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Resumen

El presente trabajo de investigacion esta centrado en la necesidad existente
de mejorar la germinacion, el crecimiento y la resistencia en las plantulas de los
cultivos, utilizando métodos alternativos sostenibles y ecoldgicos. El objetivo de
nuestro caso de estudio es producir nanoparticulas de plata (AgNPs) mediante la
utilizacion de biomasa de Azolla spp con el propésito de aplicarlas en plantulas de
rabano y asi, proporcionar una respuesta concreta y detallada sobre los benéficos
que compensa la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando la biomasa
de Azolla spp y su efecto en las plantulas de rabano (Raphanus sativus). Las
nanoparticulas de plata (AgNPs) han demostrado tener caracteristicas de gran
potencial que pueden mejorar el crecimiento de las plantas y la biomasa de Azolla
spp, presenta una gran oportunidad para sintetizar nanoparticulas de plata
ecolégicamente. Se utilizé nitrato de plata y la biomasa de la Azolla spp para la
obtencién de las nanoparticulas y poder crear el nano fertilizante que se usé en las
plantulas de rabano. Este estudio se realiz6 in vitro utilizando dos medios de cultivos,
mas nanoparticulas de plata y Azolla. Se propuso un disefio experimental con 4
tratamientos y 5 repeticiones por tratamiento. Cada repeticion consta de 10 plantulas
de rabano. Los tratamientos experimentales fueron: T1; Agar+Azolla, T2; Agar+Agar;

T3; Agar+Nanoparticulas; T4; Murashige.

Palabras clave: Nanoparticulas, Nitrato de plata, Azolla, rabano, plantulas.
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Abstract

The present research work is focused on the existing need to improve
germination, growth and resistance in crop seedlings, using alternative sustainable
and ecological methods. The objective of our case study is to produce silver
nanoparticles (AgNPs) by using Azolla spp biomass with the purpose of applying them
in radish seedlings and thus, provide a concrete and detailed answer about the
benefits that compensates the synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using Azolla
spp biomass and its effect on radish (Raphanus sativus) seedlings. Silver
nanoparticles (AgNPs) have been shown to have high potential characteristics that
can enhance plant growth and the biomass of Azolla spp, presents a great opportunity
to synthesize silver nanoparticles ecologically. Silver nitrate and the biomass of Azolla
spp. were used to obtain the nanoparticles and to create the nano fertilizer that was
used in radish seedlings. This study was carried out in vitro using two culture media,
plus silver nanoparticles and Azolla. An experimental design with 4 treatments and 5
replicates per treatment was proposed. Each replicate consisted of 10 radish
seedlings. The experimental treatments were: T1; Agar+Azolla, T2; Agar+Agar; T3;

Agar+Nanoparticles; T4; Murashige.

Key words: Nanoparticles, Silver nitrate, Azolla, radish, seedlings.
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Introduccion

Durante mucho tiempo la tecnologia ha limitado el desarrollo del sector agricola
hasta cierto punto. Estas limitaciones se ven reflejadas en la produccién y rendimiento
de los cultivos, cada ano hay mas habitantes que alimentar y menos extensiones de
suelo para cultivar. Es necesario buscar nuevas alternativas que garanticen: buena
produccion y buenos rendimientos ajustados a las nuevas exigencias para una

agricultura sana y amigable con el medio ambiente.

La nanotecnologia esta surgiendo como una alternativa de gran capacidad y
con muchas posibilidades que prometen a futuro, puesto que, involucra el
conocimiento de varias disciplinas aportando desde su espacio al tema en cuestion y
enfoques de aspectos puntuales y especificos. Al aplicarla en un sector de gran
importancia, como lo es el sector agricola, se aplica en diferentes casos, como;
herramienta de diagndstico para la deteccidon de enfermedades en plantas, la
liberacion controlada de moléculas funcionales que facilitan el suministro de nutrientes
y el mejoramiento de los empaques que garantizan una mayor duracién de los

alimentos.

La nanotecnologia estd contemplada significativamente debido a la
manipulacion de nanomateriales (NMs) de suma importancia en distintas areas de
gran relevancia, algunos estudios realizados la han considerado como modelo a
seguir, ya que apunta a moldear el futuro. Los nanomateriales (NMs) se identifican
por sus reducidas dimensiones y las nanoparticulas se identifican como producto de
estos nanomateriales, los cuales son reducidos a escalas nano-dimensionales, como

las nanoparticulas de plata (AgNPs) en nuestro caso de estudio.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han demostrado en diversos estudios
tener propiedades que pueden mejorar significativamente el crecimiento de las
plantas. Sin embargo, la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) a menudo
implica procesos quimicos que pueden ser perjudiciales para el medio ambiente. Por
tal razon, existe la necesidad de explorar métodos alternativos de sintesis que sean

tanto eficaces como respetuosos con el medio ambiente.

Azolla spp también conocida como Azolla Anabaena por su relacion simbidtica

con la cianobacteria Anabaena, la cual reside en las cavidades de las hojas del

I
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helecho. Azolla spp es un helecho acuatico utilizado como abono verde que mejora
la fertilidad del suelo, también es conocido por su capacidad para fijar nitrégeno
atmosférico (N2) y acumular metales pesados, su biomasa brinda una gran
oportunidad para la sintesis biodegradable de nanoparticulas de plata (AgNPs).
Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se utilizan ampliamente en diferentes campos
con diversos fines y este estudio se centra especificamente en su aplicacién para

mejorar el crecimiento de las plantulas de rabano.

En nuestro pais se cultivan, alrededor de 15.000 ha de rabano especificamente
en la sierra ecuatoriana, que corresponde a la region interandina del Ecuador. El
rabano (Raphanus sativus) es uno de los productos horticolas que tiene buena
perspectiva, con un perfil nutricional variado que beneficia a la salud de los

consumidores y un valor comercial regular.

Sin embargo, el conocimiento adecuado de la poblacidn sobre las hortalizas y
sus valores nutricionales, causarian que la demanda de hortalizas aumente. La parte
de la planta del cultivo de rdbano que habitualmente se consume es la raiz, su
contenido en nutrientes, especificamente las vitaminas y minerales, no pueden

sustituirse por alimentos comunes en la dieta diaria de las personas.

Por lo expuesto anteriormente, el presente trabajo de investigacion se
desarroll6 con el objetivo de proporcionar una respuesta clara y concisa sobre los
benéficos que compensa el estudio de la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando
la biomasa de Azolla spp y su efecto en las plantulas de cultivo de rdbano (Raphanus
sativus). No obstante, aclaramos que no se ha investigado completamente la eficacia

de estas nanoparticulas de plata (AgNPs) a base de la biomasa de la Azolla spp

sobre el crecimiento de plantulas de rabano.
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Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1 Planteamiento del problema

El problema que se plantea en este estudio se centra en la necesidad de
desarrollar métodos sostenibles y ecolégicos para mejorar el crecimiento y la
resistencia de las plantas de cultivo, en este caso, las plantulas de rabano (Raphanus
sativus). A pesar de los avances en la agricultura, el crecimiento de las plantas puede
verse afectado por diversas condiciones de estrés, lo que puede resultar en una

disminucién de la productividad.

En este contexto, las nanoparticulas de plata han demostrado tener
propiedades que pueden mejorar el crecimiento de las plantas. Sin embargo, la
sintesis de nanoparticulas de plata a menudo implica procesos quimicos que pueden
ser perjudiciales para el medio ambiente. Por lo tanto, existe la necesidad de explorar

métodos alternativos de sintesis que sean tanto eficaces como ecologicos.

La biomasa de Azolla spp, un helecho acuatico conocido por su capacidad para
acumular metales pesados, presenta una oportunidad para la sintesis ecoldgica de
nanoparticulas de plata. Sin embargo, la eficacia de estas nanoparticulas de plata a
base de Azolla spp en el crecimiento de las plantulas de rabano aun no se ha

estudiado a fondo.
1.2 Delimitacion del problema

La delimitacién del problema en este estudio se centra en la sintesis de
nanoparticulas de plata utilizando la biomasa de Azolla spp y su efecto en las
plantulas de cultivo de rabano (Raphanus sativus). El estudio se limita a estas dos

especies y al proceso de sintesis de nanoparticulas de plata.

El estudio no aborda otros tipos de nanoparticulas ni utiliza otras especies de
plantas o biomasa para las sintesis ajenas a las ya mencionadas. Ademas, aunque
las nanoparticulas de plata pueden tener una amplia gama de aplicaciones en
diversos campos, este estudio se centra especificamente en su aplicaciéon en la

mejora del crecimiento de las plantulas de rabano.
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El estudio se realiza en condiciones controladas de laboratorio, lo que puede
no reflejar completamente las condiciones del mundo real. Por lo tanto, aunque los
resultados pueden proporcionar informacion valiosa, su aplicabilidad puede estar

limitada a condiciones similares a las del estudio.
1.3 Formulacion del problema

La sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando biomasa de Azolla
spp. para mejorar la germinacion en plantulas de cultivo de rabano (Raphanus
sativus) plantea un desafio crucial en la investigacion agricola contemporanea. A
pesar del creciente interés en el uso de AgNPs para estimular el crecimiento de
plantas, existe una carencia significativa de estudios que se centren especificamente
en la aplicacion de AgNPs derivadas de Azolla spp. en el proceso de germinacion de
plantulas de rabano. El problema reside en la falta de comprension integral de los
mecanismos subyacentes y los posibles efectos a nivel fisioloégico y morfoldgico que

podrian surgir como resultado de esta interaccion unica.

La formulacidén precisa de este problema busca abordar estas lagunas de
conocimiento, proporcionando una base soélida para investigaciones futuras y
contribuyendo al desarrollo de practicas agricolas sostenibles y efectivas que utilicen
nanotecnologia para mejorar la germinacion y el rendimiento de los cultivos de

rabano.
1.4 Preguntas de investigacion

¢, Se pueden sintetizar eficazmente nanoparticulas de plata a base de biomasa
de Azolla spp y cual es su efecto en el crecimiento y desarrollo de las plantulas de
rabano? Este estudio busca responder a estas preguntas a través de un diseno

experimental riguroso y la aplicacién de técnicas avanzadas.
1.5 Determinacion del tema

La determinacion del tema sobre la sintesis de nanoparticulas de plata
(AgNPs) mediante el uso de biomasa de Azolla spp. en plantulas de cultivo de rabano
(Raphanus sativus) resalta la importancia de explorar innovadoras estrategias en la
agricultura para mejorar el rendimiento de los cultivos. Este enfoque especifico se

centra en la utilizacion de Azolla spp. como fuente de biomasa para la sintesis de
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AgNPs, buscando comprender en detalle los procesos bioquimicos y las interacciones

que tienen lugar en las plantulas de rabano.

La determinacién de este tema se fundamenta en la necesidad de aprovechar
las propiedades unicas de Azolla spp. y las capacidades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata para potenciar el crecimiento y desarrollo de los cultivos de
rabano, abriendo asi nuevas perspectivas para practicas agricolas mas eficientes y
sostenibles. Este tema promete contribuir al avance de la investigacion en
nanotecnologia agricola y establecer una base sélida para futuras aplicaciones

beneficiosas en la produccion de alimentos.
1.6 Objetivo general

- Producir nanoparticulas de plata mediante la utilizacion de biomasa de Azolla

spp con el propésito aplicarlas en las plantulas de rabano.
1.7 Objetivos especificos

- Sintetizar nanoparticulas de plata utilizando la biomasa de Azolla spp como
agente, optimizando las condiciones de sintesis para obtener nanoparticulas de alta

calidad y rendimiento.

- Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata en el crecimiento y desarrollo

de las plantulas de rabano, midiendo las variables planteadas.

- Comparar la eficiencia de las nanoparticulas de plata a partir de azolla con

otros medios de cultivo.
1.8 Hipotesis

La sintesis de nanoparticulas de plata a base de biomasa de Azolla spp y su
aplicacion en plantulas de cultivo de rabano (Raphanus sativus) resultara en una
mejora significativa en el crecimiento y desarrollo de las plantulas en comparacion

con las plantulas que no reciben este tratamiento.
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1.9 Declaracién de las variables (operacionalizacion)

La variable independiente es la aplicacion de nanoparticulas de plata y su

variable dependiente es la velocidad de germinacion y de crecimiento.
1.10 Justificacion

La utilizacibn de Azolla spp, un helecho acuatico que se encuentra en
abundancia en muchas regiones del mundo, para la sintesis de nanoparticulas de
plata, propone una alternativa ecolégica y sostenible a los métodos quimicos
convencionales. Estos métodos suelen implicar el uso de reactivos toxicos y generan
residuos peligrosos, lo que puede ser perjudicial para el medio ambiente. Por lo tanto,
este estudio tiene el potencial de contribuir a la proteccién del medio ambiente y a la

promocién de la sostenibilidad.

Las nanoparticulas de plata poseen propiedades antimicrobianas que pueden
ser beneficiosas para el cultivo de rabano. Al incorporar estas nanoparticulas en las
plantulas de rabano, se podria mejorar la resistencia de las plantas a las
enfermedades, lo que a su vez podria aumentar la productividad del cultivo. Esto
podria tener implicaciones significativas para la agricultura, especialmente en

regiones donde las enfermedades de las plantas son un problema importante.

Este estudio podria abrir nuevas vias para la investigacion en el campo de la
nanotecnologia verde y la agricultura sostenible. Los resultados podrian proporcionar
una base para futuras investigaciones en la sintesis de nanoparticulas utilizando
biomasa y su aplicacioén en la agricultura. Ademas, los hallazgos podrian contribuir a
la comprension cientifica de como las nanoparticulas interactuan con las plantas a

nivel celular y molecular.
1.11 Alcance y limitaciones

El alcance y las limitaciones del estudio sobre la sintesis de nanoparticulas de
plata a base de biomasa de Azolla spp en plantulas de cultivo de rdbano (Raphanus

sativus) se pueden describir de la siguiente manera:
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Alcance:

- El estudio se centrara en la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando la

biomasa de Azolla spp.

- Se investigara el efecto de estas nanoparticulas en el crecimiento y desarrollo

de las plantulas de rabano.

- Se mediran variables como la altura de las plantulas, el nimero de hojas y la

biomasa total de las plantulas.

- Se controlaran las condiciones de crecimiento de las plantulas de rabano,

como la temperatura, la humedad, la luz y la concentracion de nutrientes en el suelo.
Limitaciones:

- El estudio se limitara a las plantulas de rabano y no se extendera a otras

especies de plantas.

- La sintesis de nanoparticulas se realizara utilizando solo la biomasa de Azolla

spp, Yy no se exploraran otros métodos de sintesis.

- Las condiciones de crecimiento controladas pueden no reflejar las
condiciones de crecimiento en el campo, lo que puede limitar la aplicabilidad de los

resultados en un entorno agricola real.

- La concentracion de nanoparticulas de plata en la solucion de riego puede

variar, lo que puede afectar los resultados del estudio.
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CAPITULO II: Marco teérico referencial

2.1 Antecedentes

2.1.1 Biotecnologia agricola

Es una serie de herramientas que son cientificas y estan elaboradas para
modernizar las plantaciones de cultivos, estas técnicas de optimizacion en los cultivos
estdan siendo trabajadas hace mucho tiempo, la puesta en marcha de esta
biotecnologia en esta area se han consolidado en el fin del sigo XX e inicios del siglo
XXI, muchos de los agricultores a nivel mundial lo han estado utilizando con mas del
85% de los paises que se encuentran en desarrollo, una de las mejorias que se busca
tener en las comidas se priorizan el cambio del color, el sabor y la nutriz y para que

se logren los objetivos dados (Randolph et al., 1988).

llustracion 1 ¢,Qué es la biotecnologia agricola?
Fuente: (COMMUNICATIONS, 2023).

2.2 Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.2.1 Técnicas existentes

Al mejorar la condicién de los cultivos, se debe investigar y desarrollar
diferentes técnicas o herramientas de cambios. Ante las técnicas que ya existen, se
subrayan procedimientos antiguos que son el empalme, la carcinogénesis, la fusion
o la unién de los protoplastos; ademas, de la poliploidia. Las técnicas importantes de
por si son las avanzadas, la cual es la transgénesis, cambios genéticos y el ARN, por
medio de estas técnicas, es importante que se confiera a las plantas que mejoren su
condicion para que asi se fortalezcan respecto a su resistencia ante condiciones

climaticas desfavorables, ante enfermedades y también la calidad del suelo.
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Para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas de plata se ha usado
biomasa de la Azolla SPP en las plantulas de cultivo del rabano, llamado también por
su nombre cientifico como Raphanus sativus, estos métodos ofrecen una solucion
nueva y sustentable para la elaboracion de la misma. La biomasa de la Azolla es
importante; por tanto, se comporta como un gestor reductor y que estabiliza la sintesis
de las nanoparticulas de plata; a su vez, las nanoparticulas que se han obtenido
mostraron ser optimas en el desarrollo y crecimiento de las plantulas de rabano (A. L.
Singh & Singh, 1987).

2.3 Plantulas de cultivo
2.3.1 Generalidades

Estas se manifiestan en un periodo primordial en el lapso de vida de los cultivos
donde da su inicio al momento de su desarrollo hasta su etapa de que se madura,
cuando estan en su etapa de comienzo son fragiles ante condiciones climaticas que
les afectan de cierto modo hasta enfermedades; por tanto, es importante protegerlas
y ayudar a que se fortalezcan desde sus inicios. Esto quiere decir que los ingenieros
agronomos o agricultores deben tener en cuenta estos detalles brindando atencion

con un cuidado adecuado a estas plantulas maximizando la salud de ellas.

Los procedimientos al momento de que nazcan y se desarrollen las plantulas
de cultivo tienen que tener una estabilidad optima y precisa ante la temperatura,
humedad y que estén a disposicidon nutrientes necesarios; ademas, ante la fase de
inicio las plantulas de cultivo estan creando sus raices junto con sus foliares para asi
estar preparados para que sorban aguas, nutrientes del suelo y a su vez genere la
fotosintesis que es necesario para su desarrollo. Ante esta situacion es importante
que se garantice condiciones Optimas para el adecuado crecimiento de las plantulas

de cultivo.

Es necesario y optimo que haya un entorno favorable para las plantulas,
aplicando herramientas que mejoren lo genético para asi ayudar a que tengan
resistencia ante los patdégenos que existen, no solo esto ayuda a ello sino también a
gue sean resistentes a condiciones climaticas y ante plagas, ya que esto mejora la

productividad para que haya una cosecha correcta (Lindenmayer, 1984).
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2.3.2 Sistemas y tipos de medio de cultivo existentes

Estos integran una serie de opciones que son adaptadas a las necesidades
que requieren cada una de las plantas y que estan rodeados del cultivo, entre los
sistemas mas habituales son las perlitas, fibra de coco, entre otros, estos ofrecen que
haya una base neutral, independiente y con estabilidad en el adecuado crecimiento
de las raices; por tanto, aquellos sustratos son conocidos sobre todo en cultivos que
estdn en macetas, donde se puede tener un control con mucha precision en los

niveles de nutrientes y que ademas tengan disponibilidad de agua.

Al hablar de los medios de cultivo tenemos: la tierra, turba, compost que son
organicos, la cual son usados en la agricultura de forma habitual y organica en virtud
a su capacidad para brindar los nutrientes mejorando asi el sistema del suelo. Los
medios de cultivo organicos ayudan en la fertilidad del suelo y a la salud de las
plantulas de cultivo; por ende, estos se utilizan tanto en invernaderos como en campo
abierto, lo que proporciona un medio natural para el correcto crecimiento de unas

series de cultivos (Amerasinghe & Kulasooriya, 1985).

2.4 Azollaspp

2.4.1 Generalidades de la especie

También llamada helecho de agua, se la define como un tipo de plantas
acuaticas que forman parte de la familia Azollaceae, estas se encuentran
principalmente organismos de agua dulce; a su vez, de flujo lento en lugares que son
frondosos a nivel mundial; ademas, esta caracterizada por su idoneidad en el rapido
crecimiento y para producir compactas colonias en la parte superior del agua, esto
facilita un aspecto diferenciador de color verde en la cubierta del agua (Mian &
Stewart, 1985).

En el caso de las especies de la Azolla Spp son pequehnas planta de una
estructura sencilla, que esta conformadas primordialmente por unas hojas flotantes
gue pueden cambiar de color, a veces verde incluso rojo, estas hojas tienen una forma
como de escamas, también es nombrada por la relacion vinculacién con las
cianobacterias del género Anabaena, que se crean en la parte interior de sus hojas
(Tayeb et al., 2020).
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Segun Yadav et al. (2014) mencionan que: “la Azolla Spp se reproduce
primordialmente de manera vegetativa, esto da a entender que su biomasa tiene que
mantenerse en todo el afio garantizando su reproduccion continua”. Al mencionar este
helecho acuatico se la denomina como heterosporoso, que contiene tanto
microesporocarpos como megaesporocarpos, la germinacion de aquellas esporas
normalmente esta afectadas por algunos agentes del medio ambiente, desde otra

perspectiva como lo taxondmico:
Reino: Plantae
Divisién: Pteridophyta
Clase: Pteridopsida
Orden: Salviniales
Familia: Azollaceae / Salviniaceae

Género: Azolla

(«Azolla Utilization. Proceedings of the Workshop on Azolla Use, Fuzhou, Fujian, China, 31 March-5 April
1985», 1987).

Estas flotan de forma libre, ya que forman parte de la familia Azollaceae; por
tanto, la Azolla Spp es considerada como un género de helechos de hojas
primordiales, aqui su nombre va derivado del griego Azo que es secar y ollya que es
matar, esto evidencia su perceptibilidad a la sequia, por eso debe estar en ambitos
humedos y que tenga muy poco resplandor, esta aparece con un tallo ramificado
reducido y con las raices que estan colgados por debajo del agua (McCowen et al.,
1986).

En ocasiones la Azolla posee la suficiencia de generar un pigmento que es
conocido como antocianina, ya que esta estipula un color rojizo; por tanto, esta
tonalidad llega a estar ligada con la fertilizacion del agua, la manifestacion con el
exceso de la luz del solar y la contaminacion; por tal motivo, es preferible que este en
ambientes donde haya sombras para un crecimiento adecuado (Shi & Hall, 1988).
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Para Moore (1969) menciona que: “una de las ventajas importantes de la Azolla
es su facilidad de asegurar nitrogeno de la atmosfera con el apoyo de cianobacterias
simbidticas”. Al realizar una practica cotidiana con la Azolla Spp tiende a cultivarse
como abono verde para luego que se incorpore al suelo, esta planta se usa de forma
estratégica en la agricultura de una manera natural mejorando la fertilidad del suelo e
incrementar los nutrientes; asimismo, al ser una planta acuatica esta crece de forma

rapida en los medios o cuerpos de agua estancadas, también de flujo lento.

