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RESUMEN

El frijol es importante en la dieta de los mexicanos, se cultiva en todas las regiones agroclimaticas
de México, principalmente bajo condiciones de temporal lo que ha traido una variacion importante
en la produccidn a traves de los afios. Con los avances cientificos la nanotecnologia surge como
una alternativa para el mejoramiento de los cultivos agricolas y el cuidado del ambiente, por lo que
este trabajo tuvo como objetivo evaluar la expresion fenotipica y el efecto de la aplicacion de
nanoparticulas de 6xido de Zinc (NPs de ZnO) dopadas con Cobre en semillas de frijol vaquita
negro, en el ciclo P-V 2022 en Cuautitlan Izcalli, México. Las variables evaluadas fueron de
caracter climatico (temperatura y precipitacion), fenologico (fases y duracion de las etapas
fenoldgicas y la altura de la planta), componentes del rendimiento (nUmero de vainas por planta,
namero de semillas por vaina, peso de 100 semillas, peso hectolitrico, y rendimiento) y por ultimo
la caracterizacion de las semillas F2 (grupos funcionales, % de germinacion y vigor de las
plantulas). El arreglo experimental fue completamente al azar con tres repeticiones. Los resultados
no reportaron diferencia estadistica significativa en los componentes de rendimiento asi mismo las
NPs no influyeron en la formacién de grupos funcionales. Sin embargo, la aplicacion de las NPs a
200 mg Lt de ZnO-Cu mejord la germinacion de la F2 y algunos parametros como la longitud de
tallo, longitud de raices y un mayor namero de raices, el cual presentd diferencia estadistica
significativa con el tratamiento de 100 mg L™ de ZnO-Cu. Se concluye que el método utilizado y
las caracteristica meteoroldgicas presentes durante el ciclo del cultivo en campo influyeron en los

resultados obtenidos.



. INTRODUCCION

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos mas importantes en México, por la
superficie sembrada y la produccion obtenida; se cultiva en todas las regiones agricolas del pais y
es parte esencial en la dieta del mexicano (CEDRSSA, 2019). Sin embargo, a través de los afios la
produccién ha tenido variaciones importantes, debido a condiciones climaticas adversas que
afectan el cultivo, donde la sequia representa el mayor de los problemas, principalmente para los

sistemas de produccion en condiciones de temporal.

La innovacion y la expansion para producir la cantidad y la calidad de los alimentos necesarios
para alimentar a la poblacién mundial en rapido crecimiento es un desafio. En la industria agricola
y alimentaria, el uso de la nanotecnologia es una de las areas de investigacion en nanociencia en
crecimiento (Lira et al.,, 2018). La nanotecnologia se define como el disefio, produccion,
procesamiento y la aplicacion de estructuras pequefias (nanoestructuras) o pequefios materiales
(NMs) con dimensiones que van de 1 a los 100 nandmetros (nm) (Benelmekki, 2019). Las
nanoparticulas (NPs) son nanoestructuras, en este rango de tamafio, las propiedades fisicas y/o
quimicas de las nanoparticulas cambian radicalmente. Las NPs pueden ser compuestas por
materiales de diversa naturaleza quimica, donde los mas comunes son los metales, los dxidos
metalicos, silicatos, cerdmicas sin oOxido, polimeros, compuestos organicos, carbono y

biomoléculas (Nagaranjan y Hatton, 2008).

Dentro de las nanoparticulas (NPs) estudiadas para su aplicacion en la agricultura se encuentran
las metalicas, las poliméricas, los nanoencapsulados y las de 6xidos metalicos. Las nanoparticulas
de dxidos metalicos, particularmente las de 6xido de zinc (ZnO) han sido evaluadas como
nanofertilizantes, debido a que el Zn es un elemento esencial en varios procesos bioguimicos de
las plantas tales como: la sintesis de citocromos y nucledtidos, el metabolismo de las auxinas, la
produccion de clorofila, la activacion de las enzimas y la integridad de la membrana (Adhikari et
al., 2016); también desempefian una funcién importante en la germinacion de semillas, en la
produccién de polen y de biomasa (Kaya y Higgs, 2002). Por otro lado, las NPs de origen metalico
como el cobre han sido estudiadas por su actividad antimicrobiana para el control de enfermedades
en los cultivos. Ademas, se ha reportado que el cobre actia como un elemento estructural en las

proteinas reguladoras, asimismo, participa en los procesos bioquimicos tales como la fotosintesis,



respiracion mitocondrial, respuesta al estrés oxidativo, el metabolismo de la pared celular y la
sefializacion hormonal ademés es un cofactor en muchas enzimas. Por lo tanto, el cobre es un
micronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Yruela, 2005). Se
ha reportado la aplicacion de NPs de ZnO en semillas de diversos cultivos en donde se obtiene una
mejor germinacion, vigor de las plantulas, asi como una mejora en el rendimiento, resultados
similares han sido reportados en el uso de NPs de Cu las cuales ademas mostraron una actividad

antifingica y nematicida en una amplia gamas de hongos y nematodos (Tryfon et al., 2022).

Debido a las caracteristicas que han presentado tanto las NPs de ZnO y las de Cu en la germinacion
de semillas y desarrollo de plantas, se decidié conjuntar dichos elementos y potencializar sus
propiedades a través del dopaje, para lo cual se plantearon los siguientes objetivos.

1.1. Objetivo general

e Evaluar la expresion fenotipica de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) tratadas con

nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con cobre.
1.1.1. Objetivos particulares

e Aplicar nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con cobre en dos concentraciones a
semillas de frijol variedad vaquita negro.

e Analizar el efecto de la aplicacion de las nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con cobre
en los componentes del rendimiento del cultivo de frijol.

e Evaluar la expresion fenotipica del cultivo de frijol con la aplicacion de nanoparticulas, en

condiciones de temporal, en Cuautitlan Izcalli, Méx.

1.2. Hipotesis

e Laaplicacion de nanoparticulas de 0xido de zinc dopadas con cobre tendra una diferencia

significativa en la expresion fenotipica y en el rendimiento del cultivo de frijol.



I1. ANTECEDENTES
2.1. Importancia econémica del cultivo de frijol

De las leguminosas que poseen semillas comestibles, el frijol corresponde a una de las mas
importantes. En la actualidad, esta se encuentra distribuida en los cinco continentes y es un
componente esencial de la dieta de los humanos, especialmente en Centroamérica y Sudamérica.
Meéxico se ha reconocido como el Centro primario de diversificacion de esta especie, asimismo el
frijol es considerado uno de los cultivos mas antiguos en el pais. Algunos de los hallazgos
arqueoldgicos en México y Sudameérica indican que se conocia desde hace 5,000 a.C. (Ulloa et al.,
2011).

El frijol forma parte importante en la dieta de los mexicanos desde antes de la conquista, ocupa el
segundo lugar en importancia nacional después del maiz por su alto contenido de proteina y
constituye una fuente de hidratos de carbono natural. Ademas, contiene niveles altos de vitamina
B, proporciona hierro, cobre zinc, fosforo potasio, magnesio y calcio (Sangerman et al., 2010).
También es buena fuente de fibra cuyo valor va de los 14-199g/100g de alimento crudo, del cual
hasta la mitad puede ser de la forma soluble. Los principales componentes quimicos de la fibra del

frijol son las pectinas, los pentosanos, la hemicelulosa, la celulosa y la lignina (Ulloa et al., 2011).

Por lo anterior, el frijol representa una tradicion productiva y de consumo considerado un producto
estratégico en el desarrollo rural y social del pais, al ser no solo un alimento tradicional, sino
también un representante de la cultura (SE, 2012). Es uno de los cultivos que mas comun se
encuentra en los sistemas productivos de la milpa, conceptualizada como un sistema agricola con
maiz y otras especies que son cosechadas o toleradas en el temporal (Ramirez, et al., 2020). El
cultivo tiene un amplio rango de adaptacion, su produccién se realiza practicamente en todos los
climas y suelos presentes en todas las regiones agricolas del pais, siendo su Unica limitante la
disponibilidad de agua (SE, 2012).

Existen 70 variedades de frijol, de las cuales 50 se cultivan en México; destacan cinco especies que
se han domesticado: Phaseolus vulgaris L. (frijol comdn), Phaseolus coccineus L. (frijol ayocote),
Phaseolus lunatus L. (frijol comba), Phaseolus dumosus (frijol gordo) y Phaseolus acutifolius
Gray (frijol tepari) (Sangerman et al., 2010).



