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RESUMEN

Los problemas de desnutricion por deficiencias de micronutrientes como el Zn en maés de la
mitad de la poblacion mundial, asi como la deficiencia de este nutriente en la mayor parte de
los suelos del mundo, ha permitido el desarrollo de métodos para subsanar este problema, como
lo es la biofortificacion agronémica, que permite la obtencion de productos vegetales
comestibles con mayores contenidos del elemento en cuestion. Sin embargo, poco es sabido del
papel especifico del Zn en la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) gque es promovida por el
suministro adecuado de Zn y participa en las funciones fisioldgicas de las plantas y como
cofactor de una gran variedad de metaloenzimas. Por lo anterior el objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de dosis altas de Zn en la fijacidn biolodgica de nitrogeno en
los cultivo de frijol y soya en dos tipos de suelos. La investigacion fue desarrollada en un
experimento en invernadero en el Departamento de Ciencias del Suelo (DCS)/Universidade
Federal de Lavras, utilizando un suelo Latossolo con textura diferente (Latossolo Vermelho
distroferrico y Latossolo Amarelho) y las cepas Rhizobium tropici (Ciat 899) y Bradyrhizobium
elkanii (Br 29) asociado al cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) y soya (Glycine max)
respectivamente; aprobadas como inoculate por el ministerio de agricultura pecuaria y
abastecimiento . Cada uno de los cultivos fue llevado hasta inicios de floracion en el cual se
evaluaron variables asociadas con la FBN como son la nodulacién, masa seca de nédulos, masa
seca de la raiz y parte aérea, clorofila, ureidos, y la acumulacion de nitrégeno por la planta, asi
como variables nutrimentales asociadas a la fertilizacion con Zn, como las concentraciones de
N, P, Ca, Mg, Cu y Zn en el tejido vegetal y la actividad de la enzima fosfatasa acida.
Independientemente de las dosis que buscan biofortificar el cultivo de frijol (Phaseolus
vulgaris) usadas, la aplicacion de Zn present6 efecto positivos en el incremento de la masa seca
de la parte aérea y los nddulos, asi como en la clorofila, concentracion y contenido de nitrégeno.
Las concentraciones nutrimentales de N, P, Ca, Mg, Cu y Zn no presentaron deficiencias en el
tejido vegetal por el incremento de Zn en la planta debido a la fertilizacion. En el cultivo de
soya se encontrd que la mejor respuesta de la planta asociada con Bradyrhizobium se presenta
cuando se aplican 20 y 40 mg dm™ de Zn en ambos suelos con incrementos en las variables
asociadas con la fijacion bioldgica de nitrégeno destacando que el suelo de textura media pese
a ser suelo con baja fertilidad, present6 las mejores condiciones para el desarrollo del cultivo
asociado a las bacterias noduliferas fijadoras de N. Estos resultados mostraron que las dosis
entre 10 y 40 mg dm de Zn en suelo consideradas como biofortificadoras para los cultivos de
frijol y soya asociados a bacterias noduliferas fijadoras de nitrdgeno, benefician variables
asociadas a la FBN sin afectar negativamente las concentraciones nutrimentales de las plantas
y presentando beneficios para la salud humana, econémicos y ambientales al favorecer la FBN.

Palabras claves: Biofortificacion. Nitrogeno. Phaseolus vulgaris. Glycine max. Latossolo.



RESUMO

Os problemas de desnutricdo devido a deficiéncias em micronutrientes como Zn em mais de
metade da populacdo do mundo, assim como a deficiéncia deste nutriente na maioria dos solos
do mundo, permitiu o desenvolvimento de métodos para superar esse problema, como é a
biofortificacdo agronémica, que permite obter produtos vegetais comestiveis com maiores
teores do elemento em questdo. No entanto, pouco se sabe sobre o papel especifico do zinco na
fixacdo biolodgica de nitrogénio (FBN), que é promovida por um fornecimento adequado de Zn
e participa nas funcdes fisioldgicas das plantas sendo cofator de muitas metaloenzimas.
Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de doses altas de Zn na fixacao bioldgica
de nitrogénio nas culturas de feijdo e soja em dois tipos de solos. A pesquisa foi realizada em
uma casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncia do Solo (DCS)/Universidade Federal de
Lavras, utilizando um solo Latossolo com textura diferente (Latossolo Vermelho distroférrico
e Latossolo amarelho) e as estirpes de Rhizobium tropici (CIAT 899) e Bradyrhizobium (Br 29)
associadas ao cultivo de feijdo (Phaseolus vulgaris) e soja (Glycine max), respetivamente. A
colheita foi realizada no comeco da floracdo de cada cultura e avaliaram-se variaveis
relacionadas com a FBN como séo a nodulagdo, massa seca dos nédulos, massa seca da raiz e
parte aérea, clorofila, ureideos e o nitrogénio acumulado, assim como as variaveis nutrimentais
associadas a adubagdo com zinco, como as concentracdes de N, P, Ca, Mg, Cu e Zn no tecido
vegetal e a atividade da enzima fosfatasse acida. Independentemente das doses que visam a
biofortificacdo do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) utilizadas, a aplicacdo de Zn apresentou efeitos
positivos no aumento da massa seca da parte aérea e dos nodulos, na clorofila, assim como na
concentracdo e contetdo de nitrogénio. As concentrag¢fes nutricionais de N, P, Ca, Mg, Cu e
Zn ndo apresentaram deficiéncias no tecido vegetal devido ao aumento de Zn na planta pela
adubacdo. No cultivo de soja, verificou-se que a melhor resposta de planta associada ao
Bradyrhizobium ocorre quando 20 e 40 mg dm™ de Zn sdo aplicados em ambos solos com
aumentos nas variaveis associadas a fixacdo biolégica de nitrogénio, destacando que o solo de
textura média, apesar de ser solo com baixa fertilidade, apresentou as melhores condicGes para
o0 desenvolvimento da cultura associada a bactéria nodulifera fixadora de N. Esses resultados
mostraram que doses entre 10 e 40 mg dm de Zn consideradas como biofortificantes para o
feijdo e soja associados a bactéria nodulifera fixadora de nitrogénio, beneficiaram varidveis
associadas a FBN sem afetar negativamente as concentra¢fes dos nutrientes nas plantas e
apresentar beneficios a salde humana, econdmica e ambiental, promovendo a FBN.

Palabras chaves: Biofortificacdo. Nitrogénio. Phaseolus vulgaris. Glycine max. Latossolo.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCCION GENERAL

Se sabe que mas de la mitad de la poblacion mundial presenta problemas de desnutricion
por deficiencia de micronutrientes considerado uno de los desafios mundiales mas graves para
la humanidad, aunado a las deficiencias de este elemento en la mayor parte de los suelos del
mundo, por lo cual; se han desarrollado técnicas que permitan el enriquecimiento de los cultivos
en las partes comestibles, como lo es la biofortificacion agrondmica que permite la obtencion
de nutrientes en cultivos alimentarios, mejorando las cualidades nutricionales de los cultivos
proporcionando un medio rentable y sostenible a largo plazo para suministrar mas
micronutrientes.

Las semillas enriquecidas con zinc son importantes no solo para el consumo humano,
sino que también mejoran el rendimiento de los cultivos en suelos deficientes de Zn, al
proporcionar un mejor crecimiento de las plantulas, tolerancia al estrés abiotico y resistencia a
patdgenos. Siendo que el Zn es uno de los micronutriente mas deficiente en los suelos a nivel
mundial, disminuyendo los rendimientos y calidad nutricional, debido al hecho de que este
elemento desemperfia un papel como constituyente estructural o cofactor de diferentes enzimas
y proteinas, relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos, tanto en la fotosintesis como
en la conversion de azlcares a almidon, metabolismo de proteinas, metabolismo de la auxina
(regulador del crecimiento), formacion de polen, mantenimiento de la integridad de membranas
bioldgicas y resistencia a la infeccion por ciertos patégenos, y el metabolismo del nitrégeno.

Las leguminosas como el frijol y la soya, ademas de proporcionar una fuente de alimento
rica en proteinas para humanos y animales, es utilizado para enriquecer las reservas de
nitrégeno del suelo, lo que permite el crecimiento de otras especies de cultivos con la ventaja
adicional de disminuir impactos ambientales por contaminacion comparado con el uso de
fertilizantes nitrogenados sintéticos y posterior reduccion de los costos asociados con la
produccién de cultivos; logrando la fijacion del N2 debido a su capacidad de establecer
endosimbiosis con bacterias del suelo.

Actualmente es poca la informacion disponible sobre el papel especifico de Zn en la
Fijacion Simbidtica de N (FSN), la cual es promovida mediante un suministro adecuado de Zn.

Incrementado el nimero y tamafio de los nddulos, contenido de leghemoglobina y la cantidad
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de N2 fijado, probablemente porque el Zn esta involucrado en la biosintesis de leghemoglobina
y la sintesis de sacarosa. Por lo anterior el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
de dosis altas de Zn en la fijacion bioldgica de nitrgeno en los cultivo de frijol y soya en dos

tipos de suelos.

2 MARCO TEORICO

2.1 Zinc: caracteristicas y funciones

El Zn es uno de los micronutrientes esenciales que participa en las funciones fisioldgicas
de las plantas con efectos benéficos en el crecimiento, funciones celulares en todos los
organismos Vvivos, siendo un cofactor esencial para muchos factores de transcripcion, dominios
de interaccion de proteinas y enzimas en las plantas (VALLE y AULD 1990; LEON-
MEDIAVILLA et al., 2018). Su presencia activa una serie de enzimas vitales para el
crecimiento, sintesis de proteinas y produccion de hormonas promotoras de crecimiento como
las auxinas en las plantas (PREET y SIDHU, 2016) y participa en actividades metabolicas
(BONNET et al., 2000).

En las plantas, el papel del Zn es funcional, estructural, cofactor y regulador en una gran
variedad de metaloenzimas (BROWN et al., 1993; KABIR et al., 2014) en las cuales se une a
los sustratos correspondientes, mientras que en otras situaciones, forma complejos tetraédricos
con radicales polares que contienen N, oxigeno (O2) y ligandos de azufre (S); con una variedad
de compuestos organicos (WILLIAMS, 1989; KIRKBY y ROMHELD, 2007), reduce el estrés
por calor (PECK y McDONALD, 2010) o por salinidad (TAVALLALI et al., 2010). Disante et
al. (2011) mencionan que el Zn afecta la capacidad de absorcion de agua y su translocacion a
varias partes de la planta. Desempefia un papel vital durante la fotosintesis, ya que actia como
un cofactor de la enzima anhidrasa carbonica requerida por la planta durante la fotosintesis
(PREET y SIDHU, 2016), participa en la transduccion de sefiales a través de la proteina quinasa
(HANSCH y MENDEL, 2009), en la fijacion de nitrégeno aunqgue la funcion especifica no esta
clara debido a la multitud de proteinas de la célula en las cuales puede actuar a diferentes niveles
(LEON-MEDIAVILLA et al., 2018).



12

El suministro inadecuado de Zn a las plantas afecta diferentes aspectos de la
reproduccion que van desde el desarrollo floral, la antesis, gametogénesis, fertilizacion y el
conjunto de semillas. La deficiencia critica de Zn es considerada cuando la concentracion de
este se encuentra entre 15y 20 ug g™* de peso seco (PANDEY, 2010).

2.2 Formas de absorcion y transporte del Zn por las plantas

En la solucion del suelo, el contenido de Zn es muy bajo, desde 4x107%° a 4x10°° M, y
altamente dependiente del pH del suelo (BARBER, 1995). ElI Zn es suministrado para el
metabolismo de la planta mediante un flujo de masa en menor medida y por difusion en mayor
medida (MALAVOLTA, 2006; MARSCHNER, 2012) siendo poco movil en plantas el cual
varia entre las especies (PEASLEE et al., 1981; WELCH, 1995). En la rizosfera, después de la
solubilizacion, Zn*? es activamente absorbido por las raices con el gasto de energia. En las
raices, alrededor del 90% de este nutriente estan en sitios de intercambio o adsorbidos en las
paredes celulares del parénquima cortical (MOREIRA et al., 2018). Después del contacto de
las raices con los nutrientes, necesita alcanzar el xilema para ser transportado a los brotes
mediante la corriente de transpiracion (BROADLEY et al., 2007).

