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Resumen

La creciente demanda de practicas agricolas sostenibles y eficaces ha llevado a la exploracién
de la nanotecnologia como una herramienta innovadora en la agricultura. Las nanoparticulas
de plata (AgNPs), conocidas por sus propiedades antimicrobianas, emergen como candidatas
prometedoras para mejorar la germinacion de semillas y el control de patdgenos en cultivos.
La investigacion se centrd en evaluar el impacto de las AgNPs, sintetizadas a partir de extractos
de Trichoderma, en la germinacion y el crecimiento inicial de plantulas de arroz (Oryza sativa)
en comparacion con otros tratamientos: extracto de Trichoderma, medio MS y agua esteéril
como control negativo. Se utiliz6 un disefio experimental con 50 repeticiones por tratamiento,
empleando biorreactores esterilizados para garantizar la precision de los resultados. La longitud
de las raices y de las plantas se midié para evaluar el crecimiento, y se realizd andlisis
estadisticos, incluyendo ANOVA y pruebas post hoc Tukey HSD, para determinar la
significancia de los resultados. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
IBM SPSS version 2023. Los tratamientos con nanoparticulas de plata demostraron ser
superiormente efectivos, logrando no solo una tasa de germinacion del 100% dentro de las
primeras 48 horas sino también promoviendo un crecimiento significativamente mayor tanto
en la longitud de la raiz como de la planta en comparacion con los otros tratamientos. Ademas,
se evidencid un notable control de patdgenos en el grupo tratado con AgNPs, lo que implico
una menor incidencia de enfermedades y un desarrollo méas saludable de las plantulas. Los
analisis ANOVA y pruebas post hoc Tukey HSD confirmaron la significancia estadistica de
estos resultados. Ademas, se observo un control efectivo de patdgenos en el tratamiento con
AgNPs, en contraste con el crecimiento de microorganismos patdgenos en el control negativo.
Las nanoparticulas de plata sintetizadas presentan un potencial considerable para mejorar la
germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas, asi como para el control de patdgenos
en cultivos de arroz. Sin embargo, es crucial realizar evaluaciones detalladas de su impacto

ambiental y seguridad a largo plazo.

Palabras Clave; Nano particulas de Plata, Germinacion, Crecimiento de Plantulas, Control de

Patdgenos, Agricultura Sostenible, Oryza sativa.
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Abstract

The increasing demand for sustainable and effective agricultural practices has led to the
exploration of nanotechnology as an innovative tool in agriculture. Silver nanoparticles
(AgNPs), known for their antimicrobial properties, emerge as promising candidates for
improving seed germination and pathogen control in crops. The research focused on evaluating
the impact of AgNPs, synthesized from Trichoderma extracts, on the germination and initial
growth of rice seedlings (Oryza sativa) compared to other treatments: Trichoderma extract, MS
medium, and sterile water as a negative control. An experimental design with 50 repetitions
per treatment was used, employing sterilized bioreactors to ensure the precision of the results.
Root and plant length were measured to evaluate growth, and statistical analysis, including
ANOVA and post hoc Tukey HSD tests, were performed to determine the significance of the
results. The statistical analyses were carried out using IBM SPSS software version 2023.
Treatments with silver nanoparticles proved to be superiorly effective, achieving not only a
100% germination rate within the first 48 hours but also promoting a significantly greater
growth in both root and plant length compared to the other treatments. In addition, a remarkable
pathogen control in the group treated with AgNPs was evidenced, implying a lower incidence
of diseases and a healthier development of the seedlings. The ANOVA analyses and post hoc
Tukey HSD tests confirmed the statistical significance of these results. Furthermore, effective
pathogen control was observed in the treatment with AgNPs, in contrast to the growth of
pathogenic microorganisms in the negative control. Silver nanoparticles synthesized present
considerable potential for improving seed germination and seedling growth, as well as for the
control of pathogens in rice crops. However, it is crucial to conduct detailed assessments of

their environmental impact and long-term safety.

Keywords: Silver Nanoparticles, Germination, Seedling Growth, Pathogen Control,

Sustainable Agriculture, Oryza sativa.
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Introduccion

La agricultura mundial se encuentra en una encrucijada critica, enfrentandose a retos sin
precedentes que comprometen su capacidad de sustentar a una poblacion en constante
crecimiento. Estos desafios incluyen el cambio climatico, que modifica los patrones climéticos
y agrava las condiciones de cultivo; la demanda alimentaria creciente derivada del incremento
poblacional; y la necesidad imperante de adoptar métodos de cultivo mas sostenibles y
eficientes. En este complejo escenario, el cultivo del arroz (Oryza sativa) se destaca como un
componente critico para la seguridad alimentaria mundial, incluido Ecuador, cuya diversidad
climéatica y geografica ofrece un potencial considerable para la produccion de este cereal

esencial en su soberania alimentaria y desarrollo econdmico, (Zhang et al., 2014).

No obstante, la productividad del arroz en Ecuador enfrenta amenazas debido a factores
bidticos y abidticos, lo que subraya la necesidad de buscar soluciones innovadoras y
sostenibles. El cambio climatico representa uno de los mayores desafios para la agricultura,
afectando directamente la productividad y sostenibilidad de los cultivos. Segin Kourgialas
(2021), los avances en geo informatica y manejo de riego son cruciales para garantizar la
sostenibilidad del suministro de agua en la agricultura. Por otro lado, Qin et al. (2020) sefialan
que la variabilidad climatica y la salinizacién del suelo son desafios significativos que impactan
la productividad agricola y la seguridad alimentaria. Ademas, Silalertruksa et al. (2017)
destacan como el aumento de la temperatura global y la escasez de agua suscitan

preocupaciones sobre la sostenibilidad de la produccion de arroz.

La emergencia de enfermedades como la Pyricularia del arroz, causada por el hongo
Magnaporthe oryzae (Fernandez & Orth, 2018), y los desafios en la domesticacion y
conservacion de la diversidad genética del arroz silvestre (Thurber et al., 2010) demandan una
busqueda activa de soluciones innovadoras. La preocupacion se extiende a la transferencia de
genes de arroz cultivado a sus parientes silvestres, planteando riesgos de hibridacion y
resistencia a herbicidas (Chen et al., 2004). En este contexto, la adopcion de tecnologias
agricolas inteligentes y sostenibles, como la agricultura climaticamente inteligente (Etongo,
2023), y la implementacion de practicas de cultivo que ahorren agua (Hao et al., 2023) se

presentan como respuestas fundamentales para superar los retos actuales y futuros.

En la busqueda constante de aumentar la productividad y la sostenibilidad en la agricultura, la

nanotecnologia esta ganando atencién como una innovacion revolucionaria. Las nanoparticulas




de plata, en particular, se han posicionado en la vanguardia debido a sus distintas propiedades

antibacterianas y fungicidas.

La aplicacion de AgNPs en la agricultura incluye una variedad de funciones: mejoran la
germinacion de semillas, estimulan el crecimiento de las plantas, y actian como agentes
antimicrobianos eficaces contra un espectro amplio de patégenos vegetales. Ademas, su
tamafio nanomeétrico permite una distribucion y penetracion mas efectiva que las formulaciones
tradicionales, potenciando su eficacia a menores dosis y reduciendo los residuos quimicos en

el medio ambiente (Rodriguez et al., 2014).

En Ecuador, la biotecnologia moderna ofrece un camino prometedor hacia el desarrollo de
practicas agricolas mas eficientes y sostenibles. La sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)
a través de métodos biol6gicos, particularmente utilizando sintesis verde utilizando organismos
biol6gicos como Trichoderma, destaca por su potencial para mejorar la germinacion. Esta
aproximacion no solo aprovecha la capacidad natural del hongo para combatir patégenos, sino
que también introduce un método de sintesis verde, alineado con los principios de la
biotecnologia sostenible, reduciendo la dependencia de productos quimicos sintéticos y
explorando el potencial de los microorganismos beneficiosos en la agricultura, (Guilger et al.,
2017).

La relevancia de las AgNPs en la promocion de la germinacion y el crecimiento de plantas, asi
como su actividad anti fdngica, sugiere un enfoque innovador para incrementar la
productividad y sostenibilidad del arroz, especialmente en regiones vulnerables como la cuenca
baja del Guayas. La investigacion sobre la germinacién in vitro utilizando AgNPs sintetizadas
a partir de Trichoderma harzianum realizada por Almutairi y Alharbi, (2015), muestran el
potencial de esta tecnologia para mejorar la germinacion de las semillas y combatir hongos
patogenos, ofreciendo asi soluciones practicas y sostenibles para los desafios agricolas

actuales.

Este estudio se enfoca en evaluar la germinacion in vitro de arroz utilizando nanoparticulas de
plata sintetizadas por Trichoderma harzianum, con el objetivo de explorar nuevas estrategias
para mejorar la germinacion y el vigor de las plantulas de arroz en condiciones controladas.
Considerando la importancia del arroz en la seguridad alimentaria y econdmica de Ecuador, la
implementaciéon de tecnologias innovadoras en su produccion puede contribuir

significativamente a la sostenibilidad y eficiencia del sector agricola.
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CAPITULO I: El problema de la investigacion
1.1  Planteamiento del problema.

La biotecnologia moderna ofrece herramientas innovadoras para abordar desafios en la
agricultura, como el uso de nanoparticulas de plata (AgNPs) debido a sus propiedades
antimicrobianas y su potencial para estimular el crecimiento de las plantas Alvarez et al.,
(2019). La sintesis de AgNPs mediante enfoques bioldgicos, como el uso de hongos
beneficiosos como Trichoderma harzianum, se presenta como una alternativa sostenible a los
métodos convencionales, reduciendo la dependencia de insumos quimicos y minimizando el
impacto ambiental (Rodriguez et al., 2014). A pesar de la creciente evidencia sobre la
efectividad de las AgNPs en diversos cultivos, su aplicacion especifica en la germinacion y

desarrollo temprano del arroz in vitro, no ha sido ampliamente investigada.

La falta de estudios detallados sobre la concentracion éptima de AgNPs y su impacto directo
en la germinacion de semillas de arroz y el crecimiento de plantulas resalta una brecha
significativa en el conocimiento (Ramirez et al., 2009). Esta limitacion dificulta que los
productores de arroz adopten tecnologias de nano biotecnologia que podrian mejorar la
sostenibilidad y productividad de sus cultivos en condiciones ambientales desafiantes
(Romero-Alvarez et al., 2017).

En este contexto, es crucial fomentar la investigacion y el desarrollo de la bio-nanotecnologia
aplicada a la agricultura, especialmente en el cultivo de arroz, los mismos deberan abordar la
optimizacion de la concentracion de AgNPs, su impacto en la germinacion y crecimiento del
arroz, y su viabilidad en condiciones reales de cultivo podrian proporcionar informacion

valiosa para mejorar la produccion agricola en el pais.

