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RESUMEN

En este estudio se llevd a cabo una evaluacion de las nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con
cobre (NPs ZnO+Cu) y su impacto en la mejora de los parametros morfométricos y los
componentes de rendimiento de la calabaza. Los resultados indicaron que, aunque la longitud de
las guias no presentd diferencias entre los tratamientos, la aplicacion de 200 mg ZnO+Cu L
mostra tener una longitud significativamente mayor en comparacion con el tratamiento testigo, con
una diferencia total de 34 cm. En los tratamientos con 100 y 200 mg ZnO+Cu L™ se obtuvieron los
valores méas altos en cuanto a peso de fruto y, diametros ecuatoriales y polares. Ademas, el
tratamiento con 200 mg ZnO+Cu L™ logro el rendimiento mas alto, con un valor de 9.6 t ha. Los
resultados obtenidos mediante espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR) en la pulpa de los frutos
tratados con NPs de ZnO+Cu confirmaron una mayor cantidad de grupos funcionales
(carbohidratos, proteinas y lipidos) y de moléculas estructurales (celulosa, hemicelulosa y
polisacéridos). Las pruebas de color mostraron una diferencia positiva entre el tratamiento con 200
mg ZnO+Cu L1 y el tratamiento testigo, en términos de los parametros de la coordenada en a*, el
AE y el croma. Ademas, las NPs de ZnO+Cu mejoraron significativamente algunas caracteristicas
de las plantulas de calabaza de la F2, como la longitud de raiz, la longitud del tallo, el nimero de
raices secundarias y el porcentaje de germinacién, siendo este ultimo de 76 y 88% para los
tratamientos con 100 y 200 mg Z nO+Cu L, respectivamente. En comparacion, el tratamiento
testigo solo obtuvo un 40% de germinacion. Se concluye que el uso de NPs de ZnO+Cu tiene un
impacto positivo en los parametros morfométricos y los componentes de rendimiento de la
calabaza, lo que indica que estas nanoparticulas podrian ser una alternativa prometedora para

mejorar la produccién de cultivos en el futuro.



. INTRODUCCION

La calabaza es un cultivo importante en todo el mundo, tanto por su valor nutricional como por su
amplia aplicacion en la industria alimentaria, pero su practica puede generar impactos negativos en
el medio ambiente y la salud humana. El uso excesivo de productos quimicos en el cultivo, como
agroquimicos y fertilizantes, puede contaminar el suelo y el agua, ademas de afectar la calidad de
los productos. En busca de alternativas mas seguras y sostenibles, la investigacion en

nanotecnologia aplicada a la agricultura ha surgido como un campo prometedor.

En este sentido, una herramienta potencial de la nanotecnologia es la aplicacion de nanoparticulas,
las cuales son importantes por su uso potencial en resolver problemas que con productos a escala
normal son muy costosos y no siempre se solucionan eficientemente, y por las implicaciones o
efectos que el uso de estas tiene en procesos o fendmenos. Respecto a la produccion agricola, la
premisa basica es reducir al minimo las pérdidas y disminuir los efectos adversos en el ambiente

por el uso excesivo de insumos agricolas (Carrillo y Gonzalez, 2009).

En particular, las nanoparticulas de éxido de zinc son un material que ha despertado un gran interés
en la investigacion cientifica debido a su potencial para mejorar la calidad y el rendimiento de los
cultivos. En los ultimos afios, se ha estudiado su aplicacién en diferentes cultivos con el objetivo
de mejorar la germinacidn, crecimiento y produccion de las plantas. Estas nanoparticulas presentan
propiedades antimicrobianas y antioxidantes, lo que les permite proteger las semillas y las plantas
de diferentes enfermedades y estrés oxidativo. Ademas, su tamafio nanométrico permite una mejor

absorcién de nutrientes y agua por parte de las raices (Lira, 2016).

Un método utilizado para la modificacion de las nanoparticulas es el dopaje, el cual tiene como
objetivo mejorar las propiedades fisicas, quimicas, eléctricas, Opticas y bioldgicas de las mismas
(Rekhaet al., 2010). Actualmente se propone al cobre como un metal de interés para dopar el 6xido
de zinc (Liza, 2019). Este metal por su parte también ha reportado buenos resultados con respecto
a la germinacién y el aumento de vigor en plantulas de algunos cultivos como lechuga, tomate y
chile (Ruiz, 2016). En este sentido, la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con
cobre en el cultivo podria ser una estrategia efectiva para mejorar la absorcion de nutrientes y

potenciar las caracteristicas de los frutos.



A pesar de los beneficios potenciales de la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc+cobre en
la agricultura, es necesario realizar mas investigaciones para entender su efecto en diferentes tipos
de cultivos, asi como analizar los beneficios que tiene el dopaje de dichas nanoparticulas. En
particular, es importante conocer como se comportan estas nanoparticulas en la calabaza, asi como
su influencia en su crecimiento y desarrollo. Por lo anterior es que se plantearon los siguientes

objetivos.
1.1. Objetivo general

e Evaluar el efecto del acondicionamiento osmotico con soluciones de nanoparticulas de
oxido de zinc+cobre (NPs de Zno+Cu) en los pardmetros morfométricos del cultivo de

calabaza (Cucurbita argyrosperma).
1.1.1. Objetivos particulares

e Acondicionar semillas de calabaza (Cucurbita argyrosperma) con soluciones de NPs de
ZnO+Cu nanometrico a dos diferentes concentraciones.

e Evaluar los pardmetros morfométricos del cultivo de calabaza en condiciones de temporal,
en Cuautitlan Izcalli, Méx.

e Analizar el efecto de la aplicacion de las NPs de ZnO+Cu en los componentes del

rendimiento del cultivo de calabaza.

1.2. Hipotesis

e El acondicionamiento osmotico de las semillas con soluciones de NPs de ZnO+Cu tiene
un efecto positivo sobre los pardmetros morfométricos y componentes del rendimiento del

cultivo de la calabaza en el campo.



I1. ANTECEDENTES
2.1. Importancia del cultivo de calabaza

La calabaza es un cultivo de gran importancia, debido a su adaptabilidad a diversos climas y
terrenos, se puede cultivar tanto a nivel del mar como en valles altos, esto permite que esta hortaliza
se siembre en todo el pais (SIAP, 2019).

La siembra de calabaza a nivel nacional se realiza en alrededor de 1,114.6 ha de temporal, con
rendimiento desde 6.3 Ton ha™ en temporales irregulares hasta 26.6 Ton ha* en buenos temporales
(SIACON, 2021). En 2018 este cultivo colocd a México en el sexto lugar de produccién a nivel
mundial con un volumen de 615,000 Ton, lo que representd el 2.6% de aportacién al volumen
mundial de la hortaliza y un 3.7% de la participacion nacional en produccion de hortalizas (SIAP,
2019). La calabaza se encuentra entre los productos agroalimentarios que mas se exportan, ya que
cada afio se incrementa la cantidad que México oferta al exterior, en el afio 2018 el 85% de la

cosecha del campo mexicano se comercializ6 en el mercado internacional (SIAP, 2019).

En todos los estados de México es comdn que se siembre calabaza; sin embargo, para el afio 2021,
el estado de Sonora lidere6 la produccion nacional, seguido por los estados de Guerrero, Sinaloa,
y Puebla. La superficie total sembrada y cosechada fue de 9,185 y 9,046 ha, respectivamente
(Figura 1) (SIACON, 2021).
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Figura 1. Superficie ssmbrada y cosechada de Calabaza en el afio 2021 (SIACON, 2021).



En la Figura 2 se muestra la produccion total obtenida por estado, correspondiente al afio 2021.
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Figura 2. Produccién de calabaza en el afio 2021 (SIACON, 2021).

De acuerdo con el SIACON (2021), sobresale el estado de Sonora con una produccion de 144,755
Ton, seguido de Michoacan, Guerrero y Sinaloa con 5,337, 4,562 y 4,247 Ton, respectivamente.

Sin embargo, el rendimiento por hectarea mas significativo fue en los estados de Veracruz,
Michoacén, Guanajuato y Sonora, con 20.99, 20.82, 20.64 y 20.6 Ton hal, respectivamente (Figura

3).
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Figura 3. Rendimiento de calabaza por hectarea en el afio 2021 (SIACON, 2021).