Asi mismo, el citoplasma de las células de la raiz absorbe el Zn de la solucidn el suelo
y posteriormente es transportado, via xilema, hacia las partes de crecimiento y las semillas
(ALLOWAY, 2008), mediante varias familias de proteinas (BOUAIN et al., 2014). Durante
este proceso, tales proteinas juegan un papel importante para permitir que la planta no solo
absorba y distribuya Zn, sino; que también elimine el exceso de Zn a través de su
compartimentacion en la vacuola, promoviendo la homeostasis de Zn (SINCLAIR y KRAMER,
2012; DEINLEIN, 2012).

El transporte de Zn via floema, permite la acumulacion en las semillas y las frutas (WU
et al., 2010), de forma maés facil. Dado que los nutrientes se disuelven, su movimiento a través
de la planta sigue las mismas vias, predominantemente a través del simplasto y en menor
medida a través del apoplasto (WHITE et al., 2002). Durante la captacion, inicialmente en la
via apoplastica, para alcanzar el xilema necesita atravesar la endodermis e ingresar al
citoplasma. Esto sucede porque la tira de Casparian es una barrera apoplastica importante
(ROSOLEM et al., 2005). Segun Wang (2003) el zinc después de ser absorbido por las raices
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puede acumularse en los compartimentos del apoplasto y del simplasto en tres fracciones
distintas: (1) de forma intercambiable, en el apoplasto, adsorbido a la matriz de pectina cargada
negativamente de la pared celular; (2) forma labil, asociada con un nutriente localizado en el
citoplasma; y (3) forma no flexible, en el nutriente depositado en la vacuola y no desplazado en
la planta.

Las proteinas de transporte no solo promueven el transporte de Zn a varios tejidos de la
planta, sino que también permiten su movimiento en la célula, ya que los procesos dependientes
de Zn tienen lugar dentro de varios organelos como las mitocondrias, los cloroplastos vy el
nucleo, lo que exige el transporte a través de las membranas respectivas (PILON et al., 2009).
El Zn se puede mover de forma celular de una célula a otra y se libera de las células
endodérmicas hacia el xilema, a través de Zn?>-ATPases (HUSSAIN et al., 2004). Dentro de las
células, Zn se transporta a los 6rganos mediante MTP o Zn?-ATPasas, ya sea para ser
almacenado cuando esta en exceso, 0 para ser usado en el ensamble de proteinas (BLAUDEZ
et al., 2003; DESBROSSES-FONROUGE et al., 2005; MOREL et al., 2009). En general, estos
procesos estan regulados por un conjunto de factores de transcripcién que organizan la
homeostasis de Zn (ASSUNCAO et al., 2010). Stephens et al. (2010) mencionan que la
concentracion de Zn debe ser mantenida por los transportadores de Zn que son responsables de
la captacion, el flujo de salida y la compartimentacion dentro de la planta.

El transporte del Zn en plantas de soya se da de los tallos a las hojas conforme se
incrementa la edad de las plantas acercandose a la etapa de madurez (R8). La concentracién de
Zn en el tallo, hojas y vaina presentan concentraciones de 11.38, 1.60 y 1.72 mg kg de Zn,
respectivamente, cuando se aplican 40 kg ha™ de Zn, observandose que al final de la etapa de
crecimiento del cultivo y el aumento de la edad de la soya el destino de los nutrientes son las
semillas (KOBRAEE y SHASMSI, 2011).

El transporte de Zn en los nddulos implica el suministro desde la raiz, a traves de la
vasculatura, la liberacion en el apoplasto y la absorcién en las células del nédulo. Una vez en
el citosol, el Zn puede ser usado directamente por proteinas citosolicas o administrarse en
organulos, incluidos los simbiosomas de células infectadas, por transportadores de eflujo de Zn
(LEON-MEDIAVILLA et al., 2018).
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2.3 Efectos fisiologicos del Zn en leguminosas

Los metales pesados en concentraciones bajas son necesarios para diversas actividades
metabdlicas de microbios, incluyendo rhizobios y cultivos de leguminosas (AHMAD et al.,
2012).

La planta utiliza Zn de manera mas eficiente si se aplica antes y durante la etapa de
crecimiento de la hoja y antes de la aparicion de inflorescencias (BROHI et al., 2000). Manzeke
et al. (2017) realizaron un trabajo de investigacion con caupi (Vigna Unguiculata) en suelo
arenoso y encontraron que la aplicacion de Zn aumento la biomasa y los rendimientos del
cultivo comparado con tratamientos que recibieron fertilizantes minerales y organicos. Por otra
parte, Prasad et al. (2012) en estudio con cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) aplicaron
diferentes concentraciones de zinc en forma de nanoparticulas encontrando que con
concentraciones de 1000 mg kg™ se promueve la germinacion de las semillas y el vigor de las
plantulas promoviendo el aumento del crecimiento del tallo y las raices, asi como el inicio de
la floracion temprana ademas del aumento en los contenidos de clorofila en las hojas.

El suministro suficiente de zinc a las plantas deficientes, incluso en la etapa de floracion,
mejora parcialmente el rendimiento econémico de las plantas, tal como indican Khurana y
Tterjee, 2002. Asi mismo, la aplicacion foliar de Zn en dosis apropiadas durante el desarrollo
reproductivo mejora cuantitativa y cualitativamente el rendimiento de semilla en guisantes
(Pisum sativum L) al complementar los requisitos éptimos/criticos de Zn para el desarrollo
reproductivo (PANDEY et al., 2013b). Con aplicaciones de 0.1 M de ZnSOs, se produce
aumento significativo en los parametros de rendimiento, nimero y tamafio de vainas, nimero
de flores, y numero de semillas, aumenta el nimero de flores por planta al estimular
probablemente la formacion de 6rganos reproductivos (évulos y embriones) masculinos (tejido
esporogeno) y femenino como consecuencia de la regulacion adecuada y el mantenimiento de
la sintesis de proteinas (WILLING et al., 1988).

En cultivo de soya, Helfenstein et al. (2015) encontraron que el tratamiento 6ptimo de
2 UM de ZnSO4 produce la mayor cantidad de biomasa, mientras que administrando
concentraciones inferiores o superiores a dicha concentracion no muestran diferencias
estadisticas significativas, y que el aumento de las concentraciones de Zn en la hoja da como

resultado mayores concentraciones de N, K, S y B en las hojas y disminucién de P, Mg y Fe.
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En el cultivo de frijol mungo (Vigna radiata), Samreen et al. (2017) aplicaron dosis de
1y 2 uM de Zn para evaluar el efecto en el crecimiento, clorofila, proteina y contenidos
minerales en condiciones de hidroponia, analizando las muestras dos meses después del
trasplante, observaron que con la aplicacion de la dosis de Zn mas alta, los efectos en las
variables evaluadas fueron mayores, con una disminucién de los contenidos de P comparado
con el control lo que significa que se forman complejos de Zn/P en las raices impidiendo el
movimiento del P. Los contenidos de Cu y Mg en la planta aumentaron, mientras que el Fe
muestra un comportamiento competitivo con el Zinc, los contenidos de K, Na 'y Mn no fueron
significativamente depresivos con el aumento de Zn desde el control hasta 2 pM.

No se presenta efecto en la clorofila, los contenidos de proteina cruda se correlacionan
positivamente con las dosis de Zn aplicadas, debido a que el zinc es requerido como
componente estructural y catalitico de proteinas y enzimas para el crecimiento y desarrollo
(BROADLEY et al., 2007).

De acuerdo con Pandey et al. (2013a) el suministro de Zn via foliar en la etapa previa a
la floracion minimiza la gravedad de la deficiencia en el desarrollo de la estructura reproductiva
y mejora el estado nutricional de las semillas, los carbohidratos de las semillas (contenido de
azlcar y almidon) y las proteinas de almacenamiento (albiminas, globulinas, gluteninas y
prolaminas). El alto contenido de Zn en semillas es importante para llevar a cabo funciones
fisiolOgicas durante la germinacion y el crecimiento temprano de las plantulas. Las semillas de
plantas cultivadas con un suministro adecuado de Zn muestran un crecimiento mejorado de las
plantulas y sirven como fertilizante de inicio en suelos deficientes en Zn.

Por otra parte, la fertilizacion via foliar aumenta las caracteristicas en el frijol y reduce
la tasa de fertilizante de N sin reducir las caracteristicas de la planta. Los resultados pueden
utilizarse en agronomia mejorando las caracteristicas cuantitativas y cualitativas para lograr la
agricultura sostenible (NASRI et al., 2011). Por ejemplo, Yasari y Vahedi (2012) demostraron
que las semillas de soya con fertilizacion foliar con Zn aumenta un 25.03% los contenidos de
aceite; asi como Rafique et al. (2015) con aplicacién de Zn, incrementaron los rendimientos de
semillas de tres cultivares (Green party, Climax y Meteor) de guisantes (Pisum sativum L.) y
determinaron el rango critico de la concentracién de Zn para el rendimiento maximo del 95%
(requerimiento interno de Zn) siendo de 42-53 mg kg en las hojas y 45-60 mg kg* en las

semillas en los tres cultivares.
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Por su parte, Maharnor et al. (2018) informaron que la aplicacion de 30 kg ha' de ZnSO4
junto con la dosis de fertilizante recomendada registrd la longitud méaxima de la raiz en el
cultivo de mani (Arachis hypogeal L.). El aumento significativo en la longitud de la raiz se debe
a la sintesis de zinc facilitada de mas auxina y un mayor crecimiento a traves del proceso de
elongacion celular.

Por otro lado, Seifi et al. (2011) indicaron que la aplicacion foliar de ZnSO4 en la
floracion y el conjunto de semillas aumentaron notablemente los componentes del rendimiento
de la soya. Berglund, (2002) observo que la aplicacion foliar de Zn, en la etapa de crecimiento
vegetativo, incrementa el rendimiento de la semilla de soya. Bozoglu et al. (2007) afirmaron
que la aplicacion foliar de micronutrientes podria implementarse para obtener un mayor
rendimiento y calidad. Estos autores, a su vez, informaron que la escasez de Zn y Mo disminuye
el rendimiento en el garbanzo (Cicer arietinum) La aplicacion foliar de zinc en soya mejora
rendimiento al influir en el nimero de semillas por planta y en el peso de las semillas
(KOBRAEE et al., 2011). Zeidan et al. (2006) informaron que los componentes de rendimiento
en la lenteja (Lens culinaris) se mejoran mediante la aplicacion foliar de micronutrientes

incluyendo el Zn.

2.3.1 Efectos de deficiencias de Zn en leguminosas

Los principales sintomas de deficiencia de este micronutriente en las plantas son la
clorosis en hojas mas nuevas, reduccion del crecimiento radicular, que limita la absorcién de
nutrientes; necesarias para su desarrollo y que influye directamente en la productividad y
calidad del fruto cosechado (CAKMAK, 2000). La deficiencia de Zn en las plantas retrasa
importantes procesos fisiologicos y metabolicos como el metabolismo del nitrégeno, la
fotosintesis, la reduccion del desarrollo de flores y frutos, la prolongacién de los periodos de
crecimiento, disminuye el rendimiento y la calidad de los frutos (GAGAN PREET y SINGH
SIDHU, 2016).

En plantas con deficiencia de Zn, se sintetiza menos &cido indolacético (AlA) vy las
moléculas ya producidas son méas propensas a la degradacion oxidativa (MOREIRA et al.,
2018). Cakmak, Marschner y Bangerth, (1989) demostraron que las plantas de frijol con

deficiencias de Zn muestran inhibicién del crecimiento en los brotes, asi como la disminucion
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de proteina, clorofila, AIA y un aumento en las concentraciones de aminoacidos. Mismos
autores confirmaron el papel del Zn en la sintesis de proteinas y demostraron que la disminucion
de los niveles de AlA en las plantas deficientes no se debe a la sintesis de tript6fano sino que
es debido al transporte basipeto o degradacion del AIA. Azarpour etal. (2011), con aplicaciones
de 1 g/L de Zn de forma pulverizada, lograron incrementar rendimientos de semillas en 1990
kg/ha, el peso de 100 semillas (43.3 g), el nimero de vainas por planta y la altura de la planta,
resultados similares fueron reportados por Salehin y Shahedur (2012) en iguales condiciones
de trabajo.