Las variedades del frijol se pueden clasificar por: el consumo: como grano seco, grano y vaina
verde; o desde el punto de vista agrondmico: precoces o tardios y por su color en; negros, amarillos,

blancos, morados, bayos, pintos y moteados (Lara, 2015).

Durante los ultimos 30 afios el consumo de frijol en México ha disminuido gradualmente, para el
afio 1994 se reportd un consumo per capita de 15 kg, para el afio 2005 fue de 11.8 kg (Sangerman
etal., 2010) y para el 2021 fue de 9 kg (SIAP, 2021).

El SIAP reportd que para el afio 2017 se satisfizo el 89.23% de los requerimientos nacionales con
la produccion interna, mientras que las importaciones provenian principalmente de Estados Unidos,
Canadé y China. La produccion de frijol en México se destina principalmente al consumo y al

autoconsumo, asi como a la siembra, y exportacion.
2.1.1. Superficie y rendimiento del cultivo en México

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) en el 2020, México fue el séptimo productor mundial de frijol aportando 1.06 millones de

toneladas, es decir el 3.83% de la produccién mundial.

Considerando la importancia que tiene el frijol en México por la superficie que ocupay el numero
de productores involucrados, en el afio 2021 se cultivé en 31 entidades y 527 municipios del pais
(FIRA, 2022). El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (2022) report6 que en el
afio agricola 2020 la produccién nacional fue de 1.05 millones de toneladas, y para el afio agricola
2021 la produccion fue de 1.28 millones de toneladas que representa un incremento del 22% en la
produccidn; sin embargo, la produccidn nacional ha reportado variaciones muy importantes (Figura
1) a través de los afios, que se relacionan con el efecto de las condiciones climaticas adversas que
afectan al cultivo, principalmente la sequia, debido a que se desarrolla mayormente bajo
condiciones de temporal (FIRA, 2012).

En México, el frijol se produce en dos épocas del afio: primavera-verano y otofio-invierno. En
otofio-invierno se siembra menos superficie, pero se obtiene un mayor rendimiento unitario. El
frijol se cultiva principalmente con el fin de cosechar semilla seca, y como vaina en fresco en menor

porcion. Ademas, el cultivo es una fuente importante de ingresos y demanda proporcional de mano



de obra, asi como una garantia de seguridad alimentaria a través del autoconsumo (Sangerman et
al., 2010).
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Figura 1. Produccion de frijol en México del afio 2010 al 2021 (SIAP, 2021).

De la produccién total del afio agricola 2021 el 72.25% corresponde a produccion bajo condiciones
de temporal y si bien el cultivo se realiza en la mayor parte del pais, ésta se encuentra concentrada
de manera importante en los estados de Zacatecas, Durango, Chihuahua y Chiapas; estos estados
lideran la produccion aportando mas de la mitad de la produccion. La produccion restante
corresponde a la condicion de riego (27.75%) en donde los estados que lideran son Sinaloa,
Zacatecas, Nayarit y Chihuahua. La mayor superficie sembrada de frijol en México es bajo
condiciones de temporal en la época de primavera-verano donde en total se sembraron 1.5 millones
de hectéreas de las cuales los estados con mas superficie sembrada fueron Zacatecas con 643.4 mil
(43.5%), Durango con 213.5 mil (14.4%) y en tercer lugar a San Luis Potosi con 131.9 mil (8.9%)
(Tabla 1). El rendimiento promedio de produccién de frijol bajo condiciones de temporal es de
0.64 ton hal, mientras bajo condiciones de riego es de 1.75 ton ha* (SIAP, 2022).



Tabla 1. Produccion de frijol bajo condiciones de temporal afio agricola 2021 (SIAP, 2022).

L . Superficie - Superficie Produccién Rendimiento PMR Valor dg ,Ia
Posicion Entidad sembrada cosechada produccion
(ha) (ha) (ton) (tonha®)  ($ton™) (miles de pesos)

1 Zacatecas 646,383.70 644,843.70  397,981.69 0.62 13,009.06 5,177,368.66
2 Durango 213,538.02 213,458.02 120,936.37 0.57 15,936.88 1,927,348.36
3 Chihuahua 94,352.00  94,322.00  75,364.21 0.8 16,190.06 1,220,151.27
4 Chiapas 114,670.20 114,670.20  67,572.49 0.59 13,856.67 936,329.70
5 Nayarit 49,818.25 49,808.25  53,600.78 1.08 19,960.40 1,069,892.86
6 San Luis Potosi  131,917.74 114,181.89  53,291.74 0.47 12,891.49 687,010.04
7 Guanajuato 58,130.50  58,130.50  33,645.42 0.58 14,308.48 481,414.81
8 Puebla 40,270.70  40,270.70  32,302.82 0.8 13,477.05 435,346.74
9 Veracruz 35,086.30  34,749.30  25,133.63 0.72 15,098.97 379,492.01
10  Oaxaca 30,642.19  30,642.19  21,087.70 0.69 13,544.93 285,631.36
Resto 71,334.25  70,599.35  50,278.78 0.79 268,627.56 688,313.59
Total 1,486,143.85 1,465,676.10 931,195.63 0.64 14,270.15 13,288,299.42

2.2. Fenologia del frijol

Durante el ciclo bioldgico, en la planta de frijol, transcurren diversos momentos fenoldgicos (fases
y etapas), para alcanzar la madurez fisiologica entre los 95 a 100 dias después de la siembra (dds),
pudiéndose iniciar poco después de esta etapa el corte de la planta para su secado y trilla a los 120
dds (Avila et al., 2014).

2.2.1. Fases y etapas fenoldgicas

De acuerdo con Fernandez et al., (1986) el desarrollo de la planta de frijol comprende de manera
general dos etapas sucesivas: la vegetativa y la reproductiva. A lo largo de las etapas se han

identificado 10 fases bien definidas de desarrollo (Figura 2).
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Figura 2. Etapas de desarrollo de una planta de frijol habito Il (Fernandez et al., 1986).

La etapa vegetativa comienza cuando la semilla tiene condiciones favorables para la germinacion
y finaliza cuando aparecen los primeros botones florales. Durante la etapa vegetativa se forma la

mayor parte de la estructura vegetativa que la planta necesita para iniciar la reproduccion.

La etapa reproductiva inicia con la aparicion de los primeros botones o racimos florales y termina
cuando el grano alcanza el grado de madurez necesaria para la cosecha (Tabla 2) (Fernandez et al.,
1986).

La duracién de las distintas etapas en las plantas esta determinada por el habito de crecimiento
(Tipo I, 11, 11y 1V), el clima (temperatura, fotoperiodo), el suelo (fertilidad, condiciones fisicas) y

el genotipo (aun dentro del mismo habito de crecimiento) (Ventura, 1991).



Tabla 2. Etapas fenolodgicas del frijol comun (Fernandez et al., 1986).

Etapa Fase
Cadigo Nombre

Evento con que inicia cada fase (50%)

La semilla esta en condiciones favorables para iniciar la

V0 Germinacion L,
germinacion.

Los cotiledones de las plantas aparecen al nivel del

V1 Emergencia
suelo.
Vegetativa V2 Hojas primarias Las hojas primarias de las plantas estan desplegadas.

La primer hoja trifoliada de las plantas esta

V3 Primer hoja trifoliada
desplegada.

V4 Tercer hoja trifoliada La tercer hoja trifoliada de las plantas esta desplegada.

R5 Prefloracion Los primeros botones o racimos han aparecido.

R6 Floracion Se ha abierto la primera floracion.

Al marchitarse la corola de las plantas aparece por lo
menos una vaina.

R8 Llenado de vainas Llenado de semillas en la primera vaina.

Cambio de color en por lo menos una vaina (del verde
al amarillo uniforme o pigmentado).

Reproductiva R7 Formacién de vainas

R9 Maduracién

2.2.2. Componentes del rendimiento

El rendimiento del grano se puede analizar separandolo en sus componentes para determinar su
contribucion relativa (Kohashi, 1996). Dentro de los principales componentes del rendimiento en
frijol se encuentran: nimero de vainas por planta; granos por planta; nimero de granos por vaina;
peso de 100 granos; peso hectolitrico; largo y ancho de vaina, y el rendimiento agricola con un
14% de humedad del grano (Boudet et al., 2015).