1.2 Delimitacion del problema.

El presente estudio se centra en evaluar el impacto de las nanoparticulas de plata sintetizadas
mediante extractos de Trichoderma harzianum sobre la germinacion in vitro de semillas de

arroz (Oryza sativa). La investigacion se delimita a las siguientes areas.

La germinacion de semillas de arroz in vitro, un cultivo de importancia global tanto para la

alimentacion como para la economia agricola, sera el enfoque central. Se evaluara como las
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AgNPs influyen en la tasa de germinacion y el vigor de las plantulas en condiciones controladas

de laboratorio.

Las principales variables a estudiar incluyen la tasa de germinacion de las semillas, el
crecimiento de las plantulas (medido por longitud de raiz y tallo), y la incidencia de patdgenos
en las plantulas germinadas. La concentracion de AgNPs y el método de aplicacion seran
variables independientes, mientras que las respuestas de germinacion y crecimiento de las

plantulas seran las variables dependientes.

Se empleara una metodologia de sintesis verde para producir AgNPs utilizando extractos de
Trichoderma harzianum de un producto comercial, enfocandose en métodos ecoldgicamente
sostenibles. La evaluacion de la germinacion se realizara in vitro para permitir un control
riguroso de las condiciones ambientales y facilitar la observacion directa de los efectos de las
AgNPs.

Limitaciones geograficas y temporales; Aunque los resultados podrian tener implicaciones
globales para la produccion de arroz, el estudio se limitara a semillas de variedades especificas
de arroz comUnmente cultivadas en la regién de la cuenca baja del Guayas, durante el ciclo de

cultivo de desarrollo vegetativo.
1.3 Formulacion del problema.

¢Coémo influyen las nanoparticulas de plata sintetizadas mediante extractos de Trichoderma
harzianum en la germinacion in vitro y el crecimiento temprano de las plantulas de arroz (Oryza
sativa), en términos de tasa de germinacion, crecimiento de las plantulas y resistencia a
patégenos, comparado con los tratamientos de germinacion convencionales y el control sin

tratamiento?
1.4 Determinacion del tema.

Evaluacién de la germinacion in vitro de arroz (Oryza sativa), utilizando nanoparticulas de

plata sintetizadas de Trichoderma harzianum.
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1.5  Objetivo general.

Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata sintetizadas mediante extractos de Trichoderma
harzianum sobre la germinacion in vitro y el crecimiento temprano de las plantulas de arroz

(Oryza sativa).
1.6  Objetivos especificos.

% Sintetizar nanoparticulas de plata utilizando extractos de Trichoderma harzianum bajo
condiciones controladas, caracterizando las AgNPs en términos de tamafio por medio de

espectrofotometria UV

% Evaluar el efecto de AgNPs en la tasa de germinacion de las semillas de arroz in vitro,
identificando la dosis 6ptima que promueve una mayor tasa de germinacion y vigor de las

plantulas sin efectos toxicos adversos.

>

R/
*

Investigar el impacto de las AgNPs en el crecimiento temprano de las plantulas de arroz,
midiendo parametros como la longitud de raiz y tallo, la biomasa de las plantulas y la tasa
de fotosintesis, para determinar como las AgNPs afectan el desarrollo temprano de las

plantas.

% Examinar la eficacia de las AgNPs en la supresion de patdgenos durante la germinacién y
el crecimiento temprano de las plantulas de arroz, comparando la incidencia de
enfermedades en los tratamientos con AgNPs frente a los controles y tratamientos

convencionales.
1.7  Hipdtesis.

La aplicacion de nanoparticulas de plata sintetizadas utilizando extractos de Trichoderma
harzianum mejora significativamente la tasa de germinacion y el crecimiento temprano de las
plantulas de arroz (Oryza sativa), y reduce la incidencia de patdgenos en comparacion con los

tratamientos de germinacion convencionales y los controles sin tratamiento.
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1.8 Declaracion de las variables.
1.8.1 Variable Independiente.
> Analisis de Crecimiento

» Control de Patbgenos

1.8.2 Variable Dependiente.

» Tasa de germinacion: La proporcion de semillas que germinan exitosamente bajo

diferentes tratamientos con AgNPs, comparada con los controles.

> Crecimiento de las plantulas: Medido en términos de longitud de raices y tallos, y

posiblemente biomasa de las plantulas, bajo los distintos tratamientos.

> Incidencia de patogenos: La presencia o ausencia de patdgenos en las plantulas

germinadas, evaluada mediante observacion directa, conteo de patdgenos o métodos

moleculares, para determinar el efecto antimicrobiano de las AgNPs.

Tabla 1

Operacionalizacién de las variables

Variable Tipo Definicién Definicion Operacional Instrumento de
Conceptual Medida
Tipo de Independiente  El método 1. Nanoparticulas de plata  Registro del

especifico aplicado
a las semillas de
arroz para
estimular la
germinacion.
Porcentaje de
semillas que
germinan bajo
diferentes
tratamientos.
Longitud de las
raices de las
pléantulas de arroz
después de la
germinacion.
Peso total de las
plantulas
germinadas en
cada tratamiento.

tratamiento

Tasa de
germinacion

Dependiente

Crecimiento
radicular

Dependiente

Biomasa de
plantulas

Dependiente

(AgNPs) sintetizadas a
partir de Trichoderma. 2.
Medio de cultivo MS. 3.
Agua estéril. 4. Extracto
de Trichoderma.

NUmero de semillas
germinadas dividido por el
total de semillas en el
tratamiento, multiplicado
por 100.

Medicion en centimetros
de la longitud de la raiz
desde la base hasta la
punta, 7 dias después de la
germinacion.

Peso fresco de las
plantulas recolectadas,
medido en gramos, 14 dias
después de la
germinacion.

tratamiento
aplicado a cada
grupo de
semillas.

Observacion
directa y conteo
de semillas
germinadas.

Regla o
calibrador
digital.

Balanza de
precision.

Nota; Definicion operacional de las variables
Nota; Elaboracién propia
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1.9 Justificacion.

El arroz (Oryza sativa) es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial, sirviendo como
alimento basico para méas de la mitad de la poblacion global. La seguridad alimentaria y la
sostenibilidad de la produccion de arroz son, por lo tanto, de suma importancia para la nutricion
humana y la estabilidad economica, especialmente en paises en desarrollo donde la
dependencia del arroz como alimento basico es maxima. Sin embargo, la produccion de arroz
enfrenta maltiples desafios, incluidos factores bidticos como los patégenos del suelo, que
pueden afectar negativamente la germinacion de las semillas, el crecimiento de las plantulas y,
en Gltima instancia, el rendimiento de los cultivos (ALIMEMENTARIO, 2019). Ademas, el
cambio climéatico y las practicas agricolas insostenibles plantean desafios adicionales,
exacerbando los problemas de enfermedades de las plantas y la degradacion ambiental
(Kourgialas, N. 2021).

La investigacion y desarrollo de estrategias de manejo de cultivos innovadoras, sostenibles y
eficaces son cruciales. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han emergido como una
herramienta potencial en la agricultura, aprovechando sus propiedades antimicrobianas para
combatir patégenos de plantas. Sin embargo, la sintesis convencional de AgNPs a menudo
implica procesos quimicos que pueden ser perjudiciales para el medio ambiente y la salud
humana (Sharma et al. 2012) Por lo tanto, la sintesis verde de AgNPs, utilizando organismos
como Trichoderma harzianum, no solo ofrece un enfoque mas sostenible, sino que también

puede mejorar la compatibilidad y efectividad de estas nanoparticulas en aplicaciones agricolas

Trichoderma harzianum es bien conocido por sus propiedades antifingicas y su capacidad para
promover el crecimiento de las plantas, lo que lo convierte en un candidato ideal para la sintesis
bioldgica de AgNPs (Kim, S.\W., et al. 2012). La utilizacion de T. harzianum para la sintesis
de AgNPs podria no solo mejorar la eficacia de las nano particulas contra los patdégenos sino
también minimizar los posibles efectos toxicos en el medio ambiente y en las plantas de arroz,

promoviendo practicas agricolas mas ecoldgicas.

Ademas, el estudio de la germinacién in vitro de semillas de arroz en presencia de AgNPs
sintetizadas biologicamente proporciona una plataforma controlada para evaluar
detalladamente la eficacia y seguridad de esta tecnologia innovadora. Al comprender como

estas AgNPs afectan la germinacion y el crecimiento temprano de las plantulas de arroz, se
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podrian identificar concentraciones Optimas y métodos de aplicacion que maximicen los

beneficios agricolas mientras minimizan los riesgos ambientales y para la salud.

Desde una perspectiva econdmica, la mejora de la tasa de germinacion y el vigor de las
plantulas de arroz mediante el uso de AgNPs podria conducir a un aumento en el rendimiento
de los cultivos y, por ende, a una mayor estabilidad econémica para los agricultores. Esto es
particularmente importante en regiones donde la agricultura representa una parte significativa

de la economia local y la subsistencia de las comunidades (Silalertruksa et al. 2017).

La sostenibilidad es otro pilar fundamental de esta investigacion. Al integrar la sintesis verde
de nanoparticulas en las practicas de manejo de cultivos, este estudio apoya los métodos
ecoldgicos representa una estrategia innovadora que podria mejorar la germinacion y el
crecimiento de las plantulas de arroz sin los impactos negativos asociados con los pesticidas y
fungicidas quimicos convencionales (ALIMENTARIO, C. 2019).

1.10 Alcancey limitaciones.

La definicion de los alcances y limitaciones de este proyecto de investigacion es esencial para
establecer las expectativas claras respecto a lo que la investigacién aspira lograr y reconocer
los posibles obstaculos o restricciones que podrian impactar, los resultados. En el proyecto
sobre la evaluacion de la germinacion in vitro de arroz (Oryza sativa) utilizando nanoparticulas
de plata (AgNPs) sintetizadas a partir de Trichoderma harzianum, se pueden considerar los

siguientes puntos.

1.10.1 Alcance.

» Evaluacién Exhaustiva de AgNPs: El proyecto se propone sintetizar y caracterizar
AgNPs usando extractos de Trichoderma harzianum, proporcionando datos detallados
sobre su tamario, morfologia, estabilidad, y potencial antimicrobiano.

» Optimizacion de la Germinacion del Arroz: Se pretende identificar la concentracion
Optima de AgNPs que promueve la mayor tasa de germinacion y el crecimiento
saludable de las plantulas de arroz, sin efectos toxicos.

» Andlisis del Control de Patogenos: El estudio buscara evaluar la eficacia de las AgNPs
en la reduccién de la incidencia de patdgenos en las plantulas de arroz, comparando con

tratamientos convencionales y controles sin tratamiento.
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» Contribucion a la Agricultura Sostenible: A través de la sintesis verde de AgNPs y su
aplicacion en la germinacion de arroz, el proyecto apoya la exploracion de tecnologias
agricolas mas sostenibles y menos dependientes de quimicos sintéticos.

