Instruments, modelo FDK 20, Greenwich, CT, EE.
USA.), haciendo tres mediciones en la parte intermedia del fruto, los resultados
se expresaron en Kg-cm™2. El potencial de hidrégeno (pH) y la conductividad
eléctrica (CE) se determinaron utilizando un potenciémetro digital (HANNA®). La
Acidez titulable (Act) se determin6 de acuerdo al método de la (AOAC, 2000),
para ello se extrajo jugo a tres frutos de calabaza por cada tratamiento, se

diluyeron 10 mL de jugo de los frutos en 125 mL de agua destilada en un matraz



17

Erlenmeyer. Posteriormente se hizo la titulacion de las muestras utilizando NaOH
0.01 N y pH 8.3. Se registraron tres lecturas para cada tratamiento y los
resultados se expresaron en porcentaje de acido citrico por medio de la aplicacién

de la formula siguiente:

%acidez = VNaOH x NNaOH * megacidoX * 100
%4

Donde:

VNaOH = Volumen de NaOH usado para la titulacion. NNaOH = Normalidad del
NaOH. Meqgéacido X = Miliequivalentes de &cido. El valor equivalente de base a
acido para el acido citrico es: 0.064. V = Peso en g o volumen de la muestra en

mL.

La vitamina C (VitC), se determind mediante el método del 2,6- dicloroindofenol
por titulacion. Para efecto se prepar6 reactivo de Thielman de acuerdo con la
(AOAC, 1968). Se utilizé una muestra de 20 g la cual se cortdo en fragmentos
pequefos y posteriormente colocada en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 10
mL de HCI al 2% y se llevo hasta aforo. El contenido se filtr6 utilizando una gasa,
en un matraz Erlenmeyer. Se tomaron alicuotas de 10 mL y se titularon con el
reactivo de Thielman hasta la aparicion de una coloracion rosa sin desaparecer

durante 30 segundos, la lectura fue en mL del reactivo gastados.

Para calcular el contenido de acido ascérbico en las muestras se realizd una
curva se calibracion con una solucion patron del mismo acido, segun la AOAC,
967.21. Posteriormente se calculé la concentracién de la vitamina C en la

muestra, por medio de la férmula:

Vitamina C = VRT * 0.088 * VT * 100
VA * P
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Donde:

Vitamina C = En la muestra expresada en mg en 100 g. VRT = Volumen gastado
en mL del reactivo de Thielman. 0.088 = mg de acido ascérbico equivalente a un
mL de reactivo de Thielman. VT = Volumen total en mL del filtrado total de
vitamina C en HCI. VA = Volumen en mL de la alicuota valorada. P = Peso de

muestra en gramos.

Evaluaciéon de variables en las lombrices

Las variables evaluadas en las lombrices fueron nimero de lombrices y el peso
de las lombrices al final del ciclo de cultivo de calabacita. En la variable de nimero
de lombrices se realizo el conteo de manera manual, lavando los residuos que
ese adhirieron en la lombriz. Para la toma del peso se utilizd, cinco lombrices
adultas, observo la estructura de la lombriz, tomado como adultos los que
contaran con un clitelo bien definido, se usé una bascula de precision (OHAUS ®
PIONEER TM).

Evaluacion de variables de pigmentos en hojas y frutos

Cuantificacion de clorofilas y carotenoides

La cuantificacion de clorofilas y carotenoides se realiz6 de acuerdo al método
modificado de Lichtenthaler y Buschmann (2001). Las muestras fueron
liofilizadas y posteriormente se pesaron 0.01 g de tejido vegetal en tubos de
disrupcion, se agregaron 250 mL de perlas de vidrio y 1 mL de solvente (Metanol
99.8%), después se colocd cada uno de los tubos en un disruptor de perlas
(Benchmark ®, modelo BeadBugTM6 de origen estadounidense) configurandolo
a tres ciclos de 60 segundos, posteriormente se centrifugd por 5 min a 13,000
revoluciones por minuto (rpm), se recuperé el sobrenadante en tubos Falcon ®
de 15 mL, estos pasos se repitieron 2 a 4 veces hasta que la biomasa no presento

pigmentos aparentes, después se aforaré el volumen del tubo Falcon ® de 15 mL
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con metanol a un volumen conocido (volumen de 4 o 5 mL sugerido, fue
importante registrar este volumen para los calculos posteriores). Para la
cuantificacion de pigmentos, se utilizé una celda de vidrio de 1 mL de capacidad,
se coloco el extracto para su medicién por espectrofotometria en un espectro
marca Thermo ScientificTM ® UV-Visible GENESYSTM 50 de origen
estadounidense, se utiliz6 metanol como blanco, se midieron y registraron las
absorbancias de cada muestra a 470, 652.4 y 665.2 nm. El contenido de clorofila
a, b, total y carotenoides fueron calculados posteriormente al utilizar las
siguientes ecuaciones, para ajustar las absorbancias a unidades de

concentracion (mg-g2):

CclA =16.72 * ABS 665.2 — 9.16 * ABS 652.4
CclB = 34.09 x ABS 652.4 — 15.28 * ABS 665.2
Ccltotal = clA + clB
Cc = (1000 * ABS470 — 1.63 * CclA — 104.96 = CclB) /221
Donde:

Ccl A= clorofila a. Ccl B= clorofila b. Ccltotal= clorofila total. Cc= carotenoides

Evaluacion de variables de contenido nutricional

Cuantificacion de proteinas totales por Lowry et al. (1951) y Bradford (1976).

La extraccion de proteinas se realizé6 mediante una hidrolisis alcalina utilizando
NaOH (0.1 N), y la cuantificacion por el método modificado de Lowry et al. (1951).
Las muestras fueron liofilizadas y posteriormente se pesaron 0.01 g de tejido
vegetal en tubos de disrupcion, se agregaron 250 mL de perlas de vidrioy 2 mL
de solvente NaOH (0.1 N), después se colocé cada uno de los tubos en un
disruptor de perlas (Benchmark®, modelo BeadBugTM6 de origen
estadounidense) el cual se configur6 a tres ciclos de 60 segundos.
Posteriormente se colocO cada una de las muestras a bafio maria a 100°C

durante 20 minutos para llevar a cabo una hidrolisis alcalina. Se procur6 que el
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tubo estuviera bien cerrado para evitar la evaporacion del hidrolizado, y se

centrifugé por 5 min a 14,000 revoluciones por minuto (rpm).

Para la realizacion de la curva estandar, se prepard Sero Albumina Bovina (BSA,
por sus siglas en inglés.), se pesaron 10 mg y se disolvieron en 100 mL de NaOH
(0.1 N) para obtener una concentracion final de 300 mg-L. La solucién estandar
se reservo y almacené en refrigeracion y oscuridad hasta su posterior uso. La
curva estandar se realiz6 utilizando diferentes voliumenes de stock previamente
descritos para obtener concentraciones de 15, 30, 45, 60 y 100 mg-L. Todos los
puntos se realizaron por triplicado, una vez separados los voliumenes de solucion
estandar y solucién de NaOH (0.1 N), se realiz6 el procedimiento de la medicion
de proteinas por el método de Lowry et al. (1951) utilizando el kit de Bio-Rad RC
DC™ Protein Assay, siguiendo los siguientes pasos: 1. En un tubo Eppendorf de
2 mL se agrego 200 pL del extracto alcalino, realizando una dilucion 1:10 con la
solucion de NaOH (0.1 N), 2. Se agreg6 100 pL del reactivo A-Bio-Rad RC DC™
Protein Assay, 3. Posteriormente se agregé 800 uL de reactivo B-Bio-Rad RC
DC™ Protein Assay y se agitd manualmente hasta homogenizar, 4. Se dejo
reaccionar en la oscuridad por 15 min y posteriormente se leyo la absorbancia
inmediatamente en un espectrofotdmetro marca Thermo ScientificTM ® UV-
Visible GENESYSTM 50 de origen estadounidense a 750 nm en una celda de
vidrio de 1 mL, manteniendo siempre las muestras en obscuridad, en el caso del

blanco se utilizaron 200 pL de NaOH (0.1 N) y se siguieron los pasos 2-4.

Para la cuantificacion se empled la siguiente formula:

Cs*FDx*V
Cx = (T)/].OOO

Donde:
Cx = Concentracion en mg-g*. Cs = Concentracién obtenida en la ecuacion de la
recta (ppm). FD = Factor de dilucion. V = Volumen utilizado en la dilucién de la

muestra. M = Masa total utilizada en la extraccion.
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Cuantificacion de carbohidratos totales

Para la cuantificacion de carbohidratos totales se utiliz6 el método modificado
colorimétrico de Dubois et al. (1956), debido que es poco sensible a la
interferencia por proteinas y el color producido es muy estable. Las muestras
fueron liofilizadas y posteriormente se pesaron 0.01 g de tejido vegetal en tubos
HACH® y se resuspendieron en 5 mL de H>SO4 1 M, tal cual como se indico en
la técnica. Posteriormente se coloc6 a bafio maria a 100°C durante 20 minutos
para llevar a cabo una hidrdlisis acida. Se tuvo cuidado de que el tubo utilizado
estubiera bien cerrado para evitar evaporacion del hidrolizado. Al término se
centrifugd a 4,000 rpm por 10 min y se midio el volumen del hidrolizado
recuperado. El extracto acido fue utilizado para la cuantificacion de carbohidratos
totales mediante la metodologia de Dubois.