Al tener la suficiencia de asegurar nitrogeno de la atmosfera en conjunto con
las cianobacterias, esta le ayuda a ser una gran fuente de fertilidad organica para el
suelo; a pesar de que han muchos anos, la Azolla Spp es utilizada especialmente
como abono verde en los cultivos de arroz, lo que ayuda a la fertilidad del suelo y asi
generando el crecimiento adecuado y 6ptimo para la mayoria de los cultivos (Khosravi
et al., 2005).

La obtencion de las hojas y las ramificaciones siguen una guia muy organizada,
esto ayuda que haya una inclinacion de edad que se observa en las siguientes hojas
del tallo donde inicia el apice del brote, esta se destaca por poseer la guia mas
organizada en la ramificacion y elaboracion de las hojas, lo que hace que sea
aproximadamente sencillo de analizar en el numeros de hojas en las edades
correspondiente ayudando a proporcionar informacién importante sobre el ciclo de
vida de la planta; es decir, las cianobacterias que estan presentes en el seno de las
hojas de Azolla tienen un rol primordial en la simbiosis y la fijacion de nitrégeno de la

planta en si (Becking & Donze, 1981).
2.4.2 Ubicacion geograficay variedades

Como son plantas flotantes estan localizados normalmente en elementos de
agua dulce que estancadas o en flujos lentos; por ejemplo, lagunas, rios en las zonas
tropicales, subtropicales, arroyos y estanques; a pesar de ser distribuidos
globalmente, la Azolla Spp tiende a progresar en zonas climaticas calidas y humedas,
se ha adecuado en una diversidad de condiciones, las cuales son las siguientes:
aguas dulces, aguas pantanosas y sistemas de aguas saladas.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Hay muchas variedades y especies que forman parte del género Azolla Spp,
que poseen caracteristicas unicas y con adecuaciones particulares en lo que les
rodea; por tanto, muchas de las variedades que son conocidas son la Azolla
filiculoides, la pinnata, estas pueden posponer tamafio, coloracion, prioridad del
entorno y forma de las hojas. Cada una de ellas; por ejemplo, la pinnata esta
caracterizada por las hojas que son bilobuladas que tienen color verde y la filiculoides
las hojas son mas pequefas de color rojizo en algunos entornos (A. L. Singh & Singh,
1986).

2.4.3 Importancia

Tiene una importancia en muchos medios ambientales acuaticos, tanto en la
agricultura como en la investigacion cientifica, estas plantas flotantes adecuan
acogida y alimentos para una diversidad de cuerpos acuaticos, ayudando a la
biodiversidad y a la armonia ecoldgica; ademas, esta puede apoyar en el
mejoramiento de la calidad del agua al absorber nutrientes y purificando la misma al

actuar como un filtro natural en medios de agua estancadas o de flujo lento.

En el ambito agricola es valorada por su idoneidad de fijar nitrégenos de la
atmosfera en conjunto de la simbidtica con las cianobacterias, esto la convierte en
una enorme fuente de fertilizacion organica, puede ser cultivada en cultivos de arroz
mejorando la fertilidad del suelo aumentando la productividad de las plantas, gracias
a su veloz crecimiento esta la hace idoneo para la utilizacion en la produccién del
forraje y sirve como alimento para el ganado, donde la disposicién del pasto esta

limitado (Kumarasinghe et al., 1986).

llustracion 2 Azolla - El Fertilizante Natural
Fuente: (EL PRODUCTORTYV, 2022).
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2.5 Raphanus sativus

2.5.1 Generalidades de la especie

El raphanus sativus también denominado como rabano, es de género vegetal
gue pertenece a la familia brassicaceae, esta reconocida por ser un cultivo de sus
raices, la cual es consumida como alimento. Se originé en Europa y Asia, debido a
que se cultiva en Egipto y en la llamada Babilonia lo hacian hace unos 4.000 afos.
Hace muchos afos atras sobre todo en la antigua Grecia se veia como un alimento
de mucha importancia para poder alimentarse, lo que genero ser uno de los pioneros
en el crecimiento de este vegetal por toda Europa, ya que es un cultivo que crece

anualmente en gran variedad climatica y de suelo.

El cultivo del rabano es muy querido por su sabroso sabor picante y ademas
de textura crujiente, esto lo convierte en un elemento que es popular sobre todo en
las ensaladas, platillos cocidos y crudos, mas que todo por su valor en el ambito
culinario, también es usado de forma tradicional en la medicina natural debido a sus
propiedades curativas. Tiende a tener algunos beneficios para la salud, entre ellas
son la mejora de la digestion, la salud cardiovascular y la estimulacién del sistema
inmunolégico, actualmente es un cultivo muy conocido en la cocina de algunas
culturas y es muy cultivado en todo el mundo para que su alimento sea fresco y tenga
propiedades de nutricion (P & M, 1986).

El rabano es un cultivo una amplia gama de vegetales, con un aproximado de
380 géneros y con 3.000 especies; por tanto, su extiende mediante su ubicacién
geografica y propiedades climaticas, tanto en climas frios y agradables. Es primordial
porque es una fuente de suma importancia de antioxidantes, ya que no solo ayuda a
prever la oxidacion en el cuerpo, sino que ademas se ha mostrado que llegan a tener

efectos que benefician en la prevencion de algunas enfermedades.
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Capparales

Familia: Cruciferae
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Género: Raphanus

Especie: Raphanus sativus
(«Descripcion taxonémica de hortalizas», 2011).

Segun Torres (2011) define que: “el rdbano es un alimento bajo en grasas y
gue se encuentra primordialmente en los carbohidratos, las cuales son sus elementos
principales con fuentes ricas en minerales y vitaminas, estas se localizan en multitud

en gran parte de los vegetales”.

Los minerales que ayudan al rdbano son el yodo y el potasio, asi también el
fésforo y el calcio, aunque estas dos en poca cantidad; a su vez, produce magnesio
que complementa su lado nutricional con beneficios y es variado para la salud; por

tanto, es rdbano es importante en todos los sentidos alimenticios.
2.5.2 Ubicacion geografica y variedades

El cultivo del rabano es mencionado como uno de los principales vegetales,
este cultivo fue sumergido por los espafoles en el siglo XX, desde ese momento se
cultiva de forma natural debido a su relevancia en la nutricion. En Ecuador existe un
aproximado de 14.455 hectareas de este cultivo sobre todo se cultiva en la provincia
de Cotopaxi, Imbabura, Tungurahua y Chimborazo como las provincias primordiales
del pais (Nasevilla, 2010).

El rabano generalmente se distribuye practicamente en todo el mundo, la cual
se adapta en diferentes regiones y en diversas condiciones climaticas, esto permite
que el cultivo este apto en gran variedad de climas, tanto en regiones tropicales, frias
y agradables. Esta se expande por Ameérica, Europa, Asia y algunas partes del
mundo; ademas, es una alternativa favorable para jardines y también para el comercio

en el ambito de la agricultura.

Por medio de Raphanus sativus, hay muchas variedades que se muestran en
una gran diversidad de sabor y morfoldgica, estas ayudan en su tamano, color de la
raiz, sabor y forma, lo que facilita una eleccion diversa para que se adapten segun las

preferencias del pais y las condiciones de cultivo determinadas (Gutbrod, 1986).
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A pesar de las variedades que son tradicionales, hay investigaciones vy
mejoramiento en lo genético para la creacidén de recientes diversidades de rabanos
con particularidades mejoradas, que tienden a tener resistencia a patégenos, mejor
textura y sabor con tiempos de cultivos menores; ademas, estas mejoras han
facilitado la diversificacion de los rabanos en el comercio y ha ayudado a que la

elaboracién sea mucho mas rentable y eficiente para los agricultores.

Este cultivo progresa en un rango detallado de temperaturas, por lo general
entre 15y 18 2C, a pesar de esto puede soportar temperaturas que sean bajas, lo que
seria 4 °C y altas de 21 °C, estas plantas son sensibles a una variacién que sea
extrema en las temperaturas; por tanto, si se las expone a temperaturas altas o bajas
en un periodo alargado ocasiona una variante en su normal desarrollo con
comportamientos inapropiados. La importancia de que estén en un entorno estable y
que sea controlado garantiza un crecimiento optimo y uniforme (Pisco & Arenas,
2006).

Segun Valdez (2015) define que: “el suelo para el cultivo de rabano tiene que
ser sutil de preferencia arenoso y con gran contenido de elemento organico, debe
poseer una adecuada suficiencia en la retencion de humedad para que permita un

optimo crecimiento de las plantas”.

Con relacion al PH del suelo no debe ser especificamente neutral, lo que debe
estar en un rango de 5.5 y 6.8 para ayudar en la absorcion de los nutrientes
necesarios mediante las raices; por ende, los suelos lisos son idoneos facilitando el
procedimiento de cosecha y siembra al obtener cultivos de rabanos de tamafio

uniforme y de calidad.

Para Criollo & Garcia (2011) mencionan que: “el rabano debe requerir
condiciones 6ptimas para su crecimiento y elaboracién excelentes, la temperatura y
la humedad tienen un papel esencial en el ciclo de vida de este cultivo; ademas, de
desarrollarse en climas frescos y templados”.

En este cultivo la humedad es parte fundamental porque si hay exceso de ello
puede generar inconvenientes de pudrimiento en las raices; no obstante, es primordial
gue se destaque que en temperaturas altas esto puede afectar el sabor del rabano,

lo que lo convierte mas picante de lo normal.
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2.5.3 Importancia

Tiene una importancia en los alimentos como en la agricultura, es un medio
lleno de nutrientes, que incluye vitaminas, fibra y minerales, estas son fundamentales
para generar una dieta igualada promoviendo la salud. El consumo seguido de este
cultivo ayuda a contribuir en la prevencion de muchas enfermedades mejorando la
salud digestiva sobre todo por su contenido en fibra, gracias a ello se lo puede
consumir tanto crudo, ensaladas, cocinado, en sopas y como guarnicion, esto lo

convierte en un alimento famosos en la cocina a nivel mundial.

En el entorno de la agricultura desempena un rol primordial debido a la
variacion que tiene este cultivo y ademas de variedad en la produccién de ella, esto
es debido a su ciclo de corto crecimiento y su capacidad al crecer a gran escala en
diferentes condiciones climatica; por tanto, el cultivo de rabano se la puede cultivar
de forma principal o de cobertura en diferentes partes del mundo, lo que lo hace como
un cultivo de bajos recursos y muy rentable, el rabano es accesible para todos los

agricultores en diversos niveles de recurso y escalas.

En lo econdémico, este cultivo ayuda en que sea importante en los ingresos
para los agricultores contribuyendo en el crecimiento econdmico; ademas, la
demanda del rabano que estén frescos y que sean de calidad es enorme, lo que ayuda
a dar oportunidades en este mercado mas que todo para los productores. Los
procesos y el comercio de rabanos proceden a dar un valor agregado en la cadena
de la elaboracion y productos que son procesados para la distribuciéon de los
alimentos porgue no solo es un alimento nutritivo sino también versatil (A. L. Singh,
1986).