Por otra parte, Pandey et al. (2006), aplicando concentraciones deficientes de Zn (0.1
mmol/L) en solucién nutritiva, encontraron que las plantas de lentejas (Lens culinaris Medik
cv DPL 15) presentan reduccion de las anteras, la produccion de polen asi como el tamafio y la
viabilidad de los granos de polen y engrosamiento de las exinas. La actividad de la fosfatasa
acida y la peroxidasa en los granos de polen es incrementada; la estructura, funcion del poleny
establecimiento de semillas presentan deterioro incluso en plantas que se suprimid la
fertilizacion de Zn en la etapa de floracion. EI aumento del suministro de Zn de deficiente a
suficiente al inicio de la floracion disminuye la gravedad de los efectos de la deficiencia de Zn
en la morfologia del polen y el estigma, en la fertilidad del polen y el rendimiento de las
semillas.

Estudios realizados por Brennan y Bolland (2014) evidencian que el cultivo de lupinos
de diferentes variedades (Lupinus luteus L. cv. ‘Teo’ and ‘Motiv’) y (L. angustifolius L. cv.
‘Gungurru’), cultivado en suelos con deficiencia de Zn presenta sintomas visuales de
deficiencia a los 20 dias después de la emergencia, sintomas que empeoran conforme la
maduracion de las plantas y hay disminucion del crecimiento; en presencia de 3.2 mg de Zn en
6.6 kg de suelo las plantas no presentan problemas de nodulacion lo que promueve que no haya
deficiencia de N durante el crecimiento. Los valores criticos de Zn en lupinos de la variedad
amarillo es <24 mg/kg en ocho hojas y cuando las concentraciones de Zn en el grano es <25
mg/kg, para la variedad de hoja estrecha son <19 mg/kg para los brotes y <20 mg/kg para el
grano.

Por su parte, Khurana y Tterjee (2002) encontraron que en concentraciones deficientes
de Zn (0.0065 mg/L Zn) el cultivo de guisantes (Pisum sativum) presenta clorosis intervenal y
hojas atrofiadas debido al acortamiento de los entrenudos, lo que podria ser una expresion del

deterioro del metabolismo de las auxinas, ya que el zinc juega un papel importante en la
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biosintesis de las auxinas (MARSCHNER, 2012). Hay reduccion de la produccién de biomasa,
el tamafio de los granos de polen y los ovarios, el rendimiento de las vainas, las semillas, la
actividad de la anhidrasa carbdnica en las hojas y el contenido de proteinas en las semillas. La
disminucion de la biomasa en los guisantes deficiente en zinc podria deberse a la alteracion de
los metabolismos de los carbohidratos y las proteinas y a la reduccion de la tasa de fotosintesis,
lo que se traduce en un suministro reducido de asimilados para ser utilizados en el crecimiento
vegetativo en condiciones de bajo contenido de zinc (OHKI, 1978).

La deficiencia de zinc reduce el rendimiento de la vaina y la semilla mas que el
rendimiento vegetativo, por lo tanto; la disminucion en el rendimiento reproductivo podria
deberse a una floracion tardia y abortiva y al escaso desarrollo del 6rgano reproductivo. El bajo
contenido de zinc en guisante causa un mal ajuste de las semillas, lo que demuestra un papel
importante del zinc en el desarrollo de las anteras y la viabilidad del polen, como se ha
observado en el maiz (Zea mays L.). Estos resultados podrian indicar que el requerimiento de
zinc es bastante alto en la fase reproductiva que para el crecimiento vegetativo y establece la
participacién de una alta concentracién de zinc en el desarrollo de semillas y vainas
(KHURANA y TTERJEE, 2002).

Por otro lado, Pandey et al. (2013b), en el cultivo de guisantes, encontraron que el Zn
juega un papel importante en el desarrollo reproductivo de las plantas y el efecto de la
deficiencia es mayor en el rendimiento reproductivo que en la producciéon de biomasa
vegetativa. Las plantas deficientes de zinc muestran una marcada depresién en el crecimiento
vegetativo, floracién tardia junto con un numero reducido de flores por planta y el
desprendimiento prematuro de érganos florales. Asi mismo, se presentan deficiencias en la
capacidad de produccion de polen (CPP) y granos de polen no viables en plantas de guisantes
deficientes en Zn. La deficiencia probablemente suprime la TAZ 1 (Tapetum Development Zinc
Finger Protein 1, por sus siglas en inglés) que desempefia un papel esencial en el desarrollo post
meidtico. A este respecto, Kapoor et al. (2002) mencionan que la supresion de TAZ 1 causa la
degeneracion del tapetum y el desarrollo de polen aberrante y/o el aborto prematuro de
microesporas; la aplicacion foliar de Zn probablemente transporta una concentracién adecuada
de Zn para estimular la produccion de tejido espordgeno, lo que lleva a un aumento en el nimero
de granos formados de polen viables.

Pandey et al. (2013a) en cultivo de Vigna mungo cv DPU-88-31 en condiciones de

deficiencia encontraron que el rendimiento de masa seca disminuye, la floracién es tardia, se
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presenta abscision prematura de las yemas, reduccion del nimero de flores y del tamafio de las
anteras, asi como de la capacidad de produccion de polen y viabilidad del polen, y receptividad
del estigma, lo que resulta en una formacion deficiente de las vainas y en el rendimiento de las
semillas, una marcada reduccion en el crecimiento vegetativo, decrecimiento de los entrenudos,
supresion de la ramificacion y reduccion en el tamafio de la hoja, hay disminucién de los
azucares reductores, no reductores y totales, y la concentracion de almidon en las semillas,
mientras que la aplicacion foliar de Zn, aumenta los azlcares totales. Las hojas también
desarrollaron sintomas visibles, como la clorosis marginal, que se recupera parcialmente por la
aplicacion foliar de Zn.

En condiciones deficientes de Zn Vigna mungo (L.) Hepper cv. UIP 94 al inicio de la
floracion presenta disminucion en la produccién de masa seca especialmente en el rendimiento
de las semillas, mostrando una disminucién en el tamafio de las anteras y cabezas estigmaticas
y en la capacidad de produccién de polen; por tanto, causa alteraciones estructurales en la exina
y retraso en la germinacion de los granos de polen y el crecimiento del tubo polinico, los
extractos de polen y los exudados estigmaticos muestran un aumento de la actividad de las
isoformas de la fosfatasa acida y la inhibicion de las isoformas de la esterasa, presentando
disminucion en el nimero de vainas, semillas por vaina y masa de semillas, alterando la testa
de la semilla y reduccion de la germinabilidad de las semillas. El bajo rendimiento de semillas
en condiciones deficientes de Zn se atribuye a un papel del Zn en la funcién del polen, como
también en la interaccion polen-pistilo conducente a la fertilizacion y el desarrollo de semillas
(PANDEY et al., 2009).

La deficiencia de Zn también puede inhibir las actividades de enzimas antioxidantes que
requieren Zn y pueden causar sintomas necroticos debidos a la reduccion de la eliminacién de
las especies activas de radicales libres de oxigeno. En trabajos de investigacion con frijol mungo
(Vigna mungo), se sugiere que las actividades de Cu/Zn super oxido dismutasa (SOD) y
anhidrasa carbonica (CA) se correlacionan positivamente con el suministro de Zn y podrian
utilizarse como indicadores de la deficiencia de Zn (PANDEY et al., 2002).

Varias enzimas dependientes de Zn juegan un papel fundamental en el metabolismo de
los carbohidratos y, principalmente, en las hojas. La actividad de la CA disminuye notablemente
en la presencia de deficiencia aguda de Zn (EPSTEIN Y BLOOM, 2005; MALAVOLTA,
2006). Plantas de Vigna mungo L. cv. IPU 94, con niveles por abajo del optimo de Zn

disminuyen la actividad enzimatica de la Frutuosa, 1, 6 bifosfato aldolasa (FBPAsa), la
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anhidraza carbonica y la super oxido dismutasa e incrementa la actividad de la fosfatase &cida
(APase) y la ribonuclease. La Zn-CA y Zn-SOD se correlacionan altamente con el suministro
de Zn y son adecuadas como indicadoras del estado de Zn en los nutrientes de las plantas
(PANDEY et al., 2002).

En guisantes (Pisum sativum L.), la actividad de las enzimas asociadas con la interaccion
polen-estigma se ve afectada por el Zn, lo que indudablemente influye en el comportamiento
de la penetracion del tubo del polen y el pistilo, propicio para la germinacién y la formacion de
semillas (PANDEY et al., 2013).

La presencia de zinc en el suelo ayuda al desarrollo de la plimula y la radicula, segun
Rout y Das (2003); sin embargo, una mayor exposicion a Zn retrasa significativamente e impide
la germinacion de las semillas en garbanzo (Cicer arentium) de acuerdo con Atici et al. (2005).
Por otra parte, el valor nutricional de las semillas de guisantes (Pisum sativum) se deteriora en
suelos con bajo contenido de zinc, como lo observado por Marschner, (1995), esto debido a la
disminucion de la proporcién de zinc/fitato que puede mejorarse en las semillas mediante la
aplicacion de fertilizantes con zinc (PECK et al., 1980); esto a su vez podria aumentar el
contenido total de fosforo y proteinas de las semillas como se ha obtenido en el guisante.

Leguminosas cultivadas en suelos deficientes en Zn presentan perdida de la funcion del
polen, deterioro de la fertilizacién y escaso desarrollo de la semilla lo que se refleja en bajos
rendimientos, esto puede compensarse en parte mediante la fertilizacién con Zn de los cultivos
al inicio de la fase reproductiva (PANDEY et al., 2009).

La fertilizacidn edéafica y foliar permiten el aumento en altura del tallo, nUmero de vainas
y el aumento de semillas en frijol (Phaseolus vulgaris L. cv Khomein) (NADERGOLI et al.,
2011). Tal como han sido reportados en diferentes investigaciones, Kulhare et al. (2014)
reportan que la aplicacion de 5 kg de Zn, aumenta la absorcion de Zn (103.6 g hat) en grano y
(63.6 g ha') en paja. Por su parte Choudhary, Jhajharia y Kumar (2014) demostraron que la
fertilizacion con 5 mg/kg de Zn en el cultivo de soya, aumenta la altura de la planta, incrementa
el nimero de ramas plantas, el nimero de vainas, granos vainas y el peso de 100 granos y en
trabajos anteriores marcan la evidencia de que la aplicacion de Zn influye en el rendimiento.

Asi mismo, Kanase et al. (2006) de manera concluyente indican que “la aplicacion de
Zn incrementa el nimero de ramas planta, vaina planta, granos vaina y peso de 100 granos”.
Sin embargo, el valor mas alto para la mayoria de los componentes de rendimiento se obtuvo

cuando se fertilizé con 40 mg/kg de S en combinacion con 5 mg/kg de Zn; mientras que
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Inocéncio et al. (2012) mencionan que la fertilizacion con Zn aumenta la productividad en el
cultivo de soya incluso en suelos con contenidos de micronutrientes por encima del nivel critico,

pero dicho aumento esté en funcion de las estrategias de fertilizacion.

2.3.2 La toxicidad del Zinc en leguminosas

El exceso de Zn induce dafio visible en la hoja en forma de clorosis y necrosis en hojas
més viejas, lo que indica la acumulacion de Zn a lo largo del tiempo (ANDREIJIC et al., 2018).
El Zn produce un efecto inhibitorio en las leguminosas asi como afectaciones en los procesos
fisioldgicos, limitando el crecimiento, desarrollo de las plantas y reduciendo la produccion de
biomasa y granos (SARGADOY et al., 2010).