2.2. Fenologia de la calabaza

Debido a que esta especie se maneja en sistemas agricolas tradicionales tanto temporales como de
riego, es normal que presente diversas variantes en tiempo para la aparicion de las flores y los
frutos. En México, generalmente, se siembra al inicio de la época de lluvias (mayo-junio),
floreciendo en julio-septiembre y fructificando en septiembre-diciembre. También se cultiva en
algunas regiones del pais durante la época de sequia, principalmente en terrenos himedos o con la
ayuda de riego, proporcionado asi una fructificacion durante todo el afio (CONABIO, 2017).

2.2.1. Fases y etapas fenoldgicas

En la calabaza, las etapas fenoldgicas son siembra, etapa vegetativa, etapa reproductiva con la
presencia de yemas florales, amarre de fruto, inicio de desarrollo del fruto y terminacion de
desarrollo de fruto, finaliza con la cosecha de acuerdo con la madurez comercial o fisioldgica
requerida (Pech, 2019).

Para C. argyrosperma la germinacion debe ocurrir en un plazo de 14 dias después de la siembra

(dds), la aparicion de hojas a los 24 dds, presencia de yemas a los 60 dds, amarre de fruto a los 75

5



dds, inicio de desarrollo de fruto a los 90 dds y término a los 120 dds, siendo la cosecha a los 150
dds para semilla (CONABIO, 2017) (Figura 4).

a b ¢ d e f g h
Donde: a) semilla. b) emergencia. c¢) primer par de hojas. d) segundo par de hojas.
e) emision de guia. f) floracion. g) fructificacion. h) maduracién  -cosecha.
Figura 4. Fenologia del cultivo de calabaza (Elaboracién propia con datos de Dreamstime,
2022).

2.2.2. Componentes del rendimiento

Los componentes del rendimiento se definen en diferentes estados fenoldgicos. Las condiciones
ambientales, variables a lo largo del ciclo del cultivo afectan el rendimiento a través de distintos
componentes. Ademas, el efecto de un mismo factor ambiental puede afectar a un componente con
diferente intensidad que a otros. Puede también existir compensacion entre diferentes componentes
del rendimiento, por ejemplo, en el cultivo del girasol, una reduccion del nimero de capitulos por
unidad de superficie puede no ocasionar una reduccion del rendimiento debido a un incremento del

namero de frutos por planta y/o del peso individual de los frutos (Aguirrezabal et al., 1996).

Los componentes varian en funcion del cultivo ya que cada uno presenta caracteristicas particulares
propias de su especie, asi como de la parte de interés que se quiere aprovechar, ya sea fruto, semilla,
tallo, entre otras. Por ejemplo, en el cultivo de haba, Pérez (2016) sefiald que los componentes de
rendimiento son: espesor de la vaina, peso de la vaina por planta, longitud, diametro y espesor de
la semilla, asi como el rendimiento de la vaina. En el cultivo del algoddn, Palomo (2003) sefialé
que los componentes de rendimiento son: el peso del capullo, el contenido de fibra, el peso de 100

semillas por planta, la longitud de la fibra, la resistencia de la fibra y la finura de la fibra.



Para el caso de calabaza, los componentes de rendimiento son: el nimero de frutos por planta, el
peso promedio de frutos, la longitud y el didmetro de los frutos (Apéez et al., 2019).

Conocer el momento en que se definen los distintos componentes del rendimiento y el efecto de
los factores ambientales sobre los mismos, puede ayudar a detectar los puntos criticos en la
definicién del rendimiento. Esto puede servir para adecuar el manejo del cultivo con miras a evitar
0 minimizar las situaciones de estrés por efecto ambiental durante dichos periodos. A través de la
correcta aplicacion de practicas agrondmicas (fecha de siembra, densidad de siembra, ciclo del
cultivar, entre otros), es posible adecuar el impacto de los factores ambientales que pueden limitar
principalmente el rendimiento de los cultivos (radiacion solar, temperatura, agua y nutrientes

minerales) a los momentos de mayor demanda de éstos (Aguirrezabal et al., 1996).

2.3. ¢Qué es la nanotecnologia?

La nanotecnologia es considerada como una tecnologia emergente, se orienta a la elaboracién,
caracterizacion y aplicacion de materiales de dimensiones muy pequefias, en el rango de 1 a 100
nanometros (nm), es decir de 1 a 100 billonésimas de metro, por lo que se ubica dentro de la escala
atdmica y molecular. La nanotecnologia es un extenso campo de la investigacion interdisciplinaria,
ya que con ella se abre un amplio abanico de oportunidades en diversas areas como la medicina, la
industria farmacéutica, la electrénica y la agricultura (Lira et al., 2016).

La nanotecnologia se presenta como un area de investigacion en el estudio de los materiales donde
convergen diversas ramas del conocimiento que permiten estudiar fendmenos inéditos que ocurren
a nivel atomico y molecular. La importancia de la nanotecnologia radica en que en el mundo
nanomeétrico los materiales pueden adquirir o realzar propiedades diferentes a las que tienen a

escala macroscépica (Mendoza y Rodriguez, 2007).
2.3.1. Aplicacion de nanoparticulas en la agricultura

La nanotecnologia ha surgido como un avance tecnologico que puede transformar sectores de la
agricultura, proporcionando herramientas para la deteccion rapida de enfermedades en los cultivos,

asi como mejorar la capacidad de las plantas para absorber los nutrientes y crecer con mayor



velocidad abriendo asi un amplio abanico de oportunidades en la agricultura para producir
agroproductos como nanofertilizantes, nanoplaguicidas, nanoherbicidas y nanosensores, que
permitiran incrementar el rendimiento de los alimentos de manera sustentable. La aplicacion de la
nanotecnologia en el sector agroalimentario es uno de los campos de mas rapido crecimiento en la
nano-investigacion (Lira, 2018). La agricultura es considerada como la segunda area de aplicacién
nanotecnoldgica, después del area energética (Carrillo y Gonzélez, 2009).

Los materiales a escala nanométrica més utilizados son las nanoparticulas (NPs) metalicas y las
derivadas del carbédn (Lira et al., 2016). Las NPs pueden ser usadas como una tecnologia para
mejorar la germinacion de las semillas y los pardmetros fisioldgicos relacionados, para optimizar
la capacidad de absorcion, degradacion de reservas y division celular (Chinnamuthu y Boopathi,
2009).

Los efectos benéficos de las NPs podrian atribuirse a una mayor produccion de enzimas
responsables de las reacciones metabolicas. Por otra parte, podrian incrementar los niveles de acido
indolacético (AlA) en las raices o brotes, que a su vez pueden incrementar el vigor de las semillas

y por ende el crecimiento de las plantulas (Ruiz et al., 2016).

Mahmoodzadeh et al. (2013) evidenciaron los efectos del titanio a nanoescala con particulas de
TiO2 en semillas de canola (Brasica napus), reportaron una promocion de la germinacion del 75%
con la aplicacion de NPs (20 nm de tamafio de particula a 2000 mg Lt de concentraciéon). Por otra
parte, Krishna y Natarajan (2014) indicaron que las NPs de éxido de Zinc (ZnO), plata (Ag) y
dioxido de titanio (TiO2) mejoraron la velocidad de germinacion en semillas de cacahuate

potenciandola hasta un 75% en comparacion con el testigo el cual solo alcanz6 el 55%.

El empleo de NPs para estimular la germinacion y el vigor de las semillas, mejora el rendimiento
de los cultivos aproximadamente en un 16% con una dosis adecuada; sin embargo, el nivel de
respuesta depende del tipo de nanomaterial, su aplicacion potencial y el genotipo (Buu et al., 2014).
Estos nanomateriales estan aun investigandose; sin embargo, su aplicacion ha ido en aumento, y se

prevé que siga creciendo en el futuro (Lira et al., 2016).



2.3.2. Nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con cobre

Las nanoparticulas de Oxido de zinc, cobre y fierro ya sean puras o mezcladas, estan siendo
estudiadas por su potencial agricola como promotores de crecimiento, fertilizantes vy

antimicrobiales (Méndez et al., 2016).