Para la realizacion de la curva estandar, se prepard una solucion patron de
glucosa (dextrosa), por lo cual se pesaron 0.01 g y se afor6 a 100 mL con agua
destilada. La curva estandar se realizo utilizando diferentes volumenes
previamente descritos para obtener las concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100
mg-Lt. Todos los puntos se realizaron por triplicado, una vez separados los
volimenes de solucién estandar, se realiz6 el procedimiento de la medicion de
proteinas por el método de Dubois siguiendo los siguientes pasos: 1. En un tubo
de HACH ® de al menos 5 mL, se agreg6 500 pL de la muestra, realizando una
dilucion 1:20 con la soluciéon de H2SO4 1 M; 2. Posteriormente se agrego 500 pL
de solucién acuosa de fenol al 5% (p/v), y se agito ligeramente, 3. Se dejo la
muestra 40 min en reposo, 4. Terminado el tiempo, se adicion6 2.5 mL de H2SO4
concentrado de manera lenta por las paredes para evitar ebullicion excesiva, y
posteriormente se agitdé en un vortex (Agitador Vortex GENIE Il MIXER Cat. SCI-
SI1-0236 Marca Scientific Industries®) con la ayuda de pinzas para tubo de

ensaye, 5. Por ultimo se puso a enfriar la muestra a temperatura ambiente y se
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midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 485 nm en un espectrofotometro
(marca Thermo ScientificTM® UV-Visible GENESYSTM 50 de origen
estadounidense) a 595 nm en una celda de vidrio. En el caso del blanco se
utilizaron 500 pL de H2SO4 1 My se siguieron los puntos 2-5.

Para la cuantificacion se utilizo la siguiente formula:

Cs*FD*V
Cx = (T)/looo

Donde:
Cx = Concentracion en mg-g*. Cs = Concentracién obtenida en la ecuacion de la
recta (ppm). FD = Factor de dilucion. V = Volumen utilizado en la dilucién de la

muestra. M = Masa total utilizada en la extraccion.

Cuantificacion de lipidos neutros

Para la cuantificacion de lipidos neutros se utilizé el método modificado de Sulfo-
Fosfo-Vainillina SPV (Valenzuela et al., 2014). Las muestras fueron liofilizadas y
posteriormente se peso6 0.01 g de tejido vegetal en tubos HACH® y se agregaron
2.0 mL de H2S0O4 concentrado (98%) sobre las paredes del tubo, posteriormente
se taparon los tubos y se agitaron con el vortex (GENIE Il SI-0236 Scientific
Industries®), se calenté a 100°C durante 15 minutos utilizando un bafio maria,
después se dejaron enfriar las muestras durante 5 min en bafio de hielo y se
continud con la metodologia de SPV. La solucion estandar se preparo utilizando
aceite de canola comercial, para ello se pesaron 20 mg de aceite y se disolvio en
10 mL de cloroformo a una concentracién de 70 pg para obtener los lipidos, la
curva estandar se realiz6 utilizando diferentes voliumenes para obtener 10, 20, 30
,40, 50, 60 y 70 ug de lipidos. EI método de SPV se llevo a cabo, siguiendo los
seis pasos: 1. En un tubo de HACH® se agregaron 200 pL de la muestra,
realizando una dilucion 1:10 con agua destilada; 2. Y posteriormente se

agregaron 2 mL de solucién de H>SO4 concentrado; 3. Después se agregaron 5
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mL del reactivo PV al tubo que contenia la muestra de biomasa (es recomendable
usar pipeta de repeticién ya que el reactivo es fotosensible); 4. Se tapo el tubo y
se mezcld por inversion e inmediatamente se llevd a incubar; 5. La incubacion se
hizo a 37°C por 20 minutos con agitacion a 200 rpmy en oscuridad, 6. Por ultimo,
se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 530 nm en un
espectrofotobmetro marca Thermo ScientificTM ® UV-Visible GENESYSTM 50, en
una celda de vidrio. En el caso del blanco se utilizaron 200 uL de agua destilada
y se agregaron 2 mL de H>SO4 concentrado y posteriormente se siguieron los
puntos 3-6.

Para la cuantificacion se ejecuto la siguiente formula:

CsxFD xV

Cx = ( o

)/1000

Donde:
Cx = Concentraciéon en mg-g*. Cs = Concentracién obtenida en la ecuacion de la
recta (ppm). FD = Factor de dilucion. V = Volumen utilizado en la diluciéon de la

muestra. M = Masa total utilizada en la extraccion.

Determinacion de cenizas totales en frutos y lombrices

La determinacidn de cenizas se realiz6 siguiendo la metodologia de (Rea-Paez,
2017), la cual consiste en pesar 1.0 g de muestra seca en un crisol (teniendo el
peso constante), la muestra se metié en una mufla marca Felisa® modelo FE-
340 a una temperatura de 550°C durante 4 h, después se dejo enfriar por 30
minutos en una estufa de secado a 25°C, y se volvié a pesar el crisol con la

muestra, se realizaron los calculos correspondientes bajo la siguiente formula:

c (Pc+ M) — Pcs 10
= ES
x GM
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Donde:
Cx = Concentraciéon en mg-g*. Pc = Peso del crisol. M = Muestra. Pcs = Peso del

crisol seco. GM = Gramos de la muestra.
Analisis estadisticos
Los resultados fueron analizados por medio de un analisis de varianza y una

prueba de comparacion de medias por el método de LSD de Fisher (p<0.05) con
la ayuda del software InfoStat, versién 2020 para Windows.
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RESULTADOS

Caracteristicas de las nanoparticulas

Se observo que la morfologia de las NPsZnO es esférica, presentando un
tamano promedio de 20.63 nm con un intervalo entre 7.5y 42.5 nm, una pureza

del 97%, de color blanco y un potencial Z promedio de -20.44 mV.

Variables agrondmicas en el cultivo de calabacita

Las variables consideradas para los frutos de calabacita en el experimento,
fueron: el numero, peso, largo y ancho, y variables de la parte aérea de la planta,
como: el peso fresco y seco (Tabla 1). De acuerdo con la prueba de medias LSD
Fisher (p< 0.05), se expresaron diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos y las vias de aplicacion, para éstas variables.

Tabla 1. Comparacion de medias de variables agronémicas en plantas de
calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con
nanoparticulas de 6xido de zinc por diferentes vias de aplicacion.

, Peso Ancho Peso Peso
NUumero Largo
. de de fresco seco
Tratamiento de de fruto - )
fruto fruto aéreo aéreo
frutos (cm)

(@) (cm) PFA(9) PSA(9)

Concentraciones (mg L)

Testigo 0 11.0c 108.66b 9.31bc 3.20b 238.23a 47.10b
NPsZnO-500 12.70ab 113.07b 9.65ab 3.34b 232.10a 52.10a
NPszZn0O-1000 11.90bc 109.72b 9.24c 3.27b 204.70b 43.50c
NPszZn0O-2000 13.70a 118.89a 9.91a 3.58a 230.73a 47.0b

(p-valor) 0.0002 0.0026 0.0073 0.0058 0.0001 0.0001
Via de aplicacion

Foliar 13.15a 122.25a 9.99a 357a 24407a 47.45a
Drench 11.50b  102.92b 9.07b 3.13b 208.82b 47.40a
(p-valor) 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.8923
Concentraciones*Via de aplicacion

(p-valor) 0.0946 0.3894 0.0236  0.5867 0.0001 0.0001

T = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la
prueba LSD Fisher (p< 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir
de la germinacion de la semilla de calabaza.
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La aplicacion de las NPsZnO tuvo un efecto positivo, en el nimero de frutos,
siendo los tratamientos manejados con las concentraciones de 500 y 2000 mg-L-
!, superiores al tratamiento testigo; también se observd que la aplicacion de
manera foliar en las plantas de calabacita, tuvo mejor respuesta en comparacion
con los tratamientos aplicados via drench. De manera similar, en las variables
peso, largo y ancho de fruto se observdé una respuesta favorable con el
tratamiento a 2000 mg-L*. En el largo de fruto, el tratamiento a 500 mg-L* se
comportd estadisticamente igual al tratamiento con la concentracion de 2000
mg-L*. El peso fresco aéreo solo se vio afectado con la aplicacién de 1000 mg-L-
1, En tanto que el peso seco aéreo mostré respuesta positiva con la aplicacion
de 500 mg-L?, con diferencias estadisticas comparado con el resto de los
tratamientos. Respecto a la via de aplicacion, con excepcion del peso seco
aéreo, en todas las variables influyo la aplicacion foliar y mostro ser la mejor via
de suministro de las NPsZnO en las plantas de calabaza. No obstante que la
interaccion entre la concentracion y la via de aplicacion solo fue significativa para

las variables largo de fruto y peso fresco y seco aéreo.