Los componentes de rendimiento estan influenciados por los diferentes estadios del cultivo, asi
como por las condiciones ambientales que afectan positiva 0 negativamente el crecimiento y
desarrollo del cultivo, puesto que modifican el entorno y alteran la produccion de materia seca, 10s

componentes de rendimiento y, por ende, el rendimiento del grano (Rodriguez et al., 2014).

Conocer los momentos en que se definen los distintos componentes del rendimiento y el efecto de

los parametros ambientales sobre los mismos, puede ayudar a detectar los estadios criticos. Con



estos datos se puede adecuar el manejo del cultivo; evitar o minimizar las situaciones de estrés por
efecto ambiental durante dichos periodos, esto a través de la correcta aplicacion de las practicas
agronomicas (fecha de siembra, densidad de siembra, ciclo del cultivar, entre otros); lo cual permite
adecuar los factores ambientales que pueda limitar el rendimiento del cultivo (radiacion solar, agua,
nutrientes, temperatura) a los momentos de mayor demanda de los mismos (Aguirrezabal et al.,
2001).

Ante las condiciones actuales de la agricultura una gran cantidad de investigaciones a nivel mundial
se han enfocado en el estudio de alternativas para los sistemas agrondmicos de produccion
convencional. En este sentido, la nanotecnologia surge como una opcion para el mejoramiento de

los cultivos agricolas.

2.3. Nanotecnologia

La idea y concepto de nanociencia y nanotecnologia tienen su inicio en el afio 1959 con el fisico
Richard Feynman y su conferencia dictada en la Sociedad Americana de Fisica (APS por sus siglas
en ingles) en Caltech, Pasadena. Sin embargo, el término nanotecnologia fue utilizado por primera
vez por el profesor Norio Taniguchi en 1974, y no fue hasta 1981, cuando se desarroll6 el
microscopio de efecto tunel y que los atomos individuales pudieron ser observados, nacié la

nanotecnologia moderna (Marchiol, 2012).

La nanotecnologia se ha definido como el disefio, la fabricacion, la manipulacion y aplicacion de
pequefias estructuras (nanoestructuras) o pequefios materiales (NMs) con dimensiones gque van
desde de 1 a 100 nanémetros (Benelmekki, 2019). Los materiales que se encuentran en la nano-
escala presentan propiedades que son completamente diferentes a sus homélogos en tamafio
masico. Estas propiedades estan en funcion del tamario, la estructura, la formay la composicién de
la particula. Por ejemplo, el mismo material presentara propiedades dpticas/eléctricas diferentes en

tamafio nanométrico en comparacién con la macro escala (Thangadurai et al., 2020).

Aunque la nanociencia y la nanotecnologia modernas son relativamente nuevas, los materiales a
nanoescala se han utilizado durante siglos, y en la actualidad es una disciplina en donde cientificos

e ingenieros de diversos campos estan descubriendo fendmenos y aplicaciones para el disefio de
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materiales, componentes y avances en fisica, quimica, biologia molecular, medicina, ambiente,

agricultura, industrias quimicas, farmacéuticas, entre otras (Mendoza y Rodriguez, 2007).
2.3.1. Nanoestructuras y nanoparticulas

Una nanoestructura es un material con dimensiones entre 1 y 100 nm. El concepto de

dimensionalidad es muy (til y ha permitido que las nanoestructuras sean clasificadas en:

- Nanomateriales dimension 0: son mas pequefios que 100 nm en todas sus direcciones. Por
ejemplo: las nanoparticulas y los hano-poros.

- Nanomateriales unidimensionales (1-D): son mas pequefios que 100 nm en dos direcciones
solamente. Por ejemplo: nanobarras, nano cables y nanotubos.

- Nanomateriales bidimensionales (2-D): son mas pequefios que 100 nm solo en la direccion
de espesor, por ejemplo; peliculas delgadas y nanoplacas (De Mello, 2014).

- Nanomateriales tridimensionales (3-D): todas sus dimensiones son mayores a 100 nm, pero
estos materiales se consideran nanoestructurados siempre y cuando hayan sido elaborados
por bloques de construccion tipo 0-D, 1-D y 2-D (Amaya y Quiroga, 2020). Por ejemplo:
policristales, nanobolas, estructuras dendriticas, nanobobinas, nanoconos, nanopastillas y

nanoflores (Tiwari et al., 2012).

En este rango de tamafo, las propiedades fisicas, quimicas y comportamiento en aplicaciones
biolégicas cambian de manera importante. Las NPs pueden ser compuestas por materiales de
diversa naturaleza quimica, donde las mas comunes son los metélicas, las de 6xidos metalicos, las
de silicatos, las cerdmicas sin 6xido, las de polimeros, las de compuestos organicos, las de carbono

y las formadas por biomoléculas (Nagarajan y Hatton, 2008).
2.3.2. Aplicacion de las nanoparticulas en la agricultura

La innovacion y el desarrollo para producir alimentos en las cantidades y calidad necesarias para
alimentar a la poblacién mundial en rapido crecimiento sigue siendo el mayor desafio. En la
agricultura y la industria de alimentos la aplicacion de la nanotecnologia es una de las areas de

investigacion de mas rapido crecimiento actualmente (Lira, 2016).
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El uso desmesurado e inadecuado de agroquimicos con el fin de aumentar el rendimiento de los
cultivos lleva a la degradacion de los ecosistemas y el suelo, asi como problemas de contaminacion
ambiental y desarrollo de resistencia de plagas y enfermedades. La nanotecnologia ha surgido como
un avance tecnologico que podra trasformar los sectores de la agricultura, al proporcionar
herramientas para la deteccion rapida de enfermedades de los cultivos, asi como para mejorar la
capacidad de las plantas para absorber nutrientes y crecer mas rapido (Lira, 2016).

La aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura abre amplias oportunidades para producir
productos agricolas, como: nanofertilizantes, nanoplaguicidas, nanoherbicidas y nanosensores,
entre otros (Liraetal., 2018). Se ha reportado que la aplicacién de estos productos podria minimizar
la pérdida de nutrientes, aumentar la biodisponibilidad, mejorar la actividad bioldgica, mejorar la
germinacion de las semillas, ayudar en el manejo del agua y reducir la cantidad de agroquimicos
esparcidos, aumentar la produccion de alimentos y reducir el impacto ambiental de manera
sostenible (Konappa et al., 2021). Diversos materiales nanométricos han sido estudiados en la
agricultura, por ejemplo, Stadler et al. (2010) evaluaron por primera vez la actividad insecticida de
la alimina nanoestructurada contra dos plagas de insectos, Sitophilus oryzae L. y Rhyzopertha
dominica (F.) que son las principales plagas en granos almacenados en todo el mundo. Estos
autores reportaron una mortalidad significativa después de tres dias de exposicion continua del
trigo tratado con alimina nanoestructurada, considerando el tratamiento como una alternativa
econdémica y confiable para el control de plagas. De igual manera Rehman et al. (2021)
encontraron que las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de un extracto de Camelina sativa
funcionaron para el control del carcoma dentado de los granos (Oryzaephilus surinamensis L.) y el
gorgojo del grano (Sitophilus granarius L.), dos plagas de importancia econémica del trigo
almacenado (Triticum aestivum Linn.). Por otro lado, Arunthirumeni et al. (2022) reportaron la
eficiencia de la aplicacién de nanoparticulas de selenio mico-sintetizadas usando Trichoderma sp.

en el control del gusano oriental de la hoja (Spodoptera litura), una plaga cuarentenaria en México.