Preet y Sindu, 2016 encontraron que el nivel elevado de Zn afecta la reduccion de la
biomasa y la fotosintesis en las plantas. Tal disminucion de la actividad fotosintética es debido
a la alteracion de la estructura del cloroplasto, la sintesis impedida de los pigmentos de clorofila,
los carotenoides, la interferencia en las actividades de las enzimas relacionadas con el ciclo de
Calvin, impedimento del transporte de electrones y el cierre de los estomas al restringir la
fijacion de COx.

Por otra parte, Menegatti et al. (2017) en estudio realizado en plantas de café y frijol,
menciona que concentraciones superiores a 2 uM de Zn influyen negativamente en el desarrollo
de plantas de frijol, por lo que la planta aumenta los indices de clorofila y flavonoides como
una estrategia de la especie para minimizar el efecto de las altas concentraciones de Zn. Asi
mismo, Wani et al. (2007) indican, en estudio con frijol mungo (Vignia radiata) inoculado con
Bradyrhizobium RM8 cultivado en suelo con 4890 mg/kg de Zn, que la presencia del inoculate,
aumenta significativamente la leghemoglobina en un 100%, el N de la raiz y del tallo en un 47
y 42% respectivamente en comparacion con las plantas cultivadas en el suelo sin inoculante.

En otro estudio, Michael y Krishnaswamy, (2011) concluyeron que la exposicion de
plantas de frijoles a Zn promueve la acumulacién de acido ascorbico (AsA) y, por lo tanto,
confirman que las plantas de frijol tienen la capacidad de tolerar y soportar la toxicidad de Zn.
En P. vulgaris, la concentracion de Zn a 100 uM estimulo6 las actividades de APX y GPX en
un 44% en las hojas y en un 90% en el tallo, pero la actividad de la catalasa (CAT) disminuy0

tanto en las raices como en las hojas induciendo al estrés oxidativo en todos los 6rganos de las
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plantas (CHAQUI et al., 1997). Por otro lado, Cuypers et al. (2001) demostraron que la ruta del
ascorbato-glutatione en las raices y hojas de las semillas de frijoles se ve afectada por el Zn.

Mientras que en guisantes (Pisum sativum L.) fertilizados con nanoparticulas de ZnO
(NP Zn0O), Mukherjee et al. (2014) demostraron que cuando son cultivados en suelo enriquecido
con materia organica tratada con NP ZnO, la acumulacién de Zn en las raices es dependiente
de la concentracion; donde las NP de ZnO aumentan la elongacion de la raiz, y las plantas son
capaces de transportar el Zn de las raices a las otras partes de la planta, la alta acumulacion de
Zn, principalmente en las hojas, induce una acumulacion significativa de H.O2, con una
reduccion en la actividad de las enzimas catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APOX). A los
25 dias hay disminucion de clorofila y aumento de la peroxidacion lipidica. Por su parte
Matsuda et al. (2002) encontraron que considerando la concentracion méaxima tolerante las
cepas UFLA-01-457 y UFLA-01-473, pertenecientes al género Bradhizobium son tolerantes a
Zn, Cu y Cd. Simbioses de Leucaena leucocephala con Mesorhizobium (UFLA 01-765)
presentan tolerancia y simbiosis eficiente en suelos contaminados con metales pesados,
presentando disminucion de enzimas antioxidantes en los brotes de plantas (Rangel et al., 2017).

En estudio de la tolerancia de Bradyrhizobium y Azorhizobium aislados de suelo con
presencia de altas concentraciones de metales pesados, se presentd inhibicidn del crecimiento
vegetativo, produccién de masa seca y nodulacién, siendo mas tolerante a la contaminacion la
simbiosis Bradyrhizozium (Br-4406) con Enterolobium contortisiliquum (TRANNIN et al.,
2001).

2.3.3 Efecto del Zn en Nodulo

El Zn participa en la biosintesis de la Leghemoglobina dado que estudios realizados por
Demeterio et al. (1972) en soya; Marsh y Waters, (1985) en frijol caupi y Das et al. (2012) en
garbanzo mencionan que el nimero y tamafio de los nddulos, el contenido de Leghemoglobina
y la cantidad de N> fijado dependen de la disponibilidad de Zn. Por su parte, Ahlawat et al.
(2005) observaron que la fertilizacion con Zn aumenté el crecimiento de la raiz, la nodulacién
y el peso seco de los nédulos.

A pesar de la falta de investigacion realizada sobre este tema, es posible que, desde la
perspectiva de la planta, la cantidad de procesos esenciales requeridos para el establecimiento

y la funcién de la fijacion simbidtica de nitrogeno pueda ser dependiente de Zn. Una de esas
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etapas es la morfogénesis temprana de los nodulos radiculares, que esta controlada por la auxina
(FERGUSON y MATHESIUS, 2014) y se basa en el correcto funcionamiento del meristema
apical del nédulo (LOTOCKA etal., 2012; FRANSSEN et al., 2015). Otra etapa, aparentemente
dependiente de Zn (posiblemente afectada a través de la transcripcion y la traduccion), ocurre
durante la ampliacién de las células nodulares infectadas con rhizobios (KRYVORUCHKO,
2017).

Chaudri et al. (2000) encontraron que en suelo con 273 mg kg™ de Zn hay desarrollo de
nodulos en guisantes y trebol blanco, pero por encima de esta concentracion estaban ausentes
los nodulos y el % de N de los brotes era significativamente mas bajo que el control. Se ha
propuesto que en el modelo de leguminosas Medicago truncatula, el zinc se administra de
manera similar al hierro; es decir, por la vasculatura de la raiz en el nddulo y se libera en la
zona de infeccion/diferenciacion. Alli, los transportadores de zinc deben introducir este
elemento en las células infectadas con rhizobios para metalatar las apoproteinas que utilizan el
zinc como cofactor. MtZ1P6 (Medtr4g083570) es un Permease Zinc-Iron (ZIP) de M. truncatula
que se expresa solo en las raices y nédulos, con los niveles mas altos de expresion en la zona
de infeccién/diferenciacion. (ABREU et al., 2017).

Por otro lado, Singh et al. (2017) encontraron que la aplicacion de 30 kg ha'* de ZnSQO4
alcanza un maximo de 36.2 nodulos por planta de soya. Por tanto, el aumento en el nddulo de
la raiz puede deberse a que el zinc actiia como un estimulador de la hormona del crecimiento y
la actividad enzimatica, mientras que el aumento del area foliar de las hojas podria deberse a
que el Zn es necesario para el metabolismo de las proteinas y esta involucrado en la formacion
de clorofila, estimulando tanto la hormona del crecimiento, como la actividad enzimética y los
procesos reproductivos.

Malewar et al. (1992) informaron que la nodulacion en el cacahuate (Arachis hypogaea
L) tiene una relacion significativa con la adicion de Zn, incrementando el nimero de nédulos
en fertilizacion con 20 kg ha'*de Zn. Por su parte, Maharnor et al. (2018) informaron que con
la aplicacion de 30 kg ha de ZnSOs junto con la dosis de fertilizante recomendada el mani
(Arachis hypogeal L.) produce 79.07 nodulos a los 45 DDS (dias después de la siembra) tal
aumento en el nimero de nddulos puede deberse a la sintesis de mas auxina y un mayor
crecimiento a través del proceso de elongacion celular debido a la aplicacion de sulfato de zinc.
Por su parte Da Silva et al. (2018) reportaron disminucion en el nimero y tamafio de nédulos

en Canavalia ensiformis (L) en suelos con 526 mg kg de Zn.
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2.4 El Zn en el metabolismo del nitrégeno.

El estado nutricional del nitrégeno es compatible con diversos mecanismos fisiol6gicos
y moleculares en las plantas, que también son esenciales para una biofortificacion efectiva de
las plantas con Fe y Zn para aumentar el estado nutricional en las plantas (CAKMAK et al.,
2010).

Las deficiencias de nutrientes minerales limitan la fijacion de nitrégeno por la simbiosis
rhizobio -leguminosa, lo que resulta en bajos rendimientos de leguminosas. El suministro
adecuado de nutrientes, incluidos los micronutrientes, también es esencial para la proliferacion
y supervivencia de rhizobio en el suelo y el establecimiento de asociaciones efectivas (DAS et
al., 2012).

El exceso de Zn en los medios o0 una mayor exposicién a Zn en las plantas puede afectar
las diversas actividades fisioldgicas y metabdlicas, como el metabolismo del nitrogeno que es
considerado un parametro crucial para su respuesta a la toxicidad de metales pesados. El estrés
ejercido por el exceso de Zn provoca la desorganizacion de los cloroplastos debido a un menor
suministro de nitrato en el sitio de la sintesis de enzimas y, por lo tanto, dificulta la actividad
de la nitrato reductasa (MICHAEL y KRISHNASWAMY 2011). Ademas, el estrés por Zn en
las plantas ayuda a la movilizacion del nitrégeno promoviendo la senescencia y alterando el
flujo de nitrégeno a través de los aminoécidos (SCHALLER, 2004).

La pérdida de la funcion del transportador MtMTP2 result6 en un desarrollo alterado de
los nédulos, defectos en la diferenciacion del bacteroide y una reduccion severa de la actividad
de la nitrogenasa. Los resultados presentados aqui apoyan el papel de MtMTP2 en la
compartimentacion intracelular de Zn, que se requiere para la fijacion efectiva de nitrdgeno
simbi6tico en M. truncatula. (LEON-MEDIAVILLA et al., 2018).

2.4.1 Transporte de Nitrégeno fijado simbi6ticamente

Todos los organismos requieren nitrégeno para sobrevivir, los cuales la mayoria usa el
N complejado con otros atomos que forman iones como el amonio (NH4") o el nitrato (NO3").
Después de la absorcion del NOs™ las plantas lo reducen a NH4* (GILLER, 2001) y lo asimilan
en compuestos organicos como amidas. Cuando el NH4" es generado por cualquiera de los

procesos metabdlicos en las células, se requieren mecanismos para el movimiento de iones entre
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organo; es decir, entre el citosol y la vacuola para el almacenamiento temporal, entre las
mitocondrias y los cloroplastos durante la fotorrespiracion, y entre las células de apoplasto y
floema o las células del parénquima para el transporte a larga distancia (YAMAYA y OAKS,
2004) Los estudios fisioldgicos sobre la absorcion de NH4™ en las raices de las plantas
proporcionan evidencia de la existencia de dos sistemas de transporte para NH4*, uno de alta
afinidad (HATS) y otro de baja afinidad (LATS) (MACK y TISCHNER, 1994).

La asimilacion del amoniaco es realizado primero por la enzima glutamina sintetasa
(GS) en una reaccion dependiente del adenosin trifosfato (ATP) con glutamato para formar
glutamina (UNNO et al., 2006; LEA y MIFLIN, 2011) el resto de la glutamina es utilizada
como donante para sintetizar una serie de metabolitos esenciales como los aminoécidos, acidos
nucleicos y azlcares (SAKAKIBARA et al., 1996, YAMAYA y OAKS, 2004). La segunda
enzima que participa es la glutamino-2-oxoglutarato-amido-transferasa (glutamato sintasa o
GOGAT) que participa en la reaccion de la transferencia de glutamina (LEA y MIFLIN, 2011,
XU et al., 2012) para aminar una molécula de &cido 2-oxoglutérico para asi formar dos
moléculas de glutamato (GILLER, 2001). Ambas formas de glutamato sintasa estan localizadas
en plastos (LEA y MIFLIN, 2003) y una de estas moléculas de glutamato se recicla como una
molécula aceptadora de amonio, mientras que la otra puede usarse como un donante de amino
en el metabolismo adicional. Esta ruta a menudo se conoce como la ruta GS/GOGAT o el ciclo
de la glutamato sintasa (LEA et al., 1990; YAMAYA y OAKS, 2004).

En la simbiosis rhizobio-leguminosa, en los nodulos el metabolismo del N esta
determinado por varios procesos que involucran la adquisicion, asimilacién, exportacion y
reciclaje de N en diversas formas (VALENTINE et al., 2017), en el cual; la actividad en el
nodulo de la GS es reprimida (BROWN y DILWORT, 1975) y el amoniaco es exportado al
citoplasma para ser asimilado.