En la Figura 2 puede apreciarse el comportamiento de las medias de la
interaccion en las variables numero de frutos (2A), peso de frutos (2B), largo de
fruto (2C), ancho de fruto (2D), peso fresco aéreo (2E) y peso seco aéreo (2F)
de las plantas de calabacita. En el nUmero de frutos (Figura 2A) se observo en
todos los tratamientos que la aplicacion foliar de las NPsZnO expresd mejor
respuesta en comparacion con los aplicados por via drench, mostrando un
aumento del 25% en el testigo, 13% a dosis de 500 mg L, 8% a concentracion
de 1000 mg Ly un 4% con 2000 mg L. También se pudo observar que la
concentracion a 2000 mg L expresé valores mas altos, en comparacion con los
demas tratamientos. El peso fruto (Figura 2B) con la aplicacién a 2000 mg L
tuvo un aumento del 29% en comparacién con el tratamiento testigo drench y
pudo observarse una tendencia positiva al aplicar los tratamientos de NPsZnO
mediante la via foliar, siendo 19% mayor en el testigo, 18% mayor a la
concentracion de 500 mg L?, 13% a 1000 y 2000 mg L.
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Figura 2. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas a frutos de
calabacita y peso secoy fresco de la parte aérea de la planta, tratadas con diferentes
dosis de nanoparticulas de 6xido de zinc, en aplicacion foliar y drench. Mmedias con
la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher
(p= 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la
germinacion de la semilla de calabaza.
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En el caso de la variable largo de fruto (Figura 2C) hubo un aumento del 2% en
el testigo, 11% con la concentracién de 500 mg-L™1, 15% con la concentracion de
1000 mg-L*y un 8 % con la concentracion de 2000 mg-L%, al aplicar de manera
foliar las NPsZnO, esta variable de fruto tendi6 a presentar valores mas altos en
comparacioén a los testigos y a las aplicaciones por via drench. Mientras que en
el ancho de fruto (Figura 2D), el testigo foliar tuvo un aumento de 11% sobre el
testigo drench, se observé ademas, la misma tendencia de éste efecto positivo
al aplicar las nanopatrticulas por via foliar en los tratamientos con las diferentes
concentraciones. El comportamiento expresado en el ancho de fruto, fue similar
a la variable largo de fruto, ya que los tratamientos a concentraciéon de 500 y
1000 mg-L* presentaron también, un aumento en esta variable del 15%, para
cada una de las concentraciones; ademas también se mostré un aumento del

7% a 2000 mg-L* comparado con su respectivo homologo por via drench.

En la variable de peso fresco aéreo (Figura 2E), el tratamiento de 500 mg-L*
aplicado de forma foliar, se mostro estadisticamente igual al testigo respectivo,
pero ambos fueron estadisticamente superiores al resto de los tratamientos,
tanto en aplicacion foliar como en drench, y promovieron un aumento de 21% vy
25%, respectivamente en esta variable. Por otro lado, los tratamientos a 1000 y

2000 mg-L?, sélo expresaron un 2 'y 6 % de incremento con respecto al testigo.

En el peso seco aéreo (Figura 2F) el tratamiento a 500 mg-L* fue 10.6% superior
en comparacion al testigo y 18.3 % mayor al tratamiento de 1000 mg-L%, en esta
investigacion la aplicacion de las nanoparticulas por via foliar ha mostrado una
respuesta positiva, siendo 6% mayor a la dosis de 500 mg-L* y 3% a dosis de
2000 mg-L?, aplicados por via drench. Sin embargo, la concentracién de 1000
mg-L! por via drench mostré un aumento del 11% con respecto al valor obtenido
para la aplicacion por via foliar, por lo que pueden estar interactuando el sustrato

con la absorcién de las nanoparticulas.
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Los resultados para las variables, rendimiento (kg-ha?), didmetro de raiz (mm),
longitud de raiz (cm), peso fresco de raiz (g), peso seco de raiz (g) y volumen de
raiz (mL) en plantas de calabacita, estan representados en la Tabla 2. De
acuerdo con la prueba de medias LSD Fisher (p< 0.05) se muestran diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos y las vias de aplicacion, en

dichas variables la aplicacion de NPsZnO tuvo un efecto positivo.

Tabla 2. Comparacion de medias de variables agrondmicas en plantas de calabaza
Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de éxido de zinc
con diferentes vias de aplicacion.

., Peso
Didmetro Peso Volumen

Rendimiento Longitud de fresco de

Tratamiento (Kg hal) Ddl'\’e(rrﬁlri) raiz LR (cm) raiz(gl;FR s;z}:;(g)e \?Re (rr?]lf)
Concentraciones (mg L)

Testigo 0 49800.99 ¢ 16.14 a 32.75b 42.77 b 19.90 a 34.30b
NPsZnO-500 59302.09 b 16.51 a 33.26 ab 41.30 c 18.70 b 32.67c
NPszZnO-1000 53527.05 ¢ 15.19b 33.85a 43.73 a 18.90 b 36.03 a
NPszZn0O-2000 66677.87 a 13.39¢ 3291b 4253 b 19.20ab 33.0c
(p-valor) 0.0001 0.0001 0.0077 0.0001 0.0396 0.0001
Via de aplicacion

Foliar 65848.16 a 16.21 a 35.99 a 42.12 b 18.95a 34.47 a
Drench 48805.84 b 1441 Db 30.39 b 43.05 a 19.40 a 33.53b
(p-valor) 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.1382 0.0001
Concentraciones*Via de aplicacion

(p-valor) 0.0219 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

T = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD
Fisher (p< 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacion de la
semilla de calabaza.

En la variable rendimiento se ve un efecto positivo a la concentracion de 2000
mg-L!, siendo superior a los tratamientos de 500 y 1000 mg-L* y al testigo. La
mejor respuesta positiva se observé cuando la aplicacion se hizo por via foliar
(Tabla 2).

En el diametro de la raiz los tratamientos a 500 mg-L* de NPsZnO vy el testigo,
presentaron similitud, estadisticamente hablando y fueron los que presentaron

una respuesta superior, en comparacion con los tratamientos a concentracion de
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1000 y 2000 mg-L1, siempre por la via de aplicacién foliar. Por otro lado, la
variable longitud de raiz, presento los valores mas altos en los tratamientos de
500 y 1000 mg-Lt, ambos estadisticamente iguales, pero estadisticamente
superior a los tratamientos de 2000 mg-L y el testigo; la via de aplicacion foliar
fue la que presento valores mas altos, con respecto a la realizada en forma de
drench. Continuando con los parametros de raiz, se encontrd que el peso fresco
mostré mejor respuesta cuando las plantas fueron tratadas con 1000 mg-L™,
siendo éste superior a los tratamientos manejados a 500 y 2000 mg-L?, y al
testigo. Este pardmetro fue mayormente influenciado por la aplicacién por via
drench. En este mismo sentido, el peso seco de la raiz se vio beneficiado con
los tratamientos a 2000 mg-L* y el testigo, ya que estos fueron mejores
estadisticamente. En esta variable la via de aplicacion foliar y drench, no tuvo
diferencias estadisticas significativas. Por el contrario, en la variable volumen de
raiz, se encontraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos
siendo la concentracion de 1000 mg-L* superior al resto de los tratamientos y al
testigo, en la que, la via de aplicacion foliar tuvo el mayor efecto positivo (Tabla
2). En todas las variables citadas en el Tabla 2, las interacciones entre

concentraciones*via de aplicacion resultaron significativas (p< 0.05).

En la Figura 3, se observan las variables rendimiento (3A), diametro de raiz (3B),
longitud de raiz (3C), peso fresco de raiz (3D), peso seco de raiz (3E) y volumen
de raiz (3F) tomadas de plantas de calabaza, tratadas con NPsZnO aplicadas

por dos vias, foliar y drench.
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Figura 3. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas con la raiz de
plantas de calabacita y su rendimiento, tratadas con diferentes dosis de
nanoparticulas de oxido de zinc, con aplicacion foliar y en drench. Medias con la
misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher (p<
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0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la
germinacion de la semilla de calabaza.

En el caso de la variable de rendimiento (Figura 3A) los tratamientos aplicados
de manera foliar tienen una mejor respuesta en comparacion a la aplicacion en
drench, debido a que fue mayor, con un 39% en el testigo, 29% en la dosis de
500 mg-Lt, 20% en 1000 mg-Lty 30% en 2000 mg-L. Los tratamientos a dosis
de 500 y 1000 mg-L* presentan un valor del 34 y 19 % superior al testigo,
respectivamente, esto puede llegar a ser una referencia del efecto positivo que

tiene el uso de las NPsZnO en la produccion agricola.

En la variable diametro de raiz (Figura 3B) se observo que el tratamiento aplicado
de manera foliar a dosis de 500 mg-L*, fue mejor y superior a los demas
tratamientos aplicados a concentraciones mayores de nanoparticulas (1000 y
2000 mg-Lt) y al tratamiento testigo, la forma de aplicacién que presenté una
respuesta favorable en esta variable, fue la via foliar, ya que se observo un
incremento del 16% en el testigo, 20% a 500 mg-L*y 12% a 2000 mg-L?. Los
tratamientos aplicados en forma drench presentaron uniformidad, siendo la dosis
de 1000 mg-L* superior con un 6% con respecto a la aplicacion via foliar;
ademas, esta dosis tuvo una respuesta positiva, comparada con las otras dosis

y con el testigo.

La variable longitud de raiz (Figura 3C), present6é altos valores cuando se
trataron las plantas de manera foliar, con respecto a las aplicaciones via drench,
ya que se observaron incrementos del 20% en el testigo, 6% a 2000 mg-L*, 16%
a 500 y 1000 mg-L*, los mejores tratamientos fueron el testigo foliar y los

tratamientos a concentracién a 1000 mg-L* de la misma forma de aplicacion.

