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Resumen

En la busqueda de alternativas mds sustentables para mejorar la productividad agricola, el uso de
nanoparticulas (NPs) es una estrategia prometedora para optimizar la fertilizacion,
particularmente en el suministro eficiente de nutrientes limitantes en los suelos. Sin embargo,
aunque podrian aumentar la disponibilidad y eficiencia de absorcién de elementos esenciales,
aun no se conocen a profundidad los efectos que estos tratamientos pueden ejercer sobre las
comunidades bacterianas del suelo y la raiz, las cuales también desempefian un papel
fundamental en la salud y nutricién vegetal. En este proyecto, se sintetizaron y caracterizaron NPs
de 6xido de zinc dopadas con hierro (ZnO:Fe) para evaluar el efecto de la aplicacion foliar de sobre
las comunidades bacterianas de la rizosfera de rdbano (Raphanus sativus). Se realizaron dos
ensayos; el primero se llevé a cabo en suelo agricola, aplicando directamente un fertilizante
comercial (Monster) y NPs para observar el efecto directo sobre las comunidades bacterianas. En
el segundo ensayo, se aplicaron los tratamientos de manera foliar en plantas de rabano para
evaluar los cambios en las comunidades bacterianas (mediados por la planta) en las comunidades
de la rizosfera. En ambos casos, se evalué la diversidad y estructura de las comunidades
bacterianas por secuenciacion de amplicones de 16S rRNA. Los resultados mostraron que la
aplicacion directa al suelo no generd alteraciones significativas en las comunidades bacterianas.
En planta, la aplicacién foliar de NP ZnO:Fe mostrd ligeros incrementos en el tamafio y el area
radicular en comparacion con los demds tratamientos, acompafiados de cambios puntuales en la
composicion de las comunidades bacterianas. Especificamente, encontramos que el tratamiento
foliar con ZnO incrementd la abundancia relativa de las bacterias de las familias
Intrasporangiaceae, Chitinophagaceae y Nitrosomonadaceae, mientras que la aplicacién foliar de
ZnO:Fe ocasiond aumentos en las familias Bacillaceae, Phaselicystidaceae, Caulobacteraceae y
disminucion en la familia Pedosphaeraceae. Nuestros datos indican que la interaccién planta—NP
puede modular indirectamente la composicidon bacteriana de la rizosfera, ya que no fueron
observados tras la aplicacidon directa en suelo. En conjunto, este estudio aporta evidencia sobre
como la aplicacidn foliar de nanoparticulas puede influir indirectamente en la estructura de las
comunidades bacterianas de la rizosfera, destacando la importancia de considerar las
interacciones bacteria—rizosfera y suelo-nanomaterial para evaluar el uso sostenible de NPs en
sistemas agricolas.

Palabras clave: Agronanotecnologia, micronutrientes, nanoparticulas, suelo agricola, rizosfera
ORCID ID: 0009-0006-9509-9796

Vo. Bo. Co-Directores de Tesis

Dr. Jorge Gustavo Rocha Estrada Dr. Luis Hernandez Adame



Summary

In the search for more sustainable alternatives to improve agricultural productivity, the use of
nanoparticles (NPs) is a promising strategy to optimize fertilization, particularly in the efficient
supply of nutrients that are limiting in soils. However, although these materials could increase the
availability and uptake efficiency of essential elements, the effects that these treatments may
exert on soil and root bacterial communities are still not fully understood; importantly, these
communities also play a fundamental role in plant health and nutrition. In this project, iron-doped
zinc oxide nanoparticles (ZnO:Fe NPs) were synthesized and characterized to evaluate the effect
of their foliar application on the bacterial communities of the rhizosphere of radish (Raphanus
sativus). Two experiments were conducted. The first was carried out in agricultural soil, where a
commercial fertilizer (Monster) and NPs were applied directly to observe their direct effect on
bacterial communities. In the second experiment, treatments were applied foliarly to radish plants
in order to evaluate plant-mediated changes in rhizosphere bacterial communities. In both cases,
the diversity and structure of bacterial communities were evaluated through 16S rRNA amplicon
sequencing. The results showed that direct soil application did not generate significant alterations
in bacterial communities. In plants, foliar application of ZnO:Fe NPs showed slight increases in
root size and root area compared with the other treatments, accompanied by specific changes in
the composition of bacterial communities. Specifically, we found that foliar treatment with ZnO
increased the relative abundance of bacteria belonging to the families Intrasporangiaceae,
Chitinophagaceae, and Nitrosomonadaceae, whereas foliar application of ZnO:Fe caused
increases in the families Bacillaceae, Phaselicystidaceae, and Caulobacteraceae, along with a
decrease in the family Pedosphaeraceae. Our data indicate that the plant—NP interaction may
indirectly modulate the bacterial composition of the rhizosphere, since these effects were not
observed after direct application to the soil. Overall, this study provides evidence that foliar
application of nanoparticles can indirectly influence the structure of rhizosphere bacterial
communities, highlighting the importance of considering bacteria—rhizosphere and soil-
nanomaterial interactions when evaluating the sustainable use of NPs in agricultural systems.

Keywords: Agronanotechnology, micronutrients, nanoparticles, agricultural soil, rhizosphere.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como la ciencia dedicada al disefio, produccidn, caracterizacién y
aplicacion de materiales a escala nanométrica. Un nandmetro representa la milmillonésima parte
de un metro (10° m = 1 nm), por lo que el rango en el cual se encuentran las particulas o
materiales de estudio corresponde entre 1 a 100 nandmetros (nm) (Quintili,2012). En esta escala,
la reduccién de tamafio del material provoca un confinamiento cuantico de los electrones, lo que
modula las propiedades intrinsecas de los materiales y los convierte en sistemas con propiedades
distintas de las observadas en su forma macroscdpica, incluyendo cambios en la conductividad
eléctrica, reactividad quimica, comportamiento Optico, interaccion bioldgica y/o estabilidad
térmica y estructura. Estas caracteristicas permiten que los nanomateriales tengan un amplio

potencial de aplicaciones (Auffan et al., 2009).

La nanotecnologia se considera un drea emergente de la ciencia con un gran impacto en las
actividades cotidianas. El conocimiento sobre procesos quimicos y fisicos a nivel molecular se
convierte poco a poco en un mayor interés en investigaciones multidisciplinarias, las cuales
representan una oportunidad en el campo cientifico-tecnolégico, especialmente en medicina y
agricultura (Mejias et al., 2009). En el ambito agricola, la nanotecnologia ha comenzado aimpulsar
el desarrollo de nuevas formulaciones de pesticidas, promotores de crecimiento, inductores de
resistencia al estrés bidtico y abidtico, fertilizantes y algunas aplicaciones mas, con el objetivo de
mejorar la calidad de los cultivos, eficientar el aprovechamiento de los recursos e inducir una

agricultura mds sustentable (Kah et al., 2018).

Respecto al contexto agroambiental, la nanotecnologia representa una oportunidad para
enfrentar retos relacionados con la seguridad alimentaria, asi como para desarrollar sistemas de
uso eficiente de recursos y mitigar impactos ambientales negativos. Sin embargo, mientras mas
es el auge de su uso, igualmente mayor es la preocupacion sobre los efectos bioldgicos y
ambientales de los nanomateriales liberados en el ecosistema (Veldsquez et al., 2015). Asimismo,
el empleo de materiales a nanoescala en la remediacién de suelos y aguas altamente

contaminados ha demostrado resultados prometedores, debido a su elevada area superficial



especifica y a su notable capacidad de adsorcidn y transformacion de diversos contaminantes. No
obstante, es indispensable evaluar de forma integral su destino, persistencia y posibles efectos en
el suelo agricola, a fin de asegurar que su aplicacidn contribuya a la recuperacién ambiental sin

generar impactos adversos en los ecosistemas (Guerra et al., 2016).

1.2 Nanoparticulas

Las particulas que tiene como objetivo sintetizar la nanotecnologia se denominan nanoparticulas
(NPs), las cuales son formadas por atomos de igual o diferente naturaleza y presentan al menos
una de sus dimensiones en el rango de tamafio de 1 a 100 nm. De manera general las NPs pueden
clasificarse en dos grandes grupos: 1) NPs orgdnicas y 2) NPs inorganicas (Fig. 1). Las organicas se
caracterizan por estar compuestas principalmente por atomos de carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno. Estas nanoparticulas destacan por su biodegradabilidad y biocompatibilidad, lo que
favorece su aplicacién en biomedicina o en areas de biotecnologia. Por otro lado, las NPs
inorganicas son materiales compuestos por elementos o compuestos de naturaleza no orgéanica
como oro o plata, 6xidos metalicos (como diéxido de titanio o 6xido de zinc) y materiales
magnéticos (como oéxidos de hierro) que presentan al menos una dimensién en el rango de 1 a
100 nanémetros (Velasquez et al.,2015).

NPs organicas
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Figura 1. Algunos ejemplos representativos de NPs organicas e inorganicas.



No obstante, el incremento en la aplicacién de nanoparticulas ha generado una serie de preguntas
respecto a su destino, comportamiento y posibles efectos en el medio ambiente, ya que pueden
interactuar con organismos del suelo y plantas modificando procesos fisioldgicos y ecolégicos

fundamentales (Kumari et al., 2010).

1.3 Sintesis de nanoparticulas

Las NPs se producen principalmente mediante dos enfoques de sintesis: 1) top-down y 2) bottom-
up (Fig. 2) El método top-down (descendente) consiste en reducir el tamafio de un material a
granel hasta alcanzar la escala nanométrica. Este proceso implica la fragmentacion o
desintegracion controlada del material inicial mediante técnicas fisicas o mecdanicas, como la
molienda, la litografia o la ablacion, con el objetivo de obtener particulas de dimensiones
nanomeétricas. Por otro lado, el método bottom-up (ascendente) se basa en la construccién de las
nanoparticulas a partir de dtomos, iones o moléculas que se ensamblan progresivamente hasta
formar estructuras organizadas. Este enfoque suele involucrar procesos quimicos, como la
condensacién de especies provenientes de la volatilizacidon de un sélido o reacciones en solucién,
permitiendo un control mas preciso del tamafio, la morfologia y la estructura final de las

nanoparticulas (Suchanek & Riman, 2006).
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Figura 2. Método top-down y bottom- up para la sintesis de NPs (Lithi et al., 2025).

Dentro de las técnicas de bottom-down, se encuentra la sintesis hidrotermal. Este método consiste

en colocar las sales precursoras en agua dentro de un sistema cerrado, para posteriormente ser
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llevadas a temperaturas superiores a 100 °C. Para algunos materiales, también es necesario llevar
la reaccion a alta presion y mantenerla asi durante un periodo de tiempo determinado, lo que
permite producir materiales con alta cristalinidad, pureza y una distribucidn estrecha de
morfologia y tamafio. Asimismo, existen variantes de este método en donde se utiliza algin otro
solvente diferente del agua (sintesis solvotermal), y algunas otras en donde la sintesis hidrotermal
se combina con microondas o ultrasonido para mejorar las condiciones de reaccion (Suchanek &

Riman, 2006).

En la reaccion solvotermal, se utiliza un solvente a baja presion y temperatura por encima de su
punto critico para incrementar la solubilidad del sélido. Los disolventes empleados pueden ser

muy variados; los mas comunes son solventes organicos como alcoholesy glicoles (Li & Wu, 2026).

1.4 Técnicas de caracterizacion

La caracterizacién de las NPs es un proceso fundamental para comprender sus propiedades
fisicoquimicas y entender la relacidn directa entre la estructura y funcionalidad de las mismas.
Debido a su tamafio nanométrico, es necesario emplear técnicas analiticas complementarias que
permitan evaluar caracteristicas estructurales, quimicas, dpticas y morfolégicas. Algunas de estas
técnicas son la espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), difracciéon de
rayos X (XRD), espectroscopia de absorcién UV-vis (Abs UV-vis), espectroscopia de fotoelectrones
emitidos por rayos X (XPS), dispersién dindmica de luz (DLS) y microscopia electrénica de barrido
(SEM), entre algunas otras. Estas técnicas son esenciales para confirmar una sintesis de NPs
exitosa, asi como determinar sus propiedades fisicoquimicas y entender a profundidad parte de

los mecanismos de interaccién en sus diferentes aplicaciones (Biesinger, M., 2017).

