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RESUMEN

La produccién de alimentos de forma sustentable es un reto para la agricultura moderna. Una
alternativa para incrementar el rendimiento de los cultivos es la utilizacion de nanofertilizantes y
aspersiones foliares con micronutrientes. Combinaciones de nano Zn y Mo, asi como el diéxido de
cloro (ClO2), han mostrado resultados favorables. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue
determinar el efecto de la aplicacion foliar de nano Zn-Mo y CIO2 sobre la asimilacién de nitrégeno,
carbono y su relacion con el rendimiento de plantas de frijol. Plantas de frijol ejotero (Phaseolus
vulgaris L.) cv Strike se desarrollaron durante 53 dias. Se compararon la aplicaciéon de CIO2 a 30
ppm, nano Zn-Mo a 4 ppm y un control sin aplicacién. La aplicacién de nano Zn-Mo incrementd
biomasa, rendimiento, indice de clorofila, aminoacidos solubles, clorofila total y sacarosa. La
aplicacion de ClO2, favorecio la biomasa y la tasa fotosintética. Finalmente, los resultados sugieren
gue la asimilacion de carbono esta integrada a la asimilacion de nitrégeno y que la aplicacion foliar
de nano Zn-Mo podria tener la capacidad de impulsar ambos metabolismos y mejorar el rendimiento
en plantas de frijol ejotero.

PALABRAS CLAVE:

Phaseolus vulgaris L.; asimilacién de amonio; productividad, fotosintesis, nitrato reductasa.
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ABSTRACT

Sustainable food production is a challenge for modern agriculture. An alternative to
increase crop yields is the use of fertilizers that allow a reduction of inputs such as
nanofertilizers and foliar sprays with nutrients in gas form. Combinations of nano Zn
and Mo, as well as chlorine dioxide (ClO2), have shown favorable results. However,
information on the use of Zn and Mo nanofertilizers and CIO,, and their effects on
primary metabolism and yield in bean plants, is scarce. Therefore, the objective of the
present study was to determine the effect of foliar application of nano Zn-Mo and CIO;
on nitrogen and carbon assimilation and their relationship with bean plant yield. Bean
plants (Phaseolus vulgaris L.) cv. Strike were grown for 53 days. The application of
ClO; at 30 ppm, nano Zn-Mo at 4 ppm, and a control without application were
compared. The application of nano Zn-Mo increased biomass, yield, chlorophyll index,
soluble amino acids, total chlorophyll, and sucrose. The application of ClO, favored
biomass, photosynthetic rate, and electron transport rate. Finally, the results suggest
that carbon assimilation is integrated with nitrogen assimilation, and that foliar
application of nano Zn-Mo could boost both metabolisms and improve yield in bean
plants.

KEY WORDS

Phaseolus vulgaris L., ammonium assimilation, productivity, photosynthesis, nitrate
reductase.

Introduccién

El frijol es la leguminosa méas importante para la dieta a nivel mundial, sobre todo en
paises en desarrollo, debido a su contenido de proteinas, vitaminas, minerales y fibra. Sin
embargo, la inseguridad alimentaria y la baja produccién agricola provocan malnutricién y
otros problemas de salud publica (Qaim, 2020). Ademas, se estima que para 2050, la
poblacion mundial alcance los 10 mil millones y la superficie disponible para siembra se
reduzca a un tercio (Pardey et al., 2014). Dicho esto, la creciente demanda de produccion
puede satisfacerse con sistemas de intensificacion. Es decir, incrementar el uso de
fertilizantes, insumos como pesticidas y agua (Alexander et al., 2015). No obstante, esto
resultaria en mayor emision de gases de efecto invernadero, deterioro de suelos y calidad
de agua y pérdida en la biodiversidad. Por lo tanto, producir alimentos suficientes de forma
sustentable es un reto prioritario para la agricultura moderna (Govindan, 2018).

Una alternativa viable para incrementar el rendimiento de los cultivos es la utilizacién
de fertilizantes que permitan una reduccién de insumos como los nanofertilizantes (Singh,
2017). Por su tamafio de particula (1-100 nm), estos permiten una entregay liberacién mas
eficaz de los nutrientes a las plantas. Asi mismo, la calidad de los recursos como el suelo y
agua se mantiene debido a que se reducen las pérdidas de compuestos no absorbidos (Al-
Mamun et al., 2021). Diversos autores han reportado resultados favorables en cuanto a la
germinacion de semillas, crecimiento y producciéon en plantas mediante el uso de
nanoformulaciones de Cu, Mn, Mo, Zn, Fe y Si (Subramanian et al., 2015).
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Otra de las alternativas que se han explorado es el uso de compuestos con la capacidad
fisica para facilitar la absorcién por parte de las plantas, como el diéxido de cloro (CIOy). El
ClO; es un gas sintético de color amarillo utilizado como desinfectante y como tratamiento
postcosecha. Ademas, cuenta con la capacidad de inactivar células patdgenas adheridas a
partes inaccesibles de la planta y es eficaz y con un tiempo de tratamiento corto a bajas
concentraciones (Sun et al., 2019). Esta catalogado como un producto seguro con
restricciones, cuyos efectos residuales son menores y su aplicacibn no requiere de
cuidados especiales, debido a las bajas concentraciones en las que es utilizado.