La variable peso fresco de raiz (Figura 3D) fue influenciada por el tratamiento
aplicado via drench a 2000 mg-L™, ya que tuvo mejor respuesta con valores altos

en comparacién con los demas tratamientos aplicados de la misma forma y
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ademas este tratamiento también fue superior a los tratamientos aplicados
mediante la via foliar a excepcion del tratamiento testigo. Por lo que presentd un
aumento del 7% mayor a dosis de 500 mg-L*, 2% a dosis de 1000 mg-L*y 18%
a 2000 mg-L. Este comportamiento lo presenté de la misma manera la variable
de peso seco de raiz, como se puede observar en la Figura 3E, el tratamiento a
dosis de 2000 mg-L*aplicado via drench fue numéricamente mejor, teniendo un
aumento del 5% a 500 mg-L*y 15% a 2000 mg-L™!, pero estadisticamente igual
a los tratamientos testigo y 1000 mg-L* de manera foliar, siendo 5y 7 %

superiores a los aplicados via drench.

En el caso de la variable volumen de raiz (Figura 3F), se observo que el mejor
tratamiento fue el manejado via drench a dosis de 1000 mg L1, siendo 17% mejor
en comparacion al aplicar via foliar, esto pudo deberse a que la aplicacion iba
dirigida a la raiz y que hubo un efecto localizado y de baja movilidad de las
nanoparticulas. Los tratamientos con las dosis de las nanoparticulas tuvieron un
efecto positivo en esta variable siendo 5% mejor en comparacion al testigo, se
observa que en la via de aplicacion foliar el tratamiento que tuvo un mejor
volumen de raiz fue el testigo en comparacibn a los manejados con
nanoparticulas, ademas este tratamiento fue superior a los tratamientos testigo,

a 500 y 2000 mg-L* aplicados via drench, con un 22, 4 y 2 %, respectivamente.

Variables de calidad del fruto de calabacita

La Tabla 3 resume el comportamiento de las variables, firmeza (Kg-cm-?), sélidos
solubles totales (°Brix), potencial de hidrogeno (pH), conductividad eléctrica
(CE), acidez titulable (% Acido citrico) y vitamina C (mg-100 g?) en frutos de
calabaza. De acuerdo con la prueba de medias LSD Fisher (p< 0.05) se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos y las

vias de aplicacion.
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Tabla 3. Comparacion de medias de variables de calidad de fruto en plantas de calabaza
Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de éxido de zinc
mediante diferentes vias de aplicacion.

Acidez
Tratamiento Firmeza C.E. H SST titulable Vitamina C
(Kg cm?) (dsS mt?) P (°Brix) (% Acido (mg 100g™)
citrico)
Concentraciones (mg-L™?)
Testigo 0 455¢ 4.07c 6.57 b 3.57b 0.16 b 6.23 ¢
NPsZnO-500 5.35ab 5.67b 6.61b 4.38 a 0.18 a 7.12a
NPsZn0O-1000 5.58 a 6.23a 6.76 a 4.33 a 0.17 ab 6.47 b
NPsZn0O-2000 531b 6.30 a 6.66ab 4.13a 0.18 a 6.40 b
(p-valor) 0.0001 0.0001 0.0107  0.0001 0.0328 0.0001
Via de aplicacién
Foliar 523 a 5.72 a 6.60 b 412 a 0.17 a 6.57 a
Drench 5.16 a 5.41 a 6.70 a 4.09 a 0.17 a 6.53a
(p-valor) 0.376 0.0512 0.0196 0.7673 0.4829 0.4219

Concentraciones*Via de aplicacion
(p-valor) 0.0029 0.4887 0.9115  0.0001 0.0201 0.0001

T = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD
Fisher (p< 0.05). SST: solidos solubles totales pH: potencial de hidrogeno, CE: conductividad eléctrica. Se
realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacién de la semilla de calabaza.

La aplicacion de NPsZnO tuvo un efecto positivo, en la firmeza del fruto, en esta
variable se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos, donde la
concentracion a 1000 mg-L* presentd el mejor efecto mas alto, seguido por la
concentracion a 500 mg-L?, lo que indica que fueron estadisticamente
superiores al tratamiento testigo, y a los tratamientos a 500 y 2000 mg-L?, los
cuales se mostraron estadisticamente iguales entre ellos, pero superiores al
tratamiento testigo. No se encontré diferencia estadistica en la forma de

aplicacion (Tabla 3).

La CE presento diferencia estadistica entre tratamientos, en este parametro los
tratamientos a concentracion de 1000 y 2000 mg-L-!, mostraron las medias mas
altas, y estadisticamente superiores a los tratamientos de 500 mg-L y el testigo.

En esta variable la via de aplicacién no tuvo influencia. En cuanta al pH, los
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resultados indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos,
en esta variable las concentraciones a 2000 y 1000 mg-L™, tuvieron los mejores
resultados (5.30 y 6.23, respectivamente), superando estadisticamente al
tratamiento de 500 mg-L* (5.67) y al testigo (4.07); a su vez el tratamiento a 500
mg-L* fue significativamente superior al testigo; En este parametro la via de
aplicacion drench fue significativamente superior. En la variable de solidos
solubles totales todos los tratamientos (500, 1000 y 2000 mg-Lt) con
nanoparticulas fueron estadisticamente superiores al tratamiento testigo, sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticas entre las formas de
aplicacion foliar y drench. La variable de acidez titulable mostr6 efecto
significativo con los tratamientos a 500 y 2000 mg-L! de nanoparticulas (0.18%
en ambos casos), en comparacion con el testigo (0.16%), en esta variable la
concentracion a 1000 mg-L* (0.17%) fue estadisticamente igual al testigo,
ademas, la via de aplicacion no tuvo efecto significativo. Para el caso de la
vitamina C todos los tratamientos (500, 1000 y 2000 mg-L!) con nanoparticulas
fueron estadisticamente superiores al tratamiento testigo. En esta variable, las
NPsZnO aplicadas a 500 mg-L* mostré el mejor efecto para estimular la sintesis
de dicho compuesto (7.12%), seguido de los tratamientos a 1000 y 2000 mg-L*
de NPszZnO (6.47% y 6.40%, respectivamente) en comparacion con el testigo
(6.23%), este parametro no se mostro afectado por la via de aplicacién del
suministro de los tratamientos. Las variables firmeza, SST, acidez titulable y
vitamina C, mostraron interaccion significativa (p< 0.05) entre la concentracién y

las vias de aplicacion (Tabla 3).

En la Figura 4 se muestran las variables de firmeza (4A), solidos solubles totales
(4B), potencial de hidrogeno (4C), conductividad eléctrica (4D), acidez titulable
(4E) y vitamina C (4F), obtenidos en frutos de calabacita, producidos por la
influencia de aplicaciones de NPszZnO a diferentes concentraciones vy

suministradas por dos vias, de forma foliar y en drench.
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Figura 4. Comparacion gréfica de las medias entre variables relacionadas con la calidad
de fruto en el cultivo de calabacita, tratado con diferentes dosis de nanoparticulas
de oOxido de zinc, en aplicacion foliar y drench. Medias con la misma letra son
estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher (p< 0.05). Se
realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacién de
la semilla de calabaza.
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De acuerdo con la prueba de medias LSD Fisher (p< 0.05) se muestran
diferencias estadisticas significativas en la interaccion entre los tratamientos y
las vias de aplicacion. La aplicacién de NPszZnO tuvo un efecto positivo en la
firmeza del fruto (Figura 4A) independientemente de la via de aplicacion utilizada
comparada con los testigos respectivos, en este paradmetro el tratamiento con
500 mg-L?, proporcionado de forma foliar promovié un incremento del 2%, con
respecto a su homologo por via drench; los tratamientos con 1000 y 2000 mg-L-
1 suministrados por via drench mostraron un incremento de 7% y 3%, con
respecto a su homologo suministrado por via foliar; el testigo foliar, también
mostré un incremento del 13% sobre el testigo drench.

En la conductividad eléctrica (Figura 4B) se observan resultados muy parecidos
a la variable firmeza (Figura 4A), el uso de NPsZnO aumenta también la
conductividad eléctrica de los frutos de calabaza, por lo que, los tratamientos
manejados con las nanoparticulas presentaron un mayor valor de conductividad
en todas las concentraciones evaluadas de 500, 1000 y 2000 mg-Lt, siendo 39,
53 y 55%, respectivamente mayores que el tratamiento testigo, sin embargo, en
esta variable no se encontraron diferencia estadistica significativa entre las via
de aplicaciéon. Por otro lado, las aplicaciones foliares de 1000 y 2000 mg-L*
mostraron el mayor efecto, con un incremento de 8% en ambos tratamientos

sobre su homologo drench.