El cultivo de tabaco (Nicotiana benthamiana Domin) y el virus del mosaico del nabo (TuMV) se
utilizaron para promover el uso de los nanomateriales (NM) en el crecimiento del cultivo y la
resistencia a la infeccidn viral. La presencia de los NM a base de metales y carbono ejerci6 efectos
positivos en el crecimiento del tabaco y la confinacidn efectiva de la infeccion viral y la replicacion
del virus (Hao et al., 2018).
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En semillas de arroz envejecidas (Oryza sativa L.) Mahakham et al. (2017), lograron mejorar
significativamente la germinacién y el vigor al aplicarles nanoparticulas de plata, en
concentraciones de 10 y 20 mg L utilizando extracto de hoja de lima kaffir (Citrus hystrix D.C)
como agente priming en las semillas. Las semillas de cacahuate son muy propensas al deterioro en
el almacenamiento, sin embargo, Krishna y Natajan (2014) aplicaron NPs de 6xido de zinc (ZnO),
plata (Ag) y didxido de titanio (TiO2) en cuatro concentraciones 500, 750, 1000 y 1250 mg Kg?y
encontraron que se potencializd la germinacion (75%) y el vigor de las plantulas con la dosis de

1000 mg Kg™ en comparacion con el control (55%).

Srivastava et al. (2014) reportaron el uso de nanoparticulas de pirita de hierro (FeS2) como un
fertilizante en semillas de espinaca. Las semillas se trataron en una solucién acuosa que contenia
las NPs a una concentracion de 80 mg L durante catorce horas y posteriormente se sembraron en
campo. Los resultados obtenidos fueron: una mayor produccién de biomasa (un mayor nimero de
hojas y hojas méas anchas); junto con una mayor concentracion de calcio, magnesio y zinc en las

hojas en comparacion con las plantas control.

El uso de NPs de plata (Ag) en concentracion de 20 a 60 mg L™ en cultivos como el frijol comin
(Phaseolus vulgaris L.) y el maiz (Zea mayz L.) provoc6 un aumento en la longitud de los brotes y
de las raices, el area de superficie foliar, la clorofila, los carbohidratos y el contenido de proteinas
en ambos cultivos (Salama, 2012).

Asimismo, el uso de NPs tiene el potencial de mejorar la calidad de la germinacion de las semillas
y los parametros fisiograficos relacionados con el fin de optimizar la capacidad de absorcién, la
degradacidn de reservas y la division celular, reflejandose en una mayor emergencia y uniformidad

debido a la penetracion de los nanomateriales (Cruz, 2017).

2.3.3. Efecto de las nanoparticulas de 6xido de zinc dopado con cobre en la germinacion de

semillas

Dentro de las nanoparticulas estudiadas para su utilizacion en la agricultura se encuentran las
nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) y de cobre (Cu). Esto debido a que el Zn es esencial en
varios procesos bioquimicos de las plantas tales como: la sintesis de citocromos y nucleotidos, el

metabolismo de las auxinas, la produccion de clorofila, la activacion de las enzimas y la integridad
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de la membrana (Adhikari et al., 2016); también desempefia una funcion importante en la
germinacién de semillas, en la produccion de polen y de biomasa (Kaya y Higgs, 2002). Mientras
que el Cu acttia como un elemento estructural en las proteinas reguladoras, asimismo, participa en
los procesos bioquimicos tales como la fotosintesis, respiracion mitocondrial, respuesta al estres
oxidativo, el metabolismo de la pared celular y la sefializacion hormonal ademas es un cofactor en
muchas enzimas. Por lo tanto, las plantas requieren Cu como micronutriente esencial para el

crecimiento y desarrollo normal (Yruela, 2005).

Las NPs de ZnO que tienen el potencial de actuar como fertilizante para ayudar a corregir las
deficiencias de este microelemento en las plantas y posiblemente mejorar el crecimiento y
desarrollo de estas. Lo anterior coincide con lo encontrado por Prasad et al. (2012), donde al aplicar
1000 mg L* de ZnO en semillas de cacahuate (Arachis hipogaea L.) se promovid tanto la

germinacion como el vigor de la plantula.

En el estudio llevado a cabo por Estrada (2018), se evalud la aplicacion de nanoparticulas de ZnO
para mejorar la calidad fisiol6gica y sanitaria de semillas de una variedad de maiz rojo nativo. Los
resultados mostraron un aumento significativo en la germinacion de las semillas en comparacion
con el tratamiento control, asi como una proteccidn contra ciertos organismos patégenos como
hongos y bacterias. Ademas, las nanoparticulas mejoraron significativamente algunas
caracteristicas de las plantulas de maiz, como la longitud y el didmetro de la plumula, la longitud

de la raiz y el nimero de raices secundarias.

Awasthi et al. (2017) reportaron que la aplicacion de 50 mg L de nanoparticulas de ZnO tuvo un
efecto positivo sobre la germinacion de semillas, el nimero de las raices, la biomasa de la planta y

el crecimiento en general en el cultivo de trigo.

En cultivos como el pepino (Cucumis sativus L.) se encontrd que al aplicar las NPs de ZnO, a una
concentracion de 50 mg L™ se mejoraron los procesos de germinacion y crecimiento de las
plantulas, con un efecto positivo en el vigor de la semilla y en la longitud de la radicula (Garcia,
2018). En melon (Cucumis melon L.) el uso de las nanoparticulas de zinc a una concentracion de
200 mg L mostr6 ser una buena alternativa para mejorar el rendimiento y el contenido

nutracéutico y la concentracion de Zn en el fruto (Rivera et al., 2021).
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Otros resultados revelaron que el tratamiento de semillas de jitomate (Solanum lycopersicum var.
Patharkuchi) con NPs de ZnO (0, 2, 4, 8, 10 y 14 mg L™}), fosforo y dxido de titanio (0, 10, 20, 30,
40 y 50 mg L) se mejor6 significativamente las caracteristicas de la semilla, la germinacion y el

crecimiento de las plantulas (Das et al., 2015).

En cultivos de la familia Solanaceae como son el jitomate (Solanum lycopersicum L.) y el chile
ancho (Capsicum annuum L.) presentaron mejores resultados en variables como el vigor (%),
longitud de radicula (cm) y longitud de pldmula (cm), ademéas mostraron tendencia a una mejor
germinacion con la aplicacion de NPs de cobre (Cu) a una concentracion de 5 mg L™ (Arredondo,
2016). Ortega et al. (2022), realizaron un estudio donde utilizaron NPs de 6xido de cobre (CuO)
biosintetizadas, utilizaron cascara de naranja (Citrus x sinensis) como agente reductor para evitar
o reducir la toxicidad en semillas y brotes de trigo. Los resultados obtenidos indican que el uso de
dosis bajas de las NPs de CuO (0.5 mg ml™), mejoré la germinacion, el vigor, la longitud de la
plimula y de la radicula, ademés de incrementar la biosintesis de compuestos fitoquimicos en los

brotes de trigo.

Otro ejemplo de la aplicacién de NPs de Cu fue en el estudio realizado por Aleksandrowicz et al.
(2018) donde buscaron determinar la influencia de las NPs en los pardmetros de crecimiento y la
colonizacion espontanea de micorrizas de raices en plantulas de pino silvestre de dos afios
cultivadas en contenedores. La aplicacion de las NPs de Cu estimul6 la colonizacion de las
micorrizas en todas las concentraciones, aunque el crecimiento de las plantulas solo se promovio a

una concentracion de 25 mg L.

Diversas investigaciones han demostrado que las NPs a base de cobre (Cu) y de 6xido de zinc
(ZnO) proporcionan actividad antifangica y nematicida contra una amplia gama de hongos y
nematodos tal es el caso de Tryfon et al. (2022) quienes obtuvieron como resultado que al dopar
las NPs de ZnO con cobre (Cu) se inhibi6 el crecimiento de los hongos Botrytis cinérea y
Sclerotinia sclerotiorum asi como una disminucién de la poblacion del nematodo agallador M.

javanica en plantas de lechuga.

Con base en los estudios realizados por diversos grupos de investigacién, se deduce que el dopaje
de las nanoparticulas de ZnO con cobre podria potencializar sus efectos benéficos en los parametros

productivos de los cultivos, como el frijol.

14



2.4. Descripcion del area de estudio

A continuacion, se describen las condiciones del area de estudio.

2.4.1. Localizacion geogréfica

El area de estudio 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 3). La parcela
experimental se ubico 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 4).
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Figura 3. Localizacion geografica del Municipio de Cuautitlan Izcalli. México (INEGI,
2018).
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Figura 4. Parcela 14 del Centro de Ensefianza Agropecuaria, FES-C, UNAM (Google
Earth, 2023).