1.4.1 Difraccion de rayos X (XRD)

La difraccién de rayos X (XRD) es una de las técnicas mas usadas para la caracterizacion de
materiales, ya que permite determinar la estructura cristalina, fase y tamafio promedio del cristal

en las NPs (Campos, 2013; Bunaciu et al., 2025). A partir del andlisis de los patrones de difraccidn,



es posible identificar la naturaleza del material y la formaciéon de planos cristalograficos

especificos (lravani, S., 2011).

Esta técnica, se basa en la incidencia de un haz de rayos X el cual es dirigido sobre el material, que
puede ser polvo o sélido, en donde se relaciona la longitud de onda (A) del haz incidente de rayos
X (radiacién k, emitida por el cobre a A= 1.5418 A) con la distancia interatémica y el dngulo de

incidencia de este haz sobre la muestra que analiza (Campos, 2013; Bunaciu et al., 2025).

Su principio fundamental se basa en la ley de Bragg, que consiste en la proyeccién de haces de
rayos X (R-X) difractados en los planos cristalograficos de los &tomos que componen el material.
Un diagrama representativo que explica el fundamento de la técnica (Fig. 3), donde n es un
numero entero, A es la longitud de onda de los rayos X, d es la distancia entre los planos de la red
cristalina y ¥ es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersién (Bunaciu et al.,

2015).

Figura 3. Ley de Bragg.
1.4.2 Espectroscopia de absorcion Uv-Vis

La técnica de espectroscopia de absorcion UV-Visible (UV-Vis) se basa en la interaccion de la
radiacion electromagnética en la region ultravioleta y visible con la materia. Cuando un haz de luz
monocromatica atraviesa una muestra, parte de la radiacion puede ser absorbida, transmitida o

reflejada, dependiendo de las propiedades dpticas del sistema analizado. En disoluciones, la



magnitud mds comunmente medida es la absorbancia (A), aunque también pueden determinarse
la transmitancia (T) y, en sistemas sdlidos o superficies, la reflectancia (R). La absorbancia esta
relacionada con la cantidad de luz absorbida por el analito y depende de tres factores principales:
la concentracion del analito (c), la longitud del camino éptico de la celda (b) y la capacidad
intrinseca de absorcién de la especie quimica, expresada mediante el coeficiente de absorcién
molar (g). Esta relacion se describe mediante la ley de Beer-Lambert (Fig. 4) en la siguiente

ecuacion (lravani, S., 2011):

A= —IogT=loL]0: ebc (1)

[

Figura 4. Ley de Beer-Lambert (Bhattacharjee, 2016).

Con esta técnica es posible determinar de manera cualitativa y cuantitativa una gran variedad de
materiales o moléculas de acuerdo con sus propiedades épticas y que ademds se encuentren
comprendidas entre los 190 nm y 780 nm, aunque se puede expandir hasta los 1000 nm (Lahiani et

al,, 2013).

1.4.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La técnica de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) permite identificar los
grupos funcionales presentes en la superficie de las nanoparticulas mediante la deteccion de

vibraciones moleculares caracteristicas (lravani, S., 2011).



Esta técnica se basa en la medida de la excitacion de las moléculas y grupos funcionales de las
muestras que son expuestas a un haz de luz infrarroja (IR). Cuando la luz IR entra en contacto con
los materiales, crea vibraciones en regiones especificas del espectro IR, las cuales pueden
clasificarse en vibraciones de tension o flexién. Estas deformaciones en los enlaces generan
movimientos simétricos y asimétricos, los cuales son Unicos para cada compuesto y son medidos
dentro de infrarrojo medio el cual abarca desde los 4000 a 650 cm-1 por lo que Los espectros de
infrarrojo son conocidos como la “huella digital” de las moléculas porque cada compuesto presenta
un patrén Unico de bandas de absorcidon Un esquema representativo de las vibraciones en la region
del IR (Fig. 5), donde es posible observar los distintos modos de tensidn (simétrica y antisimétrica)
y de flexién (balanceo, tijereo, aleteo y torsién), los cuales describen los movimientos
fundamentales que experimentan los enlaces quimicos al absorber radiacién infrarroja (Barraza-

Garza et al., 2013).
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Figura 5. Vibraciones inducidas por IR (Iravani, S., 2011).
1.4.4 Dispersion dindamica de luz (DLS)

La dispersion dinamicade luz es una técnica utilizada para caracterizar la movilidad
electroforética de sistemas coloidales, carga superficial, peso molecular y diametro
hidrodindmico de particulas en una suspension coloidal. Esta técnica se basa en el analisis de las
fluctuaciones temporales en la intensidad de la luz dispersada por particulas que experimentan

movimiento browniano en un medio liquido (Kotodziejczak-Radzimska & Jesionowski, 2014).
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El tamafio hidrodindmico considera no solo el nucleo sélido de una NP, sino también cualquier
capa superficial asociada, como moléculas de solvente, recubrimientos o moléculas organicas
superficiales. Ademas del tamafio promedio, la técnica de DLS permite evaluar la dispersién de la
muestra a través del indice de polidispersidad (PDI), parametro que proporciona informacion
sobre la homogeneidad del sistema coloidal. Valores bajos de PDI indican una distribucién de
tamafio estrecha, mientras que valores cercanos a 1, sugieren la presencia de agregacién o una

distribucién amplia de tamafios (Bhattacharjee, 2016).

El tamafio de nanoparticula determinado por dispersién dindmica de luz (DLS) suele ser mayor
que el obtenido mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) o microscopia electrénica
de barrido (SEM) debido a las diferencias en el principio de medicién y en el estado fisico de la
muestra analizada(Fig. 6). En DLS, el valor reportado corresponde al didmetro hidrodindmico, el
cual incluye no solo el nicleo sélido de la particula, sino también la capa de solvatacién, moléculas
adsorbidas en la superficie y posibles agregados presentes en suspensién. Ademas, al ser una
técnica basada en la intensidad de la luz dispersada, las particulas de mayor tamano o pequefios
agregados contribuyen de manera desproporcionada a la sefial, lo que puede incrementar el
tamano promedio medido. En contraste, TEM y SEM permiten observar directamente el tamano
fisico del nucleo de la nanoparticula en estado seco y bajo condiciones de vacio, excluyendo la
capa de hidratacién y reduciendo, en muchos casos, la presencia de agregacion. Por ello, es comun
gue el tamafio obtenido por DLS sea superior al determinado por microscopia electrénica

(Goldstein et al., 2018).

TEM

R

n
Hydrodynamic diameter

Figura 6. Esquema representativo de las areas medidas por DLS Y TEM en las particulas
(Bhattacharjee, 2016).



1.4.5 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido, por sus siglas en inglés (Scanning Electron Microscopy), es
empleada para el andlisis de la morfologia, tamafo y distribucién de las NPs. Es una técnica basada
en la generacion de imagenes a partir de electrones emitidos por un catodo, generalmente de
tungsteno, que atraviesan una columna en la que se ha creado un vacio e interacttian con la
superficie de la muestra. Este haz produce electrones secundarios, los cuales son captados por un
detector, donde cada electrén dard origen a varios fotones. Dichos fotones son dirigidos hasta un
fotomultiplicador, y cada fotéon dara origen a un fotoelectron., es decir, los electrones secundarios
son amplificados y detectados por diversos sensores los cuales daran informacion sobre la muestra
escaneada, finalmente, los electrones secundarios producidos son dirigidos hacia un tubo de

rayos catddicos sobre cuya pantalla se producira la imagen resultante(Fig. 7) (Goldstein et al.,
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Figura 7. Diagrama sobre el fundamento de SEM (Sabir et al., 2014).

1.5 Nanoparticulas de éxido de zinc

Dentro de las nanoparticulas de dxidos metdlicos, las NPs de ZnO han atraido un interés cientifico
y tecnoldgico debido a su amplia gama de aplicaciones. El é6xido de zinc es un semiconductor tipo
n con una estructura cristalina hexagonal tipo wurtzita (Fig. 8) y un amplio ancho de banda
prohibida (band gap) de aproximadamente 3.37 eV, ademas de una elevada energia de exciton,
lo que le confiere propiedades opticas y electronicas destacadas, especialmente cuando se

encuentra en la escala nanométrica (Kotodziejczak-Radzimska & Jesionowski, 2014).
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Figura 8. Estructura cristalina hexagonal del 6xido de zinc tipo wurtzita (Sabir et al., 2014).
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El ZnO al ser sintetizado en nanoparticula, presenta un incremento significativo en la relacién
superficie-volumen, lo que favorece su capacidad de interactuar con sistemas bioldgicos. En el
ambito agricola, las nanoparticulas de ZnO han sido estudiadas por su papel como micronutriente
esencial para las plantas, el cual participa en diversos procesos fisioldgicos como lo son la sintesis
de auxinas, la activacién enzimatica y la regulacion del crecimiento vegetal (Dimkpa et al., 2017).
No obstante, el mecanismo de la toxicidad puede estar estrechamente relacionado con su
composicion quimica, estructura quimica, tamano de particula y area superficial de las NPs ZnO

(Sabir et al., 2014).

La deficiencia de zinc en suelos agricolas es un problema ampliamente reportado a nivel mundial,
afectando el rendimiento y la calidad nutricional de los cultivos. En este contexto, las NPs ZnO han
sido estudiadas como fertilizantes nanoestructurados debido a su alta area superficial, mayor
eficiencia de absorcién y liberacidon controlada del nutriente (Meli et al., 2016). Por otro lado, el
hierro (Fe) es otro micronutriente esencial, fundamental en la sintesis de clorofila, la respiracién
celular y la fotosintesis, ya que forma parte de citocromos y proteinas transportadoras de
electrones. La deficiencia de hierro provoca clorosis férrica y disminucién del rendimiento
agricola. Diversos estudios han evaluado la incorporacion de hierro en matrices de ZnO o la
sintesis de nanocompuestos ZnO—Fe con el objetivo de mejorar la disponibilidad simultanea de
ambos micronutrientes y potenciar efectos sinérgicos en el crecimiento vegetal (Velasquez et al.,

2015).
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1.6 Beneficios de la nanotecnologia en la agricultura

La nanotecnologia se ha consolidado como una de las herramientas mas innovadoras vy
prometedoras para transformar la agricultura moderna hacia sistemas mas eficientes, sostenibles
y resilientes. Su aplicacién permite optimizar el uso de insumos agricolas, mejorar la productividad
de los cultivos y reducir el impacto ambiental asociado con las practicas convencionales (Lira-

Saldivar et al., 2021; Tripathi et al., 2018).

Entre las aplicaciones mds destacadas (Fig. 9) se encuentran los nanofertilizantes, los cuales han
demostrado una mayor eficiencia en la liberacion y disponibilidad de nutrientes en comparacién
con fertilizantes tradicionales. Gracias a su tamafio nanométrico y alta area superficial, estos
materiales favorecen una liberacion controlada y dirigida, disminuyendo pérdidas por lixiviacién,
volatilizaciéon o fijacidn en el suelo. Esto no solo mejora la absorcién por parte de las plantas, sino
gue también reduce la cantidad total de fertilizante requerido, contribuyendo a una agricultura

mas sustentable (Pérez-Mufioz et al., 2025).

Otra aplicacidon relevante es el desarrollo de nanoplaguicidas y sistemas antimicrobianos,
disefiados para aumentar la eficacia en el control de plagas y fitopatégenos mediante mecanismos
de liberacion controlada o accién dirigida. Estos sistemas permiten reducir la dosis aplicada y
minimizar la contaminacién ambiental, ademads de disminuir la generacion de resistencia en
organismos objetivo. Asimismo, ciertos nanomateriales poseen propiedades antimicrobianas

intrinsecas que pueden emplearse en la proteccidén de cultivos (Garcia Lopez et al., 2025).

PRINCIPALES USOS DE LA NANOTECNOLOGIA EN LAAGRICULTURA

Nanotertizants Biosensores Nanoplaguicidas

s

Mojoramionto en plantas Biorromediacidr

Figura 9. Ejemplos de las aplicaciones mas importantes de la agronanotecnologia.
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La nanotecnologia también impulsa la agricultura de precisién mediante el uso de nanosensores,
capaces de monitorear en tiempo real pardmetros como humedad del suelo, disponibilidad de
nutrientes, presencia de patégenos o niveles de estrés vegetal. Esta capacidad de diagndstico
temprano facilita la toma de decisiones basada en datos, optimizando el manejo agronémico y

reduciendo costos (Pérez-Muiioz et al., 2025).