El pH del fruto (Figura 4C) se vio favorecido con la aplicacion de las NPsZnO,
sin embargo, la interaccion entre la concentracion y las vias de aplicacion foliar
y drench no son estadisticamente diferente en cada tratamiento. No obstante, la
aplicacion por via drench de 1000 mg-L* promovié un incremento de 2% sobre
la aplicacion del mismo tratamiento por via foliar. Este mismo incremento del 2%,

se observé entre los testigos drench vy foliar.
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Los SST (Figura 4E) mostraron efectos positivos con la aplicacién de los
tratamientos, el incremento observado en esta variable estuvo relacionado con
la concentracion y la via de aplicacion empleadas. Los mejores efectos se
observaron con el suministro de 500 mg-L* de NPsZnO por via foliar y de 1000
mg-Lt NPsZnO por via drench, debido a que ambas concentraciones
estimularon el incremento de 15y 17%, respectivamente en comparacion con su
tratamiento homologo. La aplicacion de 2000 mg-L* de NPsZnO, también fue
estadisticamente superior al testigo, sin embargo, dichos tratamientos nos
mostraron diferencias estadisticamente entre su par en relacion a la via de

aplicacion foliar y drench.

La acidez titulable (Figura 4E) mostro incremento cuando fue tratada con 500
mg-L* de NPsZnO, este tratamiento aumento el contenido de acido citrico en el
fruto en un 16% cuando la aplicacion se hizo por via drench comparado con la
misma concentracion suministrada por via foliar. Un efecto similar se observo
con la aplicacion de 1000 mg-L* de NPsZnO, pero en este caso, el aumento del
11% fue promovido por la aplicacion foliar en comparacion con su homélogo en
aplicacion drench. Tanto el tratamiento a 2000 mg-L* NPsZnO vy el testigo no

presentaron diferencias estadisticas para la via de aplicacion foliar y drench.

En la variable de vitamina C (Figura 4F) Unicamente el tratamiento a la
concentracion de 500 mg-L* presenté significancia entre las vias de aplicacion,
en este parametro, por lo que la via de aplicacion foliar de 500 mg-L* estimulé
un incremento de 6% sobre la aplicacion en drench. Este mismo incremento de
6% se observé con la aplicacion en drench de 1000 mg-L™ con relacién al mismo
tratamiento en aplicacion foliar. Ademas, los tratamientos a 2000 mg-L* y el

testigo no presentaron ninguna diferencia estadistica.
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Variables de pigmentos en hojas y frutos de calabacita

En la Tabla 4, se presentan los resultados para las variables relacionadas con
pigmentos fotosintéticos, entre ellos carotenoides, clorofila a, b. total, de frutos y
hojas. De acuerdo con la prueba de medias LSD Fisher (p< 0.05) se observaron
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos y las vias de
aplicacion, en dichas variables la aplicacion de NPsZnO tuvo un efecto positivo.
La clorofila a en fruto, con la concentracién a 2000 mg-L* fue superior a todos
los tratamientos con nanoparticulas y al testigo, esta concentracion fue 31%
superior al tratamiento testigo. La via de aplicacion foliar mostré mejor respuesta
gue la via drench. La clorofila b en fruto presentd diferencias entre los
tratamientos, siendo la concentracién a 1000 mg-L* aplicada por via foliar la que
presentd mejor respuesta, con 34% de incremento en el contenido de clorofila b
con respecto al testigo. La clorofila total en fruto mostr6 un comportamiento
similar con la clorofila b, debido a que la concentracién a 1000 mg-L* y la via de
aplicacion foliar presenta los mejores valores, siendo este tratamiento superior al
testigo, con un 24% de mayor contenido de clorofilas totales. En el contenido de
carotenoides en el fruto, el tratamiento a dosis de 2000 mg-L* mostré mejor
aporte de dicho pigmento a los frutos de calabacita, superando al testigo con el
50% en su concentracion, y no se presentan diferencias estadisticas en la via de

aplicacion.

Tabla 4. Comparacion de medias de variables de pigmentos de frutos y hojas en plantas
de calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de
Oxido de zinc mediante diferentes vias de aplicacion.

Fruto Hoja
Tratamiento chia chib S e chia chp N Ce
total total

Concentraciones (mg L)

Testigo 0 217b 2.46b 464b 030b 492b b541a 10.33a 0.23ab
NPsZnO-500 2.34b 256ab 490ab 0.30b 6.27ab 7.14a 13.41a 0.09b
NPsZnO-1000 245ab 3.30a b5.75a 0.08b 544ab 499a 10.43a 054a
NPsZnO-2000 2.85a 259ab 544ab 060a 6.42a 6.91a 13.34a 0.21ab

(p-valor) 0.0295 0.111 0.1425 0.0126 0.1322 0.1723 0.1498 0.2092
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Via de aplicacién

Foliar 270a 3.06a 576a 035a 6.04a 6.05a 1209a 0.38a
Drench 221b 240b 461b 0.29a 549a 6.17a 11.66a 0.16a
(p-valor) 0.0042 0.0193 0.0052 0.567 0.2691 0.8792 0.726 0.1556

Concentraciones*Via de aplicacion

(p-valor) 0.0015 0.0636 0.0082 0.2697 0.6698 0.7989 0.7521 0.8694

T = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD
Fisher (p< 0.05). Carotenoides (Cc), clorofila a (Chl a), b (Chl b), total (Chl total). Se realizaron aplicaciones
con un intervalo de quince dias a partir de la germinacion de la semilla de calabaza.

La prueba de medias de las variables de pigmentos en las hojas de calabacita
muestran que hay diferencia estadistica significativa entre los tratamientos para
variable de clorofila a en hoja, siendo la concentraciéon a 2000 mg-L? la que
aumentd en un 30% en comparacion al tratamiento testigo; no se muestran
diferencias entre las vias de aplicacion, tanto para la clorofila a y b tomada en
hoja. Asi mismo, la aplicacion de nanoparticulas, tampoco aumento en el
contenido de clorofila b en las hojas, presentando un comportamiento igual entre
los tratamientos y el testigo. Por otro lado, el contenido de carotenoides en hojas
se mostré beneficiado con la dosis de 1000 mg-L™t, al presentar un aumento del
130% en comparacion con el tratamiento testigo, no obstante que la via de

aplicacion no tuvo diferencias significativas en este parametro.

En la Figura 5 se muestran las variables en fruto, clorofila a (5A), clorofila b (5B),
clorofila total (5C), carotenoides (5D); asi como también las variables
consideradas en hoja, clorofila a (5E), clorofila b (5F), clorofila total (5G) y
carotenoides (5H), tomadas en el cultivo de calabaza, inducidas por aplicaciones
a diferentes concentraciones de NPszZnO, en dos vias de aplicacién, foliar y

drench.
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Figura 5. Comparacion gréfica de las medias entre variables relacionadas con el
contenido de pigmentos en frutos y hojas, tratados con diferentes dosis de
nanoparticulas de 6xido de zinc, en aplicacion foliar y drench. Medias con la misma
letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher (p< 0.05).
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Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacion
de la semilla de calabaza.

De acuerdo con la prueba de medias LSD Fisher (p< 0.05) se presentaron
diferencias estadisticas significativas en la interaccion entre los tratamientos y las
vias de aplicacion. La aplicacion de NPsZnO tuvo un efecto positivo en la variable
clorofila a en frutos (Figura 5A), se observé que la concentracién de 2000 mg-L*
en aplicacion via foliar tuvo el mayor contenido de clorofila a con un incremento
de 23% en comparacién con el testigo de la misma via de aplicacion. Por otro
lado, la concentraciéon a 500 mg-L* de NPsZnO aplicado por via drench presenté
un incremento de 58% en el contenido de clorofila a comparado con su

correspondiente testigo.

El contenido de clorofila b en fruto (Figura 5B) tuvo un aumento del 38% con la
aplicacion foliar de 1000 mg L%, comparado con el testigo foliar correspondiente.
Por otro lado, los demas tratamientos y vias de aplicacién, no presentaron
diferencias estadisticas, teniendo un comportamiento igual a los testigos.

En la variable clorofila total en fruto (Figura 5C), se observa una respuesta
positiva a la aplicacién de NPszZnO mediante la via foliar a dosis de 1000 mg-L*,
siendo superior a los tratamientos testigos, aumentando el contenido de clorofila
total en un 27%, con respecto al testigo foliar y un 94 % en comparacion al testigo
drench. Asi mismo, la aplicacién foliar de las NPsZnO a dosis de 2000 mg-L?
tuvo un efecto positivo sobre el contenido de carotenoides en los frutos (Figura
5D), con un incremento de 120% sobre el testigo con la misma via de aplicacion,

y de 208% de incremento sobre el testigo drench.

En el contenido de clorofila a en las hojas de calabacita (Figura 5E), se observé
gue las nanoparticulas tuvieron un efecto positivo, a la dosis de 2000 mg-L*?, ya
gue fue la dosis que presentd un valor mas alto en comparaciéon a las demas
dosis y al testigo, siendo un 36% mayor al testigo que se aplicé por via foliar y un
44% en el caso de la aplicacion via drench; las demas dosis presentaron un

comportamiento similar estadisticamente hablando. En el caso de las variables
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clorofila b en hojas (Figura 5F), clorofila total en hoja (Figura 5G) y carotenoides
en hojas (Figura 5H), se observé que no contaron con diferencias estadisticas de
acuerdo a la prueba de medias LSD Fisher (p< 0.05), lo que indicd, que tuvieron
un comportamiento igual entre las dosis manejadas y las vias de aplicacion

administrada, tanto foliar como en drench.