El efecto de las nanoparticulas de zinc (Zn) se ha estudiado en muchas plantas; Pudake et al. (2019)
mencionaron algunos estudios en los cuales registran efectos positivos, en unos de estos sefialan
que la aplicacion de 2 mg L™ de NPs de ZnO mejoro el alargamiento de la raiz de las semillas de
rabano y de colza. Sin embargo, los efectos toxicos también se registraron a altas concentraciones
de nanoparticulas; debido a que la mayoria de las plantas requieren solo 0.05 mg L™ de Zn en la
solucién del suelo para un crecimiento normal, la aplicacion de niveles mas altos de Zn puede
provocar fitotoxicidad. Por su parte, Lira (2016) menciond que en pruebas de germinacion las NPs
de ZnO en dosis de 250 a 2000 mg L™, promovieron incrementos significativos de clorofila y
proteina en plantulas de trigo. Concentraciones bajas (10 y 20 mg L) de estas mismas NPs
mejoraron la germinacion de las semillas de cebolla. También en plantas de goma guar (Cyamopsis
tetragonoloba L.) una concentracion de 10 mg L™ de NPs de ZnO aplicada de forma foliar
promovié mayor produccion de biomasa, contenido de clorofila, longitud y area radicular, asi como
la sintesis de proteina. Por Gltimo, en plantas de soya la dosis de 1.0 g L™ de NPs de ZnO promovié

efectos significativos en la germinacion y el crecimiento.

El dopaje es un método utilizado para la modificacion de nanoparticulas con el fin de mejorar sus
propiedades fisicas, quimicas, eléctricas, Opticas y bioldgicas (Rekha et al., 2010). Actualmente se
propone al cobre (Cu) como un metal de interés para dopar el ZnO, éste pertenece al grupo de la
plata (1B) y ambos son usados en la catélisis de reacciones quimicas (Liza, 2019). El cobre también
ha sido investigado y se ha encontrado que en plantulas de lechuga la aplicacion de nanoparticulas
de este elemento incrementd la relacion brote-raiz (Pudake et al., 2019). En otro experimento
realizado en semillas de tomate se obtuvo que las NPs de Cu a 5y 10 ppm promovieron el vigor
de germinacion de las semillas, superando estadisticamente ambos tratamientos al testigo. Por otra
parte, el tratamiento con 10 ppm incremento la longitud del tallo y el tratamiento con 5 ppm la
longitud de la radicula, en ambas variables los resultados mostraron diferencias estadisticas con
respecto al testigo. Estas variables son indicadores del vigor de las plantulas, mostrando que las

NPs de Cu a concentraciones bajas tienen la capacidad de promover el crecimiento, lo cual se puede
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deber a una mayor division y/o elongacion celular. En un estudio similar llevado a cabo en semillas
de chile ancho, se observoé resultados similares a los obtenidos en semillas de tomate, ya que el
tratamiento correspondiente a 5 ppm de NPs de Cu, presentd mayor vigor de germinacion y
longitud de radicula, que el resto de los tratamientos, superando al testigo en 45.8% en vigor de

germinacion (Ruiz, 2016).

2.4. Descripcion del area de estudio
A continuacién, se describen las condiciones del area de estudio.
2.4.1. Localizacion geogréfica

Se encuentra en el Municipio de Cuautitlan Izcalli en el Estado de México, en la longitud Oeste
99°11°42"" y en la latitud norte 19°41°35"" a 2,256 msnm (Figura 5). La parcela experimental se
ubicé en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-C), en la parcela 14 del Centro de

Ensefianza Agropecuaria (CEA), durante el ciclo primavera-verano (P-V) 2022 (Figura 6).
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Figura 5. Localizacion geogréafica del Municipio de Cuautitlan Izcalli. México (Infoabe,
2022).
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Fech: 1'35.92% N

Figura 6. Parcela 14 del Centro de Ensefianza Agropecuaria (Google Earth, 2023).

2.4.2. Caracteristicas edafoclimaticas

La zona se caracteriza por tener un clima templado subhimedo, el méas seco de los subhimedos,
con lluvias de verano, una temperatura promedio de 15.4 °C; una precipitacién promedio anual de

652.1 mm y la presencia de heladas principalmente en la época de invierno (Angeles, 2022).

El suelo es de textura arcillosa, con un porcentaje de materia organica de 3.7%; pH de 6.9;

conductividad eléctrica de 0.619 dS m™; y fertilidad media a alta (Mercado et al., 2015).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. Metodologia
El trabajo experimental consto de tres etapas:

a) La primera en el laboratorio, donde fueron acondicionadas las semillas de calabaza (C.
argyrosperma) antes de su siembra en el campo con las nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas
con cobre (NPs de ZnO+Cu) (Anexo 1).

> Sintesis de las NPs de ZnO+Cu. EI método mediante el cual se sintetizaron las NPs
de ZnO+Cu fue el de co-precipitacion. Se prepard una disolucién de nitrato de zinc [Zn (NOs):]
(0.5 M) y se disolvid con etanol, posterior a eso se adiciond una solucion acuosa de hidroxido de
sodio (NaOH) a una velocidad de 1 mL min’; la temperatura a la que se mantuvo la reaccion fue
de 70 °C. Para las NPs de Cu se utiliz6 el mismo procedimiento, con la diferencia de que se uso el

nitrato de cobre Cu (NOs)2 como precursor.

Las muestras obtenidas se dejaron reposar por 20 horas a temperatura ambiente, posteriormente
fueron lavadas por triplicado con ciclos de centrifugado (7,500 rpm) y resuspension en agua
desionizada, en el ultimo ciclo las muestras fueron lavadas con etanol al 70%. Después se secaron
a una temperatura de 170 °C durante dos horas, y posteriormente se llevaron a un calcinado final
por dos horas a una temperatura de 500 °C. Por Gltimo, se homogeneizaron las muestras con un

mortero de agata y se almacenaron en recipientes herméticos.

A partir de esta etapa se definieron los tratamientos a evaluar:

- Tratamiento 1 (Testigo): semillas sin la aplicacion de nanoparticulas de ZnO+Cu,

embebidas sélo con agua.

- Tratamiento 2: Aplicacion a la semilla de nanoparticulas de ZnO+Cu a una concentracion
de 100 mg ZnO+Cu L,

- Tratamiento 3: Aplicacion a la semilla de nanoparticulas de ZnO+Cu a una concentracion
de 200 mg ZnO+Cu L.
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> Caracterizacion de las NPs de ZnO+Cu

La caracterizacion de las NPs de ZnO+Cu se hizo con base en las metodologias descritas por

Estrada et al. (2018), las cuales se describen a continuacion.

- Espectroscopia UV-Vis. Se realiz0 un analisis espectral mediante el uso de un
espectrofotometro Cary 8454 UV-Vis Diode Array System (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA.). Los espectros en el rango de 200 a 1,000 nm fueron obtenidos a temperatura ambiente

en una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico.

- Propiedades de absorcion dptica. Se llevé a cabo la técnica de reflectancia difusa
mediante un espectrofotometro Lambda 365 UV-Vis (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA.)
equipado con una esfera de integracion. Para la referencia se uso sulfato de bario (BaSQOa4). Los
espectros se registraron en el rango de longitud de onda de 300 a 700 nm en modo de reflectancia

y luego se transformaron en coeficientes de absorbancia utilizando la funcién de Kubelka-Munk.

- Microscopia electrénica de transmision. La morfologia de las NPs de ZnO+Cu se
examino utilizando un microscopio electronico de transmision JEM-1010 (TEM; JEOL, Peabody,
MA, USA.) operado a un voltaje de aceleracion de 80 kV. EI TEM de alto contraste esta equipado
con una camara CCD AMT de 2k x 2k para la adquisicion de imagenes digitales. Las rejillas TEM
se prepararon colocando una gota (10 pL) de la suspensién de ZnO+Cu en rejillas de cobre

recubiertas de carbono, las cuales fueron secadas a temperatura ambiente.

- Andlisis de seguimiento de nanoparticulas. Para determinar el tamafio de particula y la
concentracion de particulas, se empled un NanoSight NS300 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido) equipado con un médulo de laser verde de 532 nm. Se utilizo el
software NanoSight NTA version 3.2.16 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) para
la adquisicion y el andlisis de datos; los cuales se registraron con un objetivo de 20x y un videoclip
de 60 s. Se utilizo la ecuacion de Stokes-Einstein para calcular el diametro hidrodindmico medio.
Se grabaron tres videos de 60 s para proporcionar los valores medios y modales de las NPs de
ZnO+Cu. Las muestras se prepararon a una dilucion adecuada (0.016 mg mL™1), lo que llevo a una
concentracion entre 108 y 10° particulas, y se inyectaron en la cdmara de muestra, que tiene un
volumen de 0.3 mL. Los parametros de configuracion de captura utilizados fueron los siguientes:

tipo de camara: de semiconductores de dxido metélico complementario de muy alta sensibilidad;
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nivel de cadmara: 9; obturador deslizante: 607; ganancia del control deslizante: 15; ndmero de
fotogramas: 1,498; temperatura: 21.1 °C; y viscosidad: (agua) 1.0 cP.