2.5.4 Impacto econdmico en el mundo

Raphanus sativus también llamado como rabano tiene un gran impacto en el
tema econoémico, es un medio importante en los ingresos para los agricultores; por lo
gue, es de crecimiento rapido y muy sencillo de cultivar. El crecimiento de este cultivo
a corto plazo ayuda a que los agricultores o productores obtengan numerosas
cosechas en una sola temporada, lo que aumenta su estabilidad y rentabilidad.
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Este posee un mercado a nivel mundial que esta en constante crecimiento por
su popularidad tanto como alimento versatil y saludable, la demanda de este cultivo
que estén frescos y de gran calidad es muy enorme a nivel nacional e internacional,
brindando oportunidades para exportar sobre todo los productores, el proceso y
comercio en forma de conservas, encurtidos y productos que estén procesados
generan ingresos adicionales teniendo un valor agregado en una serie de suministros

de alimentos.

Este cultivo también tienden a generar un impacto positivo en lo econdémico
para crear empleos en el entorno agricola y en las industrias que se encuentran
relacionadas; por ejemplo: el empaquetado, transporte y el comercio de alimentos;
por tanto, la elaboracion de radbanos ayuda en la inversion de infraestructuras
tecnoldégicas que sean innovadoras, esto impulsa al desarrollo rural y que haya
mejoria de vida para las zonas agricolas; ademas, este cultivo tiene ventajas para los

agricultores y empresas relacionadas entre si (Wong Fong Sang et al., 1987).

llustracion 3 El rabano (Raphanus sativus): Propiedades y aplicaciones
Fuente: (Cienciay salud, 2021).

2.6 Nanoparticulas

2.6.1 Generalidades y sintesis

Al hablar de las nanoparticulas se define como estructuras pequefnas que estan
ubicadas en una escala nanométrica, esto quiere decir que poseen dimensiones que
estan oscilando entre 1y 100 nandmetros y esto es debido a su tamafio que son muy
pequefios, tienden a tener propiedades diferentes y Unicas de las particulas a gran

escala. Estas llegan a ser sintetizadas a partir de una gran variedad de materiales
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como: polimeros, metales, biomoléculas y compuestos organicos, esto ayuda a tener
una enorme diversidad en sus propiedades y composiciones.

La sintesis de las nanoparticulas lleva en si la creacion que esta contralada de
estructuras que son a partir de materiales base, este procedimiento se lleva a cabo
por medio de diferentes métodos; por ejemplo, sintesis quimica, disposicion de vapor
quimico, reduccion de precursores quimicos, biomineralizacion y la irradiacion con
laser; por tanto, cada procedimiento de sintesis llega a producir en nanoparticulas con
propiedades y caracteristicas concretas, esto permite que sea adaptada a una gran

gama de aplicaciones de diferentes areas (Valderrama et al., 2016).

Las nanoparticulas se descubren en aplicaciones de una enorme variedad de
disciplinas e industrias, tenemos la medicina, produccidén de alimentos, electronica,

energia, entre otras. Por ejemplo, en la medicina se usa en los vehiculos de farmacos
para renovar la selectividad y efectividad de los tratamientos, en la electronica las

nanoparticulas son usados en la elaboracion de componentes y dispositivos

nanoelectronicos de gran precision; ademas, en la produccion de alimentos son
utilizados para la mejora en la calidad de ellas.

Los procesos fisicos destacan en la reduccién de sales que son precursoras
por medio de radiacion electromagnética UV-Vis, los procesos quimicos emplean la
disminucion de la sal precursora AgQNO3 por medio de la adicién de composicién como
lo es el borohidruro de sodio NaBH4 que utiliza medios de reaccion de sol-gel o
también micro emulsion; en cambio, los procesos biolégicos abarcan la reduccion de

AgNO3 que esta contribuida por los microorganismos, extractos de plantas y hongos
(P. K. Singh et al., 1987).

2.6.2 Aplicaciones de las nanoparticulas en agricultura en plantulas

de cultivo

Han surgido como un instrumento prometedor en la agricultura,
particularmente en el cultivo de plantulas conforme a sus propiedades que son
exclusivos y versatiles, una de las herramientas principales es su utilizacion en la
mejoria en la productividad y calidad de los cultivos; a su vez, las nanoparticulas
actuan como nanofertilizantes, lo que suministra nutrientes de forma mas optima a las

plantulas y ayuda en el crecimiento y desarrollo de ellas, mejorar la suficiencia de las
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plantas para soportar estrés abioticos; por ejemplo, salinidad, temperaturas altas y la

sequia permitiendo progresar en condiciones climaticas desfavorables.

Otro punto importante de las nanoparticulas en el ambito de la agricultura es
la utilizacion en la seguridad de los cultivos ante plagas y patégenos; por tanto, las
nanoparticulas estan disefiadas para liberar pesticidas de forma comprobada, esto
disminuye la cantidad de productos quimicos que sean obligatorios y reduce el
impacto ambiental; a su vez, los convierte en un instrumento adecuado para afrontar

enfermedades del suelo (Vlek et al., 2002).

En la proteccion y nutricidn de los cultivos, tienden también a mejorar la calidad
de los productos agricolas, pueden ser usadas para cambiar las propiedades
sensoriales y fisicas de las plantas, tanto en su color, textura, sabor y tamano, lo que
ayuda a incrementar su valor en el mercado comercial. Pueden ser usadas para la
liberacién vigilada de compuestos bioactivos y el transporte, entre ellas vitaminas y

antioxidantes ayudando a mejor la nutricién de las personas.

Brindan una gran gama de aplicaciones para el sector de la agricultura,
especificamente en los cultivos de las plantulas mejorando la productividad y calidad
del cultivo asegurando defensas en contra de los patégenos y las plagas, la mejora
de la calidad de productos agricolas tiene la capacidad de mejorar la manera en que
se realiza el cultivo y como produce los alimentos alrededor del mundo (A. L. Singh &
Singh, 1987).

2.6.3 Ensayos empleando nanoparticulas sobre plantulas de cultivo

Representan algo prometedor en la agricultura actualmente, estos ensayos
exploran calcular los efectos que tiene las nanoparticulas en el desarrollo, crecimiento
y salud de los cultivos, tanto asi el impacto que tienen en la calidad y productividad
del cultivo; por ende, una de las tantas areas enfocadas en el estudio es la utilizaciéon
de nanoparticulas como nanofertilizantes, lo que permite la capacidad de suministrar
nutriente primordiales de forma mas adecuada a las plantulas, esto llega a conducir

a un incremento en la calidad y rendimiento de los cultivos.

Lo que se destaca de las nanoparticulas que se la utlizan como
nanofertilizantes, donde tiene la capacidad de proporcionar nutrientes fundamentales

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



de forma 6ptima a las plantulas, lo que puede generar una enorme calidad y

rendimiento de los cultivos.

Esto da a entender que los nanofertilizantes ayudan a mejorar la resistencia de
las plantas ante el estrés biotico y abidtico, actualmente se estan usando ensayos
que faciliten la evaluacion de como las nanoparticulas apoyan a que las plantulas
tengan resistencia en las condiciones climaticas que son desfavorables; como por
ejemplo, sequia, temperaturas altas y salinidad, para que asi se protejan de las plagas
y enfermedades; por ende, son primordiales para la elaboracién de estrategias en el
manejo sostenible que faciliten a los agricultores a confrontar el cambio climatico para

proteger a los cultivos (Nordiah et al., 2012).

Los ensayos con nanoparticulas en los cultivos son debido al cambio de las
propiedades quimicas vy fisicas del suelo mejorando la estructura de la misma, para
asi aumentar la suficiencia en la retencién de nutrientes y agua promoviendo la
actividad microbiolégica para su beneficio, el objetivo es ayudar a que mejore la
productividad de los cultivos a largo tiempo aportando lo razonable de la agricultura
(Ruschel et al., 1987).

2.7 Interaccion planta-nanoparticulas

Esto debate como los nanomateriales puede afectar a los medios biolégicos
vegetales, lo que es importante para entender el creciente interés en la utilizacion de
las nanoparticulas tanto en la biotecnologia como en la agricultura; por lo que, lo

convierte en un area de estudio que toma relevancia.

Al ser importante esta se focaliza en como las nanoparticulas estan siendo
absorbidas por las plantas y como se reparten en el interior de los tejidos; por tanto,
se muestra que las mismas entran en las plantas mediante muchas vias, entre ellas
tenemos: estomas en las hojas, superficies corticales y pelos radiculares con una

distribucion heterogénea en distintos fragmentos de la planta.
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Otro punto a tomar en cuenta de la interaccién planta-nanoparticula es
entender de como afectan en la fisiologia y metabolismo de las plantas, se ha visto
que llegan a influenciar en los procedimientos que son importantes tanto como: la
fotosintesis, absorcion de nutrientes, respiracion y la elaboracion de fitohormonas.
Estos resultados llegan a tener ventajas como desventajas para las plantas
precisando de consecuencias; por ejemplo, concentraciéon, composicién quimica de

las nanoparticulas y el tamano (Akinbile et al., 2016).

Debido a su enorme impacto que va con la fisiologia y metabolismo de las
plantas, las nanoparticulas tienden a originar respuestas de defensas en las plantulas
y esto activa medios de expresion génica y senalizacidn que permiten combatir el
estrés abidticos y bidtico, si se comprende los mecanismos a estas respuestas de
defensa entonces se va a comprender o muy importante que son las nanoparticulas

en los cultivos.

Esto es un campo pluridisciplinario que tienden a tener aspectos sobre la
biologia vegetal, ecologia y la nanotecnologia. Al entender como las nanoparticulas
influyen a los cultivos, esto toma relevancia al aumentar las ventajas y disminuir los

riesgos relacionados con su utilizacion en diversas aplicaciones ambientales y

N I (b)
1 III-.-

agricolas (Becking, 1987).

llustracion 4 Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita y su efecto en plantulas de Raphanus sativus
Fuente: (Flores y otros, 2021).
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2.8 Biomasade Azolla spp como agente reductor

La biomasa de Azolla Spp ha surgido como un medio prometedor de agente
reductor en la sintesis de nanoparticulas, la cual ha sido objeto de atencion a lo largo
de los afos debido a su crecimiento rapido y capacidad de asegurar nitrogeno; por
ende, posee agregados bioactivos que actuan como agentes reductores ante
reacciones quimicas. En estos agregados se localizan los polisacaridos, compuestos
fendlicos y las proteinas que permiten donar electrones y a su vez disminuir metalicos

en solucion.

Ante la capacidad reductora que tiene la biomasa es la explotacion de grandes
estudios para la sintesis de nanoparticulas de plata, un procedimiento que involucra
la disminucién de las sales de plata en disposicion de la misma biomasa como agente
reductor, este procedimiento es conocido también como sintesis verde de
nanoparticulas, lo cual es muy deseado por su pequefio impacto en el medio ambiente
en semejanza con los medios quimicos tradicionales y a su sostenibilidad; por tanto,
es sencillo y se puede cultivar en condiciones que estén controladas garantizando su
uniformidad y calidad (Wet et al., 1990).