El amoniaco es el producto principal de la fijacién de N2 que se incorpora a la GS siendo
liberado del bacteroide y se transporta a través de la membrana peribacteroide (PBM) a la planta
donde se produce la asimilacion inicial en los aminoacidos (AAs) (WHITE et al., 2007; 2009).
Otros informes demostraron que la alanina (ALA) es el producto de N primario del bacteroide
fijador de N2 en plantas de soya (POOLE et al., 2000; PRELL y POOLE, 2006). Este argumento
ha sido probado y se ha llegado a la conclusion de que el NHs" ain debe considerarse el
producto primario de la fijacion por los bacteroides de los nddulos de la raiz de soya (LI et al.,

2002). Se cree que la asimilacion primaria de NH4™ en los nodulos se produce mediante la
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accion de cuatro enzimas clave: glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT),
denominadas colectivamente como la via GS-GOGAT, en conjunto con aspartato
aminotransferasa (AAT) y asparagina sintetasa (AS).

Dependiendo de la naturaleza de las especies de plantas, es la forma en que exportan el
N fijado; las cuales pueden ser amidicas o ureidicas (SPRENT, 2009); la mayoria de las
leguminosas de las regiones templadas exportan predominantemente en las formas de amidas,
especialmente asparagina y glutamina (STREETER, 1991). Las leguminosas de regiones
tropicales transportan via ureidos (basado en la sintesis y catabolismo de las purinas)
principalmente en la forma de alantoina y &cido alantoico (ATKINS y SMITH, 2000; TODD et
al., 2006; SPRENT y JAMES, 2007).

El N2 fijado se distribuye a través de la savia del xilema a otros 6rganos de la planta,
donde se incorpora a macromoléculas esenciales, como los aminoacidos (AA) y las proteinas,
que participan el crecimiento y desarrollo de la planta (FOTELLI et al., 2011; OKUMOTO y
PILOT, 2011).

El intercambio de nutrientes fue propuesto por Kahn et al. (1985) actualmente se ha
propuesto un modelo donde se confirma un sistema de ciclo de amino acidos entre el citosol y
el simbiosoma/bacteriode en plantas de Pisum sativum (LODWIG et al., 2003; PRELL y
POOLE, 2006; WHITE et al., 2007; 2009), en tal modelo la planta hospedante proporciona
glutamina (GLU) al bacteroide que se transamina posteriormente a aspartato (ASP) y luego se
transporta a la célula de la planta y se usa para la sintesis de asparagina (ASN). Este proceso
permite a los bacteroides regular a la baja la asimilacion de NH4* y proporcionar una fuente de
N a las bacterias simbioticas (PRELL y POOLE, 2006; WHITE et al., 2007; VALVERDE y
HUSS-DANELL, 2008). La ASN se sintetiza principalmente en las células infectadas y es
transportada por diferentes vias para la sintesis en las células de diversos 6rganos de plantas
(GAUFICHON et al., 2010).

En los nddulos de la raiz, la via precisa por la cual el NHs" se incorpora a la ASN sigue
siendo un tema de debate (PRELL y POOLE, 2006), pero en general, se ha aceptado que la
ASN se sintetiza principalmente en una reaccion dependiente de ATP por la asparagina
sintetasa (AS) que transfiere NH3" a &cido aspartico (ASP) dando como resultado la formacion
de glutamina (GLU) y ASN al hidrolizar ATP a AMP y PPi. Otro informe ha demostrado que
AS también puede usar NHs" directamente como sustrato en ciertas condiciones,

particularmente si la concentracion es relativamente alta (GAUFICHON et al., 2010).
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2.4.2 Leguminosas Ureidicas

En las leguminosas con nddulos de tipo determinado el NH3" recién sintetizado es
convertido en ureidos a través de vias complejas con la participacion de al menos 20 enzimas
diferentes y transportados via xilema del nddulo a los 6rganos aéreos (BARAL et al., 2016).

El proceso de fijacion de N> comienza en nddulos infectados por el bacteroide y se
reduce a en NHs* por la enzima nitrogenasa (COLLIER y TAGEDER, 2012; SWAIN y
ABHUITA, 2013). El amoniaco se difunde a través de la membrana bacteroide hacia el espacio
peribacteroidal donde se protona a NH4" para ser exportado al citosol de la célula infectada por
nddulos a través de la membrana del simbiosoma (UDVARDI y POOLE, 2013).

Una vez en el citosol de las células nodulares infectadas, el NH4" se convierte
enzimaticamente en glutamina (GIn). La GIn; a su vez, se transforma enzimaticamente en
Xantina a lo largo de la via de sintesis de novo purina (WERNER y WITTE, 2011). La Xantina
se oxida en el citosol a acido urico (DATTA et al., 1991), que luego se convierte en los
peroxisomas a través de los intermediarios 5-hidroxiisourato y 2-oxo-4-hidroxi-4-carboxi-5-
ureidoimidazolina en alantoina (TODD et al., 2006; WERNER y WITTE, 2011). El acido
alantoico se produce en el reticulo endoplasmico a partir de la alantoina (WERNER et al.,
2008).

Una vez que los ureidos comienzan a acumularse en las células no infectadas del nédulo,
se cargan en el sistema vascular del xilema del nédulo y se transportan principalmente a hojas
maduras y bien expandidas (BARAL et al.,, 2012, 2014). Sin estar aln claras las vias
moleculares que subyacen a este proceso (COLLIER y TEGEDER, 2012).

Para alcanzar el sistema vascular principal de una leguminosa que transporta ureidos,
estos deben moverse intercelularmente a lo largo de la corteza interna, la endodermis y el
periciclo de parénquima de raices noduladas (TEGEDER, 2014). Este movimiento parece ser
simplastico en lugar de apoplastico debido a la compleja anatomia de la endodermis de la raiz,
un limite que separa el tejido vascular interno de la corteza externa y funciona como una barrera
apopléastica para la absorcion selectiva de nutrientes (MIYASHIMA y NAKAJIMA, 2011).

Una vez descargados en el xilema, los ureidos se desplazan por el flujo de transpiracién
(WERNER y WITTE, 2011) principalmente a los organos aéreos y hojas completamente
desarrolladas.
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En hojas maduras, la hidrolisis de los ureidos tiene lugar en el reticulo endoplasmico
(RE) a través de cuatro pasos enzimaticos que inician con la conversion de alantoato, por la
enzima alantoato amidohidrolasa (AAH) codificada por los genes ylbA y PVAAH, en
ureidoglicina y acido carbamico (SERVENTI et al., 2010; DIAZ-LEAL et al., 2014). A su vez,
el acido carbamico generado sufre una rapida descomposicién a CO2 y NHs*, mientras que la
(S) -ureidoglicina se hidroliza a (S) —ureidoglycolate. Finalmente, el (S) -ureidoglicolato se
somete a una conversion de dos etapas en glioxilato por el ureidoglicolato de ureidoglicolato
estereoespecifico (UAH; EC 3.5.3.19) (MUNOZ et al., 2001; SHIN et al., 2014), con la
liberacion total de cuatro moléculas de NHs* y dos moléculas de CO, (DURANy TODD, 2012).
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Summary. Introduction: The low natural fertility of the soils and the high nutritional demand
of crops, has led to agronomic biofortification practices of nutrients such as Zn, which can affect
or benefit processes that some plants do naturally as is the biological fixation of Nitrogen, which
plays an important role in agricultural production. Objective of this investigation was to
evaluate the effect of doses of Zn that pretend the biofortification of the bean crop in the
biological fixation of nitrogen. Methodology: An experiment was carried out in greenhouse
conditions with Zn doses aiming at biofortification in two Oxisols with different texture (clay-
textured and medium texture) in the bean crop (Phaseolus vulgaris) associated with R. tropici,
from September to November 2018. The variables related to nitrogen were evaluated, such as
the number of nodules, dry matter of nodules, dry matter of the aerial part, accumulation of
nitrogen, chlorophyll, as well as the concentrations of P, Ca, Mg, Cu and Zn, and the activity
of acid phosphatase in plant tissue at the beginning of flowering. Results: The application of
Zn doses via soil in LVdf promotes the highest production of dry matter in the aerial part and
nitrogen acumulate. Increase the nodular mass and SPAD; were observed with the application
of 10 and 20 mg dm™ of Zn the best response by plants to fertilization is presented. The
concentrations of P, Ca, Mg and Cu in the plants cultivated in both soils decreased with the

application of the different doses of Zn, but maintained their concentrations in the ranges
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established as suitable for the crop; on the other hand, the absorption of Zn by the plants was
favored as the increase of the applied doses increased the Zn concentrations in the plant
according to the fertilization. Conclusion: Zn fertilization has an effect on the biological
fixation of nitrogen in the bean crop in both types of soils. Stressing that in general the best
dose of Zn is 20 mg dm™ of Zn in both soils. In the same way it is concluded that with the
increase of the doses there is a decrease in the nutritional concentration of N, P, Ca, Mg and Cu
in the plant tissue.

Keywords: biofortification; biological fixation of nitrogen; Oxisol; Soils;

Total de palabras: 8385

Introduccion.

El cultivo de las leguminosas, ademas de proporcionar una fuente de alimento rica en
proteinas para humanos y animal

es, es utilizado para enriquecer las reservas de nitrégeno del suelo, lo que permite el
crecimiento de otras especies de cultivos (Oldroyd, Murray, Poole, & Downie, 2011); con la
ventaja adicional de la disminucion de los impactos ambientales comparado con el uso de
fertilizantes nitrogenados sintéticos y posterior reduccion de los costos asociados con la
produccién de cultivos (Udvardi & Poole, 2013), la capacidad de las leguminosas en establecer
simbiosis con bacterias del suelo les permite la fijacion del N2, siendo las principales fuentes
de nitrégeno para las leguminosas en simbiosis con rhizobio las procedentes del suelo y la
generada durante la Fijacion Bioldgica del Nitrogeno (FBN) (Pliego, Ocafia, & Lluch, 2003).

La FBN es de los procesos mas importantes realizados por asociaciones simbidticas

entre microrganismos y plantas, adicionando aproximadamente 40 millones de toneladas de
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nitrégeno a los sistemas agricolas cada afio (Herridge, Peoples, & Boddy, 2008). Entre las
leguminosas fijadoras de nitrégeno destaca el frijol comin (Phaseolous vulgaris L.) (Akter,
Pageni, Lupwayi, & Balasubramanian, 2014), que en Brasil es cultivado en pequefias
propiedades rurales con bajo nivel tecnoldgico y representa un 70% de la produccion (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, IBGE 2006). Se estima que en el ciclo agricola 2018/19
se tuvo una productividad de 1 017 kg ha en un area de 3 014 100 hectareas, alcanzando una
produccion de 3 064 600 toneladas (Companhia Nacional de Abastecimento, CONAB 2019).

El establecimiento, desarrollo y desempefio de la simbiosis mutualista entre el frijol y
el rhizobio se ve afectado por diversos factores bioldgicos, quimicos y fisicos del suelo,
variando de acuerdo con sus caracteristicas genotipicas, asi como en relacion con la eficiencia
simbidtica dentro de cada especie (Moreira & Siqueira, 2006). La disponibilidad de
micronutrientes como el Zinc puede limitar el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Kryvoruchko, 2017), a nivel mundial un tercio de los suelos cultivados presentan deficiencia
de Zn (Cakmak, McLaughlin, & White, 2017) afectando la formacién y transporte de sacarosa,
asi como a la fotosintesis y sus reacciones debido a que son clave en las enzimas como la
RuBIisCO (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa) y anhidrasa carbonica (en plantas C4)
(Broadley, White, Hammond, Zelko, & Lux, 2007; Alloway, 2008).

Es poca la informacién disponible sobre el papel especifico de Zn en la Fijacion
Simbidtica de N2 (FSN) (Kryvoruchko, 2017), la cual es promovida mediante un suministro
adecuado de este micronutriente (O’Hara, 2001). EI nimero y tamafio de los nédulos, el
contenido de leghemoglobina y la cantidad de N fijado dependen de la disponibilidad de Zn,
probablemente porque el Zn esta involucrado en la biosintesis de leghemoglobina y la sintesis

de sacarosa. Pese a la poca informacion por la falta de investigacion, es posible que los procesos
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esenciales requeridos para el establecimiento y la funcién de la FSN puedan ser dependientes
de Zn (Kryvoruchko, 2017).