1.10.2 Limitaciones.

> Especificidad del Cultivo: Los resultados se obtendran especificamente para Oryza
sativa y podrian no ser directamente aplicables a otros tipos de cultivos sin estudios
adicionales.

» Condiciones Controladas de Laboratorio: La germinacion in vitro bajo condiciones
controladas podria no reflejar completamente las complejidades y variabilidades de las
condiciones de campo, limitando la extrapolacion directa de los resultados a ambientes
agricolas reales.

» Rango Limitado de Concentraciones de AgNPs: La investigacion se centrard en un
rango seleccionado de concentraciones de AgNPs, y podrian existir efectos
beneficiosos o toxicos en concentraciones fuera del rango estudiado.

> Impacto Ambiental a Largo Plazo: Aunque el estudio evaluard la seguridad y el
potencial impacto ambiental de las AgNPs, el seguimiento a largo plazo fuera del
alcance del proyecto es crucial para comprender completamente sus efectos en el
ecosistema.

» Variabilidad Bioldgica: La variabilidad intrinseca en las respuestas de las semillas de
arroz a los tratamientos con AgNPs podria afectar la reproducibilidad de los resultados

entre diferentes lotes de semillas o variedades de arroz.
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CAPITULO II: Marco teérico referencial
2.1 Antecedentes.

La nanotecnologia ha emergido como una herramienta prometedora en el ambito de la
agricultura, ofreciendo soluciones innovadoras para la mejora de la germinacion de semillas,
proteccion contra patdgenos, y entrega eficiente de nutrientes. Mukherjee et al. (2001)
destacaron la potencialidad de las nanoparticulas para inducir efectos positivos en la tasa de
germinacion y crecimiento de las plantas. Sharma et al. (2012) investigaron los efectos de las
nanoparticulas de plata en plantas y concluyeron que, bajo ciertas concentraciones, las AgNPs
pueden mejorar el crecimiento de las plantas y aumentar su resistencia a varios estresores. Sin
embargo, también sefialaron la necesidad de estudios adicionales para comprender
completamente los mecanismos subyacentes y los posibles efectos tdxicos a concentraciones

mas altas.

La sintesis verde de nanoparticulas utilizando microorganismos o extractos de plantas se ha
propuesto como una alternativa ecoldgica a los métodos quimicos y fisicos convencionales.
Vanegas et al., (2020), demostraron como los extractos de Trichoderma harzianum pueden ser
utilizados para sintetizar AgNPs con propiedades antimicrobianas significativas, ofreciendo

una via sostenible para la produccién de nanoparticulas.

El control bioldgico, utilizando agentes como Trichoderma harzianum, se ha reconocido como
un enfoque efectivo para manejar enfermedades en cultivos sin recurrir a quimicos sintéticos.
Harman et al. (2004) revisaron el papel de Trichoderma en el biocontrol y su capacidad para
mejorar la germinacion y el crecimiento de las plantas mediante mecanismos de accion directa

e indirecta.

Trichoderma harzianum como agente de biocontrol ha demostrado ser efectivo contra una
amplia gama de patégenos de plantas. Este hongo beneficioso actia a través de varios
mecanismos, incluyendo la competencia por nutrientes y espacio, parasitismo directo de
patogenos, y la induccion de resistencia sistémica en las plantas hospedantes. Cano, M. A.
(2011), destaca la versatilidad de Trichoderma en el mejoramiento de la salud del suelo y la

promocion del crecimiento vegetal, lo que a su vez puede reducir la incidencia de

enfermedades.
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El interés en las nanoparticulas de plata (AgNPs) para el control de enfermedades de plantas
se ha incrementado debido a sus potentes propiedades antimicrobianas. Las AgNPs pueden
inhibir el crecimiento de una variedad de patdgenos, incluidos hongos, bacterias y virus que
afectan a los cultivos. Oroz, M. M. (2009), proporciono evidencia experimental sobre la
actividad anti fangica de las AgNPs, demostrando su potencial para proteger las plantas contra

enfermedades.

La sintesis verde de AgNPs utilizando microorganismos, como Trichoderma harzianum, o
extractos de plantas, ofrece una alternativa ecoldgica a los métodos quimicos convencionales.
Esta aproximacion no solo reduce la dependencia de productos quimicos toxicos, sino que
también puede mejorar la compatibilidad de las nanoparticulas con sistemas biologicos.
Mukherjee et al. (2013) exploraron la sintesis de AgNPs utilizando extractos de hongos,

subrayando su potencial aplicacion en el control de enfermedades de plantas.

La integracion de estrategias de control bioldgico y la aplicacion de nanotecnologia representa
un enfoque holistico para el manejo de enfermedades de plantas. La combinacidn de métodos
puede ofrecer una solucion mas sostenible y eficaz, reduciendo la dependencia de fungicidas
quimicos y mitigando los riesgos de resistencia de patdgenos. La investigacion futura deberia
centrarse en evaluar la eficacia combinada de Trichoderma y AgNPs en condiciones de campo,
optimizando las dosis y métodos de aplicacion para maximizar los beneficios mientras se

minimizan los riesgos potenciales.

2.1.1 Contenido tedrico que fundamenta la investigacion.

La importancia de la innovacién en el cultivo de arroz radica en su capacidad para abordar los
desafios actuales y futuros asociados con la seguridad alimentaria, la sostenibilidad agricola, y
el cambio climéatico. A medida que la poblacion mundial sigue creciendo, la demanda de arroz,
un alimento béasico para mas de la mitad de la poblacién global, continia aumentando. Sin
embargo, la produccién de arroz se enfrenta a numerosos retos, incluyendo limitaciones de
recursos naturales, cambio climatico, y la necesidad de practicas agricolas mas sostenibles. En
este contexto, la innovacion surge como un pilar esencial para mejorar los rendimientos del

cultivo de arroz, reducir el impacto ambiental y garantizar la seguridad alimentaria a largo

plazo.
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2.1.2 Innovacién en el cultivo de arroz.

El mejoramiento genético ha permitido el desarrollo de variedades de arroz con mayor
rendimiento, resistencia a enfermedades y plagas, y adaptabilidad a condiciones ambientales
adversas. Investigaciones recientes han enfocado en crear variedades tolerantes a la salinidad,
sequia, y temperaturas extremas, asi como variedades con mejor calidad nutricional. Sharry, S.
(2015), destaca el impacto significativo del mejoramiento genético en la seguridad alimentaria
global a traves del desarrollo de variedades de arroz de alto rendimiento. La ingenieria genética
ha permitido la insercién de genes de resistencia a enfermedades de una especie a otra,
superando las barreras de cruzamiento que limitan el mejoramiento convencional. Esto ha
resultado en la creacion de cultivos transgénicos que pueden resistir ataques de patdgenos
especificos para los cuales no existian soluciones efectivas previamente. Por ejemplo, la
introduccion de genes de resistencia a bacterias y virus en variedades de arroz ha demostrado
ser efectiva en reducir la incidencia de enfermedades devastadoras como la blastula del arroz

y el virus de la hoja blanca del arroz.

La edicién gendmica, particularmente mediante el uso de CRISPR-Cas9, ha revolucionado el
campo del mejoramiento genético al permitir modificaciones precisas en el genoma de las
plantas. Mediante esta técnica, es posible desactivar genes que hacen a las plantas susceptibles
a enfermedades o modificar genes existentes para mejorar la resistencia. La aplicacion de
CRISPR-Cas9 en el arroz ha mostrado potencial para crear variedades resistentes a multiples
enfermedades simultdneamente, sin introducir ADN foréneo (Sharry, S. 2015).

La seleccion asistida por marcadores moleculares es otra herramienta biotecnoldgica crucial
que ha mejorado la eficiencia del mejoramiento convencional. Esta técnica utiliza marcadores
geneticos asociados con genes de resistencia a enfermedades para seleccionar individuos con
las caracteristicas deseadas en etapas tempranas del desarrollo de la planta. Esto acelera
significativamente el proceso de mejoramiento al permitir la identificacion rapida de plantas

con resistencia a enfermedades especificas.

La adopcion de tecnologias avanzadas en la agricultura, como la agricultura de precision,
sistemas de riego inteligente, y drones para la monitorizacion de cultivos, ha transformado el
manejo de los cultivos de arroz. Estas tecnologias permiten una gestion mas eficiente del agua,

optimizacion del uso de fertilizantes y pesticidas, y monitoreo de la salud del cultivo,
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contribuyendo a la sostenibilidad y eficiencia de la produccion. Amenta, V. et al, (2015),
analizan como la adopcion de tecnologias agricolas puede mejorar significativamente los

rendimientos de los cultivos y la sostenibilidad ambiental.

2.2 Cultivo de arroz.

El cultivo de arroz (Oryza sativa) es uno de los cereales mas importantes para la alimentacion
humana, siendo un alimento bésico para més de la mitad de la poblacién mundial. Este cultivo
tiene una rica historia y una compleja taxonomia que refleja su importancia en diversas culturas

a lo largo de los milenios.

2.2.1 Taxonomiadel Arroz

El arroz pertenece a la familia de las Poaceae (gramineas), dentro del género Oryza. La especie
Oryza sativa es la mas ampliamente cultivada y consumida a nivel mundial. La taxonomia
completa del arroz cultivado es:

Reino: Plantae

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Género: Oryza

Especie: Oryza sativa

Ademéas de Oryza sativa, existe otra especie de arroz cultivada conocida como Oryza
glaberrima (arroz africano), aunque su importancia es mucho menor en términos de produccion

y consumo global (Vaughan, D.A. et al, 2008).

2.2.2 Cronologia de Crecimiento del Arroz.
El ciclo de crecimiento del arroz se puede dividir en varias etapas principales:

» Germinacién: Tras la siembra, las semillas de arroz germinan en aproximadamente 3-7
dias, dependiendo de las condiciones ambientales.
> Establecimiento y Crecimiento Vegetativo: Después de la germinacion, las plantulas

pasan por un rapido crecimiento vegetativo, desarrollando su sistema de raices y follaje.
» Macollamiento: Esta etapa involucra la formacion de tallos adicionales o "macollos”
que pueden dar lugar a mas paniculas y, por lo tanto, a mas granos.
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> Floracion y Polinizacion: El arroz entra en la fase de floracion, durante la cual ocurre
la polinizacion, generalmente 2-3 meses después de la siembra.

» Maduracion: Después de la polinizacion, los granos comienzan a llenarse y madurar,
proceso que dura alrededor de 30 dias.

» Cosecha: La cosecha generalmente ocurre 4-6 meses después de la siembra,

dependiendo de la variedad y las condiciones de cultivo (Sasaki, T., & Burr, B. 2000).

2.2.3 Enfermedades en la Primera Etapa de Crecimiento.

Durante la germinacion y las primeras etapas de crecimiento, el arroz es susceptible a varias

enfermedades, entre ellas.

» Pyricularia oryzae: Causa lesiones en las hojas, tallos, y paniculas, afectando
gravemente el rendimiento.