Variables de contenido nutrimental en frutos de calabacita

En la Tabla 5 puede observarse los resultados de las variables relacionadas con
el contenido nutrimental consideradas para fruto como: proteinas totales,
carbohidratos, lipidos y contenido de cenizas. De acuerdo con la prueba de
medias LSD Fisher (p< 0.05), se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos y las vias de aplicacion. La aplicacion
NPsZnO tuvo un efecto positivo en la concentracion de proteinas totales y
carbohidratos en fruto, la dosis que presento la respuesta con valores mas altos
fue la de 500 mg-L, la cual aumento un 13% del contenido de proteinas totales
en comparacion al tratamiento testigo; sin embargo, las vias de aplicacion foliar
y drench no tuvieron diferencias significativas. El contenido de carbohidratos en
el fruto de calabacita presentdé un aumento al aplicar NPsZnO a dosis de 1000
mg-L! mediante aplicacién drench, promoviendo un incremento del 21%, en
comparacion con el testigo. La variable lipidos en fruto mostré una reduccion del
14% con la dosis de 2000 mg-Ly con la aplicacion realizada en drench, de igual
forma comparada con el testigo. La via de aplicacion foliar fue mejor para
promover el incremento de los lipidos en el fruto. El contenido de cenizas del fruto
mostré un incremento del 2% con la aplicacién de 500 mg-L* de nanoparticulas
en comparacion con el testigo. No obstante que a concentraciones de 1000 y
2000 mg-L* el contenido de cenizas experimentd un decrecimiento del 6y 3 %,

promovido principalmente por la aplicacién via drench.
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Tabla 5. Comparacion de medias de variables del contenido nutrimental en frutos de
calabaza Cucurbita pepo L. var Grey Zucchini, tratadas con nanoparticulas de 6xido
de zinc mediante diferentes vias de aplicacion.

Proteinas

. Carbohidratos Lipidos Cenizas

Tratamiento totales 1 1 1
(mg g (mg g™) (mg g™) (mg g™)

Concentraciones (mg L)
Testigo 0 47.76 c 147.21 ¢ 9.85a 0.89b
NPsZnO-500 54 a 172.21 ab 9.48 a 0.90 a
NPsZn0O-1000 50.81 b 178.05 a 9.16 ab 0.84d
NPsZn0O-2000 47.73 ¢c 167.59 b 8.46 b 0.87c
(p-valor) 0.0004 0.0001 0.0599 0.0001
Via de aplicacién
Foliar 50.43 a 170.06 a 9.60 a 0.85b
Drench 49.73 a 162.46 b 8.88 b 0.89a
(p-valor) 0.4338 0.0143 0.0477 0.0001
Concentraciones*Via de aplicacion
(p-valor) 0.001 0.0001 0.0158 0.0001

T = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD
Fisher (p< 0.05). Contenido nutrimental: proteinas totales, carbohidratos, lipidos y contenido de cenizas. Se
realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacién de la semilla de calabaza.

En la Figura 6, se observa el comportamiento de las variables relacionadas con
el contenido nutrimental en frutos de calabacita: proteinas totales (6A),
carbohidratos (6B), lipidos (6C) y contenido de cenizas (6D), estos presentan
diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de medias LSD
Fisher (p< 0.05).
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Figura 6. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas con el
contenido nutrimental en frutos, tratados con diferentes dosis de nanoparticulas de
Oxido de zinc, en aplicaciéon foliar y drench (medias con la misma letra son
estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher (p< 0.05); se
realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacién de
la semilla de calabaza).

El contenido de proteinas totales en fruto (Figura 6A) mostré un incremento del
13y 22 % con el tratamiento a la dosis de 500 mg L* de NPsZnO, tanto por via
foliar como en drench, respectivamente, comparado con su testigo
correspondiente. En la variable de carbohidratos de frutos (Figura 6B), se
observaron diferencias entre las dosis de nanoparticulas y la via de aplicacion,
con respecto a los tratamientos testigo, siendo el tratamiento aplicado por via
drench a una dosis de 1000 mg-L?, el que presentd un mayor contenido de

carbohidratos con respecto a las demas dosis, este tratamiento aumenté 19% el
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contenido de carbohidratos en comparacion al testigo aplicado via drench y un
44% comparado con el testigo foliar. En la variable lipidos de frutos (Figura 6C),
se observo que los mejores tratamientos fueron el testigo aplicado via foliar y el
tratamiento a 500 mg-L?* con la misma via de aplicaciéon, estos son
estadisticamente iguales, pero superiores a todos los demas tratamientos por via
foliar y drench. En la variable contenido de cenizas en fruto (Figura 6D), el
tratamiento a 500 mg-L* en aplicacién via drench, fue el que tuvo un mayor
resultado en dicha variable en comparacion con el resto de los tratamientos, esta
dosis y la via de aplicacion tuvo un incremento de 2 'y 3 % sobre los testigos foliar
y drench, respectivamente; se observa, ademas, que, al aumentar la

concentracion de nanoparticulas, se disminuye el contenido de cenizas en fruto.

Efecto de NPsZnO en lalombriz roja californiana

En la Tabla 6, se presentan los resultados para las variables numero de
lombrices, peso de lombrices, proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas en las
lombrices. De acuerdo con la prueba de medias LSD Fisher (p< 0.05) se
muestran diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos y las vias
de aplicacién, en dichas variables la aplicacion de NPszZnO tuvo un efecto
positivo. El nimero de lombrices expreso un incremento de 63% con la aplicacion
de la dosis de 2000 mg-L*, de nanoparticulas por via drench, en comparacion
con el tratamiento testigo, teniendo un comportamiento similar a la variable peso
de lombrices, en la que también la dosis a 2000 mg-L* presenté un 42% de
incremento en el peso de las lombrices, comparado con el tratamiento testigo. La
via de aplicacion foliar y drench no fue significativa. La aplicacion de NPszZnO
aumento el contenido de proteinas de lombrices en todas las dosis manejadas,
siendo superiores al testigo y la via de aplicacion no representd diferencias
estadisticas. El contenido de carbohidratos en la lombriz se vio mejorado con la
aplicacion a 500 y 2000 mg-L?t, que estimulé un incremento de 24 y 19 %,
respectivamente, sobre el tratamiento testigo. La via de aplicacion no fue

significante en dicha variable. El contenido de lipidos tuvo un comportamiento
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similar al que se expreso con el contenido de los carbohidratos, debido a que
también fue estimulado con las concentraciones de 500 y 2000 mg-L?, siendo
estas superiores al testigo con un 14 y 15 %, respectivamente, en este parametro
la via de aplicacion presentd diferencias significativas, siendo la via drench la que
promovio el mejor efecto para la variable. En el pardmetro cenizas totales en
lombriz se observaron diferencias estadisticas entre los tratamientos evaluados,
en este pardmetro la aplicaciéon de nanoparticulas a concentraciones de 2000 y
500 mg-L* presentaron el mayor contenido en comparacién con el testigo, con
un incremento de 4y 2 %, respectivamente. Este parametro mostré mejor efecto

cuando las nanoparticulas se aplicaron por via foliar.

Tabla 6. Comparacion de medias de variables de natalidad y contenido nutrimental en
lombriz roja californiana, tratadas con nanoparticulas de 6xido de zinc mediante
diferentes vias de aplicacién.

. Numero Peso Proteinas Carbohidratos Lipidos Cenizas
Tratamiento de totales 1 1 1
lombrices @ (mg g (mg g™) (mgg™) (mgg™)
Concentraciones (mg L)
Testigo 0 10.40c 4.60b 146.89 b 88.63b 10.95b 0.61c
NPsZnO-500 1297b 5.14b 177.66 a 109.51a 1243a 0.62b
NPsZnO-1000 10.93c 4.43b 179.59 a 82.12b 10.62b 0.54d
NPsZn0O-2000 16.93a 6.53a 180.17 a 105.22a 12.50a 0.63 a
(p-valor) 0.0001 0.0058 0.001 0.0037 0.0164 0.0001
Via de aplicacion
Foliar 12.17b 5.07a 169.73 a 97.76a 10.66b 0.61 a
Drench 13.45a b5.29a 172.43 a 9498a 1259a 0.59b
(p-valor) 0.0001 0.5996 0.5863 0.9501 0.0005 0.0001
Concentraciones*Via de aplicacion
(p-valor) 0.0001 0.0221 0.5597 0.0008 0.0902 0.0001

F = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD
Fisher (p< 0.05). Se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la germinacion de la
semilla de calabaza.

En la Figura 7, se observa el comportamiento de las variables relacionadas con
la natalidad y contenido nutrimental en lombrices del tipo roja californiana:
namero de lombrices (7A), peso de lombrices (7B), proteinas (7C), carbohidratos
(7D), lipidos (7E) y contenido de cenizas (7F), en las cuales se encontraron

diferencias estadisticas significativas de acuerdo a la prueba de medias LSD
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Fisher (p< 0.05), donde el namero de lombrices (Figura 7A), fue favorecido con
la aplicaciéon de nanoparticulas a una dosis de 2000 mg-Lt, en este parametro
ambas vias de aplicacion (foliar y drench) incrementaron el niamero de lombrices,
en comparacién con los tratamientos testigos y las dosis de 500 y 1000 mg-L*,
este comportamiento es muy parecido a la variable de peso de lombrices (Figura
7B), donde se observa de igual manera que la dosis de nanoparticulas a 2000
mg-L%, es la que gener6 mayor peso en las lombrices, en comparacion a los
demés tratamientos, siendo la via drench la que presenté mayor respuesta, con
respecto a su homologo en los tratamientos testigo y las dosis a 500 y 1000 mg-L-

1 que éstos son estadisticamente iguales.
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Figura 7. Comparacion grafica de las medias entre variables relacionadas con el
contenido de natalidad y contenido nutrimental en lombrices, tratados con diferentes
dosis de nanoparticulas de 6xido de zinc, en aplicacién foliar y drench. Medias con
la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba LSD Fisher
(p= 0.05); se realizaron aplicaciones con un intervalo de quince dias a partir de la

germinacion de la semilla de calabaza.