Por otro lado, los procesos de asimilacion del carbono (C) y nitrdgeno (N) son clave
para el crecimiento y desarrollo de las plantas. EI N es necesario para formar aminoacidos,
clorofila y fitohormas. Por su parte, el C aporta agentes reductores, energia celular y
esqueletos de carbono para integrar el N asimilado. (Bloom et al., 2015). De este modo,
existe una estrecha interaccion entre estas vias y su coordinacion es vital para la relacion
fuente-sumidero y la produccién. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
determinar el efecto de la aplicacion foliar del nano fertilizante Zn-Mo a 4 ppm y CIO. a 30
ppm sobre la asimilaciéon de nitrégeno, carbono y su relacién con el rendimiento de plantas
de frijol (Phaseolus vulgaris L.).

Material y Métodos
Manejo del cultivo

El experimento se realizé en las instalaciones del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, en Cd. Delicias, Chihuahua, México, durante los meses de
septiembre y octubre de 2022, bajo condiciones de malla sombra. Se utilizaron plantas de
frijol ejotero cv. Strike. Se desarrollaron dos plantas sobre macetas de plastico de 13 L
rellenas con vermiculita y perlita en una proporcién 2:1 (v/v). Durante el experimento, las
plantas se irrigaron con una solucion nutritiva estandar Hoagland (Tabla 1) adaptada para
las necesidades fisioldgicas de frijol, con pH de 6+0.1. Se aplicaron 500 mL de solucion
nutritiva por maceta cada 48 h hasta la etapa de floracién y 1000 mL hasta la cosecha. Se
aplicé un manejo agronémico tradicional y se realizaron dos aplicaciones de Imidacloprid
pulverizado a una dosis de 2 mL - L, para control de mosquita blanca.

Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar, unifactorial con un solo nivel, en donde se
compararon la aplicacion de ClO2 a 30 ppm, nano Zn-Mo a 4 ppm y un control al cual se le aplicd
agua destilada. Los tratamientos se aplicaron semanalmente a partir de los 15 dias después de la
siembra, con un total de 5 aplicaciones. En total se conté con 3 tratamientos y 6 repeticiones en cada
uno de ellos. La unidad experimental fue una planta por maceta (Figura 1).
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Tabla 1. Composicion de la solucion nutritiva estandar Hoagland adaptada para cultivo
de frijol ejotero.

Macronutrientes

Compuesto Férmula quimica Concentracion (mM)
Nitrato de amonio NH4NO3 6
Fosfato de potasio dibasico K2HPOq4 1.6
Sulfato de potasio K2SO4 0.3
Cloruro de calcio CaClz 4
Sulfato de magnesio MgSO4 14

Micronutrientes

Compuesto Formula quimica Concentracion (uUM)
Quelato de hierro Fe-EDDHA 5
Sulfato de manganeso MnSOq4 2
Sulfato de cobre CuSO4 0.15
Acido borico HsBOs 3.5
Molibdato de sodio NazMoO4 0.3

Figure 1. Efecto de la aplicacién foliar de diéxido de cloro (ClO2) y nano Zn-Mo en
plantas de frijol ejotero cv. Strike.
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Muestreo vegetal
Biomasa total y rendimiento

Una vez llegada la madurez fisiolégica, a los 53 dias después de la siembra, las plantas se
cosecharon para el muestreo vegetal. De cada maceta se eligié una planta al azar, la cual se peso
en fresco mediante una balanza compacta (A&D Co., LTD, EK-120, Tokio, Japan). Posteriormente,
se disecciono la planta en hojas, tallo, vainas y raiz, y se pes6 cada uno de los 6rganos en fresco.
El rendimiento se expresé como el peso fresco de las vainas por planta (g planta’l FW).

Los érganos obtenidos se enjuagaron tres veces en agua destilada y se secaron sobre papel
filtro a temperatura ambiente por 24 h. Una vez transcurrido este periodo, el material vegetal se secé
dentro de un horno de laboratorio de aire forzado de 13.9 pies cubicos (Shel-Lab 1380FX, Oregon,
United States) a 70 °C durante 24 h. Después de que las muestras perdieron la humedad, se pesaron
con una balanza analitica electrénica (A&D Co., LTD, HR-120, Tokio, Japan). La biomasa total se
expresé como la suma del peso seco de los cuatro 6rganos de la planta (g plantal FW). Finalmente,
las muestras se molieron y se almacenaron para la cuantificacion de nitrégeno y carbono total.

La planta que no fue sometida a secado se dividié en hojas, tallo, fruto y raiz y fue utilizada in
vivo para la cuantificacién de la actividad nitrato reductasa, clorofila total, aminoacidos solubles y
concentracion de sacarosa.

indice de clorofila

Para la cuantificacién del indice de clorofila se utilizé un lector de clorofila Minolta SPAD 502
(Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japdn). Se seleccionaron hojas sanas de color homogéneo y
libre de dafios. Los valores se reportaron como valores SPAD.