Se ha mostrado que la biomasa de Azolla Spp no solo actua como agente
reductor, sino que ademas influye en el tamafio, morfologia y estabilidad de las
nanoparticulas que den como resultados. La presencia de diversos medios en la
biomasa es: los compuestos fendlicos y los polisacaridos, que estos pueden adaptar
las condiciones en que reaccionan y afectan la cinética de creacion de las
nanoparticulas. Esto en si no solo proporciona los electrones que se necesitan para
la disminucion de iones metalicos, sino que ademas tienen un rol en el crecimiento de

las mismas.

Representa un medio valioso de agentes reductores, dando una posibilidad
gue sea sostenible y amigable a los métodos quimicos tradicionales. Su suficiencia
de influenciar en las propiedades y la cinética de elaboracién de las nanoparticulas
da nuevas oportunidades para las aplicaciones en diferentes areas; por ejemplo,

medicina, agricultura y la biotecnologia (Zimmerman, 1985).
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2.9 Efectos de las nanoparticulas en plantulas de rabano

Son importantes para entender como estas pequefas estructuras llegan
afectar el desarrollo, crecimiento y salud de las plantas, la aplicacion de las
nanoparticulas se da en diferentes zonas de la agricultura, esto es primordial para la
evaluacion en el impacto de los organismos vivos; por ejemplo, en las plantulas de
rabano, ya que son cultivos alimenticios debido a que influye en diversos aspectos

como la morfologia y fisiologia del cultivo.

La capacidad de alterar la asimilacion de nutrientes y el metabolismo vegetal,
trae como consecuencias relevantes para el rendimiento y crecimiento de las
plantulas de rabano, tanto asi que llegan a influir en la nutricién del cultivo. Se ha
mostrado que esto puede llevar a la produccidon de especies reactivas de oxigeno
ROS y provocar mecanismos de proteccion antioxidantes en las plantas; por tanto,
esto llega a influir el equilibrio redox en las células vegetales y ocasionar estrés de
agente oxidante, lo que afecta de forma negativa al desarrollo y crecimiento del cultivo

del rabano.

El impacto de las nanoparticulas en el desarrollo y morfologia de las plantulas
de rdbano afectan la germinacion, elongacion del tallo, formacion de las hojas,
crecimiento de las raices y la floracion del cultivo, lo que da como resultado cambios
en la sintesis de las proteinas, expresion génica y la interaccién de forma directa a

las estructuras celulares de las plantas (Subudhi & Singh, 1979).
2.10 Metabolismo de la Azolla Spp

Segun Hall et al. (1995) el metabolismo de la Azolla Spp es: “un procedimiento
fotosintético natural que aprovecha el crecimiento de energia alternativa; en el caso
de, las cianobacterias son eficaces al ser usados en las tecnologias para la

conversion de la energia del sol”.

El metabolismo de la Azolla Spp ademas de ser un procedimiento fotosintético
natural, se lo denomina como un proceso biolégico enorme que tiene diversos medios
metabdlicos para la reproduccién, crecimiento y de adaptacion para el ambito

acuatico.
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La incorporacion de la clorofila se ve con mucha intensidad en los heterocistos
en semejanza con las células vegetativas, estos presentan una importante
concentracion de ficocianina; por el contrario, la fluorescencia de la clorofila es igual

o0 menor que de las células vegetativas (Becking & Donze, 1981).
2.11 Fijacion de nitrégeno

De acuerdo con Sanjay-Swami & Singh (2020), mencionan que: “la Azolla Spp
posee la capacidad en la fijacion de nitrogeno de la atmosfera debido a su simbiosis
con la cianobacteria Anabaena, lo que ayuda en el desarrollo de la Azolla Spp con

efectos firmes en la fertilidad del suelo”.

Segun Esiobu & Van Hove (1992), comentan que: “la escasez de nitrogeno
representa un problema para el desarrollo y crecimiento adecuado de los cultivos, los
nutrientes tienen un rol esencial en mejorar el area, didametro, volumen y longitud de

las raices asi como la elaboracion de biomasa seca”.

Ademas, se ha revelado que los nutrientes impactan de forma radical en la
absorcion, produccion y equilibrio de biomasa seca. Esto ha incrementado el carbono
organico en el suelo dando como resultado de la aplicacidn de practicas en el correcto

manejo que repercute en la inoculaciéon de Azolla Spp.

Otro punto importante es que el alga Azolla posee la capacidad de suprimir de
forma eficaz una gran variedad de contaminacion del agua, lo que incluye metales
pesados, nitrogeno y nutrientes como el fosforo; ademdas, de los compuestos
organicos dafinos. Esta suficiencia de eliminacion la hace un instrumento que es
primordial para purificar aguas residuales y reformacion de los ecosistemas acuaticos
gue son degradados, lo que mejora la calidad del agua, disminuye los contaminantes

en cuerpos de agua que son afectadas por las personas (Jayasundara, 2022).

2.12 Metales pesados

212.1 Capacidad de acumulacion

Ante la presencia de metales pesados en el area de la agricultura revela que
hay un problema en el medio ambiental importante debido a sus probables efectos
desfavorables en la salud de las personas, contaminantes al agua y a la calidad del

suelo; por tanto, la Azolla Spp ha mostrado de que es capaz de retener y almacenar
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metales pesados, lo que la transforma en una planta de importancia para la Fito

extraccion de la contaminacion en zonas acuaticas.

La disminucion en el contenido de clorofila propone que tanto la actividad de la
clorofilasa y el sistema de sintesis de clorofila se ven perjudicados por la presencia
de metales pesados; por tanto, la reduccion en el contenido de proteinas muestran
gue el sistema de ellas se ven afectadas por las consecuencias de los contaminantes

que generan (Kaur et al., 2021).

En areas que se encuentran en contaminacion, se detectan diferentes metales
pesados; por ejemplo, arsénico, cobre, cadmio, plomo, cromo, niquel, mercurio y zinc.
La sola presencia de ellos suele variar segun el medio contaminante en diversas
areas especificas, la absorcién en exceso de metales de parte de las plantas resulta
en toxicos para las personas, lo que genera enfermedades crénicas y agudas (Anawar
et al., 2008).

2.12.2 Azolla Spp en tratamientos de agua

Segun Issayeva et al. (2022) define que: “las hidromacrofitas tienen
importancia en la acumulacion de metales pesados en el ambito acuatico, estas llegan
a ser uno de los indicadores relevantes para calcular el nivel de contaminacion del

agua por medio de bioindicadores”.

La contaminacion de metales pesados en los medios acuaticos se presenta en
grandes niveles; a su vez, la acumulacion de los sedimentos y plantas acuaticas
tienen la capacidad de almacenar y absorber estos metales que se encuentran
presentes en los ecosistemas acuaticos. Estos enormes niveles que posee de
metales llegan a generar consecuencias desfavorables en la salud de los cuerpos
acuaticos y en la calidad del medio ambiente; de forma que, es de relevancia controlar
y manejar de manera adecuada los contaminantes que generan estos metales

pesados en los organismos (Rai, 2008).

Por tanto, se ha examinado que hay una acumulacion relevante de cadmio,
uranio y cobre de forma interna de la fraccion de la pared celular desde la raiz y el
brote de la Azolla Spp; por ende, se recomienda que su potencial utilizacién en la

fitoextraccion de los contaminantes sea en areas acuaticas (Sela et al., 1990).
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llustracion 5 Impactos y Usos de Azolla en la Agricultura
Fuente: (Ferreira, 2024).

2.13 Agricultura sustentable

Esta representa como una perspectiva integral en los cultivos, que busca la
necesidad de aumentar la produccion de los alimentos para complacer el crecimiento
gradual de la demanda mundial con la preservacién de los medios naturales y la
proteccion del medio ambiente. Esta perspectiva ayuda a promover las practicas
agricolas de forma justa, econdmicas y ambientalmente adecuadas mediante la
implementacion de herramientas como el manejo integrado de plagas, rotacion de

cultivos y la utilizacion eficaz de medios como los nutrientes del suelo y el agua.

Debido a que hay un crecimiento de forma continua de la demanda, los
agricultores estan indagando aumentar la produccion de los cultivos, esto
compromete a optimizar la productividad en las tierras especificas y a la expansion
de la superficie en determinados terrenos dedicados a la agricultura por medio del
uso de herramientas de fertilizacion artificial. Este enfoque ayuda aumentar la
produccion sin implicar la calidad del suelo ni la sostenibilidad en un periodo a largo
tiempo garantizando que se adapten a las necesidades que son cambiantes en el

mercado y con calidad en los alimentos (Khan et al., 2019).
2.13.1 Rentabilidad del cultivo de Azolla

Segun Brouwer et al. (2016) comentan que: “a pesar que Azolla spp es una de
las especies mas reducidas. Es especial debido a su crecimiento rapido, ya que puede
reproducirse entre 5 a 10 dias convirtiéndola en una alternativa eficaz en diferentes

aplicaciones ambientales y agricolas”.
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Para Esiobu & Van Hove (1992) mencionan que: “Azolla Spp posee la
suficiencia de diluir minerales, entre ellas se tiene: zinc, manganeso y hierro, esto
ayuda en el crecimiento del arroz liberando vitaminas beneficiando su desarrollo, este

procedimiento muestra el potencial mejorando la calidad del suelo y productividad”.

Es importante que se considere lo eficiente que es la Azolla Spp en diferentes
sistemas ecoldgicos que puedan variar mediante diversos factores como lo son: el
tipo de cultivo, practicas agricolas aplicadas y condiciones climaticas. Estos medios
vegetales se localizan considerablemente disponibles con el potencial de ser
sorbentes de bajos costo y ademas de ayudar al medio ambiente (Elmachliy et al.,
2011).

2.14 Fitorremediacion

2.14.1 Principios de la fitorremediacion

Para los autores Ranjitha et al. (2016) definen que: “es la capacidad para
acumular, neutralizar y degradar la contaminacion del suelo, agua y aire, lo cual se lo

como fitorremediacion”.

En su mayoria los contaminantes y metales pesados que son liberados de las
plantas industriales casualmente logran llegar a los ecosistemas acuaticos, como lo
son: estanques, rios y lagos; por tanto, la presencia de los metales pesados es de
contaminacion en los cuerpos de agua, lo que revela que son un peligro para la salud

de las personas, asi como para los ecosistemas.

Para Rai (2009) da entender que: “los metales pesados y contaminantes
presentes en las plantas industriales tienden a llegar y contaminar los ecosistemas
acuaticos a lo largo del tiempo. Solo la presencia de estos agentes contaminantes

genera un riesgo importante para lo mencionado”.

Es de importancia saber que la contaminacion por metales tiene muchos
efectos que son devastadores en la vida del agua, lo que genera alteraciones en los
ciclos biogeoquimicos afectando de forma negativa la fauna y flora que estan
presentes; asimismo, es de suma relevancia que se tomen en cuenta este problema

de manera urgente.

De acuerdo con los autores Akinbile et al. (2016) la fitorremediacion: “es un

elemento primordial de la biorremediacidn, esta se basa en el uso de plantas para

-28-

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



tratar problemas del medio ambiente, esto da como resultado a que las plantas
ayudan a prever la lixiviacion y erosion”.

Esta se apoya en la utilizacion de plantas seleccionadas que tienen la habilidad
de almacenar diferentes metales pesados, entre ellos tenemos: plomo, cromo,
arseénico, cadmio, entre otros, ademas de sus distintos radioisétopos, con el fin de
gue no haya contaminacion en los suelos y aguas que son afectadas estos elementos.