Entre las etapas dependientes del Zn, estd la morfogénesis temprana de los nodulos
radiculares controlada por las auxinas (Ferguson & Mathesius, 2014) basado en el correcto
funcionamiento del meristemo apical del ndédulo (Lotocka, Kopcinska, & Skalniak, 2012). Otra
etapa aparentemente dependiente de Zn ocurre durante el agrandamiento de las células
nodulares infectadas con rhizobios (hasta 80 veces). EI Zn también es un componente de
metaloenzimas que estan involucradas en la sintesis de ADN, ARN, sintesis de proteinas vy el
metabolismo de plantas, cofactor de varias enzimas como la anhidrasa carbonica,
deshidrogenasa, las oxidasas y peroxidasas, que desempefia un papel importante en la
regulacion del metabolismo del nitrégeno, la multiplicacién celular, la fotosintesis y la sintesis
de auxinas en plantas (Prasad, 2007).

Por otra parte, participa en la homeostasis fisioldgica y nutricional de la planta,
necesario en la produccion de triptéfano que esta involucrado en el metabolismo del nitrégeno
y es necesario para el mantenimiento de la integridad de las biomembranas (Malavolta, 2006).

La baja fertilidad natural, acidez y deficiencia de micronutrientes de los suelos, es una
de las principales limitaciones de los cultivos (Hungria, Campo, & Mendes, 2003; Fageria &
Stone 2004), y que resulta en alimentos con bajas concentraciones de Zn reflejandose en la
deficiencia de Zn en los seres humanos (Alloway, 2004) constituyendo un problema de salud
publica (Welch & Graham, 2004).

Para aumentar la disponibilidad del Zn en alimentos destinados para los seres humanos,
se han implementado estrategias que permiten aumentar los contenidos de este en drganos
comestibles de los alimentos basicos (Praharaj, Singh, Singh, & Kumar, 2016). En este sentido

la biofortificacion agronomica define el proceso de incrementar la concentracion de un
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elemento esencial en partes comestibles de las plantas via fertilizacion (Sida-Arreola et al.,
2017) foliar o edafica con altas dosis del elemento en cuestién (Guillén-Molina et al., 2016),
mejorando la calidad nutricional de la planta sin modificarla genéticamente (Storksdieck &
Hurrell, 2009). Con esto la fertilizacion con altas dosis de Zn pueden tener efectos en la fijacion
biologica de nitrégeno y contenidos nutrimentales de las plantas. Por lo tanto, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto de dosis altas de Zn en la fijacion bioldgica de nitrégeno

en el cultivo de frijol en dos tipos de suelos.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un experimento en condiciones de invernadero en la Universidad Federal de
Lavras, Minas Gerais, Brasil, durante los meses de septiembre hasta noviembre de 2018,
comprendiendo el periodo de siembra hasta inicio de la floracidn, totalizando 32 dias. La unidad
experimental fue constituida por macetas de plastico de tres litros llenadas con suelo Latossolo
Vermelho Distroferrico (LVdf) y Latossolo Amarelho (LA) de textura arcillosa y textura media
respectivamente (Cuadro 1), de acuerdo con el Sistema Brasilefio de Clasificacion de Suelos,
provenientes de los municipios de Lavras e Itumirim, Minas Gerais colectados a una
profundidad de 0-20 cm a los cuales se les realizé la correccion de la acidez del suelo previo a
la siembra, buscando elevar la saturacion de bases a 70% con la aplicacion de CaCOs marca
Synth y MgCOz marca nuclear grado analitico. Manteniéndolo a humedad contralada del 60%
del volumen total de poros (VTP durante 10 dias).

Fertilizacion y siembra: Posterior a la incubacion se llevo a cabo la fertilizacion bésica
con la aplicacion de 200 mg dm-3 de P en la forma de stper fosfato triple y 45 mg dm=de S en

la forma de yeso en el momento de la siembra, asi como 300 mg dm™ de N en los controles
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(Control + N mineral) y 150 mg dm™ de K divididas en tres aplicaciones. Ademas fueron
colocados los micronutrientes en concentraciones de 0.1; 0.2; 5; 0.5 mg dm™ de Co, Mo, Mn,
y Cu respectivamente conforme las recomendaciones de Malavolta, Vitti, & Oliveira, (1997).
En cada unidad experimental se colocaron cinco semillas de frijol de la variedad TAAGol
caracterizado por ser una variedad ciclo corto y de crecimiento determinado e inoculado con la
cepa Rhizobium tropici CIAT 899 aprobado por el ministerio de agricultura pecuaria y
abastecimiento (MAPA).

Disefio experimental: El experimento se establecié en un disefio experimental de
bloques completamente al azar; con cinco tratamientos més el uso de dos controles, con tres
repeticiones totalizando 42 unidades experimentales, usando como factor de bloqueo el tipo de
suelo. Conformadas por macetas de tres litros llenadas con cada uno de los suelos y dosis de (0,
5, 10, 20 y 40 mg dm™ de Zn). El disefios de los tratamientos fue T1 (control), T2 (control +
300 mg dm™ de N mineral), T3 (inoculante), T4 (inoculante + 5 mg dm™ de Zn), T5 (inoculante
+ 10 mg dm de Zn), T6 (inoculante + 20 mg dm de Zn) y T7 (inoculante + 40 mg dm™ de
Zn).

Durante el desarrollo del experimento fueron realizados los tratamientos fitosanitarios
requeridos por el cultivo asi como la adicion de agua destilada para controlar la humedad
demandada por las plantas.

Muestreo del material vegetal: En la etapa R6 (32 dias después de la germinacion)
cuando el 50% de las plantas presentaron por lo menos una flor, se realizé la medicién de la
clorofila (indice SPAD) en el tercer trifolio desarrollado, y el muestreo de toda la planta que se
dividid en parte aéra y raices. Cada una de las partes fue lavada con agua destilada y secadas a
65°C por 72 horas en una estufa de circulacion forzada de aire, marca FANEM modelo 320-

SE. Se analizo el contenido de la masa seca de la raiz (MSR), masa seca de la parte aérea
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(MSPA), abundancia relativa de ureidos (ARU) establecido por Young & Conway, (1942); la
actividad de la fosfatasa &cida (AFA) in vivo segun los procedimientos descritos por Besford
(1978) e Elliot & Lauchi (1986); concentracion (N) y nitrégeno acumulado (Nac) por la planta
con el método Kjeldahl (Malavolta et al., 1977) asi como el nimero de nédulos (NN) los cuales
fueron secados en una estufa marca FANEM modelo 315 SE a 45°C, durante 72 horas para
estimar la masa seca de nddulos (MSN).
También se realizé el anélisis nutrimental de las plantas para lo cual se determinaron las
concentraciones de P, Ca, Mg, Cu, Zn mediante digestién con mezcla nitrico-perclérica y
espectrofotometria de absorcidn atbmica con un equipo marca Perkin EImer modelo AAnalyst

400 (Malavolta et al., 1997).



Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas de las muestras de suelo (0.00-0.20 m de
profundidad), clase textural y clasificacion de suelos.

. Sitio
Propiedad UFLA ltumirim
pH (H20) 5.00 4.90
K (Mehlich 1) 16.11 26.00
P mg/dm? 0.61 0.28
ca* 0.31 0.30
Mg? 0.10 0.10
AlRY 0.04 0.30
H+ Al (cmolc /dm?) 1.84 2.08
SB 0.45 0.47
t 0.49 0.77
T 2.29 2.55
m % 8.16 38.96
V 19.71 18.30
MO dag/kg 0.65 0.54
P-rem mg/L 5.58 17.36
Zn 0.62 1.37
Fe 30.54 12.03
Mn mg/dm? 5.38 1.26
Cu 0.86 0.61
B 0.01 0.24
S 2.49 7.03
Arcilla 62 32
Limo dag/kg 7 2
Arena 31 66
Clasificacion textural Arcilloso Textura media
Clasificacion de suelo LVdf LA

Andlisis estadistico: Se realizaron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza
para cada variable usada, con el paquete estadistico SAS ® University Edition. En caso de
efecto significativo al 10% de probabilidad, se realizé la comparacion de medias mediante
la prueba de Scott-Knott, asi como modelos de regresion, desconsiderando los controles con

el programa SISVAR.
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RESULTADOS

Los resultados del andlisis de varianza permite observar que el factor tratamiento dentro
de cada tipo de suelo presentd diferencias estadisticamente significativas (p < 0.1) para las
variables MSN, MSPA, Nac, SPAD, N y las nutrimentales (P, Ca, Mg, Zn y Cu) en el suelo
arcilloso, ya para el suelo LA se observo que el Zn afecté el NN, MSN, MSPA, Nac, SPAD, N,
P, Ca, Mg, Cu, Zn asi como la AFA en la planta, al presentar diferencias estadisticas

significativas (Cuadro 2).

Cuadro 2. ANOVA del efecto de la fertilizacion con Zn en la FBN en el cultivo de frijol.

Lvdf

FV NN MSR MSN MSPA ARU Nac Clorofila N P Ca Mg Zn Cu AFA

Trat. NS NS ff NS T o+ ft f # + NS
CV 324 125 149 92 269 94 40 22 89 23 43 278 91 6.2

LA

Trat. ¥ NS f fr NS 9t T o % 7 7 fF f
CV 41 187 116 46 356 61 42 41 28 91 117 423 223 55

1 Altamente significativo (p < 0.05); § significativo (p < 0.1); NS no significativo, LVdf (Latossolo
Vermelho distroferrico), LA (Latossolo amarelho); FV (fuente de variacién); CV (coeficiente de
variacion); NN (Numero de nddulos); MSN (masa seca de nddulos); MSR (masa seca de la raiz); MSPA
(masa seca de la parte aérea); Nac (Nitrégeno acumulado); ARU (abundancia relativa de ureidos); SPAD
(Clorofila); AFA (actividad de la fosfatasa acida).

En el Cuadro 3, se muestra la prueba de medias (Scott-Knott p <0.1) asi como las medias
de los tratamientos controles (que no fueron tomados en cuenta para el analisis estadistico pero
se usan como referencia en este trabajo). En el mismo cuadro se observa que la masa seca de
los nodulos fue influenciada positivamente por las dosis de Zn aplicadas, observandose una
produccion de 0.31 g/maceta en el tratamiento solo inoculado, incrementandose conforme el
aumento de las dosis de Zn aplicadas, destacando que los tratamientos con 10 y 20 mg dm de

Zn presentaron la mayor produccion de MSN (0.43 y 0.47 g/maceta respectivamente)
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representado un incremento del 37.3 y 51.1% respectivamente con respecto al tratamiento
inoculado sin fertilizacion con Zn.

En el mismo cuadro se puede observar que las dosis de Zn aplicadas en el suelo LVdf
afectaron la concentracion del Ca mostrando un efecto de disminucion con la aplicacion de Zn,
en un rango de 17.6 — 16.3 g kg%, siendo en la dosis de 40 mg dm™ de Zn la que se presento la
menor concentracion representando una disminucion de 7.2 % con respecto al tratamiento
inoculado sin fertilizacién con Zn. Caso similar ocurri6 con las concentraciones de Mg en el
tejido vegetal, siendo que a partir de 10 mg dm™ de Zn fueron disminuidas, siendo el tratamiento
con 20 mg dm de Zn el que present6 la menor concentracion (1.84 g kg™) que representa una
disminucion de 15.2 % con respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn.

Caso contrario acontece con las concentraciones de Zn las cuales se vieron
incrementadas conforme se aumentaron las dosis de Zn (Cuadro 3) en un rango de 8.73 — 72.89
mg kg siendo mayor la concentracion en el tratamiento con 40 mg dm-3 de Zn con un

incremento de 735 %.