Actividad de la enzima nitrato reductasa “in vivo” (E.C. 1.7.1.1)

La actividad de la enzima nitrato reductasa se cuantificd por el método descrito por Sanchez et
al. (2004). Se pesaron 0.25-0.5 g de discos foliares y se infiltraron con 10 mL de una solucion buffer-
P 100 mM (solucién 18.21 g de Na2HPO4-12H20 disueltos en 1 L de agua destilada, regulada a pH
de 7.5 con una solucién de 13.60 g de KH2PO4 disueltos en 1 L de agua destilada), para la actividad
enddgena y con buffer-P 100 mM, pH 7.5 con 50 mM de KNOs para la actividad inflitrada con NOz'.
Las muestras se infiltraron al vacio a 0.8 bar (NAPCO 5851 vacuum oven, Winchester, Virginia, USA)
durante 10 min y se incubaron (WIG-50 digital incubator, DAIHAN SCIENTIFIC, Seoul, Korea) en
oscuridad a 30 °C. Después de 1 h, las muestras se sometieron a un bafio de agua a 100 °C durante
15 min. A continuacion, se extrajo una alicuota de 1 mL y se mezclé con 2 mL de sulfanilamida al 1
% (1 g de sulfanilamida disuelta en 100 mL de agua destilada y HCl en proporcion 4:1 (v/v)). Después,
se agregaron 2 mL de N-(1-Naftil) etilendiamina diclorhidrato al 0.02 % (20 mg de NNEDA disueltos
en 100 mL de agua destilada). La mezcla de reaccion se midio por espectrofotometria a una longitud
de onda de 540 en un espectrofotdmetro UV-visible (Thermo Fisher Scientific, GENESYS™ 10S,
Wisconsin, United States). Los resultados se expresaron como UM NO2 reducidos - g1 FW - h1,

Concentracién de aminoéacidos solubles

Se homogenizaron 0.5 g de muestra vegetal del limbo foliar con 5 mL de buffer fosfato 50 mM,
pH 7 a 4 °C (solucién de 6.8 g de K:HPO4 disueltos en 1 L de agua destilada, regulada a pH de 7
con una solucién de 8.81 g de KH2POu4, disueltos en 1 L de agua destilada). La muestra se filtr6 con
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4 capas de gasa y se centrifugd a 1000 rpm durante 15 min en una centrifuga refrigerada a 4 °C
(Allegra™, 64R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, California, United States). El sobrenadante fue
utilizado para la determinacion de la concentracién de aminoacidos solubles a través del método
descrito por Yemm et al. (1955). Los resultados se expresaron como (mg - g FW).

Concentracién de clorofila total

La concentracion de clorofila total se determiné por el método descrito por Wellburn (1994). Se
pesaron 10 discos foliares de 7 mm de didametro y se infiltraron con 10 mL de metanol (CHsOH). Las
muestras se sellaron y se dejaron reposar en oscuridad por 24 h. Pasado ese tiempo, se midié la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 653 y 666 nm para clorofila b y clorofila a,
respectivamente, utilizando un espectrofotémetro UV-visible (Thermo Fisher Scientific, GENESYS™
10S, Wisconsin, United States). La concentracion de de clorofila total representé la suma de las
clorofilas a y b y se expresaron como ug-cm?2 y se calcularon con las siguientes féormulas (Ecuacion
1, ecuacion 2):

1. Chla = (15.65 X abs 666) — (7.34 X abs 653)

Chla xV xP1
P2 x (m X1r%) Xn

2. Chlb = (27.05 X abs 653) — (11.21 X abs 666)

Chlb XV xP1
P2 X (m X1r2) Xn

Donde, V: Volumen final; P1: Peso por disco foliar; P2: Peso total de los discos foliares; r: radio
de los discos foliares; n: Numero de discos foliares.

Concentracién de nitrégeno y carbono total

Para la cuantificacién de nitrégeno y carbono total se utilizé un analizador organico elemental
(Thermo Fisher Scientific, FLASH 2000, Massachusetts, United States). Ademas, se us6 como base
la metodologia adaptada por Schindler y Knighton (1999) para material vegetal. 0.3 mg del material
vegetal molido (hoja, tallo, fruto y raiz) se pesaron sobre un microcontenedor de estafio blando en
una ultra-microbalanza (Mettler Toledo, XP6 Excellence Plus XP, Ohio, United States), al cual se le
agregaron 9 mg de pentoxido de vanadio (V20s) y posteriormente se sell6. Las capsulas selladas
fueron colocadas dentro del carrusel muestreador automatico para su andlisis. Los resultados fueron
expresados como porcentaje total (%).

Tasa fotosintética, concentracion interna de CO.y tasa de transferencia de electrones

La tasa fotosintética, la concentracion interna de CO: y la tasa de transferencia de electrones se
midieron en las hojas cuando la planta alcanz6 su madurez fisiol6gica, en un rango de tiempo de
11:00 a.m. a 12:00 p.m. Se utilizé6 un medidor portatil LI-COR 6400 (Lincoln, Nebraska, USA). Se
seleccionaron hojas sanas de color homogéneo y libre de dafios. En la celda de referencia se utilizé
una concentracion de 400 pmol por mol de CO2, mientras que la celda de muestra se mantuvo a
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aproximadamente 380 pmol por mL de CO.. El déficit de presion de vapor de aire en la camara de
muestreo fue inferior a 1,5 y la temperatura del bloque que albergaba la hoja fue de 25 °C. La tasa
fotosintética se expres6 como pM CO2 m? - s'1, La concentracion interna de CO2 se expresé como
UM CO:2 - molt. La tasa de transferencia de electrones se expresé como UM m=2 s1,