> Suspensién con las NPs de ZnO+Cu. Para la preparacion de los tratamientos con
aplicacion de NPs se pesaron 7.5y 15 mg de NPs de ZnO+Cu y se suspendieron en 30 mL de agua
desionizada, posterior a eso, se sonicaron durante 20 minutos a 25 kHz. Las suspensiones
resultantes se llevaron a un volumen final de 75 mL donde se colocaron 50 semillas por tratamiento.

> Acondicionamiento de las semillas. Las semillas de calabaza se lavaron y se
desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto y después se
enjuagaron con agua destilada. Posteriormente, las semillas se sumergieron en las suspensiones
previamente preparadas con las NPs de ZnO+Cu y se agitaron durante 24 horas, para los
tratamientos considerados. Una vez transcurrido el tiempo, las semillas se sacaron de la suspension

y se transportaron al campo experimental para su siembra.

b) La segunda etapa se desarroll6 en campo. La siembra fue el 10 de junio del 2022 de
forma manual, se utilizaron semillas de C. argyrosperma, a una distancia entre plantas de 4 m; las

actividades de campo se presentan en el Anexo 2.

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio experimental completamente al azar, con tres
repeticiones. Las observaciones se realizaron en nueve unidades experimentales (UE), cada UE
consto de un surco con una separacion de 0.8 m, y de 20 m de largo. Entre hileras de plantas se
dejaron dos surcos sin sembrar. En total fue una superficie de 400 m?. Fueron 5 plantas por unidad
experimental, en total 15 por tratamiento, a una densidad de poblacion de 1,125 plantas por
hectéarea.

El deshierbe se realizd de forma manual. Se aplicé lombricomposta como biofertilizante a una
dosis de 8.69 t ha!, con un volumen de 2 L por mata, a los 35 dias después de la siembra (dds). El

cultivo se condujo en condiciones de temporal.
Se evaluaron las siguientes variables:

1. Condiciones climaticas: Se registraron los datos diarios de temperatura ambiental,
humedad ambiental, y precipitacion en la estacion meteoroldgica de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan, durante todo el ciclo del cultivo.
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2. Fenologia: Se registré la aparicion de las distintas fases fenoldgicas, asi como la duracién
de las etapas fenoldgicas y se determino el requerimiento térmico con el valor de la temperatura
base de 10 °C (Anexo 3).

3. Longitud de la guia: Se registro la primera lectura a los 15 dias después de la emergencia
(dde), y posteriormente cada 15 dias, hasta el inicio de la etapa de senescencia. La lectura se realizo
en las cinco plantas de cada UE.

4. Componentes del rendimiento: La cosecha fue el dia 26 de octubre de 2022, a los 138

dds, y se determind lo siguiente:

e Numero de frutos por planta.

e Diametro ecuatorial y polar del fruto.

e Peso del fruto.

¢ Rendimiento: Se considero el peso total obtenido en la UE. Este valor se extrapolé a t

hat.
c) La tercera etapa se llevd a cabo nuevamente en el laboratorio, para evaluar los siguientes

atributos (Anexo 4).

- Grupos funcionales. Para poder identificar los grupos funcionales fue necesario extraer la
pulpa de tres frutos representativos de cada tratamiento, secarla por 24 horas a 40 °C y después
homogeneizar el tamafio de particula. Posteriormente, se realizd la espectroscopia FTIR-ATR en
el rango de 400-4,000 cm™. Las areas de las principales bandas del espectro IR fueron calculadas
mediante el software Spectrum.

- Color. Para los parametros de color se seleccionaron tres frutos representativos de cada
tratamiento; de cada uno de ellos se recortaron tres secciones de la cascara las cuales sirvieron
como superficie de analisis, posterior a eso se tomo la lectura correspondiente con un colorimetro
Konica Minolta modelo CR-410 (Konica Minolta, Tokio, Japon), calibrado con una placa de
porcelana blanca (L = 98.36, a=0.08, b = 1.24).

- Pruebas y porcentaje de germinacion (F2). Para las pruebas de germinacién se realizaron
cinco repeticiones de 10 semillas por tratamiento. Las semillas se colocaron sobre toallas de papel,

se hidrataron y fueron guardadas en bolsas plasticas y colocadas en una charola dentro de una

15



camara de germinacion a 27 °C durante 7 dias. Para el porcentaje de germinacion se contd el
namero de semillas que presentaron la emergencia de la radicula.

- Longitud y diametro de la plantula. El recuento final de las plantulas se realizo6 a los siete
dias. Para la longitud del tallo se tom6 como base el inicio del hipocétilo y como fin la base de los
cotiledones, los resultados se reportaron en centimetros. EI didmetro de la plantula se tomo6 con la
ayuda de un vernier digital. La medicion se realiz6 a la mitad del hipocétilo y los resultados se
reportaron en milimetros.

- Longitud y didmetro de la raiz principal y nimero de raices secundarias. Se midio la
longitud y el diametro de la raiz principal de las plantulas, se considero desde el inicio de la base
del hipocétilo hasta el &pice de ésta, los datos se reportaron en centimetros. Asi también se

cuantifico el numero de raices secundarias y los resultados se reportan como el nimero promedio.
3.1.1. Analisis estadistico

El experimento se condujo como un disefio experimental completamente al azar con tres
repeticiones. La separacion de medias se realiz6 con el método de Tukey considerando un nivel de
significancia de «<0.05. El analisis estadistico se realizd con el software Statgraphics®
(Statgraphics Inc., USA).

3.2. Materiales

Se utilizaron los siguientes materiales y equipos.

- Para la sintesis de las NPs de ZnO+Cu, se empled como precursor el nitrato de zinc hexahidratado.
- Nitrato de cobre.
- Etanol.

- Hidrdxido de sodio.
- Semilla de calabaza (C. angyrosperma).
- Bolsas de plastico.

- Toallas de papel.
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- Camara fotogréfica.
- Vernier.

- Lombricomposta.

- Regla.

- Libreta de campo.

- Cinta métrica.

- Bascula granataria.

- Balanza analitica.

- Plancha de agitacion magnética con calentamiento.

- Estufa.
- Espectrofotometro Cary 8454.

- Espectrofotometro Lambda 365.

- Microscopio electronico de transmision JEM-1010.

- NanoSight NS300.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Condiciones climaticas

En la Figura 7 se presentan los valores de temperatura maxima, minimay media diaria, registradas

durante el ciclo del cultivo en campo.

La temperatura media promedio de todo el ciclo fue de 17.7 °C, manteniéndose en un rango desde
los 13.8 hasta los 21.2 °C, presentdndose una leve disminucion general de la temperatura media a
finales del ciclo, exactamente a finales de la fase de fructificacion. La primera mitad del ciclo se
caracteriz6 por tener temperaturas maximas por arriba de 25 °C, desde la emergencia hasta
principios de la floracion femenina. Por el contrario, las temperaturas minimas se presentaron hacia
finales de la segunda mitad del ciclo, destacando principalmente dos fechas, el 2 y 14 de octubre

las cuales registraron valores de 3.4 y 5.2 °C respectivamente.

CONABIO (2017) establecio un rango éptimo de temperatura para la calabaza entre los 13-30°C,
los datos presentados muestran que este elemento climatico no fue un limitante para el crecimiento

y desarrollo de la planta.
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Figura 7. Temperatura ambiental diaria. Ciclo P-V 2022. Estacion meteoroldgica Almaraz.
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En la Figura 8 se presenta la distribucién diaria de la precipitacion y de la evaporacién durante el
ciclo de cultivo, los valores totales del ciclo fueron de 462.3 y 594.54 mm respectivamente; se
observa que existieron condiciones de estrés hidrico para el cultivo, sobre todo en la etapa
vegetativa, lo que motivé a que se aplicara dos riegos localizados en cada una de las plantas para

que no se deshidrataran.