Cuadro 3. Comparacién de medias * desviacion estandar (n=3) de los efectos de la fertilizacién con Zn en cultivo frijol en un suelo LVdf

55

NN MSR MSN ARU Ca Mg Zn AFA
Trat.
9 -1 1 1M pNNP
#/maceta g/maceta % g kg mg kg minimg* MF
Control 608 1.48 0.43 14.27 18.7 227 10.61 43.49
Control + N 26 1.98 0.41 27.44 21.2 271 13 43.89
Inoculante 734+1762a  1.32+005a  0.31+#007b  20.09+7.32a 17.604027a  2.17+0.15a 8.73+1.53 ¢ 44.84+156 a
'”OC'?ZT]@’ dm- ee3i0671a  1.54:037a  033+006b  2827+41050a  17.33:0.15a 229+0.07a  35.01+6.88 b 45.22+1.00 a
NOCTIOMI 623:3138a  145:007a  043:007a 26985242 1660:053b  189:002b  4427x4ddb  4775:18la
Inoc.+20 mg
el 806+225.1a  1.55+0.03a  0.47+005a  21.70+142a 16.53+065b  1.84+0.08b  49.23+9.76 b 48.03+1.64 a
Inoc.+40 mg
e 783+149.0a  1.44+0.16a  0.43+004a  2538+4.90a 16.33+020b  1.94+0.05b  72.89+22.75a 44.84+5.71 a

Letras iguales en la columna no presentan diferencias estadisticas significativas, Scott-Knott (p < 0.1), LVdf (Latossolo Vermelho distroferico); NN (Numero de
nodulos); MSR (masa seca de la raiz); MSN (Masa seca de nédulosARU (abundancia relativa de ureidos); Calcio, Magnésio, Zinc y AFA (actividad de la fosfatasa

acida).
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En la figura 1 se observa que conforme aumenta la dosis de Zn aplicada en el suelo

LVdf, la concentracion de N en el tejido vegetal de la parte aérea de la planta se ve disminuida;
destacando que la mayor concentracion de N se presento en los tratamientos con 5y 10 mg dm-
3 de Zn representado un incremento del 4.2 y 3.3 % con respecto al tratamiento inoculado, y los
tratamientos con las dosis de 20 y 40 mg dm= de Zn influyeron negativamente en las
concentraciones de N presentando una disminucion de 1.3 y 5.8 % con respecto al tratamiento
inoculado. En la misma figura se observa que el mayor contenido de clorofila determinada por
el indice SPAD, se presenté en el tratamiento con 20 mg dm™ de Zn, con un aumento de 7.8 %
con respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn disminuyendo conforme aumento

la dosis de Zn aplicada.

La acumulacion de nitrogeno por las plantas inoculadas con R. tropici, en el tratamiento
sin presencia de Zn presentd un acumulo de 50.91 g planta y el mayor nitrégeno acumulado fue
de 68.84 g planta, representando un incremento maximo del 35.2 % en el tratamiento fertilizado
con 20 mg dm de Zn, ya para la dosis maxima de Zn aplicada el acumulo fue de 64.23 g planta
representado un incremento tan solo del 26.1% (Figura 1). La produccion de MSPA se presento
de forma cuadratica por la presencia de Zn, en un rango de 4.22-5.78 g/maceta, observandose
que el tratamiento con 20 mg dm de Zn present6 la mayor produccion de MSPA representada
por un incremento del 36.9% con respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn

(Figura 1)
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de Zn en las concentracié de N, clorofila, nitrégeno

acumulado MSPA Py Cu en plantas cultivadas en el suelo LVdf.

En el Cuadro 4 se puede observar que en el suelo de textura media la masa seca de

nodulos se presentd en rangos de 0.33 a 0.47 g/maceta favorecida por la presencia de Zn,

representando un incremento de 41.6 % en el tratamiento con 20 mg dm™ de Zn, donde se dio

la mayor produccion de MSN, con respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn,

ya para el tratamiento con la maxima dosis de Zn aplicada la MSN fue de 0.40 g/maceta

representando un incremento tan solo del 23%.

En el mismo cuadro se observa que la fertilizacién con Zn afectd negativamente las

concentraciones foliares de Ca y Mg, las cuales se vieron disminuidas por los incrementos de
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Zn en el suelo. La menor concentracion de Ca (11.76 g kg™) se presentd en el tratamiento con
40 mg dm= de Zn representando un incremento del 44.3 % con respecto al tratamiento
inoculado sin fertilizacion con Zn. Caso similar acontecié con las concentraciones de Mg
estando en un rango de 3.13-2.23 g kg siendo el tratamiento con la maxima dosis de Zn
aplicada el que presentd la menor concentracién representando una disminucion de 28.8 %.

La absorcion de Zn por la planta (Cuadro 4) se presentd de forma lineal positiva
conforme el aumento de la fertilizacién con Zn, incrementandose la concentracion en el tejido
vegetal en un rango de 13.12-116.5 mg kg que representa un incremento del 788 % con
respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn. La actividad de la fosfatasa &cida fue
mayor con la presencia 20 y 40 mg dm™ de Zn (45.86-46.95 pM pNNP min?t mg? MF)

respectivamente.



Cuadro 4 Comparacion de medias + desviacion estandar (n=3) de los efectos de la fertilizacion con Zn en cultivo frijol en un suelo LA.

NN MSR MSN ARU Ca Mg Zn AFA
Trat.
#/maceta g/maceta % g kgt mg kg? M pNNP min’
mg* MF

Control 868 1.25 0.17 16.66 26.10 3.9 12.4 42.90

Control + N 0 1.85 0 29.62 20.20 3.2 15.8 40.60
Inoculante 941+153.4 a 13120092  0.33%0.05b 26.55+2.83 a 21.10£0.87 a 313t025a  13.12+143b  41.073.16b
'”gfﬁ: 52;”9 93242440 a 1.32+0.40 a 0.33:0.01b 32.87+9.78a 20.03:0.47 a 3.03£0.18a  28.46+17.15b  41.76x2.30 b
'”%%11%“9 981+237.9a 1.5240.32 a 0.41x0.06a  27.17+#1417a  18.70+0.11b  2.83:0.06b  30.54+7.118b  43.89+0.90 b
'”%‘;;32%“9 1261+294.3 a 128+0.14a  047+0.03a  3552+1369a  17.16+2.60b 2504030 ¢  54.43t13.76h  45.86+2.76a
'”%‘i;fgr:“g 961+224.9 a 1.6240.12 a 0.40+0.05 a 28.46+9.14 a 11.76£2.34 ¢ 223t056¢c  116.5+2152a  46.95:2.42a

Letras iguales en la columna no presentan diferencias estadisticas significativas, Scott-Knott (p < 0.1). LA (Latossolo amarelho); NN (Numero de nddulos); MSR
(masa seca de la raiz); MSN (Masa seca de nddulos); ARU (abundancia relativa de ureidos); Calcio, Magnesio, Zinc y AFA (actividad de la fosfatasa acida).
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La capacidad del cultivo en acumular nitrégeno (Figura 2) se present6 en valores de
61.48 a 76.80 g/planta destacando los tratamientos con 10 y 20 mg dm™ de Zn con la mayor
acumulacion de N en los cuales el acumulo de N representan un incremento del 12.75y 11.61
% respectivamente con respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn, ya para el
tratamiento con la mayor dosis de Zn aplicada (40 mg dm™) se observa la menor acumulacién
de N. Presentando un incremento cuadrético y que cuando se apliquen aproximadamente 20 mg
dm de Zn se daréa la mayor acumulacién de N.

En cuanto a la produccion de la MSPA se presentaron incrementos cuadraticos entre los
tratamientos con presencia de R. tropici y Zn, obteniéndose produccion de 5.90-6.81 g/maceta,
siendo los tratamientos con 10 y 20 mg dm™ de Zn los que presentaron la mayor produccion
teniendo un incremento del 9.83 y 15.42 % respectivamente, con relacién al tratamiento
inoculado sin fertilizacién con Zn, siendo que en el tratamiento con la mayor dosis de Zn
aplicada (40 mg dm) se presentd la menor acumulacion.

En la misma figura se observa que la fertilizacion con Zn afectd negativamente las
concentraciones foliares de P y Cu, las cuales se vieron disminuidas por los incrementos de Zn
en el suelo siendo el tratamiento con 40 mg dm™ de Zn el que present6 la menor concentracion.

Las concentraciones de N en la parte aérea de la planta, present6 un efecto cuadratico
negativo observandose que los tratamientos con 20 y 40 mg dm de Zn presentaron las menores
concentraciones siendo de 33.50 y 31.06 g kg* representando una disminucién del 3.35 y 10.39
% respectivamente con respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn (Figura 2).
En la misma figura se observa que el indice SPAD present6 un efecto cuadratico siendo que en
los tratamiento con 10 y 20 mg dm™ de Zn se presentan los mayores indices SPAD siendo de
33.14 y 34.35, representando un aumento del 6.73 y 10.63 % con respecto al tratamiento solo

inoculado, disminuyendo conforme aumente la dosis de Zn aplicada.
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Figura 2.- Efecto de la aplicacion de Zn en la concentracion foliares de N, clorofila, n

acumulado, masa seca de la parte aérea, P y Cu suelo LA.
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DISCUSION

La nodulacion de las plantas en los tratamientos inoculados presentaron los mayores
valores, oscilando entre 623 - 806 y 932-1261 nodulos/maceta (Cuadros 3y 4, respectivamente)
resultados que constatan este hecho fueron reportados por autores como Bertoldo, Pelisser,
Silva, Favreto & Oliveira, 2015 con las cepas SEMIA 4077, SEMIA 4080 y SEMIA 4088, y
Soares et al., 2016 con la cepa CIAT 899 inoculadas en el cultivo de frijol.

La ausencia de nddulos que se muestra en los controles con presencia de N mineral,
puede ser asociado a un efecto negativo por la presencia de N suplido a la planta, el cual como
lo mencionado por Moreira (2006) la alta disponibilidad de este elemento inhibe la nodulacién
disminuyendo del mismo modo la fijacion de nitrégeno mientras que el agotamiento estimula
esta funcién. Allos & Bartholomew (1959) menciona que a medida que aumentan los niveles
de nitrogeno disponible en el suelo, la dependencia de las plantas de los rhizobios para el
nitrogeno disminuye, y las plantas reducen la intensidad de la asociacion. Resultados similares
fueron reportados por Akter et al. (2014) y Soares et al. (2016) en estudios con frijol comin y
rhizobio, asi como lo reportado en la literatura por diversos autores (Mostasso, Mostasso, Dias,
Vargas, & Hungria, 2002; Soares et al., 2006; Ferreira et al., 2009, Nanjareddy et al., 2014).

Por otra parte, el tratamiento control (sin inoculacién y sin fertilizacion nitrogenada)
presentd buena nodulacién; sin embargo, estos fueron menores que en las plantas inoculadas y
con menor tamafo, por su parte autores como Ferreira et al. (2009), Figuereido et al. (2016),
Mercante, Otsubo, & Brito, (2017) encontraron nodulacion por rhizobios nativos en cultivo de
frijol.

La presencia de Zn increment0 la masa seca de nodulos entre un 4.1 y 51.1% con

respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn en el suelo LVdf y entre 0.9 y 41.6 %
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en el suelo LA, tales incrementos se deben a que el Zn es esencial en la morfogénesis temprana
de los nddulos que es controlada por las auxinas (Ferguson & Mathesius, 2014) basada en el
correcto funcionamiento apical del ndédulo (Lotocka et al., 2012). Otra etapa, aparentemente
dependiente de Zn (posiblemente afectada a través de la transcripcion y la traduccion), ocurre
durante la ampliacion de las células nodulares infectadas con rhizobios (Kryvoruchko, 2017).
En estudios similares con cultivos de (Cicer arietinum L.) Das, Pareek, Raverkar, Chandra,
Kaustav, (2012) reportan incrementos en la masa nodular por efecto del Zn.