2.4.2. Caracteristicas agrocliméticas

La zona se caracteriza por tener un clima templado subhimedo, el més seco de los subhimedos,

con lluvias en verano, una temperatura promedio de 15.4 °C; una precipitacion promedio 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:

3.1.1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de ZnO dopadas con cobre y

acondicionamiento de las semillas de frijol con el material nanoestructurado

Esta se realiz6 en el laboratorio, y para la sintesis de las nanoparticulas de ZnO dopadas con cobre,
se utilizaron como precursores nitrato de zinc hexahidratado (Zn(NOs). 6H20), nitrato de cobre
(Cu(NO:s3)2, hidréxido de sodio (NaOH), etanol y agua desionizada. El material vegetal utilizado
fue frijol variedad vaquita negro cosechado en el afio 2021 en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan. El tamafio promedio de la semilla fue de 10.5 x 8.0 x 5.2 mm de largo, ancho y espesor,
y una esfericidad del 73.9%, el peso de 100 semillas fue de 30.2 £0.2 g y un peso hectolitrico de
78.5 + 1.33 kg hLt. El equipo requerido para el desarrollo del experimento fue el siguiente: regla
y libreta de campo, bascula granataria, balanza analitica, plancha de agitaciobn magnética con
calentamiento, estufa, bascula de peso hectolitrico, mortero de agata y cdmara fotogréafica.

Esta etapa involucrd las siguientes actividades:

e Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de ZnO-Cu. Las NPs ZnO-Cu fueron
sintetizadas por el método de co-precipitacion de acuerdo con lo reportado por Ibarren et al. (2014),
con algunas modificaciones. Se prepar6 una disolucién 1.1 M de acetato de zinc y 0.011 M de
acetato de cobre en 10 ml de etanol, se mantuvo en agitacion constante a una temperatura de 70 °C
durante 10 minutos. Enseguida se adicionaron 10 mL una disolucién acuosa 1.2 M de NaOH a una
velocidad de 0.07 mL s, la reaccion se agitdé por 10 minutos. La muestra obtenida se dejé en
reposo por 18 horas, enseguida el precipitado fue lavado por triplicado utilizando ciclos de
centrifugado (7 min a 7000 rpm) y resuspension en agua desionizada y finalmente con etanol. El
precipitado fue secado a una temperatura de 170 °C durante dos horas, la muestra fue
homogenizado en un mortero de agata y almacenado en recipientes herméticos para su posterior

caracterizacion.
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Las nanoparticulas de ZnO-Cu fueron caracterizadas por espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier, espectroscopia de absorcién UV-Vis y microscopia electronica de
transmision, con la finalidad de conocer los grupos funcionales en la superficie, la energia de la

banda prohibida, el tamafio y la morfologia de las particulas.

¢ Acondicionamiento de las semillas con las nanoparticulas de ZnO dopadas con cobre. Las
semillas de frijol se lavaron y desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante
dos minutos, enseguida se enjuagaron con agua destilada. Para el tratamiento de las semillas con
las nanoparticulas de ZnO dopadas con cobre, las nanoparticulas fueron suspendidas en agua

desionizada y sometidas a un bafio ultrasonico a una frecuencia de 25 Hz durante 20 min.
Los tratamientos empleados para el acondicionamiento fueron:

- Tratamiento 1. Testigo, agua desionizada.

- Tratamiento 2. 100 mg de nanoparticulas de ZnO-Cu.

-Tratamiento 3. 200 mg de nanoparticulas de ZnO-Cu.

Para el acondicionamiento, 1,500 semillas fueron sumergidas en los diferentes tratamientos y se
mantuvieron en agitacion constante durante 24 horas a temperatura ambiente (Anexo 1). Una vez

acondicionadas fueron llevadas al campo para su siembra.

3.1.2. Trabajo de campo
La segunda etapa se llevd en el campo, con la siembra de las semillas de frijol acondicionadas con
nanoparticulas de ZnO dopadas con cobre. Esta se llevo a cabo el dia 10 de junio de 2022. El
método de siembra utilizado fue de forma manual, dos semillas por golpe, y la distancia entre

plantas fue de 30 cm. En el Anexo 2 se presentan imagenes del trabajo en campo.

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar, con tres repeticiones. Las
observaciones se realizaron en nueve unidades experimentales (UE), cada UE constd de cuatro
surcos separados a 0.8 m? entre si, de 5 m de largo (16 m?). En total fue una superficie total de 144
m2. Fueron 60 plantas por unidad experimental, a una densidad de poblacion de 37,500 plantas por

hectarea.
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El deshierbe fue de forma manual. Se aplic6 lombricomposta como biofertilizante, a los 35 dias
después de la siembra (dds). El cultivo se condujo en condiciones de temporal, sin embargo, se
aplico riego de auxilio debido a que las semillas estaban hidratadas a la hora de la siembra y no

ocurrio precipitacion en los dos dias siguientes.
Se evaluaron las siguientes variables:

e Condiciones climaticas: Se registraron los datos diarios de temperatura ambiental,
precipitacion y evaporacion, en la estacion meteoroldgica de la FES Cuautitlan, durante todo el
ciclo del cultivo.

e Fenologia: Se registrd la aparicion de las distintas fases fenoldgicas, asi como la duracion
de las etapas fenologicas (Anexo 3).

e Altura de planta: 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 fructificacion. La lectura se realizo6 en
cinco plantas tomadas al azar en cada UE.

e Componentes del rendimiento: La cosecha fue manual, el 11 de octubre de 2022, a los 123

dds, y de una muestra por UE se determinaron los siguientes:
- NUmero de vainas por planta, de 10 plantas tomadas al azar.

- NUmero de semillas por vaina, en 10 vainas tomadas al azar.

- Peso hectolitrico de la semilla.
- Peso de 100 semillas, tomadas al azar.

e Rendimiento: Se considero el peso total obtenido en la UE. Este valor se extrapolé a t ha™.
3.1.3. Pruebas de laboratorio a las semillas cosechadas

Esta etapa incluyd las siguientes pruebas de laboratorio, que acontinuacion se describen (Anexo
4).

a) Grupos funcionales. Para la identificacion de los grupos funcionales en la semilla se

realizo el analisis por la técnica de espectroscopia FTIR-ATR en un rango de 4,000-400 cm™, para
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ello los cotiledones y la testa de las semillas de frijol fueron molidos y tamizados para homogenizar
el tamafio de particula. Las areas de las bandas principales del espectro IR fueron calculadas

mediante el software Spectrum.

b) Pruebas y porcentaje de germinacion (F2). Para las pruebas de germinacion se realizaron
cinco repeticiones de 10 semillas por tratamiento. Las semillas se colocaron sobre toallas de papel,
se hidrataron y fueron guardadas en bolsas plésticas y colocadas en una charola dentro de una
camara de germinacion a 27 °C durante 7 dias. Para el porcentaje de germinacion se conto el

numero se semillas que presentaron la emergencia de la radicula.

c) Longitud y didmetro de la plantula. El recuento final de las plantulas se realizo a los siete
dias posteriores al inicio de la prueba. Para la longitud del tallo se tomd como base el inicio del
hipocétilo y como fin la base de los cotiledones, los resultados se reportaron en centimetros. El
diametro de la plantula se tomo con ayuda de un vernier digital. La medicion se realizé a la mitad

del hipocétilo y los resultados se reportaron en milimetros.

d) Longitud y diametro de la raiz principal y nimero de raices secundarias. Se midié la
longitud de la raiz principal de las plantulas tomando como inicio la base del hipocétilo hasta el
apice de esta, los datos se reportaron en centimetros. Asi también se cuantifico el nimero de raices

secundarias y los resultados se reportan como el numero promedio.

3.2. Andlisis estadistico

Se realizaron los analisis de varianza y posteriormente pruebas de medias por el método de Tukey,
en las variables evaluadas; en ambos casos se considerd un nivel de significancia de p<0.05.

3.3. Materiales

- Semilla de frijol variedad Vaquita negro.
- Lombricomposta.

- Libreta de campo.

- Cémara fotografica.

- Regla.
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- Béscula granataria.

- Béscula peso hectolitrico.

- Balanza analitica.

- Bolsas.

- Nitrato de zinc hexahidratado (Zn(NOs). 6H20), nitrato de cobre (Cu(NOs)2, hidroxido de sodio
(NaOH), etanol y agua desionizada.

- Plancha de agitacion magnética con calentamiento.

- Estufa.