Adicionalmente, se han desarrollado aplicaciones en bioestimulacién y tolerancia al estrés
abidtico, donde ciertos nanomateriales favorecen la germinacion, el crecimiento radicular y la
resistencia frente a condiciones adversas como sequia, salinidad y temperaturas extremas. Estas
propiedades contribuyen a mejorar la estabilidad del rendimiento agricola en escenarios de

cambio climatico (Aguirre-Becerra et al., 2022).

Otra drea emergente es la remediacién de suelos contaminados, donde nanoparticulas metalicas,
Oxidos metalicos y nanocompuestos pueden inmovilizar o transformar contaminantes, mejorando
la calidad del suelo y restaurando su productividad. No obstante, pese a sus multiples beneficios,
la implementacién de nanomateriales en la agricultura requiere una evaluacion rigurosa de su
comportamiento ambiental, toxicidad potencial y efectos a largo plazo en el suelo y la cadena
alimentaria. La aceptacion por parte de productores y consumidores dependera del desarrollo de
marcos regulatorios adecuados y de estudios que garanticen su seguridad y sostenibilidad (Usman

etal., 2020).

1.7 La rizosfera e importancia de los microorganismos

La rizosfera es la parte del suelo inmediato a las raices de las plantas (Fig. 10) y es una zona
altamente dinamica debido a la comunidad diversa de microorganismos que alberga, incluyendo
bacterias promotoras del crecimiento, hongos y actinomicetos. En esta zona ocurre una intensa
actividad bioldgica, quimica vy fisica, principalmente debido a los exudados radicales, los cuales
estan conformados por azlcares, aminoacidos, acidos organicos, compuestos fendlicos y
metabdlitos secundarios, lo que genera una interaccion entre la salud del suelo y las plantas (Ge

etal., 2011).
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Figura 10. Localizacion de rizosfera en la planta (Fierer, 2017).

Estos microorganismos desempefian un papel fundamental en la disponibilidad de nutrientes,
fijacién de nitrégeno, solubilizacion de fésforo, proteccidn contra fitopatégenos y la regulacion del
crecimiento de las plantas (Keller et al, 2013). La interaccién suelo—rizosfera—planta es
bidireccional y dindmica. Mientras que la planta modula la estructura microbiana a través de sus
exudados y de su arquitectura radicular, las propiedades del suelo, como el pH, la textura, el
contenido de materia organica y la disponibilidad de nutrientes, condicionan la diversidad y la
funcionalidad de las comunidades microbianas. A su vez, estas comunidades influyen en la
fisiologia vegetal, estableciendo una red de retroalimentacion compleja que determina el

desempefiio del sistema planta—suelo (Fierer, 2017).

Con relacién al tema de la agronanotecnologia, el incorporar NPs al suelo induce nuevos factores
gue pueden alterar las condiciones bioldgicas de la rizosfera, debido a que estos sistemas pueden
interactuar de manera directa con raices, exudados y microorganismos. Desde el punto de vista
microbioldgico, la introduccion de NPs en la rizosfera puede provocar cambios en la estructura,
diversidad y funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo, generando respuestas
positivas o negativas dependiendo de su tipo, concentracidn y caracteristicas quimicas

superficiales (Berendsen et al., 2012).

1.7.1 Identificacién de los microorganismos de la rizosfera por metagenémica 16S rRNA

La identificacidn de los microorganismos del suelo ha evolucionado con el desarrollo de técnicas

moleculares, de las cuales, dependiendo del objetivo al que se quiera llegar, es la técnica a utilizar.
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Entre las técnicas para la secuenciacion de bacterias destaca la secuenciacion del gen 16S rRNA.
Este gen codifica para una subunidad del ribosoma bacteriano y presenta una estructura
altamente conservada intercalada con nueve regiones hipervariables (V1-V9), las cuales permiten
discriminar entre diferentes grupos taxondmicos (Fig. 11) y se encuentra presente en todos los
procariotas, por lo que es una herramienta ampliamente utilizada para el analisis de comunidades

microbianas complejas, como las presentes en la rizosfera (Cabezas et al., 2024).

La metagendmica basada en amplicones de 16S rRNA consiste en la amplificacién por PCR de
regiones hipervariables especificas del gen, seguida de su secuenciacion mediante plataformas de
secuenciaciéon de nueva generacién (Next-Generation Sequencing, NGS). Esta metodologia
posibilita el andlisis simultdneo de miles a millones de secuencias, proporcionando una visién
detallada de la composicién, diversidad y estructura de las comunidades bacterianas presentes

en una muestra (Johnson et al., 2019).
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Figura 11. Gen 16S rRNA de E.coli con sus regiones variables (Callahan et al., 2016).

Dentro de las plataformas de secuenciacion de nueva generacién disponibles, se encuentra

[llumina, la cual se basa en el principio de “sequencing by synthesis” (SBS), en el cual los
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fragmentos de ADN son secuenciados mediante la incorporacion secuencial de nucledtidos
marcados con fluordforos reversibles. Cada nucledtido incorporado es detectado dpticamente,
permitiendo la reconstruccién de la secuencia de ADN de forma paralela para millones de

fragmentos (Johnson et al., 2019).

La plataforma trabaja por medio de bibliotecas obtenidas por PCR y posteriormente se les afiade
adaptadores y cddigos de barras (barcodes), lo que permite la multiplexacion de multiples
muestras en una sola corrida de secuenciacién. Las bibliotecas son normalizadas y cargadas en la
plataforma lllumina, donde la secuenciacion se lleva a cabo en modalidad de lectura emparejada
(paired-end), generalmente de 2 x 250 o 2 x 300 pb, lo que mejora la calidad de las secuencias y
facilita el ensamblaje de las regiones amplificadas (Callahan et al., 2016). Las secuencias crudas
obtenidas son sometidas a un procesamiento bioinformdatico que incluye control de calidad,
eliminacion de secuencias de baja calidad, ensamblaje de lecturas emparejadas y remocién de
quimeras. La secuenciacion del gen 16S rRNA mediante tecnologia Illumina representa una
herramienta util para el estudio de comunidades microbianas complejas y es una de las mas
utilizadas en estudios comparativos de diversidad bacteriana en sistemas ambientales y agricolas

(Johnson et al., 2019).

1.8 Rabano (Raphanus sativus) como modelo de estudio

El rdbano (Raphanus sativus) (Fig. 12) es una hortaliza de la familia Brassicaceae caracterizada por
su rapida germinacion, corto ciclo de cultivo y adaptabilidad a diversas condiciones ambientales.
Destaca por su facilidad de manejo, al no requerir experiencia avanzada para su cultivo, lo que la
ha posicionado como modelo de investigacion para comprender respuestas fisioldgicas, genéticas
y morfoldgicas en plantas superiores o de ciclos de crecimiento largos (Kuznetsova et al., 2024).

Su ciclo de produccién es muy corto, entre 4 y 5 semanas desde la siembra hasta la cosecha. El
rdbano (Raphanus sativus) se desarrolla mejor en climas templados a frescos entre 10 a 18 °C pero
puede germinar con temperaturas de hasta 35°C. Cuenta con una raiz engrosada, hojas grandes
de color verde claro a oscuro un fruto cilindrico de color marrdn a rojizo, su altura vegetativa es

de 20 a 40 cm aproximadamente (Cruz Nieto et al., 2022).



16

Raphanus sativus L. es una especie C3, lo que significa que sus estomas se abren principalmente
durante las horas de luz (9 am a 12 pm), permitiendo el intercambio gaseoso necesario para la
fotosintesis, mientras que permanecen mayormente cerrados durante la noche (Caird et al.,

2007).

Figura 12. Imagen representativa del rdbano (Raphanus sativus).

1.8.1 Aplicacidn foliar de NPs en plantas de rabano (Raphanus sativus)

La aplicacion foliar representa una via eficiente para el suministro de micronutrientes, ya que
permite la absorcion directa a través de los estomas, lo que reduce las pérdidas por fijacion en el
suelo. Tras la aplicacion foliar, las NPs depositadas sobre la hoja interactian inicialmente con la
cuticula (Fig. 13), una capa lipofilica compuesta principalmente por cutina y ceras, que actia como

la primera barrera fisica frente a la entrada de sustancias externas (Fernandez & Brown, 2013).

Haz

Salida de G, '

Entrada de CO;
Enveés

Figura 13. Representacién esquematica de la anatomia foliar de una planta, que muestra las
principales estructuras involucradas en el intercambio gaseoso y la absorcién foliar.
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Para el caso de NPs ZnO, tras su ingreso al tejido foliar, las NPs, al estar en contacto con un pH
ligeramente acido (pH < 6.8), pueden disolverse parcial o totalmente, liberando iones Zn?* y
Fe?*/Fe3*, que son asimilados por las células vegetales mediante transportadores especificos de
micronutrientes (Fig. 14). Este proceso permite que los elementos esenciales participen en
funciones metabdlicas clave, como la activacién enzimadtica, la fotosintesis y la regulacién
hormonal. Una vez absorbidos, los nutrientes provenientes de las nanoparticulas pueden ser
transportados desde las hojas hacia otros érganos, incluido el sistema radicular, a través del
floema. Esta distribucion puede inducir cambios fisiolégicos en la raiz, tales como modificaciones
en el crecimiento radicular y en la composiciéon de los exudados liberados al suelo. Dichos
exudados actian como sefiales quimicas que influyen directamente en la estructura y

composicion de las comunidades bacterianas de la rizosfera (Sekmen et al., 2016).

Figura 14. Esquema representativo del ingreso foliar de las NPs, su dispersion por el sistema
radicular en iones y su llegada a la rizosfera.
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2. ANTECEDENTES

Como se ha mencionado anteriormente, el uso de las NPs en la agricultura ha sido de gran
relevancia y ha surgido como una solucion prometedora gracias a sus propiedades fisicas y

quimicas.

Investigaciones en cultivos horticolas han mostrado que las NPs ZnO influyen en la rizosfera
mediante la modificacion de la exudacién radicular, lo que altera el reclutamiento de
microorganismos. Hosseinpour et al., (2020) demostraron que la aplicacion de NPs ZnO en tomate
modificé parametros fisioldgicos y se presentaron cambios en la microbiota asociada a la raiz,
resaltando el papel de las NPs ZnO como moduladores indirectos del microbioma rizosférico. En
el mismo ano Oghenerume et al., mencionan que la aplicaciéon de NPs ZnO en suelos agricolas ha
sido asociada con cambios en propiedades fisicoquimicas y en la abundancia de bacterias
nitrificantes, desnitrificantes y promotoras del crecimiento vegetal. Afzal, S. y Singh, N. (2022)
demostré que las NPs ZnO y NPs ZnO:Fe pueden producir cambios en la estructura de la
comunidad microbiana de la rizosfera. En arroz, la presencia de NPs ZnO y NPs ZnO:Fe a bajas
concentraciones aumentd la diversidad microbiana en el suelo, afectando especialmente la

abundancia de grupos bacterianos como Proteobacteria, Actinobacteria y Planctomycetes.

La aplicacidn de NPs ZnO como estrategia de fertilizacion ha ganado atencidn por su capacidad de
mejorar el contenido de micronutrientes y pardmetros fisiolégicos en cultivos. Un ejemplo de ello
es Wang et al. (2023), quienes demostraron que a aplicacién foliar de NPs ZnO en arroz (Oryza
sativa L.) durante la fase de espigado aumento el rendimiento de grano, mejord la calidad del arroz
y enriquecio el contenido de zinc en los granos. Magdaleno-Garcia et al. (2023) publico que el uso
de nanoparticulas en el tratamiento de semillas ayuda a homogenizar la germinacién y mejorar el
crecimiento y desarrollo de las plantas de pimiento mediante el incremento del contenido total

de clorofila y de compuestos fenélicos en las hojas, actuando como un estimulante.

Guardiola-Marquez et al. (2023) concluyen en su experimento que el desarrollo de bio-
nanofertilizantes basados en ZnO y éxidos de hierro ha demostrado incrementar la actividad de

bacterias promotoras del crecimiento vegetal y mejorar el vigor de cultivos, incluyendo rabano
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(Raphanus sativus), lo que resalta la relevancia de estos nanomateriales en sistemas agricolas
sostenibles. También Chen et al. (2023) realizaron un estudio sobre la rizosfera bacteriana en
Cogulla de fraile (Aconitum carmichaelii) expuesta a NPs ZnO, donde observaron cambios
significativos en la estructura bacteriana, con mayor abundancia de ciertos grupos como

Bacteroidota y Actinobacteriota.