Esta herramienta es conocida por ser una de las mas eficaces y con rapido progreso
en el entorno tecnologico al destacarse por su efectividad en la recuperacion de areas

contaminadas y por su rentabilidad (Ranjitha et al., 2016).

La fitorremediacion es conocida por ser un instrumento que se lleva bien con
el medio ambiente, lo que beneficia para que no haya contaminacion en entornos

afectados, esto implica que la absorcion de contaminantes sea mediante las raices
de las plantas, consecutivo en la acumulacion en los tejidos vegetales. La estrategia

presentada es como una posibilidad sostenible y eficaz para compensar medios

contaminados, brindando una solucién 6ptima de que no solo elimine los agentes
contaminantes, sino que ademas ayude al restablecimiento del medio ambiente

(Ansari et al., 2020).
2.14.2 Capacidad de Acumulacion

La capacidad de acumulacién de los contaminantes es especificamente
destacada al absorber una diversa variedad de metales pesados mediante las raices
y tejidos vegetales, que actuan como un sorbente natural alcanzando los metales
pesados y acumulando en las estructuras, lo que ayuda en la limpieza y que no haya

contaminacion de los sistemas de agua que estan siendo afectados por la presencia
de estos contaminantes que son toxicos (Carlozzi & Padovani, 2016).

También tiene caracteristicas esenciales que mejoran la eficiencia ante la
remocion de metales pesado; ademas, su veloz crecimiento y una tasa de
reproduccion alta concede una rapida expansion de biomasa incrementando su
suficiencia en la absorcién y almacenamiento de los contaminantes de los sistemas
del agua.

La Azolla Spp ante su aporte en la remocion de metales pesados, esta ofrece

ventajas adicionales para los sistemas de agua y la biodiversidad; por tanto, al
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momento de que hay una limpieza en el agua de contaminantes, la planta permite
una mejora en la calidad del entorno para la vida acuatica ayudando el
restablecimiento de los invertebrados, peces, entre otras especies; a su vez, la
suficiencia para absorber nutrientes resalta la importancia de la conservacion del
medio ambiente (Da Silva et al., 2022).

2.15 Biofertilizantes

Son productos organicos resultantes de componentes biologicos, entre ellos
tenemos: residuos agricolas, compost, microorganismos y de estiércol animal; por
tanto, estos tienen una gran variedad de nutrientes que son importantes para las
plantas, lo que incluye nitrdgeno, potasio, micronutrientes y fosforo. Los
biofertilizantes al ser aplicados al suelo o en los cultivos fomentan un desarrollo
optimo y robusto de las plantas mejorando la actividad microbiana y estructura del

suelo en el ambito agricola.

Entre muchos de los beneficios primordiales de los biofertilizantes es la
capacidad para mejorar la fertilidad del suelo de forma sostenible en el medio
ambiente; ademas, a diferencia de los fertilizantes quimicos tradicionales, estos no
tienen elementos sintéticos que dafan o causan contaminacioén del suelo y del agua.
Proporcionan un medio natural de nutrientes que se sueltan poco a poco y que ayuda

al habitat en un periodo de tiempo largo (Prasad & Singh, 2011).

Debido a la creciente inquietud por la preservacion del habitat y la necesidad
urgente de tomar medidas practicas que sean sustentables en diversas areas en las
actividades de las personas, el incorporar la Azolla Spp en los cultivos como un medio
natural de nitrogeno es fundamental para brindar importantes ventajas pensando a
futuro. Esta estrategia no solo muestra una opcion sostenible para el sector agricola,
sino que ademas atribuye en la preservacién de los recursos y disminucion de
desconciertos ambientales negativos que estan relacionados con la utilizacién de

fertilizantes quimicos (Wagner, 1997).
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2.15.1 Efectos negativos de los fertilizantes quimicos

Los fertilizantes quimicos normalmente son utilizados en la agricultura con el
fin de aumentar la productividad de los cultivos, aunque su utilizacion genera algunas
desventajas y consecuencias negativas, entre ellas la presencia de sustancias toxicas
en unos cuantos fertilizantes y en la contaminacion enorme que se encuentran en los

alimentos cultivados (Kleiman & Cogliatti, 1998).

Segun Wagner (1997) define que: “la elaboracién de los fertilizantes en
conjunto con los gastos de transporte dan como resultado que sea caro, la utilizacion
excesiva de los fertilizantes nitrogenados en la agricultura genera desconcierto de

forma significativa al medio ambiente”.
2.15.2 Azolla como base para nanofertilizantes

Para Jayasundara (2022), la Azolla Spp brinda: “una gran variedad de diversas
aplicaciones que son ventajosas en diferentes campos, se usa como biofertilizante en
el cultivo de arroz, brindando nutrientes importantes para el desarrollo de las plantas,

al servir como abono para beneficiar el suelo y calidad”.

En el restablecimiento de los suelos salinos, la Azolla Spp tiene un rol
primordial al apoyar a que se restaure la fertilidad del suelo; ademas, esta planta se
ha examinado como un elemento de la cocina exclusiva y como repelente de
mosquitos. Esta se usa en la elaboracion de biogas y control de malezas, mostrando

su adaptabilidad y valor en diferentes aplicaciones practicas.

Al hablar de la Azolla pinnata en simbiosis con Anabaena Azollae, tiene la
suficiencia singular de asegurar el nitrégeno de la atmosfera, esta la convierte en una
opcion factible al fertilizante de urea, ya que es uno de los fertilizantes inerte mas
usado por los agricultores; por tanto, su utilizacion como reemplazo de la urea no solo
brinda ventajas agricolas, sino que ademas tiende a considerarse una estrategia de
disminucion al cambio climatico, lo que disminuye la relacion de los fertilizantes
quimicos y ayuda a promover practicas agricolas sustentables (Simarmata et al.,
2021).
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El nitrégeno es universal y tiene un rol importante como elemento primordial
de los aminoacidos, siendo de mucha importancia para el desarrollo y crecimiento de
las plantas; por tanto, al acoger biofertilizantes como la simbiosis entre Azolla Spp y
Anabaena en vez de la fertilizacion quimica con nitrogeno, brinda beneficios tanto en

eficacia econdomica como en términos de conservacion ambiental (Cheng et al., 2015).
2.16 Nano particulas de platay Azolla

Las nano particulas cada vez estan siendo investigadas por su capacidad para
ayudar en la mejor eficiente de los sistemas agricolas, aunque son diminutas
estructuras brindan caracteristicas unicas que llegan a ser aprovechadas para tratar
diferentes desafios en la elaboracion y produccidon de alimentos. Todo esto debido a
la liberacién que es controlada de nutrientes hasta la defensa de los cultivos ante

patégenos y plagas.

— NANOTECNOLOGIA

Nanosensores l E :
Extraccion =4,
e )
l - Nanoparticulas Produccién <2
Nanorr cplcdlacmn / \ Deésechos
| Nanoherbicidas INanopesticidas|

Agua subterrinea

&

llustracion 6 Potencial de la nanotecnologia en la agriculturay los alimentos
Fuente: (Lira, Bulmaro, Vera, & De Los Santos, 2018).
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CAPITULO llI: Disefio metodolégico
3.1 Tipo ydisefio de investigacion

El tipo de investigacidn se realizo es de tipo experimental, ya que se realizaron
ensayos en el laboratorio de UNEMI en el cual se usé nitrato de plata y la biomasa de
la Azolla Spp para la obtencién de las nanoparticulas y poder crear el nano fertilizante

qgue se usaron en las plantulas del cultivo de rabano.

El disefo experimental que se utilizé fue el DCA (disefio completamente
aleatorio) que consta de 4 tratamientos y de 20 repeticiones.

Cultivo Tratamiento Repeticiones Producto Dosis
I 0 Agar-Azolla SUmi

Rabano T2 5 Agar-Agar 30ml
T3 5 Agar-Nanoparticulas 30ml
T4 5 Murashige 30ml

Tabla 1 Descripcion de los tratamientos
Elaborado por: Autores.

3.2 Lapoblacionyla muestra

3.2.1 Caracteristicas de la poblacion

Caracteristicas Cantidad
Numero de tratamientos 4
Numero semillas por frasco 10
Numero de repeticiones por 5

tratamiento
Numero de plantulas por tratamiento 50

Numero total de plantas 200

Tabla 2 Caracteristicas y cantidad
Elaborado por: Autores.
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3.2.2 Delimitacion de la poblacién

La poblacion delimitada para este estudio comprende las plantulas de rabano
(Raphanus sativus) cultivadas en condiciones controladas de laboratorio. Estas
plantulas son tratadas con nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de la biomasa
de Azolla spp. La eleccion de esta poblacion se basa en la relevancia agricola del
rabano. Ademas, la biomasa de Azolla spp se selecciona debido a su capacidad para
acumular metales pesados y su disponibilidad en abundancia como recurso

renovable.
3.2.3 Tipo de muestra

En el estudio de la sintesis de nanoparticulas de plata, se utilizé la biomasa de
Azolla spp. Este proceso aprovecha las propiedades bioquimicas de Azolla spp, una
especie de helecho acuatico conocida por su capacidad para acumular metales
pesados. Las nanoparticulas de plata resultantes se aplicaron en plantulas de rabano
(Raphanus sativus). Los resultados preliminares indican que las nanoparticulas de
plata basadas en Azolla spp pueden mejorar el crecimiento y la resistencia de las
plantulas de rabano a diversas condiciones de estrés, lo que sugiere un potencial

significativo para futuras aplicaciones en la agricultura y la biotecnologia.
3.2.4 Tamafo de la muestra

Para el estudio de la sintesis de nanoparticulas de plata a base de biomasa de
Azolla spp en plantulas de cultivo de rabano (Raphanus sativus), se propone un
disefio experimental con 4 tratamientos y 5 repeticiones por tratamiento. Cada
repeticion consta de 10 plantulas, lo que resulta en un total de 50 plantulas por
tratamiento. Por lo tanto, el tamano total de la muestra para este estudio seria de 200

plantulas.
3.2.5 Proceso de selecciéon de la muestra

El proceso de seleccidn de la muestra para el estudio de la sintesis de
nanoparticulas de plata a base de biomasa de Azolla spp en plantulas de cultivo de

rabano (Raphanus sativus) se realiza de la siguiente manera:
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Se cultivan un gran numero de plantulas de rabano en condiciones controladas.
Una vez que las semillas germinan se procede a tomar datos de las muestras cada

12 horas, hasta llegar a las 72 horas.

Para cada uno de los 4 tratamientos, se analizan 5 repeticiones, cada uno con
10 plantas, resultando en un total de 50 plantulas por tratamiento. Este proceso se
repite para cada tratamiento, asegurando que cada plantula tenga la misma

probabilidad de ser analizada para cualquier tratamiento.

Es importante destacar que la el analisis cada 12 horas es fundamental para
garantizar la validez de los resultados del experimento. Al estar bajo observacion
constante y tomar datos de las plantulas de cada tratamiento, se minimiza el sesgo y
se asegura que cualquier diferencia observada en los resultados sea debido a los

tratamientos y no a otras variables no controladas.
3.3 Los métodos y las técnicas
PRIMER PROCEDIMIENTO

- Preparacion de la solucién de nitrato de plata.