- Mortero de agata.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion de nanoparticulas de ZnO-Cu

a) Espectroscopia de absorcion UV-Vis. La espectroscopia de absorcion de UV-visible es
usada ampliamente como una técnica para examinar las propiedades Opticas de 6xidos metalicos a
nanoescala. En la Figura 5 se presenta el espectro de absorcion UV-Vis de las nanoparticulas
sintetizadas. Como se observa, la maxima absorcion se present6 a los 368 nm, pico caracteristico
en NPs ZnO-Cu, ademas el espectro presenta un desplazamiento hacia el azul originado por el
tamafo de particula menor. Este resultado es similar a lo encontrado por Mittal et al. (2014),

quienes reportaron un méaximo de absorcién a los 364 nm en NPs de ZnO-Cu.

368 nm

Absorbancia (u.a)

200 ' 460 ' 660 ' 860
Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectro de absorcion UV-Vis de las nanoparticulas de ZnO-Cu sintetizadas.

b) Espectroscopia de infrarrojo con transformacion de Fourier (FTIR). FTIR es unatécnica
que se utiliza para identificar los constituyentes elementales de un material. Las bandas exhibidas
por los espectros FTIR de las NPs ZnO dopadas con Cu se muestran en la Figura 6. Se observa
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una banda a los 3,520 cm, esta banda se atribuye al estiramiento asimétrico/simétrico del O-H
(Muthukumanan y Gopalakrishnan, 2012). De acuerdo con Ahmed et al. (2022) la banda de 1,496
cm* corresponde al estiramiento asimétrico del enlace N-O en las NPs dopadas con Cu, la banda
1,334 cm™y la banda 1,013 cm™ al estiramiento del enlace C=0 y O-H respectivamente y la banda
a 734 se le atribuye al estiramiento del enlace Zn-O. La banda 374 cm™ Kanwal et al., (2022) la
asignan al enlace Zn-O (tetraédrico).
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Figura 6. Espectro de infrarrojo de las nanoparticulas de ZnO-Cu sintetizadas.

C). Microscopia electronica de transmision. Es una técnica que se utiliza para para conocer
caracteristicas de las NPs: forma, morfologia y tamafio. En la Figura 7 se presenta la imagen de
microscopia electronica de transmisién de las nanoparticulas sintetizadas. En la imagen se observa
una morfologia cuasi-esférica de las nanoparticulas y con tamafios menores a los 100 nm. Aunque
su diametro es similar en todas las direcciones, presentan alguna simetria o deformidad que las

diferencia ligeramente de una esfera perfecta. El rango de didmetros oscila entre 34 a 95 nm que
se debe a varios factores que influyen en su sintesis.
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10

Figura 7. Imagen de microscopia electronica de transmision de las nanoparticulas de ZnO-
Cu sintetizadas.

4.2. Condiciones climaticas

a) Temperatura. En la Figura 8 se presentan las tendencias de las temperaturas maxima,

minima y media, registradas diariamente durante el ciclo del cultivo en campo.

Esta variable climatica no fue limitante para el crecimiento y desarrollo del cultivo ya que las
tendencias se encontraron dentro de los parametros 6ptimos para el cultivo de frijol, que oscilan
entre los 10 y 27 °C (SIAP, 2019).
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Figura 8. Temperatura ambiental diaria (°C). Ciclo P-V 2022. Estacion meteoroldgica
Almaraz.

b) Precipitacién - evaporacion. El cultivo de frijol se manejé bajo condiciones de temporal,
la precipitacion acumulada durante el ciclo del cultivo fue de 457.4 mm, mientras que la
evaporacion acumulada en este mismo periodo fue de 607.9 mm lo que evidencia la falta de agua

para el cultivo.

De acuerdo con el INIFAP (2012) los rangos de precipitacion para la produccién de mediano
rendimiento son de 400 mm (escasez de agua), de 900 a 1200 mm (exceso de agua) y de 450 a 900
mm para un rendimiento 6ptimo del cultivo. En este sentido y con lo observado en campo, el cultivo
sufrio estrés hidrico principalmente en la etapa vegetativa, puesto que la distribucion diaria de la
precipitacion fue muy irregular y la evaporacion fue mayor en varios periodos del cultivo (Figura
9). Por tal razén fue necesario aplicar agua a las plantas para evitar que se dafiaran de forma
irreversible, lo cual tuvo lugar dos veces, una en el mes de junio y otra en julio, en plena etapa

vegetativa.
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Figura 9. Precipitacion y evaporacion diaria (mm). Ciclo P-V 2022. Estacion meteoroldgica
Almaraz.

4.3. Fenologia del cultivo

Durante el ciclo del cultivo de frijol, se llevaron a cabo observaciones del crecimiento y desarrollo,

a continuacion, se reporta lo obtenido.

a) Altura de planta. Como se menciond anteriormente, los datos se tomaron cada 15 dias
después de la emergencia (dde), se tomd la altura de 10 plantas por unidad experimental de cada

tratamiento. La tendencia de la altura de las plantas evaluadas se representa en la Figura 10.

La altura maxima se present6 a los 60 dde, y las plantas del tratamiento 1 (T1) (la altura promedio
fue de 41.8 cm) seguido de las plantas del tratamiento 2 (T2) las cuales tuvieron una altura en
promedio de 41.5 cm y por ultimo el tratamiento 3 (T3) con 40.1 cm en promedio. Con el tiempo
la altura de las plantas disminuyd en todos los tratamientos debido a que las plantas empezaron con

el llenado de las vainas y el peso de estas provocaron que la altura fuera menor.
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Figura 10. Altura promedio de las plantas de frijol (cm) de los tratamientos evaluados, ciclo
P-V 2022. Cuautitlan Izcalli, México.

Se observa que la altura de la planta no esta influencia por los tratamientos aplicados, sin embargo,
Hernandez (2019), reportd una altura maxima en frijol vaquita negro de 71.8 cm, esto se puede
atribuir a que el temporal durante el ciclo P-V 2018 se comportd de una mejor manera, con un

menor déficit hidrico para la planta, en comparacion con el ciclo P-V 2022,

Durante el ciclo del cultivo se tomaron imagenes del desarrollo fenoldgico del frijol (Anexo 3), en
la Tabla 3 se presentan los datos fenoldgicos registrados del cultivo de frijol, variedad Vaquita

negro, durante el ciclo P-V 2022, en condiciones de temporal, en Cuautitlan lzcalli, Méx.
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Tabla 3. Datos fenoldgicos del cultivo de frijol, ciclo P-V 2022. Cuautitlan Izcalli, Méx.

Fase Porcentaje de avance Fecha
Siembra 10 de junio
Emergencia inicio (15 %) 16 de junio
fin (100%) 21 de junio
Floracion
inicio 15 % 24 de julio

plenitud 80 % 11 de agosto
Fructificacion

inicio 25 % 28 de julio
plenitud 80 % 15 de agosto
Madurez fisioldgica 26 de agosto
Madurez comercial (cosecha) 11 de octubre

La emergencia inicio a los seis dias después de la siembra (dds) y alcanzaron el 100% a los 11 dias

dds, en los tres tratamientos.

El inicio de la floracion fue a los 44 dds y la plenitud a los 62 dds. El frijol Vaquita negro bajo las
condiciones de la FES-Cuautitlan se caracteriza por ser una variedad precoz en comparacion a otras

variedades como serian el Ojo de cabray Flor de durazno.

La fructificacion se registro al 80% a los 67 dds, datos que coinciden con lo reportado por
Hernandez (2019).

La madurez fisiologica se presentd a los 78 dds. La cosecha fue manual y se realiz6 a los 124 dds.

El comportamiento fenoldgico del frijol mostré una buena adaptacion a las condiciones climaticas
del temporal P-V 2022, sin embargo, la duracién del ciclo bioldgico del cultivo se alargd 15 dias
con respecto a lo reportado por Hernandez (2019), debido en gran medida a la falta de lluvia (Figura
9).
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4.4. Componentes del rendimiento

En el Anexo 5 se concentran los analisis de varianza correspondientes a las variables evaluadas.
Los datos de los componentes de rendimiento obtenidos en funcién del tratamiento aplicado a la

semilla de frijol se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Componentes del rendimiento del cultivo de frijol, en funcién del tratamiento
aplicado. Ciclo P-V 2022, Cuautitlan Izcalli, Méx.