Strekalovskaya et al. (2024) menciono que existen efectos positivos o estimuladores en
crecimiento y actividad microbiana suelen observarse a concentraciones bajas, mientras que

niveles mas altos tienden a ser toxicos.

Las nanoparticulas de 6xido de zinc han demostrado alterar el metabolismo bacteriano y provocar
estrés oxidativo, lo que puede modificar la estructura y funcidn de las comunidades microbianas
del suelo. Luche et al. (2025) evidencian en su estudio sobre Bacillus subtilis que las NPs ZnO
inducen respuestas de estrés y reorientacion metabdlica, principalmente asociadas a la liberacién
de iones Zn?*, lo que sugiere un mecanismo indirecto de toxicidad microbiana relevante para

sistemas rizosféricos.

Respecto al rabano (Raphanus sativus) como modelo, ha sido empleado en estudios
experimentales para evaluar respuestas fisioldgicas y bioquimicas a nanoparticulas, validando su
utilidad para investigaciones en agricultura debido a su ciclo corto y sensibilidad a cambios
ambientales y nutricionales, un ejemplo de esto es Galindo, A.P. (2025) utilizé al rabano
(Raphanus sativus) como control de germinacion para evaluar el impacto de NPs ZnO en la

expresidn génica y actividad enzimatica de lechuga.

Es asi, como esta investigacion busca generar mas informacidn sobre la interaccidon de las
comunidades bacterianas al estar expuestas a nanoparticulas dopadas y sus efectos sobre Ila
planta y ser otro parteaguas en la busqueda de nanofertilizantes aplicables en la agronomia del

futuro.
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3. JUSTIFICACION

El uso intensivo de agroquimicos y fertilizantes convencionales en la agricultura ha generado
problemas ambientales, tales como la degradacién del suelo, la contaminacién de cuerpos de
agua y las alteraciones en la microbiota edafica. Este hecho ha impulsado la busqueda de
alternativas tecnoldgicas que mejoren la eficiencia en la nutricién vegetal sin comprometer la

sostenibilidad de los agroecosistemas.

En este contexto, la aplicacion de NPs ZnO:Fe representa una estrategia prometedora para
mejorar la disponibilidad y asimilacion del Zn como micronutriente, sin embargo, a pesar de los
beneficios potenciales de las nanoparticulas en la nutricion vegetal, aun existe un conocimiento
limitado sobre sus efectos indirectos en los microorganismos del suelo, particularmente en las
comunidades bacterianas de la rizosfera, las cuales desempefian un papel crucial en la fertilidad
del suelo, la asimilacidn de nutrientes y la salud vegetal. Las alteraciones en estas comunidades
podrian tener consecuencias tanto positivas como negativas en el equilibrio del ecosistema

edafico.

El rdbano (Raphanus sativus) es un cultivo horticola de rapido crecimiento y de gran importancia
econdémica y alimentaria, lo que lo convierte en un modelo adecuado para evaluar los efectos de
nuevas tecnologias agricolas en periodos cortos. Estudiar la interaccidn entre la aplicacidn foliar
de nanoparticulas dopadas con un elemento adicional, como el hierro, y las comunidades
bacterianas de la rizosfera permitird generar informacién relevante sobre los posibles impactos
ecoldgicos y agrondmicos de estos nanomateriales, contribuyendo al desarrollo de practicas
agricolas mas sostenibles, seguras y eficientes, asi como al avance del conocimiento cientifico en

el drea de la nanotecnologia aplicada a la agricultura.
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4. HIPOTESIS

La aplicacion foliar de nanoparticulas de dxido de zinc dopadas con hierro tiene un efecto en el
desarrollo del rdbano (Raphanus sativus) que a su vez se asociara a cambios en la estructura y

diversidad de las comunidades bacterianas de la rizosfera.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacién foliar de las nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con hierro

sobre las comunidades bacterianas de la rizosfera de rabano (Raphanus sativus).

5.2 Objetivos particulares

1. Sintetizar las NPs ZnO dopadas con Fe.
2. Caracterizar fisicoquimicamente NPs ZnO dopadas con Fe.
3. Evaluar el efecto de la aplicacion foliar de NPs ZnO sobre la estructura de las comunidades

bacterianas de la rizosfera de rdbano (Raphanus sativus).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sintesis NPs ZnO

Las nanoparticulas de éxido de zinc se sintetizaron mediante el método solvotermal (Fig. 15). Para
ello, inicialmente se prepard una solucion de acetato de zinc dihidratado a una concentracioén de
0.01 M en 125 ml de metanol. La mezcla se agitd vigorosamente y se mantuvo a una temperatura
de 60°C hasta lograr la completa disolucion del acetato de zinc. Una vez disuelto el acetato de
zinc, el vaso de precipitado se colocd dentro de un bafio de glicerina previamente estabilizado a
una temperatura de 60°C. La solucién se mantuvo en agitacion constante permitiendo alcanzar el

equilibrio térmico con la glicerina.

De manera paralela, se prepard una solucién de hidréxido de potasio (KOH) a una concentracion
de 0.03 M en 65 ml de metanol. Posteriormente, la solucién de KOH se transfirié a una bureta 'y
se afiadié a la solucidn de acetato de zinc de forma controlada a razén de 3 gotas por segundo,
bajo agitacién continua. Una vez finalizada la adicién de KOH, la mezcla continué en agitacién
constante hasta observar un cambio notable en la coloracién de la solucidn, la cual paso de ser
transparente a adquirir un tono blanco turbio, lo que indica la formacién de las NPs ZnO en la
suspension. Tras el cambio visual, la temperatura y la agitacién se mantuvieron hasta que el
volumen final de la solucién se redujo aproximadamente a 50 ml. Posteriormente, el contenido
se recolecté en un tubo de 50 ml y se procedié al secado en un horno (Econotherm) a una
temperatura de 80°C durante 18 horas, con el objetivo de eliminar los solventes residuales.
Finalmente, los polvos obtenidos se sometieron a un proceso de calcinacién en mufla a 400°C

durante 4 horas, con el objetivo de favorecer y asegurar la cristalizacion y pureza de las NPs ZnO.



&y . &y .

Sy \.

®
'\)

Figura 15. Diagrama de flujo de la sintesis de NPs ZnO.

6.2 Sintesis de NPs de ZnO:Fe
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Las nanoparticulas de 6xido de zinc dopadas con hierro al 1% se sintetizaron siguiendo el mismo

procedimiento descrito previamente, con la Unica modificacion en la incorporacién del dopante.

Una vez que la solucidn de acetato de zinc alcanzé el equilibrio térmico con el bafio de glicerina,

se procedid a la adicion de cloruro férrico (FeCls) a la solucién; las cantidades exactas se

especifican en la tabla 1 . La mezcla se mantuvo bajo agitacién constante para asegurar la

adecuada dispersion e incorporacién del ion hierro en la matriz de ZnO. Posteriormente, se

continud con el proceso bajo las mismas condiciones experimentales empleadas para las NPs ZnO.

Tabla 1. Sistemas empleados para la sintesis de NPs.

Sintesis Solucion 1 Solucioén 2
NPs ZnO 125 ml Metanol 65 ml Metanol
294.38 mg Acetato 109.41 mg KOH
de Zn

NPs ZnO:Fe (1%) 125 ml Metanol

294.38 mg Acetato
de Zn

31.4 ul Cloruro de
hierro

65 ml Metanol

109.41 mg KOH




25

6.3 Evaluacion de las comunidades bacterianas de la rizosfera

La evaluacion sobre el efecto de las NPs ZnO en las comunidades bacterianas de la rizosfera se
llevé a cabo en dos experimentos independientes. Para ambos experimentos se utilizé como
sustrato un suelo agricola el cual se obtuvo de un rancho ubicado en la localidad El Centenario en

la ciudad de La Paz B.C.S., coordenadas 24°06'09”N 110°24'52"0 (Fig. 16).

O
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Figura 16. Ubicacién de la localidad El Centenario, La Paz, B.C.S.

El primer experimento se llevé a cabo dentro del laboratorio con condiciones controladas con la
aplicacién de las NPs ZnO directamente sobre el suelo. El segundo experimento se realizd en el
invernadero del campo agricola del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR)

donde las NPs ZnO se aplicaron de manera foliar en plantas de rdbano (Fig. 17).

1) Efecto directo en suclo 2y Efecto mediado por la planta

’_

Figura 17. Aplicacidn de los tratamientos en el primer y segundo experimento.


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=El_Centenario_(Baja_California_Sur)&params=24.1025_N_-110.41444444444_E_type:city
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6.3.1 Aplicacion de NPs en suelo

Para el experimento en suelo se establecieron tres grupos experimentales, cada uno con cuatro
réplicas, dando un total de 12 unidades experimentales. Los tratamientos evaluados fueron: agua

(control), Monster (fertilizante a base de zinc, 2ppm) y Nanoparticulas de éxido de zinc (NPs ZnO;

2 ppm).

Se colocaron 5 g de suelo agricola en tubos de tapa de rosca de 50 ml. Se afiadieron 600 pul del
tratamiento correspondiente y se procedid a homogenizar por medio de agitacién en vortex.

Posteriormente, los tubos se incubaron a una temperatura de 28 °C durante 12 dias (Fig. 18).

. Q . [
" E~5
5 g de susio Se incubo a 28° C por 12 dias

600 yi de tratamiento

Figura 18. Disposicion experimental del ensayo de suelo en laboratorio para cada una de las
unidades experimentales.

6.3.2 Aplicacion foliar de NPs

El experimento en plantas de rabano se llevd a cabo en un invernadero ubicado en el campo
agricola del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste. Durante el experimento, se registro
una temperatura promedio de 36.6° C y humedad relativa promedio de 73% durante el periodo

experimental.

Se colocaron 2.5 kg de sustrato en macetas plasticas con capacidad de 3 litros y se plantaron 3
semillas de rabano (Raphanus sativus) en cada maceta. Una vez ocurrida la germinacion, se realizé

un raleo, que consiste en eliminar dos plantulas por maceta, con el fin de asegurar un crecimiento
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uniforme y una adecuada disponibilidad de nutrientes para la planta restante. En total se
montaron 20 unidades experimentales, consistiendo en 5 réplicas para cada uno de los 4

tratamientos; monster, NP ZnO, NP ZnO:Fe y agua como control.

El cultivo de rdbano (Raphanus sativus) tuvo una duracién total de seis semanas, desde la siembra
hasta la cosecha. El riego se realizé diariamente por la mafiana, utilizando Unicamente agua. La
aplicacién de los tratamientos se llevd a cabo de manera foliar una vez que las plantas
desarrollaron hojas verdaderas. Los tratamientos se distribuyeron bajo un disefio completamente
al azar utilizando atomizadores manuales para asegurar una cobertura uniforme del follaje a razon
de 1 ml de tratamiento aproximadamente con una frecuencia de 2 veces por semana siendo un

total de 6 aplicaciones al finalizar el experimento (Fig. 19).

o' ‘op ‘.’ ‘.

Figura 19. Representacién de la aplicacidn foliar de NPs en el experimento en invernadero.

Al final del experimento, las plantas de rabano (Raphanus sativus) fueron cuidadosamente
extraidas del sustrato para preservar la integridad del sistema radicular sacudiendo levemente
para eliminar el suelo excesivo. El suelo firmemente adherido a la raiz (suelo rizosférico), fue
recolectado mediante un lavado de la raiz completa en un buffer al 85 % de solucién salina *¥ con
0.5% ¥/ de tween en tubos falcon de 50 ml. A cada tubo se le agregé 20 ml del buffer para asegurar
cubrir la raiz por completo y se procedio a la agitacién en vortex durante un minuto. Después de
la agitacion, se retiraron las raices, y las muestras de buffer con el suelo rizosférico se
centrifugaron durante 1 minuto a 1500rpm temperatura ambiente. Se decanto el sobrenadante y

el pellet resultante se considera la rizosfera, que fue almacenada para la extraccién de ADN.
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Posterior a la recoleccidn de rizosfera, las raices lavadas fueron utilizadas para obtener su peso
fresco, area y longitud total. Para el peso fresco, se retird el exceso de agua con una toalla
desechable de papel y se colocaron en una bascula analitica. Para la longitud total de la raiz, se
considerd del inicio del fruto hasta el término de la longitud de la raiz primaria. Para el area, se
tomad una fotografia de cada raiz y se utilizé el software imagel y se considerd el ancho y largo de

todas las raices principales y secundarias que emanaron de cada fruto.