» Rhizoctonia solani: Produce lesiones en las vainas de las hojas y puede afectar la base
del tallo.

» Xanthomonas oryzae pv. oryzae: Provoca el marchitamiento de las plantas y reduce

significativamente el rendimiento.

Estas enfermedades pueden ser particularmente devastadoras en las primeras etapas de
crecimiento, ya que las plantulas son mas vulnerables a los ataques patogenos
(Gnanamanickam, SS, et al, 1999).

2.3 Nanoparticulas.

Las nanoparticulas se definen como particulas ultrafinas con al menos una dimension menor a
100 nanémetros (nm). Debido a su tamafio reducido, las nanoparticulas presentan propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas Unicas, diferentes de las de los materiales a granel, incluyendo
una alta reactividad superficial y efectos cuanticos. Estas propiedades han llevado a
aplicaciones innovadoras en medicina, electronica, y mas recientemente, en la agricultura
(Amenta, V. et al, 2015).

Las AgNPs son ampliamente investigadas por sus marcadas propiedades antimicrobianas, las
cuales son atribuidas a la liberacion de iones de plata que son toxicos para una amplia gama de

microorganismos. Estas nanoparticulas han encontrado aplicaciones en el revestimiento de
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dispositivos medicos, en filtros de agua y en la proteccion de cultivos contra patdgenos
(Mukherjee, P. et al, 2008).

2.3.1 Propiedades de las nanoparticulas.

> Area Superficial Aumentada: Debido a su tamafio reducido, las nanoparticulas poseen
una gran area superficial en comparacion con su volumen, lo que aumenta su
reactividad y capacidad de interaccidn con otras sustancias.

> Propiedades Opticas y Magnéticas: Las nanoparticulas pueden mostrar propiedades
Opticas y magnéticas Unicas que no se encuentran en materiales a escala macroscopica.
Por ejemplo, las nanoparticulas de oro y plata exhiben colores intensos debido a la
resonancia del plasmén superficial, que es sensible al tamafio y la forma de las
nanoparticulas.

> Interaccién con Sistemas Biologicos: Las nanoparticulas tienen la capacidad de cruzar
barreras bioldgicas, interactuar con biomoléculas y entrar en células, lo que las hace
atiles para aplicaciones biomédicas como la administracion dirigida de farmacos y la
terapia génica. (Oroz, M. M. 2009).

2.3.2 Aplicaciones de las nanoparticulas.

» Medicina: En la entrega dirigida de medicamentos, las nanoparticulas pueden ser
disefiadas para transportar farmacos especificamente a las células o tejidos objetivo,
minimizando los efectos secundarios y mejorando la eficacia del tratamiento.

> Electrénica: Las nanoparticulas se utilizan para desarrollar dispositivos electronicos
mas pequefios, rapidos y eficientes, incluyendo transistores y sensores.

» Agricultura: Las nanoparticulas ofrecen soluciones innovadoras para la proteccion de
cultivos y la mejora de la nutricién de las plantas, por ejemplo, mediante la entrega

controlada de pesticidas y nutrientes (Velasquez, C. L. et al, 2015).

2.3.3 Beneficios de las Nanoparticulas de Plata en la Agricultura.

Las AgNPs han mostrado un gran potencial en aplicaciones agricolas, particularmente como
agentes antimicrobianos para proteger cultivos contra patdégenos. Su uso puede reducir la
necesidad de pesticidas quimicos, contribuyendo a sistemas de cultivo mas sostenibles.

Ademas, las AgNPs pueden promover el crecimiento de las plantas y mejorar la eficiencia en

la absorcion de nutrientes.
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> Control de Patdgenos: Las AgNPs inhiben el crecimiento de una amplia gama de
patdgenos vegetales, incluidos hongos, bacterias y virus, a traveés de mecanismos como
la perturbacion de las membranas celulares y la inhibicion de la respiracién celular
(Kim, S\W., et al. 2012).

» Promocion del Crecimiento de las Plantas: Investigaciones sugieren que las AgNPs
pueden estimular el crecimiento de las plantas y mejorar su rendimiento al influir
positivamente en la germinacion de las semillas y el desarrollo de las raices (Sharma,
P., etal. 2012).

2.3.4 Sintesis de Nanoparticulas de Plata mediante Trichoderma.

La sintesis de AgNPs a menudo implica métodos fisicos y quimicos; sin embargo, estos pueden
ser costosos y potencialmente nocivos para el medio ambiente. La sintesis bioldgica o "verde"
utilizando microorganismos como Trichoderma presenta una alternativa sostenible.
Trichoderma, un género de hongos beneficiosos ampliamente utilizado en biocontrol, puede
reducir los iones de plata a AgNPs bajo condiciones adecuadas. Este proceso no solo es eco-
amigable, sino que también permite la produccion de nanoparticulas con propiedades

antimicrobianas mejoradas (Mukherjee, P., et al. 2001).
2.3.5 Evaluacion de la Estabilidad de Nanoparticulas.

Seguln Llabot, J. M., (2008), la estabilidad de las nanoparticulas en diferentes medios es crucial
para su aplicacion préctica. La estabilidad coloidal puede ser evaluada mediante el seguimiento
de cambios en el tamafio y la distribucion de las nanoparticulas a lo largo del tiempo usando
DLS, y también mediante la medicion de la potencial zeta, que proporciona informacién sobre
la carga superficial y la repulsion electrostatica entre las particulas, factores clave para la
estabilidad coloidal.

La evaluacion detallada de la estabilidad de las nanoparticulas es esencial no solo para entender
su comportamiento en sistemas biologicos y ambientales sino también para optimizar su
sintesis y aplicaciones en la agricultura, como en el caso del control de patdgenos en cultivos
de arroz. La correcta caracterizacion de estas propiedades permite el desarrollo de
nanoparticulas mas seguras y efectivas, contribuyendo a la innovacion en el manejo de cultivos

y la proteccion ambiental (Bhattacharjee, S. 2016).
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2.4 Espectrofotometria.

La espectrofotometria es una técnica analitica fundamental en la quimica y la bioguimica que
mide la cantidad de luz que una muestra absorbe en funcion de la longitud de onda. Esta técnica
se basa en el principio de que cada compuesto absorbe o transmite luz sobre un cierto rango de
longitudes de onda. La espectrofotometria UV-Vis es particularmente Gtil para caracterizar
nanoparticulas, especialmente nanoparticulas metalicas como las de oro y plata, que presentan
intensas bandas de absorcion en la region visible debido a la resonancia de plasmon de
superficie (SPR), (Skoog, D.A., et al, 2017).

2.4.1 Principios de la Espectrofotometria UV-Vis en Nanoparticulas.

Las nanoparticulas metalicas exhiben fendmenos de SPR, donde los electrones en la superficie
de la nanoparticula oscilan en resonancia con la luz visible. Este efecto es altamente
dependiente del tamafio, forma, composicion y medio ambiente de las nanoparticulas, lo que
resulta en picos caracteristicos de absorcion que se pueden utilizar para inferir estas
propiedades. La espectrofotometria UV-Vis permite la deteccion rapida y no destructiva de
estas caracteristicas, proporcionando una herramienta valiosa para la sintesis y caracterizacion
de nanoparticulas (Haiss, W., et al, 2007).

Cuando la luz incide en una muestra, parte de ella puede ser absorbida, reflejada o transmitida.
Las nanoparticulas, debido a sus tamafios en el rango nanomeétrico, presentan efectos de
resonancia de plasman superficial (SPR), especialmente notorios en nanoparticulas metélicas
como las de plata y oro. Este fendmeno ocurre cuando la frecuencia de la luz incidente coincide
con la frecuencia de oscilacion colectiva de los electrones de la superficie de las nanoparticulas,

resultando en una absorcidn y dispersion intensificadas en longitudes de onda especificas.

2.4.2 Aplicaciones en Nanoparticulas.

La espectrofotometria UV se emplea ampliamente en la caracterizacion de nanoparticulas para:
» Determinacion del Tamafio y la Distribucion de Tamarfio: A traves del analisis de los
picos, se pueden estimar el tamafio promedio y la distribucién de las nanoparticulas en

una solucion.
» Evaluacion de la Concentracion de Nanoparticulas: La intensidad del pico de absorcion

esta relacionada con la concentracion de nanoparticulas, permitiendo su cuantificacion.
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> Estudios de Estabilidad: La estabilidad coloidal de las nanoparticulas en diferentes
medios se puede monitorear a través de cambios en los espectros de absorcion a lo largo
del tiempo (Amendola, V., & Meneghetti, M. 2009).

2.4.3 Consideraciones Importantes.

La presencia de iones o moléculas en el medio puede afectar la resonancia de plasmon
superficial, alterando los espectros de absorcion.

Aunque la espectrofotometria UV es una herramienta poderosa para la caracterizacion inicial
de nanoparticulas, técnicas complementarias como la microscopia electronica (TEM, SEM) y
la dispersion de luz dinamica (DLS) son necesarias para una caracterizacion mas detallada.

La espectrofotometria UV representa una técnica indispensable en el campo de la

nanotecnologia, ofreciendo un método eficaz y accesible para la caracterizacion.

> Aspectos Eticos de la Biotecnologia en la Agricultura.

La Comision de las Comunidades Europeas. (2007). Deja implicito que la introduccién de
nanoparticulas, particularmente en el cultivo de alimentos basicos como el arroz, requiere una
reflexion profunda sobre las implicaciones éticas. La biodiversidad es una preocupacion
central, ya que la dependencia de variedades de cultivos genéticamente modificados o tratados
con nanoparticulas podria conducir a una disminucion de la diversidad genética de las especies
cultivadas. Esto no solo afecta la resiliencia de los sistemas agricolas ante enfermedades y
cambios climaticos, sino también la riqueza de la agro biodiversidad, crucial para los

ecosistemas Y las culturas locales.

Segun ETC Group. (2004). La equidad en el acceso a estas tecnologias avanzadas también es
un aspecto ético importante. Existe el riesgo de que solo los agricultores mas grandes o las
corporaciones tengan los medios para aprovechar las ventajas de la nanotecnologia,
potencialmente aumentando la brecha entre los productores grandes y pequefios. La
democratizacion del acceso a la tecnologia es fundamental para asegurar que los beneficios de

la innovacién se compartan ampliamente.

Ademas, la percepcion publica de los alimentos producidos mediante la nanotecnologia es un

tema critico. La transparencia y la comunicacion efectiva son esenciales para construir la

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




confianza del consumidor y asegurar que los avances tecnoldgicos sean aceptados y valorados

por la sociedad.

La biotecnologia y la nanotecnologia ofrecen potencial para revolucionar la agricultura, es
crucial abordar estas cuestiones éticas para garantizar que los avances sean sostenibles, justos
y aceptados por el publico. Establecer marcos regulatorios sélidos y fomentar el didlogo entre
cientificos, agricultores, consumidores y reguladores puede ayudar a navegar estas
complejidades éticas y maximizar los beneficios de la tecnologia para todos.