NUmerode NuUmero de Peso _
. . . Peso de 100 . Rendimiento
Tratamiento  vainas por  Semilla por semillas (q) hectolitrico (t ha'))

planta (#)  vaina (#) 9 (kghl?

T1: Agua

desionizada 53.22 522 39.62 79.02 212

T2:100 mg L

ZnO-Cu 46.12 5.28 40.24 7852 1.82

T3:200 mg L

ZnO-Cu 42.842 5.32 4082 78.7%2 154

Medias con la misma letra tienen igualdad estadistica al o 0.05.

Los resultados mostraron que no existié diferencia significativa entre los tratamientos. EI T1 fue
en el que se obtuvo un mayor nimero de vainas por plantas; en el T3 se tuvieron las semillas méas
pesadas, seguido del T2; esto puede estar relacionado a un mayor crecimiento radicular, como
sefial6 Estrada (2018), quien reportd longitudes mayores en las raices de semillas de maiz tratadas
con NPs de ZnO en comparacion con las semillas que no fueron tratadas; al tener un sistema
radicular mas grande, las plantas tienen un mejor anclaje ademas de que pueden aprovechar mejor
los nutrientes presentes en el suelo; a pesar de eso, el T1 fue el que tuvo un mayor rendimiento, lo
cual pudo ser causado por el estrés hidrico que las plantas tuvieron en las primeras etapas de
crecimiento. En los tres tratamientos hubo semillas que no germinaron por la falta de lluvia en los
primeros cuatro dias después de la siembra, no obstante, el T1 mostro una respuesta favorable a las

condiciones ambientales presentes durante el ciclo P-V 2022.

El rendimiento no tuvo significancia estadistica entre los tratamientos, sin embargo, el T1 fue el
que reportd mayor rendimiento. En términos generales, el rendimiento promedio (1.8 ton ha™)
obtenido en este ciclo 2022 fue ligeramente menor al reportado para esta variedad (1.9 ton hat)
por Hernandez (2019).
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4.5. Grupos funcionales

Las bandas de la espectroscopia FTIR realizada en las semillas se muestran en la Tabla 5 y sus
espectros correspondientes en la Figura 11. De acuerdo con Estrada et al. (2018) la vibracion
encontrada en un rango de 3,260-3,180 cm™ es asignada al estiramiento simétrico/asimétrico de las
amidas primarias, los aminoacidos y las proteinas. Los espectros principales de los lipidos se
encuentran en el rango de 3,000 a 2,800 cm™ (banda B), adicionalmente existe una region entre los
1,750 y 1,720 cm* correspondiente al grupo éster presente en los lipidos (banda C) (Barraza et al.,
2013).

Los rangos de 1,635-1,627 cm™ (banda D), 1,539-1,534 cm™ (banda E) y de 1,239-1,238 cm*
(banda 1) se asocian a los enlaces C=0 de la amida I, N-H de la amida Il y C-N de la amida III,
estos resultados concuerdan con los obtenidos por Lopez et al. (2012) al realizar una prueba FTIR
en semillas de plantas de frijol sometidas a un estrés hidrico. En la banda F se identifican sefiales
atribuidas a los polifenoles, lipidos y algunas proteinas, las bandas G y H se encuentran en el rango
caracteristico de la celulosa y hemicelulosa (1,370-1,317 cm™) (Szymanska y Zdunek, 2013). La
region de la banda J (1,149-1,147 cm™) se caracteriza por las vibraciones del estiramiento del
enlace C-O, en la banda K (1,074-1,019 cm™) se encuentra el estiramiento simétrico del enlace
P=0 caracteristico de los grupos fosfatos (fosfolipidos y proteinas fosforiladas) (Miller y Dumas,
2010; Zavala et al., 2018). Con respecto a la banda L se encontr6 la flexion del enlace C-O-H
relacionado con el almidén (Borries, 2014; De Dios et al., 2022), asi como el enlace B-glucosidico
presente en la celulosa (Canteri et al., 2019; Zhongqi et al., 2022), en la banda M se encuentra en
el enlace B-glucano (1, 4). Por altimo, en la banda N y O aparecen deformaciones de anillos en el

plano y fuera del plano (Zavala et al., 2018).

Los resultados obtenidos en el FTIR de los cotiledones indican que las NPs de ZnO-Cu no
influyeron en la formacidn de grupos funcionales, ya que las bandas de los tratamientos con NPs y
el tratamiento control presentan el mismo comportamiento, los espectros casi se empalman uno
con otro pareciendo ser uno mismo, asimismo, en los resultados del FTIR realizados a la testa, sin
embargo, existié diferencia en el tratamiento control quien presentd un porcentaje menor de
transmitancia en comparacion con los tratamientos con NPs. Estos resultados se pueden atribuir al
estrés hidrico que sufrid el cultivo en la etapa vegetativa, ocasionado por la falta de lluvias. Lopez

et al. (2012) reportaron un decremento en la composicion de las semillas cuando las plantas se
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someten a un estrés hidrico, siendo las bandas de los azlcares (900 y 1,250 cm™) y la de la proteinas

(1,500 y 1,600 cm™) donde observaron los mayores cambios.
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Figura 11. Espectro FTIR de la semilla de frijol. A) Cotiledones B) Testa.
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Tabla 5. Asignaciones de las principales vibraciones presentes en los espectros FTIR-ATR
de las semillas de frijol.

Numero de onda

Semilla Testa . . )
Banda T1- agua To-NPs  T3-NPs T1- agua T2-NPs  T3-NPs Grupo funcional y compuesto cominmente asignado
desionizada 100 mg L™ 200 mg L™ desionizada 100 mg L™ 200 mg L™
A 3277 3277 3277 3287 3287 3285 Enlace O-H Estiramiento enlace N-H (péptidos y proteinas).
B 2927 2927 2927 2921 2921 2920 Estiramiento simétrico/ antisimétrico enlace C-H (lipidos).
C 1743 1743 1743 1733 1733 1733 Estiramiento enlace C=0 (Esteres y/o amidas).
D 1635 1635 1635 1628 1630 1627 Estiramiento Enlace C=0 (amida I).
E 1539 1539 1538 1537 1539 1534 Estiramiento enlace N-H (amida I1).
F 1438 1438 1438 1415 1411 1417 Flexion antisimétrica enlace C-H (CH,, CHj, polifenoles, lipidos y proteinas).
G 1388 1388 1389 1371 1370 1371 Flexion simétrica C-H, C=0 y O-H (CHjz grupos aromaticos, celulosa).
H 1317 1317 1317 1316 1316 1316 Estiramiento simétrico C-O, COH, HCC (Celulosa).
Enlace C-N (amida I11).
: 1239 1239 1239 1239 1238 1238 Enlace C-O ECeIqusa,)Hemicelulosa y lignina).
J 1147 1147 1147 1148 1148 1149 Estiramiento enlace C-O.
K 1074 1074 1074 1021 1019 1019 Estiramiento simétrico P=0 (ADN, ARN, fosfolipido, proteina fosforilada).
Flexion del enlace C-O-H (almidén).
L 995 995 995 895 986 895 Enlace B-glucosidico en la Eelulosa)
M 847 847 847 Enlace B-glucano (1,4).
N 570 570 570 Deformaciones de anillos en el plano y fuera del plano.
[¢] 519 519 519 Deformaciones de anillos en el plano y fuera del plano.

4.6. Prueba de germinacién y parametros de vigor

En el porcentaje de germinacion no existid diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos

(Tabla 6). Las semillas tratadas con nanoparticulas en una concentracion de 100 mg ZnO-Cu Lty

200 mg ZnO-Cu L™ obtuvieron un porcentaje de germinacion del 92% y 100% respectivamente,

sin embargo, el tratamiento control también mostrdé un 100% de germinacion. Al ZnO y al Cu se

le atribuyen propiedades que mejoran la germinaciéon de algunas semillas, sin embargo, en el

presente estudio la aplicacién de las NPs no favorecié la germinacion de las semillas en

comparacion a las semillas del control. Resultados similares fueron obtenidos por Savassa et al.