Concentracién de sacarosa

Para la determinacién de la concentracion de sacarosa, se utilizo el método descrito por Irigoyen
et al. (1992). Se pesaron 0.5 g de material vegetal fresco del limbo foliar y se homogenizaron con 5
mL de etanol al 96 % (v/v) (CHsCH20H). El resultante se filtré con 4 capas de gaza y se le aplicaron
dos enjuagues con 5 mL de etanol al 70 % (v/v). La mezcla resultante se centrifugd a 4 °C a 5500
rpm durante 10 min en una centrifuga refrigerada (Allegra™, 64R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea,
California, United States). Se extrajeron 0.1 mL del sobrenadante y se le afiadieron 3 mL de reactivo
de antrona (300 mg de antrona (C14H100) disueltos en 300 mL de &cido sulfdrico al 70 % (v/v)). Las
muestras se sumergieron durante 10 min en un bafio de agua a 100 °C. Finalmente, se midi6 la
concentracién de sacarosa mediante un espectrofotémetro UV-visible (Thermo Fisher Scientific,
GENESYS™ 10S, Wisconsin, United States) a 650 nm frente a una curva patron de sacarosa. Los
resultados se expresaron como miligramos por gramo de peso fresco (mg - g* FW).

Andlisis estadistico

Una vez obtenidos los datos, se sometieron a una prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la
distribucién normal de los datos. Adicionalmente, se sometieron a una prueba de Bartlett para
comprobar la homogeneidad de las varianzas. Una vez comprobados los supuestos, los datos se
sometieron a un analisis de varianza de una via y una prueba de separacion de medias mediante la
prueba LSD-Fisher. Para los analisis estadisticos se utilizé el paquete estadistico SAS 9.0. Letras
diferentes mostraron diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de LSD-Fisher (p <
0.05). Nivel de significancia: NS: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Resultados
Biomasa y rendimiento

La eficacia de los compuestos foliares aplicados se observé en la acumulacion de biomasa, cuyo
valor se incrementd significativamente tanto con diéxido de cloro como con nano Zn-Mo en
comparacion al control (Figura 2A). Ademas, a pesar de que la mayor acumulacién se presenté con
la aplicacion de ClO2, con un incremento de 29 % con respecto al control, no hubo diferencia
significativa frente a la aplicacion de nano Zn-Mo. Por lo tanto, ambos compuestos son eficaces para
incrementar la acumulacion de biomasa total (p < 0.01).

El rendimiento de vainas en plantas de frijol fue estimulado por la aplicacion de nano Zn-Mo
(Figura 2B), que mostré un incremento significativo del 145 % con respecto al control y del 90 % con
respecto a la aplicacion de ClOz (p < 0.001).
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Figura 2. Efecto de la aplicacion via foliar de di6xido de cloro (ClO2) y nano Zn-Mo en
plantas de frijol ejotero cv. Strike sobre la acumulaciéon de biomasa total (A) y rendimiento de
vainas (B). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun la prueba de LSD-
Fisher (p < 0.05).

indice de clorofila

En el presente experimento, el indice de clorofila medido a través de las unidades SPAD fue
afectada en diferentes niveles dependiendo de la fecha de medicién (Tabla 2 y Figura 3). A los 18
das, que corresponde a la etapa de formacion de hojas primarias, no se encontré diferencia
significativa entre tratamientos (p > 0.05). A los 25 das, cuando se formaron las terceras hojas
trifoliadas, el tratamiento nano Zn-Mo obtuvo las mayores unides SPAD, con un incremento del 8 %
con respecto al control (p < 0.01). A los 32 das, en la etapa de prefloraciéon, no se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05). A los 39 das, en la etapa de floracion, el tratamiento CIO2
sobresalié con respecto al control, con un incremento del 11 % con respecto al control. Sin embargo,
no presento diferencia significativa frente a nano Zn-Mo (p > 0.01). Por dltimo, a los 46 das, cuando
se formaron las vainas, no se encontraron diferencias significativas, sin embargo, las mayores
unidades SPAD se presentaron en el tratamiento nano Zn-Mo, que fue 17 % mayor con respecto al
control.
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Tabla 2. Efecto de la aplicacion via foliar de diéxido de cloro (ClO2) y nano Zn-Mo en
plantas de frijol ejotero cv. Strike sobre el indice de clorofila. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas segun la prueba de LSD-Fisher (p < 0.05).

Unidades SPAD

18 das 25 das 32 das 39 das 46 das
CONTROL 38.78+1.70 2 41.64+0.95°b 42.75x4.20 2 42.98+2.10 b 40.46+3.49 °
ClO2 38.84+0.72 2 42.74+2.14° 44.02+0.81 2 47.51+4.44 a 46.76+6.31 2
NANO Zn-Mo 38.27+1.102 45.08+1.412 45.60+£2.97 2 46.31+3.84 aP 47.40+4.59 2
Nivel de significancia NS ** NS % NS

das = Dias después de la siembra. Nivel de significancia: NS: No significativo; *: p < 0.05; **: p
<0.01; ***: p < 0.001.

50 -
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35
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=0=CONTROL =0-ClO2 =0-NANO Zn-Mo

Figura 3. Efecto de la aplicacion via foliar de di6xido de cloro (ClO2) y nano Zn-Mo en

plantas de frijol ejotero cv. Strike sobre la evolucion de las unidades durante el ciclo del
cultivo.
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Actividad de la enzima nitrato reductasa “in vivo” (E.C. 1.7.1.1)

En el presente experimento, la actividad de la enzima nitrato reductasa medida “in vivo” se vio
afectada por la aplicacién de ClO2 y nano Zn-Mo. La mayor actividad se presentd en el tratamiento
control, con un incremento significativo del 141 % con respecto a la aplicaciéon de nano Zn-Mo y del
77 % con respecto a la aplicacién de CIO2 (p > 0.001).