Se observd que la distribucion de las lluvias fue irregular, esto es, ocurrié un evento de
precipitacion y dejaba de hacerlo durante una semana al menos, y con temperaturas maximas
mayores de 25 °C, la tasa de evaporacion fue mayor. Desafortunadamente asi se presento en todo
el ciclo del cultivo. Destacan tres eventos de precipitacion los cuales superaron los 20 mm, los dias
16 y 27 de agosto con valores de 27.8 y 21.8 mm respectivamente, y el dia 4 de octubre donde la
precipitacion fue la mas alta de todo el ciclo con 49.6 mm. Cabe destacar que los eventos descritos
se presentaron en las fases de floracion, especificamente en el inicio de floracién femenina, en la

etapa de fructificacion. y en la etapa de maduracion del cultivo.
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Figura 8. Precipitacion y evaporacion diaria. Ciclo P-V 2022. Estacion meteorologica

Almaraz.
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4.2. Fenologia del cultivo

Las iméagenes de la fenologia de la calabaza se presentan en el Anexo 3.

En la Tabla 1 se describe la fenologia registrada en el ciclo P-V 2022 del cultivo de calabaza, asi

como la acumulacion de calor en cada etapa fenoldgica.

Tabla 1. Comportamiento fenoldgico del cultivo de calabaza. Ciclo P-V 2022. Cuautitlan

Izcalli, Méx.

Fase Porcentaje de avance Fecha UC Acumuladas
Siembra 10 de junio 0 0
Emergencia Inicio 18 de junio

80% 21 de junio 177.8 177.8
Emision de
guia 26 de julio 275.4 453.2
Floracién

Inicio Floracion Masculina 1 de agosto 72.0 525.2

Fin de Floracion Masculina 15 de septiembre

Inicio de Floracion

Femenina 15 de agosto 117.8 643.0

Fin de Floracion Femenina 21 de septiembre
Fructificacion

Inicio 15 de agosto

Termino 24 de septiembre 305.7 948.7
Cosecha 26 de octubre 185.0 1,133.7

El cultivo de calabaza tuvo un ciclo de 138 dias, transcurrieron 8 dias de la siembra para el inicio

de la emergencia, y el 80% de la germinacion se alcanzé a los 11 dds; 35 dde inici6 la emisién de

las primeras guias. La duracién de la floracion fue de 52 dias y la aparicion del primer fruto fue a

los 20 dias después del inicio de la emision de guia.

En total se acumularon 1,133.7 unidades calor (UC), siendo la fase de fructificacion, la de emision

de guias y la de cosecha, las que mas acumularon con valores de 305.7, 275.4 y 185 UC

respectivamente.
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Asimismo, se monitoreo el crecimiento y desarrollo del cultivo, y se registraron los eventos
fenoldgicos a partir de la fecha de siembra. En la Figura 9 se presentan la fenologia del cultivo y
los datos de la longitud de guia, la cual se registro cada 15 dias después de la emisidn de ésta en
las plantas. EI comportamiento entre tratamientos fue similar, sin embargo, el tratamiento testigo
se mantuvo ligeramente por encima de los demas, sobre todo en la etapa de floracion. Para la etapa
de fructificacion el tratamiento con 200 mg ZnO+Cu L™* presentd un crecimiento mayor con
respecto a los otros dos tratamientos. Para la cosecha, la longitud de guia del 200 mg ZnO+Cu L*
supero al tratamiento con 100 mg ZnO+Cu L™ y al tratamiento testigo, con una diferencia de 40 y

33.9 cm respectivamente.
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Figura 9. Fases fenoldgicas y longitud de la guia del cultivo de calabaza por tratamiento
aplicado. Ciclo P-V 2022. Estacion meteoroldgica Almaraz.
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4.3. Caracterizacion de nanoparticulas de ZnO+Cu

a) Espectroscopia de absorcion UV-Vis. La espectroscopia de absorcion UV-Vis se utiliza
ampliamente como tecnica para investigar las propiedades épticas de los éxidos metélicos a
nanoescala. En la Figura 10 se muestra el espectro de absorcion UV-Vis obtenido de las
nanoparticulas sintetizadas. Se pudo observar que el maximo de absorcion se produjo a los 366 nm,
lo que es caracteristico de las NPs de ZnO+Cu. Estos resultados son similares a los encontrados
por Mittal et al. (2014), quienes informaron sobre un maximo de absorcién a los 364 nm en NPs
de ZnO+Cu.

366 nm

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 10. Espectro representativo de absorcion UV-Vis de las nanoparticulas de ZnO+Cu.

b) Propiedades de reflectancia. Para estimar la energia de la banda prohibida de las NPs,
se obtuvo el espectro de UV-Vis de reflectancia difusa y éste se transformé con la funcion de
Kubelka-Munk ([F(R)hv]?) en relacion con la energia del foton (hv). Este analisis arrojé un valor
estimado de 3.28 eV (Figura 11). Este resultado es similar al valor reportado por Estrada et al.

(2018) para nanoparticulas de ZnO, quienes encontraron un valor de banda prohibida de 3.21 eV.
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Figura 11. Espectro de reflectancia difusa transformado con la funcion de Kubelka-Munk
para determinar la energia de la banda prohibida las nanoparticulas de ZnO-Cu.

¢) Morfologia de las NPs de ZnO+Cu. La microscopia electronica de transmision (TEM)
presentada en la Figura 12 muestra las NPs de ZnO+Cu sintetizadas, cuya forma mayoritaria resulto
ser casi esférica, con diametros que oscilaron entre los 34 y los 95 nm. Este rango amplio de tamafio
de particulas podria deberse al proceso de nucleacion y crecimiento de las nanoparticulas, los
cuales dependen del tiempo de sintesis. También se evidenci6 una cierta aglomeracion, que puede

atribuirse a la elevada superficie especifica y energia superficial de las particulas.

10

Figura 12. Imagen ilustrativa de la microscopia electronica de transmision de las
nanoparticulas de ZnO+Cu.
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d) Tamarfio de particulas y concentraciéon de particulas usando NTA. En la Figura 13 se
presenta la distribucion del tamafio de particulas de las NPs de ZnO+Cu sintetizadas. Los resultados
obtenidos mediante la técnica TEM mostraron una distribucion de tamafio bastante estrecha, entre
34 y 95 nm, mientras que con la técnica de analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) se
obtuvo una distribucion de tamafio relativamente amplia, entre 126 y 404 nm. La mayoria de las
NPs de ZnO+Cu obtuvieron un diametro de alrededor de 126.5 y 234 nm, y también se encontro
otra poblacion con un diametro de 404 nm. Las particulas con mayor didmetro hidrodinamico
podrian deberse a la formacion de agregados a partir de particulas primarias presentes en la

suspension.

2.5x10°
126.5 234
2.0x10°

1.5x10°

1.0x10°

Concentracion (particulas/mL

5.0x107 404

oo

200 400 600 800 1000
Diametro (nm)

Figura 13. Distribucién de tamafio y concentracién de particulas de ZnO+Cu determinados
con la técnica de analisis de seguimiento de nanoparticulas.
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4.4. Componentes del rendimiento

En la Tabla 2, se presentan los valores de los componentes del rendimiento evaluados, y los

ANDEVAS correspondientes a las variables evaluadas se encuentran en los Anexos 5 al 8.

Tabla 2. Componentes del rendimiento del cultivo de calabaza. Ciclo P-V 2022. Cuautitlan

Izcalli, Méx.
Numero de Diametro (cm) Peso Fruto Rendimiento
Tratamiento frutos por
planta Ecuatorial  Polar (0) (t hat)
Testigo 2412 5152 46.92 1,555.32 9.2
100 mg ZnO+Cu L* 162 54.0% 49,92 1,714.8% 732
200 mg ZnO+Cu L* 2.1°2 5202 4922 1,688.12 9.6

Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (prueba de Tukey, a 0.05).

El mayor nimero de frutos por planta lo obtuvo el tratamiento testigo con un total de 2.4 frutos

seguido del tratamiento con 200 y 100 mg L con un total de 2.1y 1.6 frutos respectivamente.

En cuanto al didmetro ecuatorial, el tratamiento con 100 mg L™ presentd el valor mas alto (54 cm),
mientras que el tratamiento testigo obtuvo el valor mas bajo (51.5 cm). Por otro lado, en relacion
con el diametro polar, en el tratamiento con 100 mg L se obtuvo el valor méas alto (49.9 cm),

mientras que el tratamiento testigo fue el valor méas bajo (46.9 cm).

En cuanto al peso promedio del fruto, el tratamiento con 100 mg L™ registr6 el valor mas alto
(1,714.8 g), mientras que el tratamiento testigo obtuvo el valor mas bajo (1,555.3 g); sin embargo,

es importante sefialar que las diferencias fueron numéricas entre los tratamientos.

En el tratamiento con 200 mg L se obtuvo el valor mas alto de rendimiento (9.6 t hal), sequido
del tratamiento testigo (9.2 t ha') y el tratamiento con 100 mg L™ (7.3 t hat), aunque no existieron

diferencias estadisticas significativas.