(2018) quienes aplicaron NPs de ZnO y ZnO a granel en semillas de frijol comdn (Phaseolus

vulgaris L.) y encontraron que no afectaron la germinacion de las semillas, es decir el tamafio de

la particula no desempefidé ningin papel sobre la tasa de germinacion en comparacion con el

tratamiento control.
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Tabla 6. Pardmetros de la germinacién y vigor en semillas de frijol vaquita negro (F2).

Tratamiento

Parametro Agua 100 mg L 200 mg L
desionizada ZnO-Cu ZnO-Cu
Porcentaje de germinacion (%) 1002 92+1.22 1002
Longitud de raiz (cm) 15.2+1.92 11.942.2° 14.86+1.0%
Diametro de raiz (mm) 7.5+0.1° 11.9+0.42 0.8+0.3%
Longitud de tallo (cm) 10.4+2.3% 8.2+2.0 12.4+1.22
Diametro del tallo (mm) 3.1+0.15% 3.0+0.26% 3.2+0.11°
Numero de raices (#) 13.4+2.8% 11.1+1.0° 14.6+2.3a

Nota: Valores con letras distintas dentro de una misma fila, indican diferencia significativa de acuerdo con
la prueba de Tukey (p < 0.05). Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Promedios+ desviacién estandar.

Con respecto a la longitud de raiz el tratamiento que obtuvo un mejor resultado fue el T1 con un
promedio de 15.2 cm, sin embargo, no existié diferencia estadistica significativa con el T3, pero si
con el T2 donde existié diferencia de 3.3 cm. Para el diametro de la raiz se encontré diferencia
estadistica significativa entre el T2 y el T1, si bien el T2 obtuvo la longitud radicular méas pequefia,
el didmetro radicular fue el mayor entre los tres tratamientos. En el nimero de raices no existio
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, el T3 tuvo el mayor nimero de raices con
un promedio de 14.6 raices, este resultado esta relacionado con un aumento en la produccion de
auxinas, las cuales tienen participacion en la divisién y elongacién celular, asi como en la
produccion de raices adventicias y la formacion y elongacién de tallos (Alcantara et al., 2019). En
la longitud del tallo existié diferencia estadistica significativa entre T3 y T2, la mayor longitud
(12.4 cm) fue del T3. Shyla y Natarajan (2014), reportaron que las NPs de ZnO incrementan el
nivel de acido indol acético (IAA) en las raices, que a su vez se ve reflejado en un aumento en la
tasa de crecimiento de las plantulas. El diametro de la planta esta relacionado directamente con el
parametro anterior, aunque no existi0 diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos.
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V. CONCLUSIONES

1. Se cumplieron los objetivos de la investigacion y la hipotesis planteada es aceptada, aungque no

existié diferencia estadistica significativa en el rendimiento.

2. Las condiciones meteoroldgicas adversas presentes durante el ciclo P-V 2022, influyeron en el
crecimiento y desarrollo del cultivo de frijol, lo que limité observar claramente el efecto de la

aplicacion de las NPs.

3. Por lo tanto, la hidratacién de la semilla previa a la siembra en un suelo seco, en condiciones de
temporal, afectd la emergencia del cultivo, y con ello una disminucion de la poblacién del cultivo

evaluado.

4. La aplicacion no NPs no influyd en la formacion de grupos funcionales, pero el tratamiento de
200 mg L de ZnO-Cu mejord la germinacion de las semillas F2 y los parametros de vigor,
especialmente la longitud del tallo y de la raiz en las semillas de la F2, que fue estadisticamente
significativo con el tratamiento de 100 mg L™* ZnO-Cu.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Se sugiere continuar con el estudio del efecto de las NPs en el cultivo de frijol, y si es de temporal,
convendria utilizar otro método de aplicacion en donde la semilla no tenga que estar hidratada al

momento de la siembra.

2. Si se utiliza el “priming”, asegurarse de que el cultivo tenga buena disponibilidad de humedad

en la etapa de germinacion, para asegurar un buen establecimiento del cultivo en el campo.

3. Asimismo, seria conveniente realizar un analisis costo/beneficio de esta técnica de

acondicionamiento de semillas con NPs.
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Anexo 1. Actividades de laboratorio para la preparacién de suspensiones con las NPs de
ZnO+Cu y acondicionamiento de las semillas.

Donde:

a: Seleccion de semilla. b: Conteo de 500 semillas. ¢: Semillas separadas por tratamiento.
d y e: Preparacion de la solucion con NPs. f: Agitacion de las semillas en cada solucion por 24

horas.
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Anexo 2. Actividades de campo en el cultivo de frijol, ciclo P-V 2022. Cuautitlan Izcalli, Méx.

. ool

Donde:

a: Siembra. b, c: Labores de cultivo. d: Medicién de altura de planta. e: Etapa vegetativa del cultivo.
f: Medicion de altura de planta. g: Cosecha de grano. h: Determinacion del porcentaje de humedad.
i: Secado del grano. j: Peso de muestras. k: Conteo de semillas.
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Anexo 3. Fenologia del cultivo de frijol, ciclo P-V 2022. Cuautitlan Izcalli, Méx.

Donde:

a, b: Siembra. ¢: Emergencia. d: Primer par de hojas. e: Etapa vegetativa del cultivo.
f: Floracion. g: Inicio de fructificacion. h: Etapa de fructificacion. i: Madurez. j: Cosecha de vainas.
k: Semilla seleccionada.
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Anexo 4. Actividades de laboratorio posteriores a la cosecha para realizar pruebas de grupos
funcionales.

Donde:

a: Partida de los cotiledones de las semillas. b: Cotiledones sin testa. c: Trituracién de los
cotiledones. d, e: Homogenizacion de particulas. f, g, h: Analisis de los grupos funcionales.
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Anexo 5. Analisis de varianza (ANDEVA) de los pardmetros evaluados.

ANDEVA de la Altura de planta

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamiento 9.207 2 4.604 0.0647NS 3.6823
Error 1068.105 15 71.207
Total 1077.312 17
Nota: no existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos

ANDEVA Numero de vainas por planta
FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 176.2 2 88.11 0.3181NS 5.1433
Error 1662 6 277
Total 1838.2 8
Nota: no existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos
ANDEVA Numero de semilla por vaina
FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 0.0156 2 0.0078 0.0136 NS 5.1433
Error 3.4333 6 0.5728
Total 3.4489 8
Nota: no existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos
ANDEVA Peso de 100 semillas
FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 2.0422 2 1.0212  0.2385NS 5.1433
Error 25.6933 6 4.2822
Total 27.7356 8

Nota: no existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos
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Continuacién Anexo 5.

ANDEVA Peso hectolitrico

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 0.3889 2 0.194 0.0795N® 5.1433
Error 14.6667 6 2.444
Total 15.0556 8

Nota: no existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos.

ANDEVA Rendimiento

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 0.4822222 2 0.2411111 1.9375NS 5.14325285
Error 0.7466667 6 0.1244444
Total 1.2288889 8

Nota: no existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos

ANDEVA Porcentaje de germinacion

FvV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 2.133 2 1.0667 1.8824NS 3.8853
Error 6.8 12 0.5667
Total 8.933 14

Nota: no existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos

ANDEVA Longitud de tallo

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 42.9019 2 21.4509  6.1419* 3.8853
Error 41.9107 12 3.4926
Total 84.8126 14

Nota: existe una diferencia significativa (p < 0.05) al menos en alguno de los tratamientos.
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Continuacién Anexo 5.

ANDEVA Ancho de tallo

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 0.0693 2 0.0347  0.9905NS 3.8853
Grupos 0.42 12 0.035
Total 0.4893 14

Nota: No existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos
ANDEVA Longitud de raiz

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 32.772 2 16.386 5.2397* 3.8853
Grupos 37.528 12 3.1273
Total 70.3 14

Nota: existe una diferencia significativa (p < 0.05) al menos en alguno de los tratamientos.
ANDEVA Ancho de raiz

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 1.9373 2 0.9687 12.3656* 3.8853
Grupos 0.94 12 0.0783
Total 2.8773 14

Nota: existe una diferencia significativa (p < 0.05) al menos en alguno de los tratamientos.
ANDEVA Numero de raices

FV SC GL CM Fc Ft (0.05)
Tratamientos 30.7053 2 15.3527 3.37842NS 3.8853
Grupos 54.532 12 4.5443
Total 85.2373 14

Nota: No existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos
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