Concentraciéon de aminoacidos solubles

La concentracion de aminoacidos solubles més elevada se presenté en el tratamiento nano Zn-
Mo. Este tratamiento se incremento significativamente en un 71% con respecto al control y en un 49
% con respecto a la aplicacion de CIOz (p > 0.001).

Concentracién de clorofila total

Similar a la concentracion de aminoacidos solubles, la concentracion de clorofila total se elevé
significativamente en el tratamiento nano Zn-Mo, con un incremento del 29 % con respecto al control
y del 38% con respecto a la aplicacién de ClO2 (p > 0.001).

Concentracién de nitréogeno total

Los tratamientos de nano Zn-Mo y CIO2 fueron capaces de elevar la concentracion de nitrégeno
total foliar en comparacion al control. Ademas, no se encontré diferencia significativa entre ambos
tratamientos, pero sin con respecto al control (p > 0.001). El tratamiento CIO2 se incrementd en un
30% con respecto al control, mientras que el tratamiento nano Zn-Mo se incrementé en un 33 % con
respecto al control. Finalmente, esto demuestra que ambos compuestos son eficaces para elevar la
concentracién de nitrégeno en hojas de frijol ejotero.

Tabla 3. Efecto de la aplicacion via foliar de didxido de cloro (CIO2) y nano Zn-Mo en
plantas de frijol ejotero cv. Strike sobre la actividad de la enzima NR, concentraciéon de
aminoacidos solubles, concentraciéon de clorofila total y concentracion de nitrégeno total.

Actividad NR Aminoacidos Clorofila Nitrogeno

solubles total total

(UM de NOz 1 Cm2 o

formados - g FW - h) (mg - g= FW) (g - cm? FW) (%)
CONTROL 1.45+0.18 @ 0.55+0.06 ° 4.94+0.32° 3.21+0.12°
ClO2 0.82+0.17® 0.63+0.05 ° 4.61+0.46 ° 4.18+0.23 2
NANO Zn-Mo 0.60+0.17 ¢ 0.94+0.1 2 6.37+0.49 @ 4.28+0.27 2
1.45+0.18 @ 0.55+0.06 ° 4.94+0.32° 3.21+0.12°
Nivel de
SlgnlflcanCIa *k%k *%k% *kk *k%k

Letras iguales no tiene diferencia estadistica significativa segun la prueba de LSD-Fisher (p<0.05). *: p <
0.05; **: p<0.01; ***: p <0.001.
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Tasa fotosintética

Con respecto a la tasa fotosintética, la aplicacion de diéxido de cloro obtuvo los mejores
resultados. La tasa de fotosintesis mas elevada se encontré en el tratamiento ClO2, con un
incremento significativo del 141 % con respecto al control y del 70 % con respecto al tratamiento
nano Zn-Mo (p > 0.001).

25

- N
o o
M M

>
H o

Tasa fotosintética
(MM de CO, - m? - s™")

[¢)]
M

CONTROL Clo2 NANO Zn-Mo

Compuesto foliar aplicado

Figura 4. Efecto de la aplicacion via foliar de di6xido de cloro (ClO2) y nano Zn-Mo en
plantas de frijol ejotero cv. Strike sobre la tasa fotosintética.

Concentracién interna de CO>

La concentracion interna de CO: se vio afectada por la aplicacién de CIO2 y nano Zn-Mo. La
mayor concentracion se encontré en el tratamiento control. En este caso, el tratamiento nano Zn-Mo
se redujo significativamente un 3 % con respecto al control y el tratamiento ClO2, se redujo
significativamente en un 7 % (p > 0.001).

Tasa de transferencia de electrones

En cuanto a la tasa de transferencia de electrones, tanto la aplicacion de didxido de cloro como
de nano Zn-Mo fueron capaces de elevar los valores con respecto al control. No obstante, el
tratamiento CIOz obtuvo la mayor tasa, con un incremento significativo del 76 % con respecto al
control y del 34 % con respecto a nano Zn-Mo, siendo el tratamiento mas destacado (p > 0.001).

Concentracién de sacarosa

Con respecto a la concentracién de sacarosa, el tratamiento con los valores mas altos fue la
aplicacién de nano Zn-Mo. Dicho tratamiento obtuvo un incremento significativo del 14 % con
respecto al control y un incremento no significativo con respecto a ClO2z del 6 %. En este caso no se
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encontraron diferencias significativas entre el tratamiento control y la aplicacién de diéxido de cloro
(p > 0.05).

Concentracién de carbono total

Finalmente, la concentracion total de carbono foliar fue estimulada en mayor medida con la
aplicacion de dioxido de cloro. El tratamiento ClO2 obtuvo un incremento significativo del 3 % con
respecto al control, sin embargo, no se encontré diferencia significativa frente al tratamiento nano
Zn-Mo (p > 0.05).

Tabla 4. Efecto de la aplicacion via foliar de di6xido de cloro (ClO2) y nano Zn-Mo en
plantas de frijol ejotero cv. Strike sobre la concentracién interna de CO., tasa de transferencia
de electrones, concentracion de sacarosay concentracion de carbono total.