2.4.4 Caracterizacion de Nanoparticulas mediante Espectrofotometria UV.

La caracterizacion de AgNPs mediante espectrofotometria UV proporciona informacion
valiosa sobre sus propiedades dpticas Yy fisico-quimicas. Los picos de absorcidn en el espectro
UV se correlacionan con el didmetro de las nanoparticulas; por ejemplo, en el caso de las
AgNPs, un pico alrededor de 400-450 nm indica la presencia de nanoparticulas esféricas
pequefias (Haiss, W., et al, 2007).

2.5  Aplicaciones en Nanotecnologia.

La aplicacion de la nanotecnologia ha revolucionado el &ambito agricola a través de multiples
innovaciones. Investigaciones como las realizadas por Shang et al. (2019) y He et al. (2019)
han demostrado la efectividad de las nanoparticulas de plata (AgNPs) para fomentar el
crecimiento de las plantas y proteger los cultivos, gracias a sus propiedades antimicrobianas y
su influencia positiva en el desarrollo vegetativo. EI desarrollo de AgNPs utilizando métodos
bioldgicos, especialmente a través de hongos beneficiosos como Trichoderma harzianum,
ofrece una ruta mas verde y sostenible, disminuyendo la necesidad de productos quimicos y

mitigando el impacto en el medio ambiente (Duhan et al., 2017).

Avances significativos en agricultura de precision han sido posibles gracias a la
nanotecnologia, la cual ha mejorado la capacidad de las plantas para resistir condiciones
ambientales adversas como sequia, salinidad y enfermedades (Rastogi et al., 2019). La
utilizacion de nanoparticulas de silicio y la biosintesis de nanoparticulas de éxido de zinc han
sido beneficiosas para la activacion enzimatica y el rendimiento de las plantas (Raliya &

Tarafdar, 2013). Asimismo, el desarrollo de nanosensores ha permitido monitorizar variables
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criticas en la agricultura, incluyendo los niveles de nutrientes, deteccién de patégenos y la

presencia de pesticidas en cultivos (Kim et al., 2017; Gogos et al., 2012).

No obstante, la implementacion de nanotecnologia en la agricultura enfrenta retos, tales como
la potencial toxicidad de las nanoparticulas, la ausencia de regulaciones especificas y la
necesidad de una mayor comprension sobre su interaccion con seres vivos y el ambiente (Kwak
et al., 2017). A pesar de estos desafios, el espectro de posibilidades que la nanotecnologia
ofrece para la agricultura es considerable, abriendo caminos hacia el desarrollo de
nanofertilizantes, nanopesticidas, nanobiosensores y sistemas de liberacion de nanocarriers que
podrian potenciar notablemente la productividad y sostenibilidad agricolas (Mukhopadhyay,
2014; Ghosh, 2023).

2.6 Cultivos In Vitro Produccion de Arroz.

Los cultivos in vitro, o la propagacién de plantas en condiciones controladas de laboratorio,
representan una herramienta valiosa en la biotecnologia agricola. Esta técnica permite el cultivo
de tejidos vegetales, células, 6rganos, o incluso embriones completos en medios de cultivo
especificos, bajo condiciones ambientales optimizadas. Para el arroz, los cultivos in vitro
facilitan la produccion masiva de plantas libres de enfermedades, la conservacién de recursos
genéticos, y la aceleracion de programas de mejoramiento genético (Sharry, S. 2015).

Una aplicacion clave de los cultivos in vitro en la produccion de arroz es la micro propagacion.
Esta técnica es esencial para la multiplicacion rapida de variedades élite, garantizando
uniformidad genética y alta calidad de las plantas producidas. Ademas, los cultivos in vitro son
fundamentales en la ingenieria genética del arroz, permitiendo la introduccion de genes de
interés que confieren resistencia a enfermedades, tolerancia a estreses abidticos, 0 mejoras
nutricionales (Cafial, M. J., et al. 2001).

La embriogénesis somatica y la regeneracion de plantas a partir de callos también son técnicas
importantes en la biotecnologia del arroz. Estos métodos posibilitan la recuperacion de plantas
a partir de células individuales, lo cual es crucial para la edicion gendémica y la creacién de
variantes genéticas que podrian no ser posibles mediante la reproduccion sexual convencional.
La implementacion de cultivos in vitro en la produccion de arroz ofrece ventajas significativas,
incluida la rapida propagacion de material vegetal y la posibilidad de generar plantas con

caracteristicas deseables. Sin embargo, los desafios técnicos y econémicos, como los altos
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costos de establecimiento y la necesidad de técnicas especializadas, ain deben abordarse para
maximizar su potencial (Freire-Seijo,M. 2003).

Los cultivos in vitro representan una estrategia innovadora para enfrentar los desafios actuales
en la produccidn de arroz. A través de la optimizacion de estas técnicas y la superacion de
barreras existentes, la biotecnologia del arroz puede contribuir significativamente a la

seguridad alimentaria y la sostenibilidad agricola en el futuro.

2.6.1 Biorreactores.

Los biorreactores de inmersion temporal (BIT) representan una innovacion significativa en el
campo de la propagacion in vitro, ofreciendo una alternativa eficiente y escalable para la
produccién masiva de plantas, incluido el arroz (Oryza sativa). Esta tecnologia se basa en la
inmersion periddica de tejidos vegetales en un medio de cultivo liquido, lo que mejora la
aireacion, el intercambio gaseoso y la disponibilidad de nutrientes en comparacion con los

sistemas tradicionales de cultivo en agar o medios liquidos estaticos (Salas, J. E., et al. 2011).

2.6.2 Principios de los Biorreactores de Inmersion Temporal.

Los BIT funcionan mediante ciclos programados de inmersién y drenaje, donde el tejido
vegetal se sumerge temporalmente en el medio de cultivo liquido y luego se deja drenar. Este
método reduce los problemas asociados con la hipoxia y el crecimiento desigual observados en
los cultivos in vitro estaticos, promoviendo un crecimiento mas uniforme y rapido de las plantas
(Etienne, H., & Berthouly, M. 2002).

2.6.3 Aplicaciones en la Produccion de Arroz.

En la produccién de arroz, los BIT se han utilizado para optimizar la multiplicacion y el
crecimiento de callos, asi como para la regeneracion de plantas a partir de tejidos somaticos.
Estos sistemas permiten una mayor eficiencia en la produccién de plantas transgénicas y en la
conservacion de germoplasma, facilitando la manipulacion genética y la rapida propagacion de

variedades de arroz mejoradas.
2.6.4 Ventajas de los Biorreactores de Inmersion Temporal.

Los BIT ofrecen varias ventajas sobre los métodos tradicionales de cultivo in vitro, incluyendo:
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» Mejoraen la eficiencia del uso de espacio y medios de cultivo.

» Reduccion del riesgo de contaminacion debido al menor manejo de las plantas y al
disefio cerrado de los sistemas.

» Aumento en la tasa de crecimiento y mejora de la calidad de las plantas producidas

debido a las mejores condiciones de cultivo.

2.6.5 Desafiosy Perspectivas Futuras.

A pesar de sus beneficios, la implementacion de BIT en la produccion de arroz enfrenta
desafios, como el costo inicial de establecimiento y la necesidad de optimizar los protocolos
para diferentes genotipos de arroz. Sin embargo, el potencial para mejorar la eficiencia de
produccion y la sostenibilidad hace que la investigacion y el desarrollo continuo de los BIT
sean cruciales para el futuro de la propagacion in vitro del arroz (Paek, K.Y, et al. 2005).

La adopcion de biorreactores de inmersion temporal en la produccién de arroz in vitro
representa un avance prometedor hacia la optimizacion de la propagacion de plantas. Con
investigaciones adicionales y la adaptacién de estos sistemas a las necesidades especificas del
cultivo de arroz, los BIT tienen el potencial de revolucionar la produccién de arroz,

contribuyendo a la seguridad alimentaria y la sostenibilidad agricola.

2.7  Toxicidady Riesgos Ambientales.

La introduccion de nanoparticulas, incluidas las nanoparticulas de plata (AgNPs), en la
agricultura y otros sectores ha generado preocupaciones sobre su toxicidad potencial y los
riesgos ambientales asociados. A pesar de los beneficios significativos que las nanoparticulas
ofrecen, es crucial comprender su impacto en el medio ambiente, especialmente en suelos,
aguas y organismos no objetivo. Aqui se presenta una revision de los efectos conocidos hasta

la Gltima actualizacion, basada en estudios y revisiones cientificas.

2.7.1 Efectos en Suelos.

Las nanoparticulas pueden alterar las propiedades fisico-quimicas del suelo y afectar
negativamente la micro biota del suelo, que es esencial para los ciclos de nutrientes y la

descomposicion de la materia organica. Estudios han demostrado que las AgNPs pueden inhibir
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el crecimiento de bacterias y hongos beneficiosos, lo que potencialmente altera la estructura de

la comunidad microbiana y afecta la salud del suelo (Johansen, A., et al, 2008).
2.7.2 Efectos en Aguas.

Las nanoparticulas liberadas al ambiente pueden alcanzar cuerpos de agua a través de la
escorrentia agricola, el tratamiento de aguas residuales y la deposicion atmosférica. En
ambientes acuaticos, las AgNPs han mostrado ser toxicas para una variedad de organismos,
incluidos peces, invertebrados y algas. La liberacion de iones de plata desde las AgNPs
contribuye a su toxicidad, afectando la funcion respiratoria, la reproduccion y el desarrollo de

los organismos acudticos (Asharani, P.V. et al, 2008).
2.7.3 Efectos en Organismos no Objetivo.

La exposicion a nanoparticulas no solo afecta a los patdégenos contra los cuales estan dirigidas
sino también a organismos no objetivo, incluidos polinizadores como abejas y organismos
beneficiosos como depredadores naturales de plagas. La biodisponibilidad de nanoparticulas
en el ambiente puede llevar a la bioacumulacién y biomagnificacion a lo largo de las cadenas
tréficas, presentando riesgos potenciales para la biodiversidad y la salud de los ecosistemas.
(Khodakovskaya, M.V. et al, 2012).

2.8 Marco Legal y Normativo en Ecuador.

La implementacién y desarrollo de tecnologias basadas en nanoparticulas para aplicaciones
agricolas en Ecuador, como en cualquier otro pais, debe realizarse en concordancia con la
legislacién y normativas locales que rigen el uso seguro de nanotecnologia, la proteccion del
medio ambiente, y la seguridad alimentaria. Ecuador, como signatario de diversos acuerdos
internacionales en estas areas, tiene un marco legal que podria impactar en la investigacion y
aplicacion de nanoparticulas en la agricultura. Se presenta un analisis basado en el contexto

normativo general y las implicaciones potenciales para este tipo de investigaciones en Ecuador.