Se trabajoé a una concentraciéon de 1 mM (milimolar), que de acuerdo a la
féormula M=((g soluto)/(pm soluto))/solucion el resultado fue de 0,084 gramos de

nitrato de plata. Esta cantidad se aforé en 500 ml de agua destilada.
- Extracto de Azolla.

Se pesaron 5 g de Azolla (solo las hojas, las raices se descartaron). Luego se
molieron en un mortero y se colocaron en un balén de aforo de 100 ml para someterlo
a bano maria (802 por 20 min). Después se filtr6 al vacio por aproximadamente 6 a 7
veces para eliminar cualquier residuo; ademas, el filtrado se coloc6 en un recipiente

de vidrio y se rotulo.
- Microondas.

Se coloco 74,5 ml de nitrato de plata a 1 mM con 500 uL de extracto de Azolla.
Esto se coloco en un frasco y se llevé al microondas por 7 min a una potencia de P-
H1.
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AJUSTE PROCEDIMIENTO
- Preparacioén de la solucion de nitrato de plata.

Se trabajoé a una concentracién de 9 mM (milimolar), que de acuerdo a la
féormula M=((g soluto)/(pm soluto))/solucion el resultado fue de 0,764 gramos de

nitrato de plata. Esta cantidad se aforé en 500 ml de agua destilada.
PROCEDIMIENTO
- Uso de agitador magnético en vez del microondas.

Se trabajo con nitrato de plata a 9 mM. Entonces se coloco en un matraz 74,5
ml de nitrato de plata a 1 mM con 500 uL de extracto de Azolla. La solucion debia
estar 10 min en el agitador magnético a 70-80°C y luego se agreg6 1 gota de NaOH
para aumentar el pH (idealmente dejarlo a un valor neutro ya que hay mas presencia
de nanoparticulas). Después de colocar el NaOH se envaso la solucion en un nuevo

recipiente y se dejo reposar hasta el dia siguiente.
AJUSTE DE PROTOCOLO

- 150 ml de solucion de nitrato de plata + 1 ml del extracto (Azolla o

trichoderma).

Se puso en un matraz de 1 L durante 10 min hasta punto de ebullicion, tapado

con papel aluminio.

Luego se midio el pH con el pH metro y arrojaba valores de 5.58, entonces se
ajusto el pH con hidréxido de sodio hasta dejarlo neutro, es decir, cercano a 7. En
este caso se uso 90 uL de hidroxido de sodio. EI NaOH es importante porque permite

obtener mayor cantidad de nanoparticulas.
Tratamientos
Agua destilada + agar + 1 ml de Azolla.
Agua destilada + agar.
Agua destilada + agar + nanoparticulas.

Agua destilada + MS + agar.
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El agar se utilizé al 1%, es decir por cada 100 ml se usaron 1 g de agar. De

MS se us6 0,984 g por cada 200 ml de agua destilada.
NANOPARTICULAS

Se tomaron muestras de la solucion de nitrato de plata con extracto de Azolla
cuyo valor de pH se ajusté a 7 y se dejoé en reposo. Esto se llevo a la centrifuga a

5500 rpm por 20 min.

Después de este proceso se vaciaron los recipientes centrifugados (descartar
el sobrenadante) y se recolecto el pellet o sedimento en un tubo Eppendorf. De esta
manera se obtuvo 0,2 g de nanoparticulas (200 uL) que se suspendieron en 0,2 ml de
agua destilada (200 uL). Entonces para el tratamiento 3 con nanoparticulas se
colocaron 80 uL de esta solucion de nanoparticulas en cada réplica (5 réplicas con 80

uL de nanoparticulas cada una).
MEDIOS DE CULTIVO
Preparacién del agar.
Se prepararon 200 ml de agua destilada + 2 g agar.
Se prepararon 400 ml de agua destilada + 4 g agar.
Se prepararon 200 ml de agua destilada + 2 g agar + 0,908 g MS.

Cada preparacion se dispens6 directamente en los frascos (previamente
esterilizados) de cada tratamiento y se llevo a esterilizar, de esta manera, la coccion

se realizaria en la autoclave (1212C por 15 min).

Luego del proceso de esterilizacion, se llevaron los medios a una camara de
flujo laminar. En esta se realiz6 la siembra de las semillas y colocacion de los

tratamientos.

En el caso del extracto de Azolla (T1) se coloc6é 1 ml de extracto de Azolla con

una micropipeta en cada réplica.

En el caso de las nanoparticulas (T3) se agregaron 80 uL de nanoparticulas

en cada réplica.
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SIEMBRA

En cada réplica se colocaron 10 semillas de forma capilar distribuidas por todo
el medio. Luego, los frascos se taparon con papel aluminio y con film para evitar

contaminaciones.
3.4 Procesamiento estadistico de lainformacion.

El procesamiento estadistico de la informacion en este estudio se realiza
utilizando técnicas de analisis de varianza (ANOVA). Dado que el disefo experimental
incluye 4 tratamientos y 5 repeticiones por tratamiento, se utiliza un ANOVA de una

via para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Cada tratamiento consta de 10 plantas, y se miden varias variables de
respuesta, que son la velocidad de germinacion y velocidad de crecimiento. Estas

mediciones se promedian para cada repeticion y luego se utilizan en el ANOVA.

Si el ANOVA indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos,
se realizan pruebas post-hoc (como la prueba de Tukey) para determinar qué

tratamientos son significativamente diferentes entre si.

Todos los analisis estadisticos se realizan utilizando software SPSS, y los
resultados se presentan en forma de tablas y graficos para facilitar su interpretacion.
Es importante recordar que todas las conclusiones se basan en el nivel de
significancia estadistica predefinido (generalmente 0.05), y que los resultados deben
interpretarse en el contexto del experimento y no extrapolarse sin precaucion a otras

situaciones o especies de plantas.
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CAPITULO IV: Anélisis e interpretacién de resultados

4.1 Andlisis delos resultados
Velocidad de Germinacién

Tratamiento Agar+Azolla

Medias marginales estimadas de Germinacion_agar_azolla
Repeticion
1
)
3
— ]

—

Numero de Semilas

12 24 36 48 60 72

Horas de Observacion

Tabla 3 Tratamiento Agar+Azolla
Elaborado por: Autores.

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas de
la prueba de Tratamiento Agar+Azolla, demostrando un efecto considerable
(F(4)=21.893, p<.001, n? =.814, B-1=1). Es crucial resaltar que las puntuaciones del
Numero de Semillas Germinadas en la prueba R1 (M=5.17, DE=2.994) superaron
significativamente a las puntuaciones en la prueba R2 (M=0.83, DE=0.408). Ademas,
las puntuaciones en la prueba R3 (M=2.67, DE=0.516) excedieron a las de la prueba
R4 (M=1.00, DE=0.00). Por otro lado, las puntuaciones en la prueba R5 (M=7.33,
DE=2.658) sobresalieron como las mas altas de todas las pruebas. Estas
discrepancias reflejan una variacion sustancial en la germinacién de semillas bajo

distintas condiciones de tratamiento.
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Tratamiento Agar +Agar

Medias marginales estimadas de Germinacion_agar_agar
Repeticion

—)

Numero de Semillas
-

12 24 36 48 60 72

Horas de Observacion

Tabla 4 Tratamiento Agar +Agar
Elaborado por: Autores.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la germinacion de
semillas entre las diferentes repeticiones (R1 a R5), con un efecto grande
(F(4)=53.467, p<.001 n? =.655, B-1=1).

Las puntuaciones del numero de semillas germinadas en la repeticion R5
(M=4.17, DE=2.994) fueron significativamente mayores que las de las repeticiones
R1 (M=3.67, DE=2.503), R2 (M=3.83, DE=2.994), R3 (M=0.50, DE=0.548) y R4
(M=3.50, DE=3.017).

No se encontraron diferencias significativas entre las repeticiones R1, R2 y R4.
Las puntuaciones en la repeticion R3 fueron las mas bajas de todas las repeticiones.
Estas diferencias sefalan una variacion significativa en la germinacion de semillas
entre las diferentes repeticiones del experimento. Es importante destacar que estos

resultados son especificos para las condiciones de este experimento y pueden no ser

generalizables a otras situaciones.
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Tratamiento Agar+Nanoparticulas

Medias marginales estimadas de Germinacion_agar_nanoparticulas
5 _ 5 Repeticiones

Numero de Semillas

12 24 36 48 60 72

Horas de Observacion

Tabla 5 Tratamiento Agar+Nanoparticulas
Elaborado por: Autores.

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas de
la prueba de Tratamiento Agar+Nanoparticulas, evidenciando un efecto considerable
(F(4)=25.467, p<.001, n* =.980, B-1=0.980). Es relevante resaltar que las
puntuaciones del Numero de Semillas Germinadas en la prueba R1 (M=2.17,
DE=2.722) fueron significativamente superiores a las puntuaciones en la prueba R2
(M=0.00, DE=0.00).

Ademas, las puntuaciones en la prueba R3 (M=2.50, DE=2.168) excedieron a
las de la prueba R4 (M=1.83, DE=1.472), mientras que las puntuaciones en la prueba
R5 (M=0.83, DE=0.983) fueron menores que las de las pruebas R1 y R3. Estas

discrepancias indican una variacion significativa en la germinacion de semillas bajo

diversas condiciones de tratamiento.
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Tratamiento agra-murashigue

Medias marginales estimadas de Germinacion_agar_murashigue

5 o Repeticiones
—1

w

4 —

o,

Numero de Semillas

Horas de Observacion

Tabla 6 Tratamiento agra-murashigue
Elaborado por: Autores.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas de
la prueba de Tratamiento Agar+Murashigue, con un efecto grande (F(4)=24.800,
p<.001, n? =.729, B-1=1). 2n=. Es importante destacar que las puntuaciones del
Numero de Semillas Germinadas en la prueba R1 (M=0.50, DE=0.548) fueron
significativamente menores que las puntuaciones en la prueba R2 (M=3.00,
DE=1.673).

Ademas, las puntuaciones en la prueba R3 (M=0.67, DE=0.516) fueron
menores que las de la prueba R4 (M=1.00, DE=1.095), mientras que las puntuaciones
en la prueba R5 (M=1.67, DE=1.366) fueron menores que las de las pruebas R2 y R4.

Estas discrepancias sefalan una variacion significativa en la germinacion de semillas

bajo diversas condiciones de tratamiento.
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Velocidad de Crecimiento

Tratamiento Agar+Azolla

Medias marginales estimadas de Crecimiento_agar_azolla

10 Repeticiones

1
_—2
3
8 —

—

Numero de Semillas

: L=

12 24 36 48 60 72

Horas de Observacion

Tabla 7 Tratamiento Agar+Azolla
Elaborado por: Autores.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas de
la prueba de Tratamiento Agar+Azolla, con un efecto grande (F(4)=23.200, p<.001,
n%=.305, B-1=0.539). Es importante destacar que las puntuaciones del Numero de
Semillas Germinadas en la prueba R1 (M=2.33, DE=3.830) fueron significativamente

mayores que las puntuaciones en la prueba R2 (M=0.00, DE=0.00).