En la variable de proteinas en lombriz (Figura 7C) se observo un efecto positivo
a la aplicacion de NPszZnO en cualquiera de las concentracion evaluadas, siendo
estas superiores a los tratamientos testigos de ambas vias de aplicacion. La
variable contenido de carbohidratos en las lombrices (Figura 7D), presento
diferencias estadisticas significativas de acuerdo la prueba de medias, los valores
mas altos, se registraron en la dosis a 500 mg-L* aplicada via drench, en
comparacion alas demas dosis y a los testigos, siendo esta superior con un 13%
en comparacién al tratamiento testigo aplicado de manera foliar y un 100% en
comparacion al tratamiento testigo por via drench, duplicando el contenido de
carbohidratos en las lombrices. El resto de los tratamientos son estadisticamente

iguales.

Por otro lado, la variable lipidos de lombriz (Figura 7E) presentd diferencias
significativas. La dosis de 500 mg-L* de nanoparticulas aplicadas por via drench

aumento el contenido de lipidos en comparacion a los demas tratamientos,
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siendo esta dosis superior con un 27% con respecto al testigo por via drench y
un 38% mas con el testigo por via foliar; los demas tratamientos son
estadisticamente parecidos debido que comportan literales en el andlisis de
comparaciéon de medias. En la variable cenizas de lombriz (Figura 7F), el
tratamiento a 2000 mg-L? con la aplicacién en drench fue estadisticamente
superior al resto de los tratamientos, con un incremento del 7% con la aplicacion
foliar y de 5% con la aplicacion en drench, en comparacion con el tratamiento
testigo. Es importante destacar que la aplicacion de nanoparticulas a 1000 mg L

1 la lombriz experimentd una reduccién del contenido de cenizas.
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DISCUSION

La aplicacion de NPsZnO, ha demostrado estimular el desarrollo de la radicula 'y
raiz y con ello mejorar la absorcion de nutrientes, Balandran-Valladares et al.
(2021) mencionan que el zinc es esencial para la formacién de auxinas y
citocininas, las cuales son hormonas vegetales clave que regulan el desarrollo
radical y la formacion de estructuras reproductivas. La regulacién hormonal es
un proceso fundamental para la formacion de flores y, por ende, de frutos;
Rizwan et al. (2019) indican que la aplicacion de NPsZnO puede influir en la
expresion génica relacionada con las hormonas vegetales, favoreciendo la
iniciacion y desarrollo de flores, con esto no quiere decir que las flores puedan
tener prendimiento en las plantas, se debe tener en cuenta la calidad del polen
y la eficiencia en la polinizacidén, ya que son cruciales para el cuajado de frutos
principalmente en cucurbitaceas. Gupta et al. (2022) demostraron que las
NPszZnO pueden mejorar la viabilidad del polen y la atraccion de agentes
polinizadores, resultando en un aumento en la tasa de cuajado de frutos, otro
factor a considerar es la division celular y el desarrollo del ovario, ya que son
procesos clave en la produccion de frutos. Singh et al. (2022) mencionan que la
aplicacion de NPsZnO puede estimular la division celular en los tejidos
reproductivos, contribuyendo al desarrollo adecuado de los ovarios y, por ende,
al aumento en el niamero de frutos. Estudios como el de Elmer-Wade y White
(2018) hacen referencia a que la aplicacion foliar de NPsZnO y su absorcion
radical, puede ser eficiente para estimular el crecimiento de plantas y aumentar
el numero de frutos, mientras que la absorcién de nutrientes por la raiz contribuye
al suministro sostenido de zinc, vital para el desarrollo de las flores y frutos. Estos
resultados se asemejan con lo que se encontrd en nuestra investigacion, debido
a que al aplicar las NPsZnO a una dosis de 2000 mg-L! de manera foliar se
obtuvo un mayor niumero de frutos en comparacion a los testigos y con la via de

aplicacién en drench.
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La fotosintesis es un factor clave que influye en la acumulacién de peso en los
frutos, al respecto Siddiqgi et al. (2018) mencionan que la aplicacion de NPszZnO
puede estimular la fotosintesis, es decir que aumenta la eficiencia fotosintética
y, asi, contribuyen a la acumulacién de materia seca en los frutos; la
disponibilidad de nutrientes esenciales, como el zinc, es critica para el desarrollo

y peso del fruto.

La actividad enzimatica relacionada con el crecimiento, como la invertasa y la
sintasa de almidon, desempefia un papel esencial en la acumulacion de
azucares y carbohidratos en los frutos, en este sentido Sharma et al. (2020)
demostraron que la aplicacién de nanoparticulas puede aumentar la actividad
enzimatica, mejorando asi la calidad y peso de los frutos. Otro factor a considerar
es la resistencia al estrés abidtico, como sequias o altas temperaturas, ya que
estos factores pueden afectar negativamente el desarrollo de los frutos. Kumar
et al. (2021) hacen referencia, a que la aplicacion de NPsZnO puede mejorar la
resistencia al estrés abiotico, permitiendo que los frutos mantengan un desarrollo
adecuado y, en consecuencia, un mayor peso. Esto se asemeja a lo reportado
por Rivera-Gutiérrez et al. (2021), quienes mencionan que la aplicacién via foliar
de NPsZnO en el cultivo de melén mejoré el peso de frutos en comparacion con
el tratamiento testigo sin aplicar, encontrando resultados similares a los
reportados en la presente investigacion, en el sentido de que se presenté un

aumento en el peso de los frutos aplicando las nanoparticulas de manera foliar.

Por otro lado, Liu et al. (2022) han identificado que la interaccion de NPsZnO con
genes especificos relacionados con el tamafio de frutos, puede desencadenar
cascadas de sefializacion que influyen en la morfogénesis y el tamario final de
los frutos. Al estimular el crecimiento celular y la elongacion de los tejidos
vegetales; al respecto, Wang et al. (2018),observaron un aumento significativo
en la longitud de frutos y ancho de frutos, atribuido a la activacion de procesos
celulares que promueven la elongacién. El desarrollo radial de los frutos,

incluyendo el ancho, esté vinculado los a procesos de division celular, al respecto
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Zhao et al. (2019) demostraron que las NPsZnO pueden modular la divisién
celular en los meristemos, contribuyendo al desarrollo radial, por ende, al
aumento en el ancho y largo de los frutos, esta regulacién hormonal desempefia
un papel crucial en la expansion tisular, en el tamafio de los frutos; por otro lado,
Chen et al. (2023) reportaron que la aplicacion foliar de NPsZnO puede influir en
la expresion de genes relacionados con hormonas vegetales como las auxinas,
gue regulan la elongacion y expansioén celular, tanto de frutos como en diversas
partes de las plantas. En este sentido, Hasanuzzaman y Fujita (2022) observaron
un incremento en el peso fresco de las plantas debido a un aumento en la sintesis
de proteinas, carbohidratos y lipidos en diferentes tejidos vegetales aplicando
las nanoparticulas de manera foliar, esto ocurre de la misma manera en el peso
seco de las plantas. Méndez-Argiello et al. (2016) mencionan que la aplicacion
foliar de NPszZnO tiene un efecto positivo en el peso seco del cultivo de chile
verde ya que el zinc puede contribuir a una mayor acumulacién de materia seca,
lo que se ve reflejado en un aumento en la eficiencia fotosintética y en la

transformacion de compuestos organicos.

Se ha observado un efecto positivo al utilizar nanoparticulas en el cultivo de
calabaza, Aguilar-Carpio et al. (2022) demostraron que es posible obtener
rendimientos superiores a 21 ton-ha* con la aplicacién de extractos naturales de
algas con una fertilizacion quimica al 50%. Estos rendimientos han sido
superados en la presente investigacion con la aplicacion de NPsZnO a
concentracion de 2000 mg-L*%, la cual estimulé rendimientos promedios
superiores a las 66 ton-ha' con la aplicacion foliar. La dosis o concentracion
aplicada puede tener un efecto tanto positivo como negativo, en el caso de la
concentracion a 2000 mg-L*, puede llegar a afectar el diametro, la longitud y el
peso de la raiz de los cultivos. En este contexto, Lin y Xing (2007) al aplicar
NPsZnO a concentraciones 2000 mg-L encontraron efectos fitotéxicos en el
desarrollo radicular de especies como radbano, colza, lechuga, maiz y pepino,
causando una inhibicién del crecimiento radicular en semillas tratadas a la

concentracion citada, mientras que a 1000 mg-L* puede mejorar o reducir la
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germinacion de semillas, el crecimiento de brotes/raices, la produccion de
biomasa y las actividades fisiol6gicas y bioquimicas, incluso algunas especies
de plantas no han mostrado ningin cambio fisiol6gico, aunque se han observado
variaciones significativas en la actividad enzimatica antioxidante y la elevada
regulacion de la proteina de choque térmico. Es bien sabido que las plantas han
desarrollado un mecanismo de defensa antioxidante que involucra componentes
enzimaticos y no enzimaticos para prevenir dafios oxidativos y mejorar la
resistencia de estas a la toxicidad inducida por el 6xido de metal. No obstante, el
mecanismo exacto de defensa de las plantas contra la toxicidad de los
nanomateriales no ha sido plenamente explorado, esto obedece a que la
absorcion y translocacion de nanoparticulas de 6xido metélico en diferentes
partes de la planta depende de su biodisponibilidad, concentracion, solubilidad y
tiempo de exposicion (Siddigi y Husen, 2017).