> Constitucion del Ecuador

La Constitucion de la Republica del Ecuador (2008) establece un marco solido para la
proteccion del medio ambiente, el uso sostenible de los recursos, y la garantia de la seguridad

alimentaria. En particular, los articulos relacionados con los derechos de la naturaleza (Art. 71-
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74) y el derecho a un ambiente sano (Art. 14) son relevantes, ya que cualquier aplicacion de

nanoparticulas en la agricultura debe garantizar que no se dafie el ecosistema o la biodiversidad.
“Constitucion de la Republica del Ecuador. (2008). Montecristi: Asamblea Constituyente.”

» Cabdigo Orgénico del Ambiente

El Cddigo Orgéanico del Ambiente (2017) regula lo concerniente a la gestion ambiental y el uso
sostenible de los recursos naturales en Ecuador. Este codigo podria aplicarse a la investigacion
y uso de nanoparticulas en la agricultura, especialmente en lo que respecta a la prevencion de
la contaminacion, la gestion de sustancias peligrosas, y la realizacion de evaluaciones de

impacto ambiental para proyectos de investigacion y desarrollo.
“Caodigo Orgéanico del Ambiente. (2017). Registro Oficial Suplemento 983.”

» Ley Organica de Agro biodiversidad, Semillas y Fomento de la Agricultura
Sustentable
Esta ley (2017) promueve la agro biodiversidad, el uso y conservacion de semillas, y el fomento
de préacticas agricolas sustentables. La investigacion en nanoparticulas dirigida a mejorar la
productividad agricola o la resistencia de los cultivos debe alinearse con los principios de

sustentabilidad y seguridad alimentaria que esta ley establece.

“Ley Organica de Agro biodiversidad, Semillas y Fomento de la Agricultura Sustentable.

(2017). Registro Oficial 999.”

2.9 Implicaciones para la Investigacion y Aplicacion de Nanoparticulas.

Antes de la implementacion de cualquier tecnologia basada en nanoparticulas en la agricultura,
es necesario realizar evaluaciones de impacto ambiental que cumplan con la normativa

ecuatoriana, asegurando que no se generen riesgos para el medio ambiente o la salud humana.

Los productos agricolas desarrollados mediante el uso de nanoparticulas deben cumplir con las

normativas de seguridad alimentaria, garantizando que no representen riesgos para los

consumidores.
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La investigacion debe orientarse hacia soluciones que no solo mejoren la productividad
agricola, sino que también fomenten la sostenibilidad y conservacion de la agro biodiversidad,

en linea con los principios establecidos en la legislacion ecuatoriana.
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CAPITULO III: Disefio metodoldgico

3.1 Tipoy disefio de investigacion.
La investigacion descrita, centrada en la evaluacion de la germinacion in vitro de arroz (Oryza
sativa) utilizando nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de Trichoderma harzianum, se
clasifica principalmente como una investigacion aplicada dentro del campo de la biotecnologia
agricola. Este tipo de investigacion se caracteriza por su enfoque en la aplicacion préctica de
conocimientos cientificos para resolver problemas especificos, en este caso, la mejora de la
germinacion y el crecimiento inicial del arroz en condiciones controladas, con un enfoque

sostenible y ecolégico.
3.1.1 Tipo.

> Aplicada; Se centra en la aplicacién de conocimientos cientificos y tecnoldgicos para
resolver problemas précticos especificos, en este caso, mejorar la eficiencia de la
germinacion y el crecimiento inicial de las plantas de arroz, contribuyendo asi a los
objetivos de desarrollo agricola y seguridad alimentaria.

» Experimental; Involucra la manipulacion controlada de variables —Ila aplicacion de
nanoparticulas de plata en el proceso de germinacion— para estudiar sus efectos en un
entorno controlado. Esto permite establecer relaciones de causa y efecto entre la
intervencion (nanoparticulas de plata) y los resultados observados (tasa de germinacion

y salud de las plantulas).
3.1.2 Disefio de Investigacion.

Diserio completamente al azar (DCA), adecuado para experimentos controlados en laboratorio
donde se evallan los efectos de distintos tratamientos sobre una muestra. Este disefio permite
la comparacion directa de los tratamientos bajo estudio (Montgomery, D.C. 2017).

En este estudio sobre la germinacién in vitro de arroz usando diferentes tratamientos en
biorreactores, incluyendo nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de Trichoderma, se
identifican tanto variables independientes como dependientes. Tabla 2

Para organizar y explicar claramente los tratamientos y las repeticiones mencionadas en el
estudio sobre la germinacién in vitro de arroz utilizando diferentes tratamientos en
biorreactores, aqui se proporciona un cuadro explicativo. Este cuadro ayuda a visualizar la

estructura del experimento y asegura que la implementacion sea coherente y sistematica.
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Tabla 2

Disefio de tratamientos

Tratamiento Descripcion Objetivo Total de
Unidades
Experimentales
T1 Nanoparticulas de plata Evaluar el efecto de las 50
Nanoparticulas sintetizadas utilizando AgNPs en la mejora de la
de Plata (AgNPs)  extractos de germinacion y el
Trichoderma. crecimiento temprano de
las plantulas de arroz.
T2 Extracto acuoso de Investigar el potencial del 50
Extracto de Trichoderma aplicado a extracto de Trichoderma
Trichoderma las semillas. en promover la

germinacion y el
crecimiento de las
plantulas de arroz.

T3 Medio de cultivo Determinar la eficacia del 50
Medio MS Murashige y Skoog, medio MS estandar en la

utilizado como control germinacion y crecimiento

positivo para la de las plantulas de arroz.

germinacion in vitro.
T4 Agua estéril utilizada Establecer la linea base de 50
Agua Esteril como control negativo. la germinacion y

crecimiento de las
plantulas de arroz sin
ningun tratamiento aditivo.

Nota; Total de Unidades Experimentales en el estudio: 200

Este cuadro resume los cuatro tratamientos que seran evaluados en el estudio, cada uno con 50
repeticiones, lo que suma un total de 200 unidades experimentales. La inclusion de controles
positivo (medio MS) y negativo (agua estéril) permite evaluar méas efectivamente el impacto
de las nanoparticulas de plata y el extracto de Trichoderma en comparacién con condiciones
estdndar y ausencia de tratamiento, respectivamente. EI nimero de repeticiones (50 por
tratamiento) ha sido disefiado para proporcionar suficiente poder estadistico para detectar
diferencias significativas entre tratamientos. Este disefio experimental facilitara la obtencion
de resultados confiables y reproducibles, esenciales para la evaluacion objetiva de la eficacia

de cada tratamiento en la germinacion y el crecimiento temprano de las plantulas de arroz.

3.2 Lapoblaciony la muestra.
Semillas de arroz (Oryza sativa) INIAP 14, 4 tratamientos 50 repeticiones por tratamiento
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3.2.1 Caracteristicas de la poblacion.
Semillas de arroz (Oryza sativa) INIAP 14, seleccionada por su relevancia agronémica en

Ecuador y susceptibilidad conocida a condiciones de estrés durante la germinacion.

3.2.2 Delimitacion de la poblacion.
La poblacion estard delimitada a semillas de una sola variedad de arroz, asegurando
homogeneidad. Las semillas provendran de un stock reciente para minimizar la variabilidad

debido al almacenamiento.

3.2.3 Tipode muestra.
Aleatoria simple, para asegurar que cada unidad experimental (semilla) tenga la misma

probabilidad de ser seleccionada para cualquiera de los tratamientos.

3.2.4 Tamaiio de la muestra.
Con un total de 50 repeticiones por tratamiento, el tamafio total de la muestra sera de 200
unidades experimentales. Este tamafio de muestra se elige para obtener una potencia estadistica

adecuada, permitiendo detectar diferencias significativas entre tratamientos.

3.2.5 Proceso de seleccion de la muestra.

> Seleccion de Semillas: De un lote homogéneo de semillas de arroz, se realizé una
seleccién preliminar para descartar semillas dafiadas o de tamafio anormal, asegurando
uniformidad en la muestra.

» Asignacion Aleatoria: Las semillas seleccionadas se asignardn aleatoriamente a uno
de los cuatro tratamientos, utilizando técnicas de generacién de nimeros aleatorios para
distribuir equitativamente las semillas entre los tratamientos.

» Implementacién de Tratamientos: Los tratamientos (nanoparticulas de plata, medio
MS, agua estéril y extracto de Trichoderma) se aplicaran bajo condiciones controladas
en biorreactores de inmersion temporal, siguiendo protocolos estandarizados para cada

tratamiento.

Este disefio y metodologia proporcionaran una base sélida para evaluar el efecto de diferentes
tratamientos en la germinacion del arroz, permitiendo comparaciones estadisticamente validas

entre los grupos. La seleccion y manejo cuidadoso de la muestra garantizaran la validez de los
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resultados y facilitaran la interpretacion de los impactos de cada tratamiento en la germinacion

del arroz.
3.3 Métodos y técnicas.

3.3.1 Fase de campo.
La fase de campo consistid en la recoleccion y seleccion de semillas para su traslado a

laboratorio.

3.3.2 Fase de laboratorio.

» Preparacion del Extracto de Trichoderma.

e Para la preparacion de los extractos de Trichoderma se utiliz6 un producto comercial
de nombre TRICHO-D, y se procedio a utilizar su dosis comercial utilizando agua
estéril para la suspension, en una proporcién de 5g por cada 100ml de H20.

e Después de la activacion del producto en 1 hora se procedié a realizar el centrifugado
al vacio con un papel filtro de 0.2 micrones con la ayuda de un matraz Kitasato, embudo
Buchner y bomba al vacio.

e Se obtiene un extracto puro libre de sedimentos.

» Sintesis de Nanoparticulas de Plata.
e Preparacion de una solucién de nitrato de plata (AgNO3) a concentracion 9 mili molar.

e Preparacion de una solucion NaOH a concentracion 1M.

e Se realizd una dilucion del extracto de Trichoderma en una relacion 20:1 de
H2O/Extracto de Trichoderma.

e Adicionar por cada 75 ml de solucidon de nitrato de plata 10 ml del extracto diluido y se
calienta a 7 min en microondas.

e Posteriormente se ajusta a un pH de 7 con una solucion de NaOH 1Molar.

e Incuba la mezcla de reaccién a 25-30°C durante 24 horas para permitir la reduccion del
AgNO3 a AgNPs.

» Centrifugacion y Recoleccion de AgNPs.
e Centrifuga la solucion a 5500rpm a 26°C durante 20 minutos para precipitar las AgNPs.

e Descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet de AgNPs en agua destilada estéril
para purificar.
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o Repite el proceso de centrifugacion para asegurar la limpieza de las nanoparticulas.

» Uso de Biorreactores de Inmersion Temporal.
e Preparacion de Biorreactores con uso de bombas aireadoras, recipientes de vidrio,

mangueras de silicon y filtros de aire.

e Se establecieron tiempos de inmersion en 2 Fases, 1ERA Fase 48 horas de inmersién
continua; 2DA Fase Programacion mecanica cada 10 horas dos horas de inmersion.

» Tratamiento de Semillas y Germinacion.