El tratamiento con 100 mg L fue el mas efectivo en términos de didmetro ecuatorial, diametro
polar y peso del fruto, sin embargo, el tratamiento con 200 mg L™ fue el mejor en términos de

rendimiento. Es importante tener en cuenta que las diferencias numéricas entre los tratamientos no
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son muy grandes, y estadisticamente no existio diferencia significativa entre los tratamientos, esto

para todos los parametros evaluados.

Aunque no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos, se aprecio
el impacto positivo que tuvieron las nanoparticulas en el cultivo; con relacion al nimero de frutos
por planta, se encontré que este no es un indicador directo del rendimiento, ya que, aunque se
obtuvo un mayor nimero de frutos por planta en el tratamiento testigo, estos fueron méas pequefios
y de menor peso. Asimismo, el tratamiento con el rendimiento mas alto no fue el que present6 un
mayor valor en cuanto a los diametros de los frutos. Es importante destacar que, a pesar de las

condiciones de precipitacion irregular, se obtuvieron resultados positivos en estos parametros.
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4.5. Grupos funcionales

Los espectros FTIR-ATR para la pulpa de calabaza se muestran en la Figura 14, y sus bandas
correspondientes, asi como sus asignaciones en la Tabla 3.

100 109

. B a) ~ - b)

— \n

- C| 99

\\/ / B \"\ f."/'\‘ oy -/
A DV

90
70 G| | \\ 70 "/ D F

60) W 60 I

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)
>
tm
A

50 50

40 40 3 M
H
40 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm’')

100

— c)
\ P
9 \ P
\ / C|
1
\ / |
8 \
3 \ /&
T“’ \ //
‘S 70 AN
ks A \
£ |
2 e \
g \
= \
50
|
| "
|/ A
44 Y M
H
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'*)

Figura 14. Espectros de infrarrojo del grupo testigo (a), 100 mg ZnO+Cu L (b) y 200 mg
ZnO+Cu L (c).
Se identificaron varias vibraciones en un rango de longitud de onda de 4000-400 cm™ incluyendo
una vibracion de estiramiento del enlace OH relacionado con el agua en el rango de 3,268-3,278
cm (banda A) y una vibracion de estiramiento CH simétrico/asimétrico relacionada con los lipidos
en 2,924 cm* (banda B). También se encontré una vibracion fuerte de estiramiento C=C de los
aromaticos relacionados principalmente con las proteinas en el rango de 1,599-1,606 cm™ (banda
D), una flexién simétrica del grupo CH correspondiente a los polisacaridos y la celulosa en la banda
E en 1,396-1,404 cm™, y una deformacion asimétrica COH perteneciente a la celulosa y la
hemicelulosa en la banda F en 1,254-1,258 cm™. Se demostrd un estiramiento/flexion de COH de
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los carbohidratos en el rango de 1,026-1,044 cm™ (banda H), y se encontraron vibraciones débiles
relacionadas con los enlaces CO de los carbohidratos en las bandas I, J y K en el rango de 819-990
cm™. En la banda L en 777 cm™, se encontrd un balanceo del enlace CH pero solo en los
tratamientos con 100 mg ZnO+Cu L™y 200 mg ZnO+Cu L. Por Gltimo, se encontr6 una flexion
en CC=0 correspondiente a los acidos carboxilicos en la region de 519-526 cm™ (banda M). Las
bandas obtenidas concuerdan con lo reportado en la literatura para el analisis de pulpa de calabaza
(Sosa, 2016.; Sosa et al., 2017).

Tabla 3. Asignaciones de las bandas principales presentes en los espectros FTIR-ATR de la
pulpa de calabaza.
Numero de onda (cm™)

Banda Testi 100 mg 200 mg Grupo funcional
eSUYO  Zno+cu Lt Zno+Cu L
A 3,268 3,278 3,275 O-H (Estiramiento)
B 2,925 2,924 2,924 Estiramiento simét,ri(_:o/asimétrico de C-
H (lipidos)

C 1,739 1,738 1,741 C=0 (Estiramiento)

D 1,599 1,600 1,606 Estiramiento aromatico C=C

E 1.404 1.396 1,398 Fl?x_ién C-H_simg’:t_rica de CH3/CH>
(lipidos, polisacaridos y celulosa).

= 1,258 1,254 1,254 Deforma_luon asimetrica C-O-H

(hemicelulosa y celulosa)
G 1,102 1,099 1,099 C-O (Estiramiento) (carbohidratos)
H 1,044 1,028 1,026 Estiramiento C-O/fle_xién C-O de C-O-H
(carbohidratos)

I 990 - - C-O (Estiramiento)

J 921 921 921 C-O (Estiramiento)

K 830 815 819 =CH2

L - 777 777 C-H (Balanceo)

M 526 519 519 O-H (Estiramiento)

En la Tabla 4 se muestran las areas de cada una de las bandas de los espectros FTIR-ATR. En
general, se observaron diferencias estadisticas significativas en el area de las bandas de los
tratamientos con 100 y 200 mg L comparados con el tratamiento testigo, sin embargo, el
comportamiento entre los tratamientos con 100 y 200 mg L™ fue similar y no mostré diferencia
estadistica significativa. En las semillas tratadas con NPs de ZnO+Cu se observo un marcado
incremento en casi todas las areas de banda en los espectros, mas notablemente en las bandas

relacionadas con el agua, las proteinas, la hemicelulosa, la celulosa, los polisacaridos, los lipidos y
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los carbohidratos. Estos resultados son de suma importancia ya que muestran que los frutos tratados
con nanoparticulas aumentaron la cantidad de grupos funcionales relacionados con los
componentes principales del analisis quimico proximal, lo cual a su vez cobra relevancia para la

industria alimentaria.

Tabla 4. Areas de las principales bandas FTIR-ATR de la pulpa de calabaza.

Banda Area de banda (unidades de area)

Testigo 100 mg ZnO+Cu L 200 mg ZnO+Cu L™
A 2,147.452 4,270.47° 4,215.01°

270.732 513.39° 504.26 °
C 36.63 2 73.44° 75.49°
D 1,033.112 1,551.31° 1,636.20
E 567.76 2 1,058.05 ° 1,037.96 °
F 10.802 18.82° 20.20°
G 31.982 47.09 ° 45.77°
H 255.84 2 306.13° 289.16 ©
| 216.47 - -
J 120.27 2 110.71° 78.63°
K 10.74 2 57.20° 58.66 °
L - 71.29 83.44
M 36.38 2 49,05 " 46.20°

Medias con la misma letra en la misma fila no son significativamente diferentes (prueba de Tukey, a 0.05).

La relevancia de la espectroscopia realizada reside en su capacidad para identificar los diferentes
tipos de atomos y enlaces quimicos presentes en las moléculas, y a su vez, permite establecer
relaciones con macromoléculas como proteinas, lipidos, carbohidratos, entre otros. Sin embargo,
mas alla del tipo de enlace presente, lo realmente significativo es la cantidad de enlaces que se
encuentran en las muestras analizadas, ya que si bien se encontraron los mismos tipos de enlaces
en los tres tratamientos, no sucedio lo mismo en relacion a la cantidad, siendo los tratamientos con

100y 200 mg L los que obtuvieron una mayor cantidad en la mayoria de las bandas.
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4.6. Color
Los resultados de las pruebas de color de la cascara de calabaza se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros de color de la cascara de calabaza.

Testigo ancg)fgjgl_-l an)fgjgl_-l
a* -7.68°2 -6.53 % -3.24°
AE 52.04 2 56.09 & 67.44°
Croma 21.52°2 17.26 @ 9.24°
Angulo Hue (h) 70.17¢2 68.14 2 72.502

Medias con la misma letra en la misma fila no son significativamente diferentes (prueba de Tukey, a 0.05).

El valor de la coordenada a*en la escala de color representa la tendencia hacia el color verde o rojo.
Una medicion de color en la direccion +a* muestra un desplazamiento hacia el rojo y una medicion
en la direccién -a* muestra un desplazamiento hacia el color verde (Figura 15). El tratamiento
testigo es el que se encontré con mayor desplazamiento negativo lo cual indicé que tiende mas al
verde, por el contrario, el tratamiento con 200 mg L™ conté con un valor menor lo cual significa
que de igual manera se tuvo un desplazamiento hacia el color verde, pero éste fue menor en
comparacion con el tratamiento testigo y el tratamiento con 100 mg L. Estadisticamente se
encontrd diferencia significativa entre el tratamiento testigo y el tratamiento con 200 mg L™, esto
con un nivel de confianza del 95%. Por su parte, el tratamiento con 100 mg L y el tratamiento con
200 mg L"* no presentaron diferencia estadistica significativa.