La aplicacion de bioestimulantes a base de Azotobacter chroococcum en
calabaza aumenta la calidad de los frutos cosechados, en el caso especifico de
la firmeza del fruto, Soriano-Melgar et al. (2020) al aplicar NPsZnO a una
concentracion de 1000 mg-L* reportaron un aumento en la firmeza de los frutos
de calabaza alcanzado un valor de 5.58 Kg-cm™. Por otro lado, Zea et al. (2022)
encontraron resultados inconsistentes de conductividad eléctrica de 2.34 dS-m
a 1.36 dS-m?2en los frutos de calabacita manejadas con cubiertas vivas, estos
valores estdn muy por abajo a los que se encontraron en la presente
investigacion con la aplicacion de las NPsZnO a 2000 mg-L™, alcanzando valores
de conductividad eléctrica de 6.30 dS-m, este parametro es muy importante ya

gue en gran medida es el responsable del sabor en el fruto.

Otros parametros importantes de la calidad del fruto son el pH y los SST, en este
sentido Derossi et al. (2011) han indicado que los valores de pH de 6.42 y SST
4.8 (°Brix) son adecuados para la cosecha de los frutos de calabaza
considerados como en madurez horticola, en estos valores los frutos poseen

caracteristicas quimicas cercanas a la neutralidad y son bajos en dulzura. Estos
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valores son similares a los encontrados en la presente investigacion, en donde
la concentracion de 1000 mg-L™* de NPsZnO el pH se ubic6é en 6.76, mientras
que los SST fue de 4.38 a una concentraciéon de 500 mg-L*. Por otro lado, la
acidez titulable del fruto, de acuerdo con Jacobo-Valenzuela et al. (2011) un valor
de 0.04% de &cido citrico en el fruto de calabaza se considera adecuado, para
dicha variable los resultados encontrados en nuestra investigacion fueron
altamente superiores, ya que al aplicar 500 mg-L* de NPsZnO el contenido de
acidez titulable se ubic6 en 0.18%, este efecto es atribuido a una mayor eficiencia
fotosintética promovida por las NPsZnO, ya que el Zn juega un papel muy
importante en la actividad de enzimas que participan en la fotosintesis y en el
metabolismo de los carbohidratos, asi como en el transporte de azucares, hacia
los puntos de demanda como el fruto (Marschner, 2011).

La aplicacion de tratamientos de bioestimulantes a base de A. chroococcum +
Quitomax 10 mg-L* durante el desarrollo de las plantas, modifica la calidad y
composicion de los frutos postcosecha, lo que acentlia la importancia de los
tratamientos organicos en el desarrollo de las plantas para la obtencion de frutos
con mejores caracteristicas organolépticas y aumentando asi el contenido de
vitamina C a 3.23 mg-100 g* en los frutos de calabaza tratados con este
bioestimulante, en la presente investigacion la aplicacion de NPsZnO a 1000
mg-L"! aumento el contenido de vitamina C a 5.50 mg-100 g, valores superiores

a los reportados por Soriano-Melgar et al. (2020).

La aplicacién de NPsZnO obtenidas mediante sintesis verde a concentracion de
100 mg-L*, afecta el contenido de clorofilas a y b, aplicadas sobre la microalga
Chlorella homosphaera, mostrando efectos toxicos (Scodelaro- Bilbao et al.,
2023). En la presente investigacion la aplicacién de nanoparticulas de 6xido de
zinc a dosis de 2000 mg-L* aumento el contenido de clorofila a, mientras que el
contenido de clorofila b y el contenido de clorofila total de las hojas no se
observan diferencias estadisticas significativas. Estos valores difieren con lo

reportado por Casierra y Poveda (2005), quienes mencionan que al aplicar 350
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mg de sulfato de zinc en el cultivo de fresa se puede disminuir el contenido de
clorofilas totales en las hojas. Galindo-Guzman et al. (2022) reportan que la
aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc a una concentracién de 100 mg-L-
1, aumenta el contenido de carotenoides en el cultivo de lechuga aplicadas de
manera foliar, mientras que en la presente investigacibn no se observa un
aumento en el contenido de carotenoides en las hojas de calabacita al aplicar las
nanoparticulas de éxido de zinc, mostrando un comportamiento igual en todos

los tratamientos.

Guillén-Enriquez et al. (2022) mencionan que la aplicacion foliar de NPs Fe a
una concentracion de 100 mg-L, aumenta el contenido de clorofilas a, b y total
en frutos de pepino en comparacion con el tratamiento testigo sin aplicar. Esto
se asemeja con la presente investigacion, con un aumento en el contenido de
clorofila a al manejar la concentraciéon de 2000 mg-L?, y en el contenido de
clorofila b y total cuando se aplica una concentracién a 1000 mg-L*, este
comportamiento fue similar en el contenido de carotenoides en los frutos, ya que
hubo un aumento de éstos, al aplicar la dosis de nanoparticulas de 6xido de zinc
a 2000 mg-Lt. El aumento del contenido de carotenoides en los frutos tiene
relevancia, ya que aportan grandes propiedades para el beneficio de la salud en
las personas, sus usos en la industria farmacéutica, terapéutica y cosmeética, ha
favorecido su demanda, encontrar fuentes mas amigables para el ambiente
como el uso de los nanomateriales que incrementan el contenido de
carotenoides, es una de las herramientas mas prometedoras, siendo esta una
alternativa real para la disminucion de los colorantes artificiales y mejorar las

actividades bioactivas de los alimentos (Cassani et al., 2022).

El aumento de proteinas corresponde al incremento del contenido de clorofilas,
con ello se favorece la actividad fotosintéticas, las NPsZnO desempefian un
papel en la transferencia de hierro, potasio y fosforo de las raices de las plantas,
lo que permite mayor disponibilidad de estos elementos, provocando un aumento

en el contenido nutricional como carbohidratos, proteinas y lipidos en el cultivo
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de brdcoli (Awan et al., 2021). Teniendo resultados similares a esta investigacion,
mostrando que el uso de nanoparticulas tiene una influencia positiva en el
contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos, tanto en los frutos de calabacita

como en el cuerpo de las lombrices.

La determinacién de cenizas es referida como el andlisis de residuos inorganicos
gue quedan después de la quema u oxidacion completa de la materia organica
de un alimento u organismo (Castillo et al., 2018). Este contenido representa los
minerales en los tejidos vegetales como potasio, manganeso, hierro, boro, flGor,
silice, magnesio, calcio y zinc, mientras que en los organismos se encuentran
presentes los minerales como: zinc, cobre, boro, hierro entre otros (Rodriguez et
al., 2010). Estos resultados se asemejan con lo que se encontré0 en nuestra
investigacion, debido a que al aplicar las NPsZnO, aumento el contenido de
cenizas, tanto en los frutos de calabacita, como en el cuerpo de las lombrices. El
uso de nanoparticulas metalicas como las NPs de Ag, provocan alteraciones
fisioloégicas y conductuales a las primeras 24 horas de la aplicacion, donde el
30% de las lombrices analizadas en el estudio de Linares et al. (2017), mostro
algun tipo de dafio, siendo mas significativos en las alteraciones de la conducta
de las lombrices y la perdida de fluido celémico, pero no se presenta mortandad
en las lombrices, al pasar las 96 horas se inicia la pérdida de peso en las
lombrices. Estos analisis difieren con lo encontrado en nuestra investigacion,
esto pudo deberse al periodo de tiempo de duracion del experimento (90 dias),
lo cual nos arrojé6 que a concentraciones de 2000 mg-L*, aplicado en drench
promueve el incremento del peso y natalidad de lombrices en comparaciéon con

los tratamientos testigos.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de nanoparticulas de ZnO a diferente concentracion y via de
aplicacion promovieron el crecimiento vegetativo y aumento los paradmetros de

rendimiento de fruto.

El uso de nanoparticulas promovié una mayor calidad de frutos y contenido
nutricional, esto proporciona un enriquecimiento en los frutos tratados con

nanoparticulas de 6xido de zinc.

La aplicacion de nanoparticulas de ZnO promovieron incremento en el numero y
peso de lalombriz, asi como del contenido nutricional principalmente el contenido

de proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas en las lombrices.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indican que el uso de
nanoparticulas de 6xido de zinc mas alla de afectar la actividad reproductiva de
la lombriz de tierra mejora sus caracteristicas, sin embargo, se recomienda en
estudios posteriores seguir evaluando diferentes concentraciones y diferentes

nanoparticulas.
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