Concentracion Tasade
interna de CO transferencia de Sacarosa Carbono total
2 electrones

(UM CO2 - molt) (UM m2 st (mg - gt FW) (%)
CONTROL 395.19+5.80 @ 79.39+17.13°¢ 16.22+1.71° 40.19+0.47
ClO2 371.06+6.38 € 139.47+12.39 @ 17.34+1.24 @ 41.45+0.31 2
NANO Zn-Mo 384.03+4.06 104.14+18.94 " 18.46+1.81 2 40.99+0.98 ab
Nivel de

significancia hokk ok * *

Letras iguales no tiene diferencia estadistica significativa segun la prueba de LSD-Fisher (p<0.05). *: p
<0.05; **: p £0.01; ***: p £0.001.

Discusién

Estudios previos han documentado la efectividad de la aplicacion de cloro y nano Zn-Mo en el
crecimiento, la asimilacion de nitrégeno y fotosintesis en diversas especias como arroz, trigo, cebada
y lechuga. En el presente estudio, la biomasa total de plantas de frijol increment6 tanto con la
aplicacién de dioxido de cloro como de nano Zn-Mo (Figura 2A). Este comportamiento ya ha sido
previamente reportado por varios autores, quienes indican que debido a que el cloro, presente como
ion Cl- es osméticamente activo y necesario para la turgencia y osmorregulacion, esta relacionado
al crecimiento normal de las plantas (Geilfus, 2018). Por ejemplo, Franco-Navarro et al. (2016),
reportaron un incremento del 50 % en la biomasa seca de plantas de tabaco tratadas con 5 mM de
CI-, en comparacion con plantas sin tratamiento. Posiblemente el incremento en la biomasa seca de
plantas de frijol ejotero observado en el presente experimento se deba al rol del cloro como
micronutriente benéfico cuando se aumenta su concentracion. Algunas de las respuestas reportadas
al suministrar Cl como macronutriente incluyen la expansion foliar, crecimiento general de la planta,
osmorregulacién y mejor balance hidrico. De forma general, el efecto en el crecimiento de plantas
nutridas con cloro se asocia a las alteraciones fisiolégicas y morfologicas en el tejido foliar (Franco-
Navarro et al., 2016). Por otro lado, el zinc y el molibdeno estan presentes en procesos metabdlicos
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como cofactores, por lo que el desarrollo de plantas esta sujeto a la absorcién y asimilacién de estos
micronutrientes (Manuel et al., 2018; Solanki, 2021). Mahdieh et al. (2018) informaron que la
aplicacién foliar de nano particulas de zinc en plantas de frijol logré incrementar en un 16 % la
biomasa seca. De la misma forma, Chen et al. (2023) indican que la biomasa seca de plantas de
plantas de tabaco se incrementé en un 15 % con la aplicacion por irrigacion de nanoparticulas de
molibdeno a 25 pg mLl. Anteriormente se ha reportado que la aplicacion de zinc mejora la
vigorosidad y estabilidad de las membranas en plantas, por lo cual, el crecimiento incrementa
(Mahdieh et al., 2018). Ademas, otros autores indican que las nanoparticulas de zinc favorecen el
crecimiento gracias a la mayor produccién de auxina (Du et al., 2019).

La eficiencia de los procesos metabdlicos como la fotosintesis, la acumulaciéon de nutrientes,
entre otros procesos importantes que ocurren dentro de las plantas condicionan la produccion de
frutos (Monreal et al., 2016). En cuanto al rendimiento de vainas en el presente experimento, los
resultados son similares a los reportados para otras especies. Prasad et al. (2012), indican que la
adicion de nanoparticulas de sulfato de Zn a una dosis de 133 mg L logré incrementar un 30 % el
rendimiento en plantas de cacahuate en comparacion al control. Asi mismo, Ybafiez et al. (2020)
reportaron que la aplicacién de nanoparticulas de éxido de zinc sintetizadas con ZnCl: a una dosis
de 32 mg planta, lograron incrementar el rendimiento en tomate en un 134 % en comparacion al
control y superar el rendimiento de plantas tratadas con nano Zn comercial y Zn granulado. Mufioz-
Marquez et al. (2022b), quienes aplicaron nano Mo a plantas de frijol a una dosis de 10 ppm, lograron
incrementar el rendimiento en un 91 % en comparacion al control. Se puede atribuir al aumento en
el rendimiento de vainas a la mejora en los procesos fisiolégicos relacionados con enzimas, como
una mejor asimilacién de N, donde participan el zinc y el molibdeno como cofactores, provocando
una mayor concentracién de asimilados y, por ende, mayor crecimiento y produccién (Ghasemi et
al., 2013).

La medicion del indice de clorofila a través de las unidades SPAD es una herramienta que
permite medir cuantitativamente la intensidad del verdor de la hoja, midiendo las transmisiones de
luz, donde ocurre absorcién de luz por la molécula de clorofila (Cunha et al., 2015). El aumento de
los valores SPAD observado en el presente es similar al reportado por Silva et al. (2020), quienes
no encontraron diferencia en las unidades SPAD en el cultivo de frijol cuando se adicion6 Mo a seis
dosis (0, 20, 40, 80, 120y 160 g ha?). Sin embargo, los parametros de biomasa y niumero de vainas
si obtuvieron incrementos. Anteriormente, se ha relacionado a micronutrientes como el Zn y el Mo
con el mantenimiento en la estructura de la clorofila y con la obtencidn y conversion de N, que a su
vez forma parte de la clorofila (Yeboah et al., 2021). Posiblemente, la aplicacién de Nano Zn-Mo
permitid una mejor constitucion de la clorofila, que finalmente se expresé en un mayor verdor en este
tratamiento evaluado.