Los valores mostrados con relacion a la coordenada a* no implican de manera independiente un
efecto positivo o negativo de los tratamientos, ya que este pardmetro simplemente indica que la
tendencia del color de los frutos es al verde, descartando la presencia de otros colores como el

amarillo o blanco.
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Figura 15. Sistemas de coordenadas “a” y “b” de la escala de color (Konica, 2006).

El croma describe el nivel de saturacion de un color en particular, es decir, que tan cerca esta el
color ya sea del gris o del matiz puro. La Figura 16 muestra como entre mas se acerca al centro los
colores son mas apagados o sucios y con tendencia al gris; sin embargo, al avanzar hacia la periferia
los colores se vuelven mas vivos o limpios. Para el caso de la cascara de calabaza el tratamiento
testigo present6 una cromaticidad mayor con un valor de 21.52, dicho valor mostr6 una diferencia
estadistica significativa con el tratamiento con 200 mg L, esto a su vez coincide con el valor de
la coordenada a* ya que ahi también obtuvo un mayor valor negativo en comparacion con el
tratamiento con 200 mg L. El tratamiento con 100 mg L y el tratamiento con 200 mg L*
obtuvieron un valor de croma de 17.26 y 9.24 respectivamente, dichos valores no presentaron
diferencia estadistica significativa. Todo lo anterior se traduce en que se tuvieron frutos mas verdes
y coloridos en el tratamiento testigo y frutos verdes pero un poco mas obscuros en el tratamiento

con 200 mg L.
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Figura 16. Grado de saturacién (Xrite, 2002).

Cuando se quiere identificar un color lo primero que se hace es localizar el matiz, éste en esencia
es el color de un objeto ya sea rojo, anaranjado, amarillo, azul, etc. Se determina a través del angulo
Hue (h) y se expresa en grados. El circulo de color de la Figura 17 muestra los distintos colores

gue se pueden presentar, asi como sus mezclas y posibles combinaciones.

El valor del angulo Hue de 72.50° indica que el tratamiento con 200 mg L es mas verde en su
matiz que el tratamiento testigo (70.17°) y el tratamiento con 100 mg L (68.14°). Sin embargo,
no existe mucha diferencia numérica entre estos valores, la mayor desigualdad es de 4.26° y ésta
se presenta entre el tratamiento con 200 mg L (72.50°) y el tratamiento con 100 mg L (68.14°).
Lo anterior no indica que un tratamiento tenga frutos mas verdes como tal, ya que influyen los
factores antes mencionados como el valor de la coordenada a* y el croma. Si bien se encontré una
diferencia minima numérica entre los tratamientos, no existié diferencia estadistica significativa.
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Amarillo

Figura 17. Niveles de Matiz (Xrite, 2002a).

Todos los frutos exhibieron un verde caracteristico en términos de la coordenada a* y el angulo
Hue, sin embargo, en cuanto al grado de saturacion, se obtuvo que los tratamientos con
nanoparticulas mostraron un verde mas oscuro, lo cual es mas caracteristico de la especie y, por
ende, mas atractivo.

Independientemente de su calidad nutricional, este color mas oscuro representa una mayor calidad,

lo cual se traduce en una mayor probabilidad de compra, desde un punto de vista econémico.
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4.7. Pruebas de germinacion

Los valores obtenidos de los parametros registrados en las pruebas de germinacion de las semillas

de calabaza se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Parametros de las pruebas de germinacion de las semillas de calabaza (F2).

Testigo ZnosouLt  Znosey Lt
Porcentaje de germinacion (%) 402 76° 88"
Longitud de raiz (cm) 10.85% 1249 12.96 2
Diametro de raiz (mm) 1.742 1.31° 1.32°
Longitud de tallo (cm) 7.90° 14.86° 15.92 b
Diametro del tallo (mm) 2792 1.94° 2.04°
Numero de raices 10.732 11.622 11692

Medias con la misma letra en la misma fila no son significativamente diferentes (prueba de Tukey, ad 0.05).

Las semillas tratadas con 200 mg L™ y con 100 mg L™ mostraron un porcentaje de germinacion
del 88 y 76%, en contraste con las semillas del tratamiento testigo cuyo valor fue del 40%. El
analisis estadistico no arrojé una diferencia significativa entre los tratamientos con la aplicacion de
nanoparticulas; sin embargo, si se encontro diferencia estadistica significativa de los tratamientos
ya mencionados contra el tratamiento testigo, habiendo una diferencia de porcentaje de 48 y 36%,
respectivamente. Esto demostrd que las nanoparticulas tuvieron un impacto positivo en la
germinacion de las semillas de calabaza de la F2. En cuanto a la longitud de raiz, la mayor variacién
de longitudes se encontr6 entre el tratamiento testigo y el tratamiento con 200 mg L™ con una
diferencia de 2.11 cm; sin embargo, esta diferencia numérica de valores no fue suficiente para que
existiera diferencia estadistica significativa entre ellos. De igual manera no existié diferencia
significativa entre el tratamiento con 100 mg L y el tratamiento con 200 mg L. Uno de los
pardmetros en el cual el tratamiento testigo obtuvo una diferencia estadistica significativa en
comparacion con el tratamiento con 100 mg L™ y el tratamiento con 200 mg L™ fue en el didmetro
de la raiz en el cual dicho tratamiento super6 al tratamiento con 100 mg L y el tratamiento con
200 mg L™ con una diferencia de 0.43 y 0.42 mm respectivamente. Con respecto a la longitud del
tallo se encontrd una diferencia significativa entre el tratamiento con 100 mg L™ y el tratamiento
con 200 mg L* con respecto del tratamiento testigo; sin embargo, al comparar los tratamientos con

nanoparticulas no se encontro diferencia estadistica significativa entre ellos. En cuanto al diametro
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del tallo se tuvo que con un valor de 2.79 mm el tratamiento testigo mostré una diferencia
estadistica significativa en comparacion con el tratamiento con 100 mg L y el tratamiento con 200
mg L con una diferencia de 0.85 y 0.75 mm respectivamente. Al igual que el parametro de
longitud de tallo, no se encontrd diferencia estadistica significativa entre los tratamientos con
nanoparticulas. Por ultimo, en cuanto al nimero de raices no se encontro diferencia estadistica

significativa entre los tres tratamientos.

Se pudo observar una notable mejora positiva en la mayoria de los parametros de germinacion, en
los tratamientos con nanoparticulas; en particular, el porcentaje de germinacion mostré que el
tratamiento con 200 mg L superd mas del doble al tratamiento control, lo cual indica una mejora
significativa en la viabilidad de las semillas. Ademas, esta mejora se consolidé posteriormente al
observar que el mismo tratamiento mostr6 una mayor longitud de la raiz, longitud del tallo y

namero de raices en comparacion con los otros tratamientos.
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V. CONCLUSIONES

1. Se cumplieron los objetivos de este trabajo, se acepta la hipotesis de trabajo, a pesar de no existir
diferencia estadistica significativa en los componentes de rendimiento, si se observo una respuesta
diferencial del cultivo a las aplicaciones con diferentes dosis de NPs de ZnO+Cu, con respecto a
los parametros morfométricos, como el nimero de frutos por planta, peso y diametro polar-

ecuatorial del fruto, longitud de la guia, entre otros.

2. La incorporacion de las NPs de ZnO+Cu en el cultivo de calabaza en condiciones de temporal

en Cuautitlan Izcalli, México, presenta una alternativa para mejorar la calidad de los frutos.

3. El comportamiento fenoldgico del cultivo de calabaza no estuvo influenciado por la aplicacién
de las NPs de ZnO+Cu y fue solamente el correspondiente al tipo de crecimiento de esta especie.

4. Los resultados obtenidos de los componentes de rendimiento evaluados estuvieron influenciados
por la aplicacion de las NPs de ZnO+Cu las cuales contribuyeron en el incremento del diametro
polar y ecuatorial del fruto, peso del fruto y rendimiento, con respecto al tratamiento testigo, aunque

no existiod significancia estadistica.