6.4 Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion

La extraccion de ADN total se realizd a partir de las muestras de suelo y de rizosfera utilizando el
kit comercial DNeasy PowerSoil® Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. De manera general las muestras se transfirieron a los tubos de
bead-beating suministrados por el kit. La lisis celular se llevé a cabo mediante agitacion mecdnica
en presencia de una solucion de lisis, lo que permitié la ruptura eficiente de las paredes celulares
de bacterias y otros microorganismos presentes en el suelo. Posteriormente, fueron sometidos a
una serie de pasos de centrifugacién vy filtracién para la separacién de residuos sdlidos y la
remocion de contaminantes. Finalmente, el ADN purificado fue eluido en un volumen adecuado

de buffer de elucidn estéril y almacenado a -20 °C hasta su posterior analisis.

La concentracion y pureza del ADN extraido fueron evaluadas mediante espectrofotometria
(NanoDrop), verificando las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 para asegurar la
pureza y concentracion del ADN. Asimismo, se verificd la integridad del ADN a través de su
visualizacion por electroforesis de agarosa al 1%. Finalmente, se verificd la amplificacién por PCR
del gen 16S utilizando los primers universales 16S 515 Forward GTGYCAGCMGCCGCGGTAA y 16S
806 Reverse GGACTACNVGGGTWTCTAAT (Earth Microbiome Projecty, 2018) con la enzima
DreamTaq (ThermoFisher) con condiciones de temperatura inicial a 94 °C, seguida de 35 ciclos de

desnaturalizacién a 95 °C, alineamiento a 50 °Cy extensién a 72 °C.

La secuenciacion del gen 16S rRNA se realizé utilizando tecnologia Illumina como un servicio
comercial en NOVOGENE (Beijing, China). Esta técnica se basa en el principio de secuenciacién

por sintesis (Sequencing by Synthesis, SBS). Durante el proceso de secuenciacidn, la plataforma
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[llumina genera lecturas pareadas (paired-end), lo que mejora la cobertura y la calidad del
emparejamiento de las secuencias, especialmente en regiones hipervariables del gen 16S rRNA.
La calidad de las lecturas se expresa mediante valores Phred, donde puntajes Q20 y Q30 indican

probabilidades de error de 1 % y 0.1 %, respectivamente.

6.5 Analisis bioinformaticos

6.5.1 Estructura de la comunidad bacteriana

Una vez obtenidos los datos de secuenciacién del gen 16S rRNA, las lecturas crudas fueron
sometidas a una evaluacion de calidad utilizando la plataforma Galaxy Statistics, con el fin de
verificar su idoneidad para los analisis posteriores. Tras confirmar que las lecturas cumplian con

los criterios de calidad establecidos, los datos fueron procesados en el entorno estadistico R.

El procesamiento bioinformatico, que incluye filtrado, des replicacién, inferencia de muestras,
identificacion de quimeras y fusion de lecturas de extremos pareados, se realizd utilizando el
paquete Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADA2) en R (Callahan et al., 2026). Se ejecutd
el comando plotQualityProfile para detectar la calidad de las secuencias amplificadas. Se eligid
una longitud minima de 200 pb para las secuencias directas y 220 pb para las secuencias inversas,
para eliminar cualquier fragmento pequefio en la etapa de filtrado, el maximo de errores
esperados (maxEE) fue de 2, ya que esto optimizd la retencidn de lecturas a lo largo del proceso
de procesamiento. Se utilizd el método consensos para la eliminacién de quimeras con el
comando removeBimeraDenovo (Peng et al., 2024). La anotacion taxondmica de las secuencias
representativas de las variantes de secuencia de amplicon (ASV por las siglas en inglés de
"Amplicon Variant Sequence") se realizd con utilizando las bases de datos Silva v. 138.1 (Quast,

2013).

6.5.2 Analisis estadistico del efecto de los tratamientos sobre la diversidad de las comunidades
y abundancia de grupos taxonémicos

Para la evaluacion objetiva entre los tratamientos y determinar su efecto en las comunidades

bacterianas se analizaron las secuencias crudas utilizando la plataforma Qiime. Las secuencias
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recibidas con valores de calidad Phred+33 fueron estandarizadas a una longitud de 250 nt para
ser analizadas con QIIME2-Amplicon. El proceso de reduccion de ruido y correccidn de errores se
realizé con DADA2 (Bokulich, et al., 2018) configurado para lecturas single-end sin hacer recorte

en los primeros nucleétidos.

La diversidad alfa y beta fue calculada usando el médulo “diversity-core-metrics-phylogenetic” de
QIIME2 Amplicon a partir de las tablas de AVs rarefractadas donde se incluyeron las siguientes
métricas: de riqueza, utilizando el indice de Shannon (Shannon, 1948), analisis de uniformidad de
las comunidades microbianas con Pielou’s evenness y el andlisis de diversidad calculada con

Observed Features de QIIME2 (Pielou, 1966).

La clasificaciéon taxondmica se realizé sobre las secuencias representativas con un clasificador
Naive Bayes “diverse-weighted” entrenado en SILVA 138 (99% OTUs, secuencias full-length),

recomendado para analisis de muestras ambientales (Quast et al., 2013).

Las diferencias en la abundancia de ASVs entre los tratamientos fueron evaluadas con ANCOM-BC
en QIIME2, previa exclusion de minimas ASVs anotadas como mitocondrias, cloroplastos y
Eucariota aplicando correccién de las pruebas de hipdtesis multiples usando el procedimiento de
Benjamini-Hochenberg. Para seleccionar los taxones enriquecidos en las muestras, se
consideraron las ASVs con log-fold change mayor y g < 0.05 (enriquecimiento), o con log-fold
change menor y g < 0.05 (exclusidn), previo filtrado para reducir efecto de features con baja
presencia < 60 lecturas (0.1% del sampling depth) y las que estan presentes en menos de 7
muestras (20% de las muestras). La interpretaciéon se integré con la taxonomia SILVA para

contextualizar la ecologia de los grupos diferenciales (Quast et al., 2013).
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7. RESULTADOS

7.1 Sintesis de las NPs

El primer paso para evaluar los efectos de las nanoparticulas sobre las comunidades bacterianas
es la correcta sintesis de dichos nanomateriales, de esta manera, los resultados presentados en
esta seccién proporcionan la base para los andlisis posteriores. Para ambas muestras se obtuvo
un polvo de color grisdceo (Fig. 20). La obtencién de polvos secos, homogéneos y facilmente
manipulables indica que el método de sintesis permitié la formacién exitosa del material sélido,

adecuado para su posterior caracterizacion fisicoquimica y aplicacion en los experimentos.

Figura 20. Polvos resultantes de la sintesis de NP ZnO y ZnO:Fe.

7.2 Caracterizacion de NPs

7.2.1 Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis)

La espectroscopia de absorcion UV-Vis se empled como una técnica inicial para confirmar la
formacion de las NP ZnO Y NP ZnO:Fe, ya que, permite identificar bandas de absorcion
caracteristicas asociadas a los materiales y confirmar la presencia de ellos en las muestras. Al
analizar la composicién de los polvos en un rango de 200 a 600 nm (Fig. 21), se observé un pico
de absorcién maximo en 370 nm para ambos materiales. Este perfil es caracteristico de la

estructura hexagonal de ZnO. En el caso de las NPs ZnO:Fe, el pico de absorcidn es ligeramente
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mas ancho en comparacion a las NPs ZnO, lo que se puede adjudicar al dopaje con Fe dentro de

la matriz del ZnO sin formar compositos u otro tipo de estructuras.

NPs ZnO:Fe (1%)

Absorbancia (u.a.)

NPs ZnO

T T T
200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

Figura 21. Espectros de absorcién UV-Vis correspondientes a NP ZnO y NP ZnO:Fe, empleados
para evaluar sus propiedades épticas y confirmar la formacién del material nanométrico.

7.2.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se utilizdé para identificar los grupos
funcionales presentes en las NPs ZnO:Fe y NPs ZnO. En ambas muestras se observan bandas en la
region en 3400-3600 cm™ asociadas a las vibraciones de O—H, indicando la presencia de agua o
grupos hidroxilos en la superficie de las nanoparticulas (Fig. 22), también se puede observar una
banda en la region 1600 cm™, correspondiente a la vibracién de flexion del agua (H—O-H) (Lim,
2013). La comparacién entre ambos espectros permite confirmar que el dopaje con Fe no altera
drasticamente la estructura quimica del ZnO, pero si introduce ligeras variaciones espectrales,
como reflejo de la incorporacién del dopante en la red cristalina y posibles interacciones con

grupos funcionales superficiales.
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Figura 22. Espectros FTIR de las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) y 6xido de zinc dopadas

con hierro (ZnO:Fe), utilizados para identificar los grupos funcionales y enlaces caracteristicos del
material sintetizado.

7.2.3 Difraccion de rayos x (XRD)

La caracterizacioén por difraccidon de rayos X (XRD) permitié evaluar la composicién estructural de
las NPs ZnO:Fe (1%) y NPs ZnO. En ambas muestras se identificd la presencia de picos de difraccién
correspondientes a los planos (100), (002), (101), (102), (010), (103), (200), (112), (201), (004) Y
(202) indicando la formacién de la estructura wurtzita hexagonal del ZnO (Fig. 23), tomando como

referencia la tarjeta estandar de crystallography open database (COD) No. 96-230-0113.

Para las NPs ZnO:Fe (1%), en los planos (100) (002) y (101) se observa un ligero ensanchamiento
y una menor intensidad, lo cual, se puede adjudicar a que los iones de Fe estan sustituyendo

atomos de Zn dentro de la estructura cristalina del ZnO como efecto del proceso de dopaje (Fig.

24).
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Figura 23. Patrones de difraccidon de rayos X (DRX) de NP ZnO y NP ZnO:Fe.
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Figura 24. Representacion esquematica de la estructura cristalina del 6xido de zinc (ZnO) con
iones de hierro (Fe) insertados en su matriz cristalina.

7.2.4 Dispersion dinamica de luz (DLS)

La técnica de dispersiéon dinamica de luz (DLS) se utilizd para determinar el indice de polidispersion
(PDI) y el didmetro hidrodindmico promedio de las nanoparticulas. Los resultados se muestran en
la tabla 2. La morfologia del ZnO se puede ver alterada por los iones de hierro, dando como
resultado un menor tamafio promedio para las NPs ZnO:Fe de 270 nm en comparacion de las NPs
ZnO de 290 nm. Asi mismo, las NPs ZnO:Fe Se presenta el IPD mas bajo (0.301), lo que indica una

distribucién mas homogénea en comparacién a la muestra no dopada.
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Tabla 2. Valores del tamafo hidrodinamico en nm obtenidos mediante dispersién dinamica de luz
(DLS) de las NP ZnO y NP ZnO:Fe.

Tamaiio de particula
Tamafio PDI Tamaifio promedio Desviacion tamaino  Promedio PDI
ZnO 281.4 0.403
295.4 0.402 290.1333 7.6166 0.400
293.6 0.395

ZnO:Fe 268.6 0.322

277.9 0.307 270.4667 6.698 0.300

264.9 0.276

7.2.5 Microscopia electronica de barrido

Las micrografias obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) muestran la

morfologia y tamafio de las NP ZnO (Fig. 25) y NP ZnO:Fe (Fig. 26).

En ambos casos, se observan estructuras facetadas con tendencia a formar agregados, lo cual es
caracteristico de las NPs sintetizadas mediante métodos solvotermales e hidrotermales sin el uso
de agentes estabilizadores. Para el caso de las NPs ZnO se observa la formacion principalmente
de rodillos o estructuras cilindricas con caras facetadas. Este crecimiento es caracteristico en la
estructura wurtzita hexagonal del ZnO, la cual estd formada por un eje ¢ donde predomina
principalmente la direccién (001) y (001) que, al estar compuesta por planos altamente polares,
presenta una razén de crecimiento anisotrépica mucho mayor que la de los planos laterales no
polares (110) o (112) en condiciones de sintesis a alta temperatura, sin la presencia de agentes
estabilizadores (Vallejos et al., 2026). El tamafio de los rodillos mas pequefios, medido con el
software Imagel, es de 270 um de largo por 90 um de diametro en promedio y para los cilindros

mas grandes el tamafio de particula se encuentra dentro de un rango aproximado de 5 um.