La enzima nitrato reductasa (NR) participa en la asimilacién de nitrogeno y esta regulada por el
contenido de nitrato y molibdeno, asi como su relacién entre el contenido de azlcar y de
aminoacidos, lo que la convierte en un buen indicador de la asimilacién de nitrégeno y carbono en
plantas (Ponce-Garcia et al.,, 2019). Autores como Imran et al. (2019), describen aumentos
significativos en las actividades NR y NiR de plantas de trigo tratadas con Mo. La actividad de la
enzima NR es activada por la presencia del cofactor de Mo (MoCo), que, a su vez, permite la
transformacion de NOsz~ a NO2™ y un subsecuente agotamiento del sustrato NOz~. Una vez hecho
esto, los transportadores de alta afinidad son inducidos a absorber mas NOs™~ de la solucién (Vigani
et al., 2017; Imran et al., 2019). En este sentido, los resultados obtenidos en biomasa total y
contenido de nitrégeno organico indican que, las plantas de frijol ejotero tratadas con nano Zn-Mo
una mayor acumulacion de N orgéanico total y finalmente un mayor crecimiento expresado en la
biomasa total. La mayor actividad de la enzima en el tratamiento control, pudo deberse a la falta de
fructificacion y una mayor necesidad por crecimiento vegetativo.
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Los aminoacidos desempefian numerosas funciones metabdlicas por lo que al medir la
concentraciéon de estos se puede obtener el estado fisioldgico de la planta (Ramirez-Estrada et al.,
2022). Latendencia observada en los tratamientos de este estudio es similar a la reportada por Imran
et al. (2019), quienes indican que en dos cultivares de trigo, la aplicacion de Mo logré aumentar
significativamente el contenido de proteinas y aminoacidos solubles, en comparacion con plantas
deficientes de Mo. Como se mencion0 anteriormente, la activacion del metabolismo del N impulsada
por la presencia del Mo como cofactor de la NR, desencadena finalmente la sintesis de aminoacidos,
uno de los productos finales de la ruta de asimilacion del N (Liu et al., 2017). Es probable que el
aumento en la concentracion de amino&cidos solubles se deba al efecto de la aplicacion exégena de
Mo.

La fotosintesis es el mecanismo de la planta a través del cual se capta la luz solar y que a su
vez se lleva a cabo por la clorofila contenida en los cloroplastos (Mufioz-Marquez et al., 2022a). Los
resultados obtenidos concuerdan con Liu et al. (2019), quienes lograron incrementar
significativamente en un 19.23 % el contenido de clorofila total con la aplicacién de zinc y molibdeno
en plantas de trigo. Este efecto podria ser atribuido a los roles que tienen tanto el Zn como el Mo en
la formacién de la clorofila. Se ha demostrado que la deficiencia de Mo puede inhibir la sintesis de
clorofila sobre todo en temporadas de invierno, y por su parte, el Zn promueve la formacién de
clorofila a través de la regulacion en concentraciones citoplasmaticas de nutrientes (Bharti et al.,
2014).

La cuantificacién de la concentracion de nitrégeno organico es un buen indicador del estado
fisioloégico y nutrimental de las plantas, por lo que resulta una variable importante para observar la
absorcién mineral de las plantas tratadas (Leghari et al., 2016). Los datos procedentes del presente
estudio son consistentes a lo reportado por Khan et al. (2014), quienes observaron aumentos
significativos del 111 % con la aplicaciéon de Mo a una dosis de 0.5 kg ha! en cultivo de Haba. El
efecto positivo en la concentracién total de nitrégeno en la planta puede deberse a la relacién que
guardan estos nutrientes. EI Mo es parte integral de una de la enzima clave en el proceso de
asimilacion de nitrégeno, la NR (Kaiser et al., 2005). Ademds, en leguminosas, el efecto puede
mostrarse aun mejor ya que el molibdeno favorece la integridad de la enzima nitrogenasa en los
nddulos fijadores de N atmosférico, por lo que esto podria potenciar la captura y absorcién de N
(Khan et al.,, 2014). Finalmente, los datos concuerdan con los obtenidos en biomasa total,
rendimiento, pigmentos fotosintéticos, actividad NR y concentracién de aminoacidos solubles,
apoyando la teoria de que el nano Zn-Mo incrementa todo el proceso de asimilacion de N en plantas
de frijol.

La medicion de la tasa fotosintética es un indicador del correcto funcionamiento del metabolismo
de las plantas debido a que es uno de los procesos mas importantes de las plantas en el cual
convierten la energia solar en energia quimica para que la planta crezca y se desarrolle
adecuadamente (Gutierrez-Ruelas et al., 2021).