Las semillas previamente seleccionadas no fueron tratadas con ningln producto para garantizar
la eficacia de los tratamientos planteados.
Posteriormente las semillas fueron colocadas dentro de los biorreactores esterilizados para

luego ser enriquecidos con los tratamientos previamente seleccionados, Tabla 3.

Tabla 3

Descripcion de tratamientos

Tratamiento Descripcion Objetivo del Tratamiento
Nanoparticulas  Aplicacion de nano particulas de Evaluar el efecto promotor de
de Plata plata sintetizadas a partir de extractos ~ germinacién y control de patogenos.
(AgNPs) de Trichoderma.

Extracto de Uso de extracto liquido obtenido de Determinar la influencia del extracto

Trichoderma Trichoderma como tratamiento. fangico en la germinacién y salud de

las plantulas.

Medio MS Utilizacion del medio de cultivo Comparar con un estandar de
Murashige y Skoog para la germinacion en condiciones de
germinacion de las semillas. laboratorio.

Agua Esteril Semillas sumergidas en agua Establecer una linea base de
esterilizada, sirviendo como control germinacion sin intervencion de
negativo. tratamientos adicionales.

Nota; Elaboracion los autores

» Evaluacion de la Germinacién

La germinacion, el crecimiento radicular y la biomasa de las plantulas fueron registrados
meticulosamente para cada tratamiento. Estas mediciones proporcionaron datos cuantitativos
sobre el impacto de cada tratamiento en el desarrollo de las plantulas de arroz, desde la
germinacion hasta las etapas iniciales de crecimiento.

Para analizar los datos recopilados, se empled el software IBM SPSS version 25. Este software

permitio realizar analisis estadisticos avanzados, incluyendo pruebas ANOVA para comparar
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los efectos de los diferentes tratamientos en las variables de interés. La utilizacion de este
andlisis estadistico robusto asegurd la identificacion precisa de diferencias significativas entre

los tratamientos, proporcionando una base sélida para interpretaciones y conclusiones

confiables.
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4 CAPITULO IV: Anélisis e interpretacion de resultados
4.1 Analisis de los resultados.

4.1.1 Andlisis de Espectrofotometria para la Sintesis de Nanoparticulas de Plata.

El analisis espectrofotométrico reveld diferencias claras en la sintesis de nanoparticulas de
plata (AgNPs) al utilizar concentraciones de 1 mM y 9 mM de nitrato de plata. La curva de
absorbancia para la concentracion de 9 mM muestra un pico pronunciado a 475 nm, lo que
sugiere la formacion de AgNPs con una resonancia de plasmon superficial (SPR) bien definida.
Este pico caracteristico de SPR es indicativo de la presencia de AgNPs en la solucién y se
asocia comunmente con la absorcion de luz debido a las oscilaciones colectivas de los

electrones en la superficie de las nanoparticulas.

Tabla 4

Picos de absorbancia

ABS 1mM

ABSORBANCIA

ABS 9mM

0 100 200 300 400 500 600
LONGITUD DE ONDA (nM)

Nota; Fuente elaboracion propia, data extraido espectrofotometro HACH DR 3900.

La intensidad del pico a 475 nm en la curva correspondiente al tratamiento con 9 mM es
sustancialmente mayor que la observada en la curva de 1 mM, lo que implica una mayor
concentracion de AgNPs formadas bajo la condicién de mayor concentracion de precursor.
Ademas, la posicion del pico a una longitud de onda relativamente mas larga puede indicar que

las nanoparticulas formadas en presencia de una concentracion mas alta de nitrato de plata

tienden a ser de mayor tamafio o posiblemente méas agregadas lo que concuerda con Rivera-
Esteban, J. and Olivas-Alvarez, A. (2021).
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En contraste, la absorbancia relativa menor en el tratamiento de 1 mM sugiere una menor
formacion de nanoparticulas y/o la presencia de nanoparticulas de menor tamarfio. La ausencia
de un pico definido en la regién de 475 nm para la concentracion de 1 mM podria interpretarse
como una indicacién de una sintesis menos eficiente o de la formacion de nanoparticulas con

propiedades de plasmon superficial menos pronunciadas.

Estos resultados podrian atribuirse a la dindmica de la nucleacion y crecimiento de las
nanoparticulas de plata, que estan influenciadas por la concentracion del precursor. Una mayor
concentracion de nitrato de plata proporciona una mayor disponibilidad de iones de plata, lo
cual es favorable para la formacidn de nanoparticulas. Sin embargo, también se debe tener en
cuenta la posibilidad de que concentraciones mas altas de iones de plata puedan conducir a un
aumento en la aglomeracion de las nanoparticulas, como lo sugiere el desplazamiento del pico
de SPR hacia longitudes de onda mas largas.

4.1.2 Ensayos con biorreactores.

» Velocidad de germinacion.

En la evaluacion de la velocidad de germinacion en biorreactores utilizando distintos
tratamientos para la germinacion de semillas de arroz (Oryza sativa), se observaron diferencias
significativas entre los grupos tratados. Un total de 50 unidades experimentales fueron

analizadas por tratamiento.

El tratamiento con nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas a partir de extractos de
Trichoderma (T1), mostré una germinacion acelerada, con un total de 47 de las 50 semillas
germinando dentro de las primeras 48 horas después del remojo. Este resultado indica un indice
de germinacion del 94%, superando significativamente la velocidad de germinacién de los
demaés tratamientos evaluados. Estudios previos han resaltado la eficacia de las nanoparticulas

de plata para estimular la germinacion temprana en diversas especies de cultivos, lo cual se

atribuye a sus propiedades antimicrobianas y a la mejora en la bio-disponibilidad de nutrientes
(Morales-Mavil, J. E. y Alba-Landa, J. 2014).
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Figural

Germinacion in vitro de arroz

"

Nota; Germinacion de Tratamiento 1, aparicion de la radicula

Por otro lado, los tratamientos con extracto de Trichoderma (T2), medio MS (T3) y agua esteéril
(T4) presentaron un inicio de germinacién mas tardio, comenzando a las 72 horas de
exposicion. En particular, el tratamiento con extracto de Trichoderma resulté en 30 semillas
germinadas, el tratamiento con medio MS en 33 semillas germinadas, y el control con agua
estéril mostrd la menor tasa de germinacion con 28 semillas germinadas. Estos resultados estan
en consonancia con las investigaciones que indican un efecto promotor de germinacion menos
pronunciado por parte de extractos fungicos y medios de cultivo en comparacion con

tratamientos que incorporan AgNPs, (Nascimiento et al. 2022).

La diferencia en la velocidad de germinacion observada podria estar relacionada con el
potencial de las nanoparticulas de plata para crear un entorno menos propenso a la
contaminacion microbiana y més favorable para la germinacion, como se ha demostrado en
estudios similares (Morales-Mavil, J. E. y Alba-Landa, J. 2014). En contraste, el medio MS,
aunque nutricionalmente rico, y los extractos de Trichoderma, que pueden ofrecer beneficios

bioestimulantes, parecen requerir un periodo de incubacion mas largo para facilitar la

germinacion.
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El menor desempefio del control con agua estéril resalta la importancia de los tratamientos
activos en la promocion de la germinacion. Las condiciones estériles por si solas no parecen
suficientes para estimular un proceso de germinacion rapido, lo cual es apoyado por la literatura
que destaca la influencia positiva de los componentes bioactivos en la aceleracion de la

germinacion (Cano et al. 2015).

» Porcentaje de germinacion.

Tras un periodo de observacion de cinco dias, se analizd la tasa de germinacion total para cada
uno de los tratamientos aplicados a las semillas de arroz en los biorreactores. De acuerdo con
los datos recopilados, el tratamiento 1 con nanoparticulas de plata (AgNPs) alcanz6 una tasa
de germinacién del 100%, con todas las unidades experimentales mostrando germinacion

exitosa.

Figura 2

Biorreactores proceso de inmersion

En contraste, los otros tratamientos no lograron superar las tasas de germinacion registradas
previamente en la fase de velocidad de germinacién. Los tratamientos con extracto de
Trichoderma, medio MS y agua estéril mantuvieron sus tasas de germinacion en los mismos
niveles evaluados a las 72 horas, sin mostrar un incremento significativo. Estos hallazgos son

consistentes con investigaciones que demuestran un efecto estimulante méas poderoso de las

AgNPs en comparacion con otros tratamientos convencionales o alternativos (Cano et al.
2015).
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La ventaja de la germinacion acelerada proporcionada por las nanoparticulas puede ser
atribuida a su influencia en la permeabilidad de la cubierta de la semilla y a su actividad
antimicrobiana, que puede disminuir la carga patdgena presente y, por lo tanto, promover un
ambiente mas propicio para la germinacion (Saguifiedo et al., 2018). Ademas, se ha propuesto
que las nanoparticulas pueden actuar como agentes de sefializacion que afectan positivamente
las rutas hormonales que regulan la germinacion.

En resumen, los resultados obtenidos a los 5 dias post-tratamiento sugieren que las
nanoparticulas de plata proporcionan beneficios considerables en términos de germinacion en
comparacion con los métodos tradicionales. El logro de una germinacion total en el tratamiento
con AgNPs destaca el potencial de la nanotecnologia para mejorar la eficiencia de la
germinacion de cultivos in vitro, lo cual puede tener implicaciones significativas para la

produccion agricola y la seguridad alimentaria.

» Control de patdgenos.

Las semillas tratadas con AgNPs mostraron una ausencia notable de crecimiento de
microorganismos patdgenos, en contraste con el control negativo. Esto se correlaciona con la
literatura existente que destaca las propiedades antimicrobianas de las AgNPs, las cuales son
efectivas contra una amplia gama de patdgenos vegetales, incluidos hongos, bacterias y virus
(Ruiz et al., 2020).

Figura 3

Tratamiento 1 libre de patégenos

Nota; Crecimiento progresivo tratamiento con nanoparticulas.
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En el tratamiento de control, que utilizaba agua estéril sin la presencia de AgNPs, se observo
crecimiento de microorganismos patdgenos, lo que tuvo un impacto negativo en el desarrollo
vegetal. Las plantas de este grupo exhibieron sintomas de clorosis y un aspecto raquitico,
indicativos de estrés y posibles infecciones y su muerte posterior. Estos sintomas son
coherentes con la interferencia de patdgenos en la absorcion de nutrientes y la fotosintesis,

conduciendo a un desarrollo deficiente.

Figura 4

Presencia de patdgenos

Nota; Muerte progresiva tratamientos con extracto de Trichoderma y Test negativo.

El uso de nanoparticulas como estrategia de control de patdgenos representa una alternativa
prometedora a los métodos quimicos tradicionales, ofreciendo un enfoque sostenible y menos
perjudicial para el medio ambiente. Ademas, las nanoparticulas de plata pueden proporcionar
una doble funcion al promover la germinacion y el crecimiento temprano de las plantas

mientras protegen contra los agentes patégenos.