Por otra parte, las micrografias correspondientes a la muestra de ZnO:Fe, muestran dos
distribuciones de tamafio, la primera con particulas cuasi-esféricas facetadas cuyo tamafio
promedio oscila en 250 um y particulas granuladas muy pequefias de aproximadamente 70 um.
Estas imagenes confirman lo observado en los analisis por la técnica de DLS, donde

aparentemente se observé una reduccién del tamafio de particula de aproximadamente 20 nm.
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Esta reduccién de tamafio se debe principalmente al cambio en la morfologia de la particula. Con
estos experimentos, demostramos que iones de Fe?* y/o Fe3* pueden modificar significativamente
el crecimiento anisotrépico tipo rodillo del ZnO con estructura cristalina hexagonal tipo wurtzita.
Un efecto parecido fue reportado por (Abdel-Fattah & Alshehri, 2026). En su trabajo observaron
que la incorporacidn de iones de Fe dentro de la matriz del ZnO puede inducir la inhibicién del
crecimiento anisotrépico en los planos (001) y (001) y promover la formacién de particulas
ligeramente mas redondeadas. Este efecto puede deberse a que la incorporacién de iones de Fe
en la matriz de ZnO, crea defectos en la estructura cristalina y genera un desbalance en las cargas
y parametros de red. En el caso del Fe3* por ejemplo, al tener un radio idnico ligeramente menor
que el del Zn, induce una ligera contraccién de la estructura, lo que genera una reduccion en la
energia superficial de los planos (001) y (001) y, en consecuencia, una modificacién en el

crecimiento anisotrépico de la particula que promueve mas el crecimiento isotrépico.

10 pm

Figura 26. Micrografias de las NP ZnO:Fe obtenidas mediante microscopia electrénica.
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7.2.6 Aplicacion de NPs en invernadero

La siembra se realizd el 26 de mayo y a partir de esa fecha las plantas fueron regadas diariamente
con agua. La primera aplicacién de tratamientos se realizé el 18 de junio (dia 22 del experimento)
una vez que todas las plantas presentaron hojas verdaderas, y la Ultima aplicacion se llevé a cabo

el 3 de julio (39 del experimento) (Fig. 27). El experimento se dio por concluido el 5 de julio.

Figura 27. Etapas del desarrollo del cultivo de rdbano (Raphanus sativus): a) dia de la siembra de
las semillas; b) estado de la planta al momento de la primera aplicacidn de los tratamientos; y c)
planta de rdbano al ultimo dia del ciclo de cultivo.

7.3 Cambios en los parametros morfologicos de las raices de rabano (Raphanus sativus)
tratadas con NPs

Se muestran las raices de cada una de las unidades experimentales por tratamiento (Fig.
28), mostrando el sistema radicular completo. La barra de escala de 5 cm permite

comparar visualmente el tamafo y la extension de las raices entre tratamientos.
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Figura 28. Comparacion visual del desarrollo radicular del rabano (Raphanus sativus) bajo los
diferentes tratamientos.

Para la evaluacién se tomaron en cuenta los pardmetros morfolégicos de longitud, drea y peso de
la raiz (Fig. 29). Estos pardmetros fueron utilizados para comparar el efecto de los diferentes

tratamientos sobre el desarrollo del sistema radicular.
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Figura 29. Parametros morfolégicos de raices de rabano (Raphanus sativus) a) peso fresco, b) drea
de la raiz y c) longitud maxima de raiz.

En el parametro de peso fresco (Fig. 29c) se observa que el tratamiento con NP ZnO:Fe presenta
los valores mas altos, seguido por NP ZnO, mientras que el tratamiento Monster muestra los
valores mas bajos en comparacién con el control. Esto sugiere un efecto positivo de las

nanoparticulas, especialmente de las dopadas con hierro sobre la biomasa fresca de la raiz de la
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planta. En cuanto al area de raiz (Fig. 29b) , se observa un incremento progresivo, siendo
nuevamente NP ZnO:Fe el tratamiento que exhibe el mayor desarrollo radicular. Respecto a la
longitud maxima de raiz (Fig. 29c) los tratamientos control, monster y NP ZnO muestran valores
similares, mientras que el tratamiento con NP ZnO:Fe presenta un incremento notable en Ila

longitud de la raiz.

A pesar del que el objetivo de este trabajo no fue evaluar los cambios morfolédgicos del fruto, los
resultados indican que el tratamiento con NP ZnO:Fe favorecieron de manera mas marcada el
crecimiento en comparacion con el control y los demas tratamientos, lo cual puede indicar ciertos
cambios en las comunidades bacterianas que afectaron de manera positiva. Para corroborar el
efecto es necesario repetir el experimento con un mayor nimero de unidades experimentales, sin
embargo, estos resultados sugieren que puede existir un cambio en las comunidades bacterianas

asociadas a un efecto positivo en el desarrollo de la planta.

7.4 Extraccidon de ADN, amplificacidon por PCR y secuenciacion de ADN de muestras de suelo y
rizosfera

Se realizaron las extracciones de ADN correspondientes a las muestras del experimento de suelo
(seccidén 6.4.1) y del experimento de rizosfera (seccién 6.4.2). Por un lado, el experimento en suelo
tiene el objetivo de evaluar los cambios directos en las comunidades bacterianas por la aplicacién
de NPs; por otro lado, el experimento de rizosfera permite evaluar los cambios en las comunidades
bacterianas de la rizosfera del rabano al aplicar las NPs de manera foliar, o sea, efectos indirectos

de la aplicacién de NPs, mediados por la planta a través de los exudados radiculares.

Se verifico la pureza y concentracién de las muestras de ADN por espectrofotometria (datos no
mostrados), confirmando que tienen las propiedades necesarias para la secuenciacién (>20
ng/ul). La integridad del ADN obtenido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa (no se
muestra), confirmando la presencia de bandas integras correspondientes al ADN gendmico

bacteriano.

Asimismo, para cada muestra se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para

descartar la presencia de inhibidores que afecten la amplificacion del gen 16S rRNA, el cual es un
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paso esencial para la secuenciacién. Todas las muestras mostraron amplificacion del tamafio
esperado (Fig. 30), cumpliendo con los controles de calidad, por lo tanto, se enviaron a la

empresa Novogene, para la secuenciacion en la plataforma Illlumina Myseq.

100 by

Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién por PCR
correspondientes al experimento en suelo.

Una vez recibidos los resultados de la secuenciacion, se llevd a cabo una evaluacion inicial de la
calidad de los datos obtenidos. Posteriormente, se procedié a realizar los analisis estadisticos
correspondientes para evaluar las diferencias en las comunidades microbianas entre los distintos
tratamientos experimentales. Uno de los filtros de calidad fue el andlisis de la distribucién de
longitud y calidad de las lecturas. Los valores de calidad Phred se mantuvieron por encima de Q30
a lo largo de la mayor parte de las lecturas en todas las muestras, evidenciando una alta
confiabilidad de los datos (Fig. 31a). Asimismo, las secuencias de todas las muestras presentaron

una longitud de 250 pb, lo que indica una amplificaciéon uniforme de la region objetivo (Fig. 31b).
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Figura 31. Control de calidad de las lecturas de secuenciacion de una muestra representativa. a)
Distribucion de la calidad de las bases (Phred score) a lo largo de la longitud de las lecturas crudas,
b) Distribucién de la longitud de las lecturas obtenidas.

7.5 Efecto de la aplicacion de nanoparticulas sobre la diversidad de comunidades bacterianas

7.5.1 Diversidad alfa

A partir de los datos obtenidos mediante secuenciacién del gel 16S rRNA se analizaron los indices
de diversidad alfa, que permiten describir la riqueza y la uniformidad de las comunidades
bacterianas presentes en las muestras de suelo y rizosfera. Con el fin de mostrar los indices de
diversidad alfa de las comunidades microbianas de las muestras de suelo vy rizosfera bajo los
tratamientos de control, monster, NP ZnO y NP ZnO:Fe, se presentan tres parametros: a) riqueza
(ndmero de rasgos observados), b) uniformidad (indice de Pielou) y c) diversidad (indice de

Shannon) (Fig.32).
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Figura 32. a)indices de riqueza, b)uniformidad y c)diversidad para ambos experimentos
analizados, los asteriscos arriba de las barras indican la significancia de la muestra contra el
control de suelo donde p: <.05 *, <.01 **, <001 *** y <.0001 ****,

Encontramos diferencias marcadas en diversidad alfa al comparar entre diferentes fracciones
(suelos vs rizosfera). Primero, las comunidades bacterianas de suelo presentan una riqueza mayor
en comparacién con las de rizosfera en todos los tratamientos, lo que indica una mayor cantidad
de taxones en el suelo no rizosférico (Fig. 32a). Asimismo, las muestras de suelo presentan valores
mas altos de uniformidad (Pielou) (Fig. 32b) indicando una distribucion mas equitativa de las
abundancias entre los taxones presentes. Finalmente, las comunidades bacterianas de suelo
mostraron una mayor diversidad (indice de Shannon) (Fig.32c), que integra tanto riqueza como
uniformidad. En la rizosfera, encontramos una disminucidn general de la riqueza, uniformidad y

diversidad, sugiriendo un efecto selectivo por la raiz que favorece ciertos grupos microbianos.

Por otro lado, no se encontraron cambios en la diversidad alfa (riqueza, uniformidad o diversidad)
al comparar diferentes tratamientos dentro de la misma fraccién. Esto es, no observamos
diferencias significativas dentro de las muestras de suelo o rizosfera al aplicar por efecto de la

aplicacién de Monster, NP ZnO, NP ZnO:Fe, en ninguna de las variables evaluadas .
7.5.2 Diversidad beta

La diversidad beta se analizd con el objetivo de evaluar las diferencias en la composicion de las
comunidades microbianas entre las muestras estudiadas (Fig.33). Cada punto representa una
muestra y la distancia entre puntos en graficas de coordenadas principales refleja el grado de

similitud en su estructura microbiana.
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Figura 33. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de la estructura de la comunidad
bacteriana.

El Axis 1 (50.47 %) explicd la mayor proporcidn de la variacidn total observada entre las muestras,
por lo que es el eje mas importante para interpretar diferencias en la composicién microbiana.
Este eje separd claramente a las comunidades bacterianas de acuerdo a su fraccion (suelo vs.
rizosfera), confirmando el efecto que tiene la raiz para reclutar a la comunidad en la rizosfera. El
Axis 2 (6.98 %) y Axis 3 (6.33 %) explican una menor proporcién de la variacién, y no permiten

establecer diferencias claras adicionales en las comunidades por efecto de los tratamientos.

En cuanto a la distribucidn, el grupo que se muestra separado hacia el lado izquierdo del grafico
(Fig. 33a) representa las muestras de suelo, lo que indica que este grupo es significativamente
diferente del resto y presenta ademds una alta consistencia interna, ya que sus muestras estan
muy cercanas entre si. Esto indica que, para las muestras de suelo, la adicién de tratamientos
(Monster y NP-ZnO) no ocasiond una modificacion en la composicion de la comunidad. Por otro
lado, los grupos ubicados a la derecha representan las muestras de rizosfera. Estas comunidades
muestran una mayor variabilidad entre ellas, debido al efecto especifico de cada replica bioldgica
que tiene menor control en el experimento de invernadero . A la derecha del grafico (Fig. 33b) se
muestra el andlisis de diversidad beta considerando solamente las muestras de rizosfera. Este
analisis permitié corroborar que los diferentes tratamientos (Monster, NP ZnO, NP ZnO:Fe), no
ocasionaron cambios significativos en la composicion global de las comunidades de rizosfera,

dado que existe un traslape entre las réplicas de los grupos experimentales.
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7.6 Cambios en las comunidades bacterianas entre el suelo y rizosfera

Diversas investigaciones han mostrado que la raiz recluta sus comunidades bacterianas a partir de
las comunidades de suelo, resultando en diferencias marcadas entre ambas fracciones (Bai et al.,
2022). Dado que encontramos un efecto marcado de seleccién de la rizosfera en nuestros
experimentos, se realizé una comparacion las muestras control de ambos experimentos para
identificar los taxones diferencialmente representados en ambas fracciones (Fig. 34). Para esto, se
utilizé el pardmetro Fold2, que representa el cociente entre la abundancia relativa de cada taxon
(nivel Familia) en raiz vs suelo. Por lo tanto, los valores positivos, son taxones enriquecidos en la
rizosfera, mientras que los valores negativos son taxones excluidos. Las lineas punteadas
representan los umbrales de cambio utilizados para identificar variaciones relevantes entre los

grupos analizados.
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Figura 34. Cambio relativo de abundancia de los principales taxones a nivel familia del
experimento de rizosfera en comparacion del experimento del suelo.