5. La influencia de las NPs de ZnO+Cu empleadas fue estadisticamente significativa con respecto
al tratamiento testigo, puesto que mejoraron las caracteristicas de color, cantidad de grupos

funcionales y en las pruebas de germinacion.

6. La aplicacion de NPs de ZnO+Cu no gener6 un incremento significativo en los componentes
de rendimiento, pero se presenta como una alternativa para disminuir el uso de fertilizantes
inorganicos y con ello disminuir el potencial de contaminacion del suelo y los acuiferos, debido a

la lixiviacién de esos elementos.
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VI. RECOMENDACIONES

1. La variabilidad de la ocurrencia de precipitacion en condiciones de temporal, disminuyeron la
posibilidad de reconocer mayormente el impacto de la aplicacion de NPs de ZnO+Cu en el
crecimiento y desarrollo del cultivo de calabaza, por lo que se recomienda realizar estos ensayos

en condiciones de riego, para asi observar la expresion completa de estas nanoparticulas.

2. Asimismo, continuar con mas evaluaciones de la aplicacion de las NPs de ZnO+Cu en los
cultivos, por ejemplo, de manera foliar, o bien, fraccionar en varios momentos durante el ciclo de

los cultivos.
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ANEXOS
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Anexo 1. Actividades realizadas en el laboratorio.

Desinfeccion de semillas antes de aplicar tratamientos

~ T
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Continuacién Anexo 1.

Acondicionamiento de las semillas
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Anexo 2. Actividades realizadas en campo.
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Continuacién Anexo 2.

Donde:

a: Siembra.

b: Aplicacion de lombricomposta.
¢, d: Aporque de planta.

e, f: Corte de flor masculina.

g: Etiquetado de frutos.

h: Determinacion del peso de fruto.

i: Medicién del diametro ecuatorial de los frutos.

j: Medicion del diametro polar de los frutos.
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Anexo 3. Fenologia del cultivo de calabaza, ciclo P-V 2022. Cuautitlan Izcalli, Méx.
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Continuacién Anexo 3.

Donde:

a: Siembra.

b: Emergencia.

c, d, e: Etapa vegetativa.
f, g: Elongacion de guia.
h, i: Floracion.

j: Floracién femenina.
k: Floracion masculina.
I, m: Fructificacion.

n: maduracion.

0: cosecha.
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Anexo 4. Actividades de laboratorio posterior a la cosecha.

Extraccion de pulpa, secado y licuado para realizar pruebas de grupos funcionales
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Anexo 5. Analisis de varianza (ANDEVA) de los componentes de rendimiento

ANDEVA del nimero de frutos por planta.

Grados

Fuer_1te_s,de Suma de Cuadr_ados Ec Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 0.822 0.411 0.85987 5.14NS 10.92Ns
Error 6 2.866 0.478
Total 8 3.688
ANDEVA del diametro ecuatorial de los frutos de calabaza.
Grados
Fuer_1te_s,de d Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 10.500 5.250 0.44254 5.14Ns 10.92Ns
Error 6 71.180 11.863
Total 8 81.680
ANDEVA del didmetro polar de los frutos de calabaza.
Grados
Fuer_wte_s’de d Suma de Cuadr_ados Fc Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 16.676 8.338 1.90941 5.14NS 10.92Ns
Error 6 26.200 4.367
Total 8 42.876
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Continuacién Anexo 5.

ANDEVA del peso promedio de los frutos de calabaza.

Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Ec Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 43750.016 21875.008 0.54124 5.14Ns 10.92Ns
242497.660 40416.277
Error 6
Total 8 286247.676
ANDEVA del rendimiento de calabaza.
Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 9.429 4714 0.23675 5.14 NS 10.92 NS
119.480 19.913
Error 6
Total 8 128.909
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Anexo 6. ANDEVA de los parametros de color en céscara de calabaza.

ANDEVA del valor a*.

Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 31.860 15.930 8.54039 5.14* 10.92Ns
11.192 1.865
Error 6
Total 8 43.052
ANDEVA de Delta E.
Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Ec Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 382.158 191.079 5.31913 5.14* 10.92Ns
215.538 35.923
Error 6
Total 8 597.696
ANDEVA del croma.
Grados
Fuer_1te§,de de Suma de Cuadr_ados = Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 233.291 116.646 6.60118 5.14* 10.92Ns
106.023 17.670
Error 6
Total 8 339.314
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Continuacién Anexo 6.

ANDEVA del angulo Hue (h).

Grados
Fuer_1te_s,de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 28.560 14.280 2.46252 5.14NS 10.92Ns
34.793 5.799
Error 6
Total 8 63.353
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Anexo 7. ANDEVA de las pruebas de germinacion de la F2.

ANDEVA del porcentaje de germinacion de semillas de calabaza (F2).

Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 6240 3120 12.48000 3.89* 8.02**
Error 12 3000 250
Total 14 9240
ANDEVA de la longitud de raiz de la calabaza (F2).
Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 12.245 6.123 0.47427 3.89NS 8.02NS
Error 12 154.915 12.910
Total 14 167.161
ANDEVA del diametro de raiz de la calabaza (F2).
Grados
Fuer_1te§,de de Suma de Cuadr_ados = Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 0.591 0.296 18.93975 3.89* 8.02**
Error 12 0.187 0.016
Total 14 0.779

54



Continuacién Anexo 7.

ANDEVA de la longitud del tallo de la calabaza (F2).

Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 189.449 94.724 5.58614 3.89* 8.02Ns
Error 12 203.485 16.957
Total 14 392.934
ANDEVA del didmetro del tallo de la calabaza (F2).
Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 2172 1.086 10.59505 3.89* 6.93**
Error 12 1.230 0.103
Total 14 3.402
ANDEVA del numero de raices de la calabaza (F2).
Grados
Fuer_1te§,de de Suma de Cuadr_ados = Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 2.837 1.419 0.127439 3.89Ns 6.93NS
Error 12 133.591 11.133
Total 14 136.429
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Anexo 8. ANDEVA de las areas de las principales bandas FTIR-ATR de la pulpa de calabaza.

ANDEVA del area de la banda A.

Fuentes de Grgdos Suma de Cuadrados Ec

variacion . cuadrados medios
libertad

Ft

FE0.05)  oop

Tratamientos 2 8785108.609 4392554.304 217.54121
Error 6 121150.960 20191.827
Total 8 8906259.569

5.14* 10.92**

ANDEVA del area de la banda B.

Grados
Fuer_1te_s,de Sumade Cuad r_ados = Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 113503.493 56751.747 773.48138 5.14* 10.92**
Error 6 440.231 73.372
Total 8 113943.724
ANDEVA del drea de la banda C.
Grados
Fuer_1te§,de Sumade Cuad r_ados Fc Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 2869.278  1434.639 132.04509 5.14* 10.92**
Error 6 65.189 10.865
Total 8 2934.467
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Continuacién Anexo 8.

ANDEVA del area de la banda D.

Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Ec Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 639444.736 319722.368 1415.49625 5.14* 10.92**
Error 6 1355.238 225.873
Total 8 640799.974
ANDEVA del area de la banda E.
Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Ec Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 461879.335 230939.667 229.40036 5.14* 10.92%*
Error 6 6040.261 1006.710
Total 8 467919.595
ANDEVA del area de la banda F.
Grados
Fuer_1te§,de d Suma de Cuadr_ados = Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 154.745 77.373 112.23365 5.14* 10.92**
Error 6 4.136 0.689
Total 8 158.882
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Continuacién Anexo 8.

ANDEVA del area de la banda G.

Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 420.052 210.026 12.35615 5.14* 10.92**
Error 6 101.986 16.998
Total 8 522.039
ANDEVA del area de la banda H.
Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 3927.287 1963.644 63.93700 5.14* 10.92**
Error 6 184.273 30.712
Total 8 4111.560
ANDEVA del area de la banda J.
Grados
Fuer_1te§,de de Suma de Cuadr_ados = Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 2854.560 1427.280 564.97097 5.14* 10.92**
Error 6 15.158 2.526
Total 8 2869.717
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Continuacién Anexo 8.

ANDEVA del area de la banda K.

Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Fe Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados  medios
libertad
Tratamientos 2 4456.690 2228.345 1302.16951 5.14* 10.92**
Error 6 10.268 1.711
Total 8 4466.957
ANDEVA del area de la banda M.
Grados
Fuer_1te_s,de de Suma de Cuadr_ados Ec Ft (0.05) Ft (0.01)
variacion . cuadrados medios
libertad
Tratamientos 2 265.291 132.645 85.26961 5.14* 10.92%*
Error 6 9.334 1.556
Total 8 274.624
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