4.1.3 Ensayo con plantulas.

El andlisis del crecimiento de las plantulas y la longitud de las raices post-germinacion revelo
diferencias significativas asociadas con el uso de nanoparticulas de plata (AgNPs) en el
tratamiento experimental. Las plantulas de arroz tratadas con AgNPs exhibieron un crecimiento
vegetativo superior en comparacion con los tratamientos alternativos. Se observo que la

longitud de las plantas y de las raices en el tratamiento con AgNPs super6 notablemente las de

los grupos de control y otros tratamientos.
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Especificamente, la longitud media de las plantas en el tratamiento con AgNPs fue de 12.16
cm, en comparacion con 9.93 cm en el tratamiento con medio MS, 10.87 cm en el tratamiento
con extracto de Trichoderma y 5.53 cm en el grupo de control con agua estéril. Tabla 5,6
Paralelamente, la longitud media de las raices en el grupo de AgNPs fue de 2.45 cm, lo que

implica un desarrollo radicular mas extenso en comparacion con los otros tratamientos.

Tabla5

Descriptivos Estadisticos de la Longitud de Raiz por Tratamiento

Tratamiento N  Media DE (Desviacién Estandar) Minimo Maximo
Nanoparticulas 50 2.45 0.91 1.00 4.00
Extracto Trichoderma 50 1.16 0.61 0.25 2.00
Medio MS 50 0.95 0.42 0.25 1.50
Test Negativo 50 0.74 0.31 0.25 1.25

Nota. DE = Desviacion Estandar.

Tabla 6

Descriptivos Estadisticos de la Longitud de la Planta por Tratamiento

Tratamiento N  Media DE (Desviacién Estandar) Minimo  Méaximo
Nanoparticulas 50 12.16 1.03 11.00 14.50
Extracto Trichoderma 50 10.87 1.75 1.25 12.50
Medio MS 50 9.93 1.21 8.00 11.50
Test Negativo 50 5.53 0.93 4.00 7.00

Nota. DE = Desviacion Estandar.

Estos resultados estan en consonancia con los informes de la literatura que sugieren que las
nanoparticulas pueden influir positivamente en la promocion del crecimiento de las plantas y
el desarrollo radicular. Las AgNPs, por ejemplo, han sido asociadas con la mejora de la
absorcion de nutrientes y la estimulacion de rutas de sefalizacion que promueven el
crecimiento como lo cita Carmona et al., (2018) y que concuerda con los resultados obtenidos.
Ademas, la actividad antimicrobiana de las AgNPs puede contribuir a un ambiente radicular
mas saludable, favoreciendo asi el crecimiento de las raices.

Cabe destacar que, aungue los mecanismos exactos mediante los cuales las AgNPs mejoran el

crecimiento de las plantulas y la longitud de las raices no se comprenden completamente, estos
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resultados proporcionan evidencia convincente de su potencial como agente de promocion del
crecimiento en cultivos agricolas.

En conjunto, los datos sugieren que el tratamiento con nanoparticulas de plata ofrece ventajas
significativas para el desarrollo temprano de las plantulas de arroz, lo cual puede traducirse en
beneficios en términos de rendimiento y salud del cultivo en fases posteriores del desarrollo de

la planta.

Tabla7
Pruebas post hoc Tukey HSD para Longitud de Raiz

Comparacion de Tratamiento Diferencia de Medias p
Nanoparticulas vs Extracto Trichoderma 1.29 <.0001
Nanoparticulas vs Medio MS 1.495 <.0001
Nanoparticulas vs Test Negativo 1.705 <.0001

Nota; Esta tabla refleja una interpretacion simplificada y estructurada de los resultados de ANOVA y
pruebas post hoc para dos medidas diferentes: la longitud de la raiz y la longitud de la planta.

Los valores significativos de p (< .0001) indican que hay diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para ambas medidas de crecimiento. Las pruebas post hoc
revelan que el tratamiento con nanoparticulas es significativamente diferente y superior a los

otros tratamientos en términos de la longitud de la raiz.

4.2 Interpretacion de los resultados.
4.2.1 Crecimientoy Desarrollo de las Plantulas de Arroz.

Las plantulas de arroz tratadas con nanoparticulas de plata mostraron un crecimiento superior,
tanto en la longitud de la planta como en la longitud de la raiz, en comparacion con las plantulas
de los tratamientos control con extracto de Trichoderma, medio MS y agua esteril. Este
incremento en el crecimiento puede ser atribuido a las propiedades bioestimulantes de las
AgNPs, que han sido reportadas en estudios previos para promover la elongacion de la célula
y mejorar la division celular, resultando en un crecimiento acelerado de las plantas (Hernandez

et al., 2019). La mayor longitud de raiz observada sugiere una mejora en la capacidad de las
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plantas para absorber agua y nutrientes, lo que podria tener efectos positivos a largo plazo en

el vigor y la productividad de las plantas.

4.2.2 Control de Patdgenos y Salud de las Plantulas.

El tratamiento con nanoparticulas también se asocio con un mejor control de patégenos, como
se evidencid por la ausencia de microorganismos patdgenos en las muestras tratadas con
AgNPs y la presencia de sintomas de enfermedad en las plantulas del control negativo. Esto es
coherente con la literatura que destaca la actividad antimicrobiana de las AgNPs,
proporcionando asi un ambiente mas sano para el desarrollo de las plantulas y potencialmente

disminuyendo la incidencia de enfermedades transmitidas por el suelo.
4.2.3 Implicaciones para la Produccion Agricola Sostenible

Los resultados de este estudio sugieren que las nanoparticulas de plata podrian desempefiar un
rol significativo en la produccion agricola sostenible. Su capacidad para estimular el
crecimiento de las plantulas y controlar los patégenos, sin los efectos nocivos asociados con
los pesticidas quimicos convencionales, ofrece una alternativa atractiva para mejorar la salud

de las plantas y la seguridad alimentaria.

La aplicacion de nanoparticulas de plata en la germinacién in vitro de plantulas de arroz ofrece
ventajas significativas en términos de crecimiento y salud de las plantas. Sin embargo, se
requiere una evaluacién adicional de la seguridad a largo plazo y el impacto ambiental de las

AgNPs para asegurar que su uso sea sostenible y no represente riesgos inadvertidos para el

medio ambiente o la salud humana.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones
5.1 Conclusiones.

La presente investigacion ha demostrado de manera convincente que las nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir de extractos de Trichoderma tienen un impacto significativo en la
germinacion y el crecimiento de las plantulas de arroz. Los tratamientos con AgNPs no solo
aceleraron la germinacion, evidenciada por una germinacién completa a las 48 horas, sino que
también mejoraron notablemente el crecimiento radicular y de la planta comparado con los

tratamientos estandar y los controles negativos.

Los anélisis estadisticos robustos, incluyendo ANOVA y pruebas post hoc Tukey HSD,
confirmaron que las diferencias observadas entre los tratamientos con AgNPs y los controles
eran estadisticamente significativas, validando asi la eficacia de las nanoparticulas como
promotores de crecimiento. Los resultados de espectrofotometria corroboraron la presencia y
consistencia de las nanoparticulas de plata, que mostraron un pico de absorbancia caracteristico

indicativo de su tamafio para la actividad bioestimulante.

Ademas del estimulo al crecimiento, las nanoparticulas de plata también ofrecieron proteccion
contra patdgenos, como se demostro con incidencias nula de microorganismos patdgenos en el
tratamiento con AgNPs en comparacion con el control negativo, que presentd crecimiento

microbiano y plantulas con signos de clorosis y crecimiento raquitico.

La metodologia empleada en este estudio, incluyendo el uso de biorreactores como proceso de
germinacion y el seguimiento detallado de los pardmetros de crecimiento, establece un marco
para futuras investigaciones centradas en la nanotecnologia aplicada a la agricultura. Se
observo que el uso de AgNPs podria ser un paso hacia practicas agricolas mas sostenibles,
proporcionando una alternativa al uso de agroquimicos y contribuyendo asi a la produccion

agricola eco-amigable y a la seguridad alimentaria.

Sin embargo, es fundamental destacar la necesidad de una evaluacion cuidadosa del impacto a
largo plazo de las nanoparticulas en los ecosistemas agricolas y su seguridad para el consumo
humano y animal. Mientras que los resultados de este estudio son prometedores, la adopcion
generalizada de AgNPs en la agricultura requiere una comprension profunda de su dindmica

en el suelo y su posible bioacumulacién en la cadena alimentaria.
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5.2 Recomendaciones.

Dado el impacto positivo de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en la germinacion y
crecimiento inicial de plantulas de arroz, junto con su potencial como agentes de control de
patdgenos, la investigacion subraya la relevancia de la nanotecnologia en la agricultura. Sin
embargo, la implementacion practica de estas tecnologias requiere consideraciones detalladas

para garantizar su eficacia y seguridad a largo plazo.

Una evaluacion profunda del impacto ambiental y ecoldgico. Mientras que las nanoparticulas
de plata ofrecen beneficios significativos en términos de promocién del crecimiento y control
de patégenos en cultivos de arroz, es crucial realizar evaluaciones detalladas de su impacto

ambiental y ecoldgico antes de su adopcidn a gran escala, lo que incluye:

> Estudios de Bioacumulacién y Toxicidad: Investigar como las AgNPs interactan con
diferentes componentes del ecosistema agricola, incluyendo su potencial de
bioacumulacion en el suelo y efectos sobre la microbiota del suelo. Es fundamental
determinar los niveles seguros de aplicacion de AgNPs para evitar efectos adversos en
organismos no objetivo y asegurar que no hay riesgo de bioacumulacién que podria
afectar a consumidores finales.

» Monitoreo de Resistencia a Nanoparticulas: Similar al fendmeno de resistencia a los
antibidticos, debe vigilarse la posible emergencia de resistencia a las nanoparticulas
entre los patdgenos. Se recomienda la implementacion de programas de monitoreo para
detectar tempranamente signos de resistencia y ajustar las practicas de manejo de
manera acorde.

> Evaluacién de Ciclo de Vida: Realizar estudios de evaluacion de ciclo de vida para
comprender las implicaciones ambientales de la produccion, uso y disposicion de las
AgNPs. Esto ayudara a identificar y mitigar cualquier impacto ambiental negativo
asociado con su ciclo de vida completo.

> Desarrollo de Guias de Aplicacion: Basado en la investigacion acumulada, desarrollar
guias detalladas para la aplicacién de nanoparticulas en cultivos agricolas que
optimicen los beneficios mientras minimizan los riesgos. Esto puede incluir
recomendaciones sobre dosificaciones optimas, métodos de aplicacion, y practicas de

manejo integrado de cultivos que incorporen el uso de AgNPs.
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Anexo 2; Curva espectrofotometro solucion 1ImM Nitrato de plata
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Anexo 4; Preparacion de tratamientos en cdmara de flujo
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Anexo 6; (izq.) Medicién de Raiz, (der) Medicién de elongacion de la planta
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