Entre los taxones con mayores incrementos se encuentran Actinomarinales, Subgroup 7,
Defluvilcoccales y Gaiellales cuyos valores superaron el umbral de cambio establecido en la
grafica. Estos grupos pertenecen a los Phylum Actinobacteriota, Acidobacteriota Proteobacteria.

Entre los grupos con mayor reduccion se identificaron SBR1031, Xanthomonadaceae,
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Burkholderiales y Chloroflexales, pertenecientes a los Phyla Chloroflexi y Proteobacteria. Este
analisis nos permitié identificar familias bacterianas que responden a la presencia de exudados

de la raiz, dando una estructura determinada a las comunidades que interactian con la planta.

7.7 Estructura de las comunidades bacterianas

Con el objetivo de describir la composicidon de las comunidades bacterianas presentes en las
muestras analizadas, se evalué la abundancia relativa a diferentes niveles taxonémicos a partir de
la secuenciacién del gen 16S rRNA. Este andlisis permitié identificar los grupos microbianos
predominantes y comparar su distribucidén a nivel filo y orden entre los distintos tratamientos

experimentales.

A nivel phylum, las muestras de suelo presentan una estructura estable entre réplicas y
tratamientos, sin variaciones evidentes en sus grupos mas abundantes (Fig. 35). La dominancia de
ciertos grupos bacterianos y distribucion mas homogénea de los taxones minoritarios, indica que
1) las réplicas experimentales dentro de cada grupo respondieron de la misma manare a cada
tratamiento, y 2) que los tratamientos no tuvieron un efecto marcado sobre la estructura de la
comunidad en sus grupos predominantes. Los grupos predominantes en suelo fueron Cloroflexi,

Proteobacteria y Actinobacteria.

Asimismo, el andlisis a nivel phylum de las comunidades de rizosfera, muestra una estructura con
diferencias claras con respecto al suelo, debido al efecto selectivo que ejerce la raiz sobre los
microorganismos asociados. Los Phyla predominantes en la rizosfera fueron Chloroflexi,
Proteobacteria, Actinobacteria y Cyanobacteria. Sin embargo, en esta fraccién se observd un
enriquecimiento de los Phyla Proteobacteria y Cyanobacteria con respecto al suelo. A su vez, en
la rizosfera se excluyeron las bacterias del phylum Chloroflexi, Acidobacteria, ggmmatimonadota,

Firmicutes en comparacién a las muestras de suelo.
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Figura 35. Abundancia relativa de los principales phyla bacterianos en muestras de suelo y
rizosfera bajo diferentes tratamientos.

Con respecto al efecto de los tratamientos (Monster y NPs) sobre la estructura de las comunidades
bacterianas de la rizosfera a nivel de phylum, no se observé un patrdn claro en este analisis, ya
gue las muestras presentan una variabilidad alta entre las réplicas de cada grupo. En conjunto, el
analisis de estructura de la comunidad a nivel de phylum indica que la rizosfera actia como un
microambiente dindmico que selecciona a una comunidad bacteriana determinada a partir del
suelo; sin embargo, el efecto de los tratamientos con nanoparticulas sobre la reorganizacion de la

comunidad requiere un analisis mas detallado.

Con el fin de explorar el efecto de los tratamientos (Monster y NPs) sobre la estructura de las
comunidades de suelo vy rizosfera, se analizaron las abundancias relativas a nivel taxondmico
orden (Fig. 36). Observamos grupos claramente diferenciados entre ambas fracciones, dado que
en la rizosfera se enriquecieron los Burkholderiales y Rizobiales del phylum Proteobacteria. En
contraste, se presen una disminucidn en el orden Polyangiales y Vicinamibacterales del Phylum
Myxococcota y Acidobacteriota, respectivamente. Sin embargo, no se observd ninguna diferencia

clara dentro de cada fraccidon por efecto de los tratamientos.
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Figura 36. Abundancia relativa de los 6rdenes bacterianos dominantes en muestras de suelo y
rizosfera.

7.8 Efecto de las NPs sobre taxones especificos en suelo y rizosfera

Dado que el analisis de estructura de la comunidad (Fig. 35 y 36) se enfoca solamente en los
grupos taxondmicos mads abundantes, se realizd un andlisis comparativo mas amplio con el fin de
identificar los cambios abundancia relativa a nivel orden en los distintos tratamientos. Se elaboré
un mapa de calor donde se muestra el cambio (Fold 2) de cada grupo con respecto al tratamiento
control correspondiente (suelo o rizosfera) (Fig.37). En el heatmap, la intensidad del color indica
el cambio de abundancia relativa de cada grupo taxondmico, donde los tonos mas claros
representan menores valores y los tonos mas intensos indican un cambio mayor, ya sea de
aumento (rosa) o disminucién (purpura) con respecto al control. La organizacién jerarquica de los
taxones permite identificar clisteres de bacterias con patrones de cambios en abundancia

similares.
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Figura 37. Mapa de calor de la abundancia relativa de las familias bacterianas.

Este analisis, permitié identificar cambios en familias especificas en las comunidades bacterianas

por efecto de los tratamientos. Para el experimento en suelo, no se encontré ninguna familia con
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aumentos importantes con respecto al control; en este caso, el Cluster 1 y 2 agruparon algunas
familias que aumentaron ligeramente su abundancia por la adicion de monster. Por el contrario,
se identificé a las familias Phaselicystidaceae, Illumatobacteraceae y Cyclobacteriaceae que

disminuyeron por la aplicacién de Monster y NP ZnO directa en suelo, respectivamente.

Sin embargo, el andlisis se enfocé principalmente en los cambios observados en la rizosfera por
efecto de la aplicacidn foliar de tratamientos, con respecto al control. Para el caso de la aplicaciéon
foliar de NP ZnO, se encontré un aumento en las familias Intrasporangiaceae, Chitinophagaceae y
Nitrosomonadaceae, las cuales se agruparon en los Cluster 2 y 5. Es importante recalcar que
ninguna de estas familias tuvo aumentos importantes en suelo cuando se aplicaron las NP ZnO
directamente, indicando que se trata de un efecto mediado por la planta. Para el caso de la
aplicacion foliar de NP ZnO:Fe, se encontraron aumentos en las familias, Bacillaceae,
Phaselicystidaceae, Caulobacteraceae y disminucién en Pedosphaeraceae. El aumento en
Bacillaceae se observd en diferente magnitud para todos los tratamientos foliares, pero no en las
aplicaciones directas en suelo. Notablemente, los aumentos de las familias Phaselicystidaceae y
Caulobacteraceae parece ser un efecto relacionado con el Fe, ya que no se observa en el

tratamiento foliar con NP ZnO.

Finalmente, se realizd6 un andlisis de correccidn de las pruebas de hipdétesis multiples en la
plataforma Qiime, donde se compararon todos los grupos detectados en la secuenciacion, e
incorporando el valor Q para darle soporte estadistico a las comparaciones (Ver seccion de
métodos). En la tabla 3 se muestran los grupos taxondmicos bacterianos cuya abundancia relativa
en el experimento del suelo presenté diferencias significativas respecto al control; el color rosa

indica un aumento en la abundancia y el color verde, una disminucién.
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Tabla 3. Abundancia relativa con diferencias significativas entre el control del experimento de
suelo contra los tratamientos.

Phylum Clase Orden Familia Monster NP ZnO
Acidobacteriota Subgroup_5 Subgroup_5 Subgroup_5 1.24E-14 2.35E-123
Vicinamibacterale
Vicinamibacteria uncultured 5.05E-06 1.96E-05
s
Thermoleophilia _ _ 6.43E-139 0.04901205
Acidimicrobiia IMCC26256 IMCC26256 NS 0.00057415
Microtrichales lamiaceae 0.012047944 NS
Propionibacteriale
Actinobacteria Nocardioidaceae NS 1.70E-16
s
Promicromonosporacea
Micrococcales 0.04945781 NS
e
Glycomycetales Glycomycetaceae 0.00048801 NS
Corynebacteriales Nocardiaceae 0.003959024 NS
Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Cytophagaceae 0.000807514 0.02764529
Flavobacteriales Flavobacteriaceae NS 5.84E-15
Chloroflexi Dehalococcoidia _ _ 4.89E-05 NS
Fibrobacterota Fibrobacteria Fibrobacterales Fibrobacteraceae NS 3.26E-105
Myxococcota Myxococcia Myxococcales 27F-1492R 0.040645561 NS
Saccharimonadale
Patescibacteria Saccharimonadia Saccharimonadaceae 0.027497345 0.02105812
s
Planctomycetota Planctomycetes Gemmatales Gemmataceae NS 6.73E-07
Isosphaerales Isosphaeraceae NS 0.00026551
BD7-11 BD7-11 BD7-11 NS 0.00142436
Pla4d_lineage Pla4_lineage Pla4d_lineage 0.009880452 NS
Proteobacteria Gammaproteobacteria 211ds20 211ds20 0.012890052 NS
Cellvibrionales Cellvibrionaceae NS 0.0017613
Alphaproteobacteria Thalassobaculales Thalassobaculaceae NS 0.00891241
Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Pedosphaerales Pedosphaeraceae 0.001176396 NS

Encontramos diversas familias con aumentos y disminuciones por efecto de los tratamientos;

estas familias corresponden principalmente a los Phylum Acidobacteriota, Bacteroidota,

Cloroflexi, Fibrobacterota, Myxococcota, Patescibacteria, Planctomycetota, y Proteobacteria.

Solamente 2 familias (Subgroup 5 y Cytophagaceae) disminuyeron en ambos tratamientos. El

resto de los cambios fueron especificos, por ejemplo, el tratamiento directo en suelo con Np ZnO
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ocasiond un aumento en IMCC26256, Nocardioidaceae, Fibrobacteraceae, pero estos grupos no

respondieron al tratamiento con monster.

La tabla 4 muestra los grupos taxondmicos bacterianos cuya abundancia relativa en el
experimento de rizosfera presentd diferencias significativas respecto al control; el color rosa indica
un aumento en la abundanciay el color verde, una disminucién. El tratamiento foliar con monster
solamente ocasiond cambios en 5 familias, las cuales corresponden a los phylum Acidobacteriota,
Armatimonadota, Cloroflexi y Verrucomicrobiota. Estos efectos parecen ser muy especificos para
el fertilizante monster, ya que no se observaron cambios en esas familias al aplicar NPs de manera

foliar o en suelo.

Por el contrario, la aplicacion foliar de NP resulté en un mayor nimero de familias con cambios
en la rizosfera, pero la composicion de las NP es muy importante para este efecto. La aplicacién
de NP ZnO ocasiond una disminucion en las familias Bacillaceae, A4b, HOC36, Armatimonadales,
Gimesiaceae. Ninguna de estas familias presenté aumentos por aplicaciéon directa en suelo,
demostrando que se trata de un efecto mediado por la planta. Para el caso de la aplicacidn foliar
de NP ZnO:Fe, observamos un aumento en las familias Kineosporiaceae , Cytophagaceae, OM190,
HOC36, Rhodanobacteraceae, Micavibrionaceae,Planococcaceae, Pirellulaceae y una disminucién
en Bacillaceae, Paenibacillaceae y Alicyclobacillaceae. Notablemente, la familia Bacillaceae
presenté una disminucién por la aplicacién de ambos tipos de NP, mientras que el resto de las

modificaciones son especificas para cada tipo.
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Tabla 4. Grupos taxondmicos a nivel de familia con abundancia relativa con diferencias
significativas entre el control del experimento de rizosfera contra los tratamientos.