Al igual que Xu et al. (2013), los datos obtenidos en el presente trabajo de investigacion
evidencian los efectos de la aplicacion de cloro sobre la tasa fotosintética de plantas. Los autores
antes mencionados obtuvieron aumentos del 51 y 48.7 % en plantas Zoysia japonica sobre la tasa
fotosintética al adicionar cloro a dosis de 10 y 20 mM respectivamente. Dicho aumento se podria
deber al papel sefializador del cloro en metabolismo de las plantas. El transporte de electrones dentro
del aparato fotosintético en las membranas de los tilacoides es muy sensible a la concentracion de
iones como el CI- (Herdean et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que plantas tratadas con cloro
poseen una mayor capacidad para prevenir el dafio de la deshidratacion celular equilibrando la fuerza
osm@tica del citoplasma, mejorar el estado hidrico y por lo tanto promover la fotosintesis sobre
aquellas sin aplicacién (Ben Amor et al., 2010). Asi mismo, los datos obtenidos acerca de la tasa de
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transporte de electrones y tasa interna de CO:2 corresponden al rol del cloro en la activacion de
enzimas involucradas en el fotosistema Il. El CI- es cofactor esencial para la evolucion del oxigeno,
a pesar de que aldn no se determina en su totalidad cdmo se cataliza el oxigeno (Pokhrel et al.,
2011).

Watanabe et al. (2016), determinaron que la aplicacion de cloruro de potasio a dosis de 0.75 g
maceta! promovieron la acumulacién de sacarosa en el cultivo de cafia de azlcar, en comparacién
con otras fuentes de potasio, por lo que se podria atribuir a la fertilizacién con cloro. Sin embargo,
Wu et al. (2015), descubrieron que la aplicacién de dosis desde 0 hasta 150 mM de cloruro de sodio
en remolacha azucarera no tuvo efecto significativo en la acumulacién de sacarosa. La respuesta de
la produccion de azucares solubles parece depender de la especie e inclinarse al metabolismo del
N mas que del C. El crecimiento de los brotes vegetativos esta sujeto a la translocacion de Ny C
asimilados, que a su vez depende de la correcta asimilacién de NOs y CO2. La absorcion de N por
las raices estéa sujeta a mas factores adversos que la obtencion de CO: por la fotosintesis, por lo que
la acumulacion de productos de asimilacién de la fotosintesis podria ser mas dependiente de un
correcto ciclo de asimilacion del N (Lawlor, 2002).

Desde un punto de vista agronémico, el rendimiento es el aspecto mas importante a considerar
para produccién de cultivos (Prahdan et al., 2015). Sin embargo, cuando se discute el funcionamiento
del metabolismo primario para fines de investigacion, es necesario tomarlo en cuenta ya que, el
rendimiento es la consecuencia de la bioquimica de las plantas. Autores han mencionado que, en
resumen, el contenido de nitrégeno disponible esta relacionada a la sintesis de aminoacidos y, por
lo tanto, de proteinas y otros componentes celulares (Hildebrandt et al., 2015). Para una asimilacion
acelerada de CO2 son necesarios cloroplastos bien constituidos y la sintesis normal de la enzima
ribulosa bifosfato carboxilasa-oxidasa (Rubisco), ademas de poder reductor de NADP*. Los primeros
dos componentes son dependientes de un suministro adecuado de N. Asi mismo, para capturar y
transformar la energia fotosintética, se requiere una gran cantidad de clorofila, por lo que igualmente,
el N apoya este proceso. En consecuencia, el correcto suministro de N también permite la asimilacién
de CO: a triosas fosfato y finalmente a sacarosa (Zhong et al., 2017; Lawlor, 2002).

El tratamiento evaluado con el mayor rendimiento fue Nano Zn-Mo (Figura 2). De igual manera,
la mayor acumulacion de N total se observé en el mismo tratamiento, asi como mayor concentracion
de aminoécidos solubles, clorofila total y unidades SPAD (Tabla 3, Figura 3). En cambio, la mayor
tasa fotosintética y tasa de transferencia de electrones se observé con la aplicacién de ClOz (Tabla
4). El tratamiento control obtuvo mayor actividad NR y una concentracion interna de CO2 mas alta
(Tabla 3, Tabla 4). Probablemente, la asimilacién de N fue el factor que favorecié en tratamiento
Nano Zn-Mo, expresado en mayor rendimiento, a diferencia del tratamiento con ClO2, que solo
obtuvo efecto mejorado en la transformacion de energia fotosintética (Figura 5). El tratamiento control
obtuvo una mayor actividad NR y una mayor concentracion interna de CO2, posiblemente con el fin
de compensar la baja acumulacion de N, se incrementd la sintesis de la enzima, y del mismo modo,
esa baja acumulacion de N limit6 la asimilacion de CO: a azucares solubles, por lo cual la
concentracion interna se elevo.
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Figura 5. Resumen gréfico del efecto de la aplicacién via foliar de di6xido de cloro (ClOy)
y nano Zn-Mo en plantas de frijol ejotero cv. Strike.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que la aplicacion foliar de nano Zn-Mo a
dosis de 4 ppm a partir de la apariciéon de la primera hoja verdadera (V3, 15 dpias después de la
siembra) se considera una opcién viable para incrementar biomasa, rendimiento, concentracion de
aminoacidos solubles, clorofila y nitrégeno totales en plantas de frijol ejotero cv Strike. Ademas, la
aplicacién foliar de dioxido de cloro a dosis de 30 ppm logré incrementar la biomasa, tasa
fotosintética, tasa de transferencia de electrones, indice de clorofila y nitrégeno total. Finalmente, los
resultados sugieren que la asimilacion de carbono esta integrada a la asimilacion de nitrégeno en
plantas de frijol, siendo el suministro de nitrdgeno como componente celular el factor crucial para
impulsar ambos metabolismos.
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