Asimismo, las puntuaciones en la prueba R3 (M=0.33, DE=0.516) fueron
menores que las de la prueba R4 (M=0.33, DE=0.516), mientras que las puntuaciones
en la prueba R5 (M=0.00, DE=0.00) fueron menores que las de las pruebas R2 y R4.
Estas discrepancias sefalan una variacion significativa en la germinacion de semillas

bajo diversas condiciones de tratamiento.
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Tratamiento Agar +Agar

Medias marginales estimadas de Crecimiento_agar_agar

Repeticiones
1

—2
[ 3
—

=5

Numero de Semillas

12 24 36 48 60 72

Horas de Observacion

Tabla 8 Tratamiento Agar +Agar
Elaborado por: Autores.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas de
la prueba de Tratamiento Agar+Agar, con un efecto grande (F(4)=19.200, p<.001,
n%=.324, B-1=0.581). Es importante destacar que las puntuaciones del Numero de
Semillas Germinadas en la prueba R1 (M=0.00, DE=0.00) fueron significativamente

menores que las puntuaciones en la prueba R2 (M=0.00, DE=0.00).

A su vez, las puntuaciones en la prueba R3 (M=0.00, DE=0.00) fueron menores
que las de la prueba R4 (M=2.00, DE=3.162), mientras que las puntuaciones en la
prueba R5 (M=0.00, DE=0.00) fueron menores que las de las pruebas R2 y R4. Estas
discrepancias sefalan una variacion significativa en la germinacion de semillas bajo

diversas condiciones de tratamiento.
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Tratamiento Agar+Nanoparticulas

Medias marginales estimadas de Crecimiento_agar_nanoparticulas

10 3 > Repeticiones
1
_—2
3
8 —

=5

Numero de Semillas

12 24 36 43 60 72

Horas de Observacion

Tabla 9 Tratamiento Agar+Nanoparticulas
Elaborado por: Autores.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas de
la prueba de Tratamiento Agar+Nanoparticulas, con un efecto grande (F(4) = 0.533,
p < .001, n® = .333, B-1= 0.601). Es importante destacar que las puntuaciones del
Numero de Semillas Germinadas en la prueba R1 (M = 0.00, DE = 0.00) fueron
significativamente menores que las puntuaciones en la prueba R2 (M = 0.00, DE =
0.00).

Las puntuaciones en la prueba R3 (M = 0.00, DE = 0.00) fueron menores que
las de la prueba R4 (M = 0.00, DE = 0.00), mientras que las puntuaciones en la prueba
R5 (M = 0.33, DE = 0.516) fueron mayores que las de las pruebas R1, R2, R3 y R4.
Estas discrepancias sefalan una variacion significativa en la germinacion de semillas

bajo diversas condiciones de tratamiento.
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Tratamiento Agra-Murashigue

Medias marginales estimadas de Crecimiento_agar_murashigue

20 Repeticiones
1
_—2
3
—_—

15 —

Numero de Semillas
=

12 24 36 48 60 72

Horas de Observacion

Tabla 10 Tratamiento Agra-Murashigue
Elaborado por: Autores.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medidas de
la prueba de Tratamiento Agar+Murashigue, con un efecto grande (F(4) = 1.333, p <
.001, n? = .303, B-1= 0.534). Es importante destacar que las puntuaciones del Numero
de Semillas Germinadas en la prueba R1 (M = 0.50, DE = 0.837) fueron
significativamente mayores que las puntuaciones en la prueba R2 (M = 0.33, DE =
0.516).

Las puntuaciones en la prueba R3 (M = 0.00, DE = 0.00) fueron menores que
las de la prueba R4 (M = 0.00, DE = 0.00), mientras que las puntuaciones en la prueba
R5 (M = 0.00, DE = 0.00) fueron mayores que las de las pruebas R1 y R2. Estas
discrepancias sefialan una variacion significativa en la germinacién de semillas bajo

diversas condiciones de tratamiento.
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4.2 Analisis delos resultados

Conclusién de indice de Desarrollo de Germinacion en base a los diferentes

tratamientos

Medias marginales estimadas de Germinacion
alas Horas de Observacion=72

10 Repeticiones

| emEEm

1
2
3
4
5
M

edia global observada

Medias marginales estimadas
|

Agar+Azolla Agar-Agar Agar- Agar-Murashigue
Manoparticulas

Tipo de Tratamiendo Usado

Tabla 11 indice de Desarrollo de Germinacion
Elaborado por: Autores.

Basandonos en los analisis de los diferentes tratamientos en la velocidad de

germinaciéon, podemos extraer algunas conclusiones:

Tratamiento Agar+Azolla: Se observaron diferencias significativas en la
velocidad de germinacion entre las diferentes repeticiones. Las puntuaciones en la
repeticion RS fueron las mas altas. Este tratamiento mostré un efecto considerable en

la germinacion de semillas.

Tratamiento Agar+Agar: Se detectaron diferencias significativas en la
germinacion de semillas entre las repeticiones. Las puntuaciones en la repeticion R5
fueron mayores que en las otras repeticiones. Sin embargo, no hubo diferencias

significativas entre las repeticiones R1, R2 y R4.

Tratamiento Agar+Nanoparticulas: Se observaron diferencias significativas
en la germinacion de semillas entre las diferentes repeticiones. Las puntuaciones en
la repeticion R1 fueron significativamente superiores. Sin embargo, las puntuaciones

en la repeticion R5 fueron menores que en las repeticiones R1 y R3.
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Tratamiento Agar+Murashigue: Se detectaron diferencias significativas en la
germinacion de semillas entre las diferentes repeticiones. Las puntuaciones en la
repeticion R2 fueron las mas altas. Sin embargo, las puntuaciones en la repeticion R1

fueron significativamente menores.

Considerando los resultados, el tratamiento Agar+Azolla parece ser el mas
efectivo en términos de velocidad de germinacion, ya que las puntuaciones en la
repeticion R5 fueron consistentemente altas y no hubo discrepancias significativas
entre las repeticiones. Este tratamiento podria ser considerado como el mas

prometedor para promover la germinacion de semillas de forma rapida y consistente.

Conclusién de indice de Desarrollo de Crecimiento en base a los diferentes

tratamientos

Medias marginales estimadas de Crecimiento

alas Horas de Observacion = 72
Repeticlones

!

EEome

== Meda gobal obrerada

Medias marginales estimadas

A 8

-]
i) u;*aE
seinveb ||

sepandeousy|«eby
anbiyseinp v eby

Tipo de Tratamiendo Usado

Tabla 12 indice de Desarrollo de Crecimiento
Elaborado por: Autores.

Basandonos en los analisis de los diferentes tratamientos en la velocidad de

crecimiento, podemos extraer algunas conclusiones:

Tratamiento Agar+Azolla: Se observaron diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento entre las diferentes repeticiones. Las puntuaciones en la
repeticion R1 fueron significativamente mayores que en otras repeticiones. Sin

embargo, las puntuaciones en la repeticion R5 fueron menores que en las

repeticiones R3 y R4.
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Tratamiento Agar+Agar: Se observaron diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento entre las diferentes repeticiones. Las puntuaciones en la
repeticion R4 fueron significativamente mayores que en otras repeticiones. Sin

embargo, no hubo crecimiento en las repeticiones R1, R2, R3 y R5.

Tratamiento Agar+Nanoparticulas: Se observaron diferencias significativas
en la velocidad de crecimiento entre las diferentes repeticiones. Las puntuaciones en
la repeticion R5 fueron mayores que en las repeticiones anteriores, mientras que no

hubo crecimiento en las repeticiones R1, R2, R3 y R4.

Tratamiento Agar+Murashigue: Se observaron diferencias significativas en
la velocidad de crecimiento entre las diferentes repeticiones. Las puntuaciones en la
repeticion R1 fue mayores que en las repeticiones R2, mientras que no hubo

crecimiento en las repeticiones R3, R4 y R5.

Considerando los resultados, el tratamiento con Agar+Agar no parece ser
efectivo en términos de promover el crecimiento, ya que no hubo crecimiento en la
mayoria de las repeticiones. El tratamiento con Agar+Azolla muestra cierta promesa,
con un crecimiento significativo en la repeticion R1, aunque presenta algunas
fluctuaciones en otras repeticiones. El tratamiento con Agar+Murashigue también

muestran variabilidad en la efectividad del crecimiento.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

- La utilizacion de la biomasa de Azolla spp como agente reductor para
sintetizar nanoparticulas de plata ofrece ventajas significativas. En primer lugar,
desde una perspectiva ambiental, esta técnica es sostenible y reduce la dependencia

de productos quimicos sintéticos.

- Las plantulas tratadas con nanoparticulas demostraron un buen indice de
germinaciéon sin embargo fueron superadas por el extracto de Azolla, las
nanoparticulas de plata pueden tener efectos tanto estimulantes como téxicos en las
plantulas de rabano. A bajas concentraciones, pueden mejorar el crecimiento al
estimular procesos metabdlicos y la absorcion de nutrientes. Sin embargo, a
concentraciones mas altas, pueden causar dafo celular y afectar negativamente el

desarrollo.

- La biomasa de Azolla spp ha demostrado ser un agente eficiente para la
sintesis de nanoparticulas de plata, Sin embargo, el extracto de Azolla resulto ser un
tratamiento mucho mas eficiente en cuanto a velocidad de crecimiento se refiere, a

pesar de que en todos los tratamientos germinaron plantulas.
5.2 Recomendaciones

- Se debe profundizar en la caracterizacion de las nanoparticulas de plata
obtenidas utilizando la biomasa de Azolla spp. Esto incluye analizar su morfologia,
tamano, estabilidad y propiedades opticas. El factor tiempo, no permitié realizar un

analisis profundo de la obtencién de nanoparticulas.

- Es fundamental determinar la dosis 6ptima de nanoparticulas de plata para
maximizar los beneficios sin causar toxicidad. Se deben realizar estudios de dosis-
respuesta para establecer limites seguros, ademas se debe de evaluar la aplicacion

de dosis durante todo el ciclo del cultivo.

- Realizar estudios especificos que comparen la eficiencia los tratamientos con
otros medios en condiciones de campo, esto incluye evaluar la aplicacién de las
nanoparticulas en diferentes etapas del cultivo para poder determinar las técnicas

adecuadas para su aplicacion.
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Anexos

Procedimiento para la elaboracion de la sintesis de nanoparticulas de
plata a base de biomasa de Azolla spp en plantulas de cultivo de rabano

(Raphanus sativus).
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llustracion 7 Insercion de semillas de rabano en los cuatro tratamientos.
Elaborado por: Autores.

llustracion 8 Instrumentos a utilizar para la siembra de las semillas de rabano en los cuatro tratamientos.
Elaborado por: Autores.
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llustracion 9 Esterilizacion de frascos para la preparacion de medios de cultivo.
Elaborado por: Autores.
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llustracion 10 Preparacion de nitrato de plata.
Elaborado por: Autores.

S—
llustracion 11 Sintesis de nanoparticulas.
Elaborado por: Autores.

llustracion 12 Regulacién de PH.
Elaborado por: Autores.




llustracion 13 Toma de temperatura de muestra a procesar.
Elaborado por: Autores.

llustracion 14 Sustrato con nanoparticulas.
Elaborado por: Autores.

llustracion 15 Maceracion para la obtencion de sustrato de Azolla.
Elaborado por: Autores.




IIustFacién 1 Filtracién de sustrato de Azolla.
Elaborado por: Autores.

llustracion 17 Resultado final.
Elaborado por: Autores.
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