Phylum Clase Orden Familia Monster NP ZnO NP ZnO:Fe
Acidobacteriota Subgroup_21 Subgroup_21 Subgroup_21 0.042792 NS NS
Actinobacteria Actinobacteria Kineosporiales Kineosporiaceae 0.009365 NS 0.000131
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae NS 0.00976 0.009847
Armatimonadota Fimbriimonadia Fimbriimonadales ~ Fimbriimonadaceae  0.042792 NS NS
Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Cytophagaceae NS NS 0.019545
Anaerolineae SBR1031 Adb NS 0.000518 NS
Bacilli Paenibacillales Paenibacillaceae NS NS 0.000184
OoM190 OomM190 OomM190 NS NS 0.019545
Bdellovibrionota  Gammaproteobacteria HOC36 HOC36 NS 0.007976 0.009834
Chloroflexi Chloroflexia Thermomicrobiales - 0.000004 NS NS
Gammaproteobacteria Xanthomonadales Rhodanobacteraceae NS NS 0.015009
Planctomycetota Armatimonadia Armatimonadales Armatimonadales NS 0.009673 NS
Alphaproteobacteria Micavibrionales Micavibrionaceae NS NS 0.014397
Proteobacteria Bacilli Bacillales Planococcaceae NS NS 0.014397
Alicyclobacillales Alicyclobacillaceae NS NS 0.040334
Planctomycetes Planctomycetales Gimesiaceae NS 0 NS
Pirellulales Pirellulaceae NS NS 0.019545

Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Rubritaleaceae 0.000012 NS NS
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8. DISCUSION
8.1 Caracterizacion de nanoparticulas

El uso de NPs de ZnO en el sector agricola ha tomado importante relevancia en los ultimos afios
por su potencial aplicacion como nanofertilizantes y vehiculo de transporte de nutrientes segun
Hernandez-Adame et al. (2024). Sin embargo, en relacidn con sus propiedades bioactivas, existen
discrepancias en la evidencia experimental. Por ejemplo, ya que algunos autores como Mendes,
C.R. et al. (2022) sugieren que presentan actividad antimicrobiana , mientras que otros no la han
encontrado. Conocer estas propiedades de gran relevancia para conocer los impactos que sus
aplicaciones en campo pueden tener sobre la diversidad microbiana nativa. Una posible razon de
esta inconsistencia puede venir de la forma y tamaio de la particula, debido a que, se sabe que
el ZnO de tamafio nanométrico tiene excelente movilidad electrénica que puede potenciar su
aplicacion en fotocatalisis, electrénica e incluso en el drea biotecnolégica menciona Yonggang, G.
& Mohammadamin, M. (2025). Ademas, los resultados inconsistentes pueden derivar de la
sensibilidad de cada bacteria por el ZnO como lo explica Babayevska et al. (2022 ). En este sentido,
para probar el efecto del ZnO en el microbiota del suelo agricola, en este proyecto se sintetizaron
NPs de ZnO y ZnO:Fe por un método hidrotermal. El espectro de absorcidon UV-Visible de ambas
muestras presentd un pico de absorcion caracteristico en la region de 370 nm; este hallazgo es
consistente con los resultados de Baruah, S., & Dutta, J. (2009) sobre la absorcion de las NPs ZnO
en la region de 360 a 380 nm. Estas longitudes de onda corresponden a las transiciones
electronicas directas desde la banda de valencia a la banda de conduccidn. Por otro lado, se
observa un ligero ensanchamiento del pico en las NPs ZnO:Fe (1%) en comparacién a las Nps no
dopadas, lo cual puede deberse a la distorsidn estructural originada por el dopaje (Chakrabarti et
al. (2012), ya que el radio idnico del Fe** (0.64 A) es ligeramente menor que el del Zn?* (0.74 A),
promoviendo tensiones en la red cristalina que puedan alterar ligeramente las propiedades

Opticas del cristal.

Por otro lado, Suresh et al. (2015) han reportado los espectros de absorcion infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) obtenidos para NPs ZnO:Fe (1%) y NPs ZnO, los cuales muestran

espectros tipicos de éxidos metalicos. En la muestra dopada con hierro, dicha banda presenta un
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ligero acortamiento, atribuible a la sustitucion parcial de iones Zn?* por Fe** en la red. Segun
Ghosh et al. (2018 ) estas sustituciones generan tensiones internas, lo que afecta la vibracion del
enlace metalico. Asimismo, Mahapatra et al. (2011) menciona que la banda en 1600 cm™ puede
atribuirse a la vibracidn de flexién H-O—H del agua, posiblemente como resultado del método de

sintesis o de la adsorcidon atmosférica de humedad.

Los difractogramas obtenidos para difraccion de rayos x de las NPs ZnO:Fe y NPs ZnO muestran
picos de difracciéon caracteristicos de la estructura cristalina hexagonal tipo wurtzita,
correspondiente al ZnO, como lo ha reportado Wang et al. (2013). Los picos mas intensos se
localizaron en los planos cristalograficos (100), (002) y (101). No se logran observar picos
adicionales atribuibles a otras fases secundarias de 6xidos de hierro, lo cual indica que el dopante
se encuentra dentro de la red cristalina de ZnO y no formando otras estructuras. Janaki et al.
(2015) sugiere que esto es posible debido al bajo porcentaje con el que se dopo las NPs y a la

solubilidad del Fe3* en la estructura del ZnO.

Respecto a la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS), Suresh et al. (2015) ha mostrado que la
incorporacion de iones metalicos como el hierro puede inhibir el crecimiento cristalino,
generando nanoparticulas de menor tamafo como ocurrié con las NPs ZnO:Fe (1%). Sahai &
Goswami (2011) sugieren que una distribucién de PDl inferior a 0.5 es aceptable para aplicaciones

en nanotecnologia.

8.2 Cambios en parametros morfoldgicos de rabano (Raphanus sativus)

Los resultados obtenidos para los parametros morfolégicos de la raiz indican que el tratamiento
con NP ZnO:Fe promovié de manera mas marcada el crecimiento radicular del rdbano (Raphanus
sativus), tomando en cuenta los valores de peso fresco, area de raiz y longitud maxima de raiz, en
comparacién de los otros tratamientos. Los efectos positivos observados en el crecimiento
radicular podrian resultar, ademas, en cambios en las comunidades bacterianas de la rizosfera. Lin
& Xinge en 2007 sugieren que las nanoparticulas metdlicas pueden modular la microbiota del
suelo, favoreciendo grupos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. A su vez, dichos

grupos bacterianos contribuyen a la produccion de fitohormonas, la solubilizacion de nutrientes
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y la mejora en la nutricion vegetal. En este sentido, el mayor desarrollo radicular observado bajo
el tratamiento con NP ZnO:Fe podria reflejar tanto un efecto directo sobre la seleccion de la planta

como un efecto indirecto mediado por la rizosfera.

8.3 Cambios en la estructura de las comunidades bacterianas

La hipdtesis de la presente investigacion plantea que la aplicacidn foliar de nanoparticulas de
oxido de zinc dopadas con hierro tiene un efecto en el desarrollo del rabano (Raphanus sativus),
asociado a cambios en la estructura y diversidad de las comunidades bacterianas de la rizosfera.
Analizando los resultados de los ensayos realizados, los patrones observados en el mapa de calor
sugieren que los tratamientos con ZnO y ZnO:Fe fueron las muestras que promovieron mas
modificaciones en la abundancia relativa de ciertos taxones bacterianos en comparacién con el
control. Este hallazgo es consistente con reportes previos como el de Zhang et al., en 2024, los
cuales estudiaron la capacidad de las nanoparticulas metalicas para alterar la microbiota del suelo
y la rizosfera. Asimismo, se ha reportado por Sheteiwy et al., en 2021, que las NPs ZnO modifican
la abundancia de géneros rizosféricos, los cuales desempefan funciones importantes en la
promocién del crecimiento vegetal, la solubilizacion de nutrientes y la fijacion biolégica de

nitrégeno, lo que concuerda con los resultados para las muestras de NP del presente estudio.

Respecto a las comunidades bacterianas de las raices del rabano, en las muestras de rizosferas
para los 4 tratamientos, se observa un enriquecimiento del Phylum Proteobacteria,
particularmente 6rdenes como Rhizobiales y Sphingomonadales. Estos grupos bacterianos son
comunmente reportados como dominantes en rizosfera debido a su capacidad para utilizar
compuestos organicos derivados de la raiz y participar en procesos de promocidén del crecimiento
vegetal y ciclado de nutrientes Wu et al en 2020. La mayor abundancia relativa de estas muestras

en comparacioén con el suelo sugiere un enriquecimiento selectivo inducido por la planta.

La abundancia relativa para los Phylum Acidobacteria, Bacillota, Actinobacteria, Bacteroidota,
Proteobacteria , mostraron variaciones entre los tratamientos, particularmente en la rizosfera, lo
gue sugiere que estos cambios podrian estar relacionados con alteraciones en la exudacion

radicular, en la disponibilidad de micronutrientes (Zn y Fe) y en el microambiente rizosférico,
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factores que Hug et al., en 2013 mencionar como conocidos por modular la estructura de las

comunidades bacterianas del suelo.

Se observd un incremento en la abundancia relativa para el orden de Burkholderiales en los suelos
tratados tanto con NP ZnO Y NP ZnO:Fe en las muestras de rizosfera. Preston, G.M. (2004),
menciona que esto puede tener connotaciones tanto positivas como negativas, debido a que este
orden causa pudriciones y necrosis en plantas; no obstante, cepas de Burkholderia spp. también
son ambientalmente importantes debido a su capacidad de promover el crecimiento vegetal
mediante la sintesis de fitohormonas y la supresién de patdgenos de plantas. Un incremento en
los miembros de los drdenes Burkholderiales y Bacillales en presencia de nanoparticulas de éxido
de zinc podria tolerar o incluso prosperar en presencia de ZnO, posiblemente debido a
mecanismos de resistencia a metales o a estrés oxidativo, segun lo informado por Meli et al.,

(2026).

En resumen, se demostré que la abundancia de las comunidades bacterianas en suelos que
contienen NPs dependen de la presencia o ausencia de plantas, como lo explica Lee et al, en 2012,
donde las bacterias del suelo en sistemas con plantas pueden generar interacciones menos tdxicas
sobre las poblaciones bacterianas y el crecimiento vegetal, posiblemente debido a la adhesién o

absorcién de las NP ZnO en la superficie de las raices.
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9. CONCLUSIONES

Se logré realizar con éxito la sintesis de nanoparticulas de éxido de zinc dopadas con hierro, asi
como la caracterizacion fisicoquimica permitié identificar diferencias estructurales confirmado la

presencia del dopaje en las nanoparticulas.

Los resultados respaldan la hipdtesis de que la aplicacion foliar de NP ZnO y NP ZnO:Fe ejercen un
efecto sobre la microbiota rizosférica, modulando la estructura de las comunidades bacterianas,
asi como, de acuerdo con los resultados del peso fresco, area y longitud de raiz, el tratamiento de
NP ZnO:Fe fue el que presentd un crecimiento radicular significativo en comparacion a los otros
tratamientos. Estos cambios podrian tener implicaciones ecoldgicas y funcionales relevantes,
particularmente en procesos como el ciclo del nitrédgeno, la disponibilidad de nutrientes y la
promocién del crecimiento vegetal, lo cual resalta la importancia de evaluar los efectos de los

nanofertilizantes no solo a nivel de planta, sino también a nivel microbiano.

Aunque se detectaron cambios en las comunidades bacterianas de la rizosfera como un efecto
indirecto, mediado por la planta, tras la aplicacién foliar de NPs, estos no fueron cambios globales
en la diversidad o composicién de la comunidad. Mas bien, se tratd de cambios puntuales en
grupos taxondmicos especificos, los cuales fueron observados gracias al uso de la herramienta de
secuenciacion masiva de amplicones para la evaluacion de las raices manejadas
experimentalmente. Este resultado resalta el potencial de tratamientos con NPs para la ingenieria

de la microbiota vegetal, pero se requieren mas estudios.

Los nanomateriales pueden optimizar el uso de recursos y promover un crecimiento mas
sostenible. Por lo observado en la presente investigacion. Las NP de ZnO y ZnO ofrecen beneficios
en el crecimiento del fruto. De igual modo, presentan un potencial nanofertilizante o estimulador
del crecimiento en la agricultura. Sin embargo, este estudio remarca la necesidad de
investigaciones adicionales para comprender mas los mecanismos fisioldgicos detrds de estas

respuestas, asi como su impacto a largo plazo en los cultivos y el medio ambiente.
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