La produccién de MSPA presentd un incremento cuadratico con la fertilizacion con Zn
(Figura 1); en ambos suelos la mayor produccion se presentd con la presencia de 20 mg dm
de Zn con incrementos del 36.9 y 15.42 % con respecto a su tratamiento 1 (inoculado y sin Zn).
Malavolta et al. (1997), mencionan que la deficiencia de Zn se ve reflejada en el crecimiento
de las plantas de frijol en cuanto a la altura debido al efecto de este nutriente debido a su
participacion en la sintesis de las auxinas que estimula el desarrollo de las partes jovenes y en
plantas con deficiencia de Zn se sintetiza menos acido indolacético (AlA) y las moléculas ya
producidas son méas propensas a la degradacion oxidativa (Moreira, Moraes, & Reis, 2018).

Fageria (2000) menciona que la fertilizacion con Zn tiene efecto en la produccion de
MSPA en frijol siendo el nivel adecuado de Zn de 0.7 mg kg y la toxica de 57 mg kg de suelo.
En estudios con frijol caupi (Vigna Unguiculata [L] Walp.) Manzeke et al. (2017) observaron
que el aumento de las dosis de Zn incrementa la productividad de la biomasa de los brotes
comparado con el tratamiento sin aplicacién de Zn; del mismo modo.

Por otro lado, concentraciones por encima de los niveles de tolerancia de los cultivos
inducen efecto inhibitorio en las leguminosas, afectaciones en los procesos fisioldgicos que
limitan el crecimiento, desarrollo y reducen la produccion de biomasa (Sagardoy et al., 2010),

lo que pudo haber sucedido ambos suelo (Cuadro 4) ya que a partir del 20 mg dm™ de la



64
produccion de MSPA se vio disminuida. Preet & Sindu, (2016) encontraron que el nivel elevado
de Zn reduce la produccion de biomasa y la fotosintesis en las plantas.

Los contenidos y concentracion de N en la planta, fueron mayores en el control con N
mineral (C+N) hecho que coincide con lo reportado por Rufini et al. (2016), y que era de
esperarse debido al hecho de la aplicacién de N-mineral. Autores como Arf, Rodrigues, S3,
Buzetti, Nascimento, (2004) afirman que hay una relacién en la respuesta de la concentracion
de N en la parte aérea con diferentes factores del suelo como son los contenidos de N disponible,
la temperatura, y el cultivar usado, entre otros.

El mayor contenido de N acumulado fue incrementado por la presencia de Zn en ambos
suelos (Figura 1) siendo mayor en los tratamientos con 20 mg dm= de Zn, debido a la mayor
produccion de MSPA que presentd el mismo comportamiento en esos tratamientos; destacando
que en el suelo LA se presentd la mayor acumulacion de N por las plantas con aproximadamente
76 g maceta.

En este trabajo el indice SPAD obtenido fue mayor en la presencia de 20 mg dm=de Zn
en ambos suelo con incrementos de 7.8 % en el suelo LVdf y 10.6 % en el suelo LA con respecto
a los tratamientos inoculados y sin fertilizacion con Zn respectivamente, por su parte Medina-
Velo et al. (2017) reportan que dosis mayores a 60 mg kg™ de ZnO no presentaron efecto en
los contenidos relativos de clorofila (SPAD).

Las concentraciones de N en la pate aérea de la planta presentaron disminucién a partir
de la aplicacion de 20 mg dm de Zn en ambos suelos, con una reduccion del 1.29 y 3.35 % en
relacion a sus respectivos tratamientos inoculados y sin fertilizacion con Zn en el suelo LVdf y
LA respectivamente, lo que indica que posiblemente dosis por encima de esta afecte actividades
fisiologicas y metabdlicas, debido al estrés ejercido por el exceso de Zn que provoca la

desorganizacion de los cloroplastos causado por un menor suministro de nitrato en el sitio de la
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sintesis de enzimas y, por lo tanto, dificulta la actividad de la nitrato reductasa (Michael &
Krishnaswamy 2011); ademas, el estrés por Zn en las plantas ayuda a la movilizacion del
nitrogeno promoviendo la senescencia y alterando el flujo de nitrogeno a través de los
aminoacidos (Schaller 2004). Cabe destacar que las concentraciones encontradas en este trabajo
se encuentran en los valores considerados adecuados en la etapa de floracion de frijol 30-50 g
kg?y 3% de N (Ambrosano, Wutke, Bulisani, & Cantarella, 1996; Malavolta, et al., 1997,
respectivamente). Lo que indica que la inoculacion y el tratamiento con Zn fueron suficientes
para atender la demanda de la planta por el nitrégeno durante el ciclo.

Sin embargo se muestra un comportamiento de que en la dosis de 20 mg dm™ de Zn la
planta presenta su mayor produccion de materia seca pero no la concentracion de N suficiente
para su desarrollo, lo que indica que en esta dosis la planta estaria en el limite del consumo de
lujo proximo al nivel critico de toxicidad de Zn. Ya que para en el tratamiento con 40 mg dm

de Zn se ven disminuidos la clorofila, el N acumulado y la MSPA.

En las concentraciones nutrimentales de las plantas se observa el efecto de antagonismo
que presenta el Zn con P, Ca, Mgy Cu debido a sus mecanismos de absorcion (Kabata-Pendias,
2011), la disminucion de la concentracion de P en el tejido vegetal fueron dadas en los dos
suelos, observandose que las concentraciones se encuentran en los rangos considerados
adecuados (2.5 a 4.0 g kg™) establecidos por Raij, Andrade, Cantarella, Quaggio & Furlani,
(1996). Malavolta (1997; 2004), menciona que el exceso de Zn disminuye la absorcion de P.

Las concentraciones de Ca y Mg encontradas se vieron disminuidas por la dosis de Zn
aplicadas; sin embargo, las dosis aplicadas fueron suficientes para que las concentraciones de
Ca no se vieran reducidas por abajo de lo establecido como adecuado para el cultivo (10-25y
15-20 g kg?) segin lo establecido por Raij et al. (1996) y Malavolta et al. (1997)

respectivamente, mientras que el Mg presentd concentraciones deficientes en el suelo LVdf
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(2.5-5.0 y 4-7 g kg). Autores como Medina-Velo et al. (2017, 2017a) reportan disminucion de
Ca por fertilizacion en forma de ZnO y ZnCl» respectivamente y de las concentraciones de Mg
debido a que este elemento esta mediado por el transportador AtCNGC10 que también participa
en el transporte de Ca.

Las concentraciones de Cu en la planta se vieron disminuidas por la aplicacion de Zn,
esto debido a la inhibicion competitiva que presentan estos elementos al compartir los mismos
transportadores (Alloway, 2008; Kabata-Pendias 2011; Ortega & Malavolta, 2012). Por su parte
Medina-Velo et al., (2017) reporta disminucion de Cu por la adicion de nanomateriales
recubiertos con ZnO.

El incremento de las concentraciones de Zn en la planta se dieron conforme el aumento
de las dosis aplicadas, encontrandose en rangos entre 8.7 a 72.8 y 13.1 a 116.5 mg de Zn kg
en ambos suelos; concentraciones que estan dentro de los rangos considerados adecuados
sugeridos Malavolta et al. (1997) siendo de 20-100 mg kg, a excepcion de la aplicacion de 40
mg dm de Zn en el suelo LA que presentd concentracion superior a la establecida como
adecuada. Por su parte, diversos autores reportan aumento en las concentraciones de Zn en la
planta en funcidn de la fertilizacion con Zn (Leal & Prado, 2008, Teixeira, Borém, Silva, &
Kikuti, 2008, Raziq et al. 2016), Sida-Arreola et al. (2017) mencionan que la biofortificacion
con Zn aumenta la acumulacion de Zn en semillas de frijol, siendo que concentraciones de 25
MM en forma de DTPA-Zn presenta el mayor aumento de Zn en semillas.

La actividad de la fosfatasa acida presenta relacion con las concentraciones de Zn y P
en la planta, debido al efecto antagdnico del Zn con el P (Ortega & Malavolta, 2012) siendo
mayor en los tratamientos con las dosis més altas de Zn, en el suelo LA. Plantas que crecen en
condiciones deficientes de P, producen enzimas intra y extracelulares para la adquisicion del

nutriente (Tran, Hurley, & Plaxton, 2010). Watkins-Brandt et al. (2011) mencionan que las
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leguminosas noduladoras presentan actividad alta de fosfatasa acida (FA) por la demanda de P
para el crecimiento y funcionamiento simbiético. Nuestros resultados concuerdan con
reportados en la literatura en cultivos de frijol y soya (Bargaz, Ghoulam, & Drevon, 2013;
Olivera, Tejera, Iribarne, Ocafia, & Lluch, 2004). Veterink, (2011) menciona que reduciendo el
P o aumentando el N, se estimula la actividad de la fosfatasa, por su parte Png et al. (2017)
reportan que las leguminosas presentan mayor actividad de fosfomonoesterasas por la

disminucioén de P.

CONCLUSION
De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion se puede concluir que la
fertilizacion con Zn tiene efecto en la fijacion bioldgica de nitrogeno en el cultivo de frijol en
los dos tipos de suelos. Destacando que de manera general la mejor dosis de Zn es de 20 mg
dm en ambos suelos.
De igual manera se concluye que con el aumento de las dosis se tiene una disminucion

en la concentracion nutrimental de N, P, Ca, Mg y Cu en el tejido vegetal.
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Resumen. Introduccion: La baja fertilidad natural de los suelos y la alta demanda
nutricional de cultivos, ha conllevado a préacticas de biofortificacion agrondémica de nutrientes

como el Zn, las cuales pueden afectar o beneficiar procesos que algunas plantas hacen de forma
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natural como lo es la fijacion bioldgica de Nitrogeno, que juega un papel importante en la
produccion agricola. Objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de dosis altas de Zn
en la fijacion bioldgica de nitrogeno en el cultivo de frijol en dos tipos de suelos. Metodologia:
Se desenvolvio un experimento en condiciones de invernadero con dosis de Zn visando
biofortificacion en suelos de textura arcillosa (Latossolo Vermelho distroferrico [LVdf]) y
textura media (Latossolo Amarelho [LA]) en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) asociado
con R. tropici, de septiembre a noviembre de 2018. Se evaluaron las variables relacionadas con
el nitrégeno como son el nimero de nédulos, masa seca de ndédulos, masa seca de la parte aérea,
acumulo de nitrégeno, clorofila, asi como las concentraciones de nutrimentales de P, Ca, Mg,
Cu y Zn, y la actividad de la fosfatasa &cida en tejido vegetal al inicio de la floracion.
Resultados: La aplicacion de dosis de Zn via suelo promueve la mayor produccion de masa
seca en la parte aérea, incrementando la masa nodular y aumentando la acumulacion de
nitrogeno; con la aplicacion de 10 y 20 mg dm= de Zn se presenta la mejor respuesta por las
plantas a la fertilizacion. Las concentraciones de P, Ca, Mg y Cu en las plantas cultivadas en
ambos suelos disminuyeron con la aplicacion de las diferentes dosis de Zn, pero mantuvieron
sus concentraciones en los rangos establecidos como adecuados para el cultivo; por su parte la
absorcién de Zn por las plantas se vid favorecida conforme el aumento de las dosis aplicadas
incrementandose las concentraciones de Zn en la planta conforme la fertilizacion. Conclusion:
La fertilizacion con Zn tiene efecto en la fijacion bioldgica de nitrégeno en el cultivo de frijol
en los dos tipos de suelos. Destacando que de manera general la mejor dosis de Zn es de 20 mg
dm en ambos suelos. De igual manera se concluye que con el aumento de las dosis se tiene

una disminucion en la concentracion nutrimental de N, P, Ca, Mg y Cu en el tejido vegetal.

Palabras claves: suelo, Latosol, biofortificion, fijacion bioldgica de nitrogeno
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RESUMEN

La necesidad de abastecer la demanda de alimentos que cubran la seguridad alimentaria aunado
a la baja fertilidad de los suelos conlleva a préacticas de biofortificacién agrénomica de
nutrientes como el Zn, las cuales pueden tener un efecto positivo o negativo en los procesos
fisiologicos de las plantas; y méas en aquellas que hacen simbiosis con bacterias fijadoras de N>
que juegan un papel importante en la produccion agricola. Se desenvolvié un experimento en
condiciones de invernadero con dosis altas de Zn en dos suelos; sendo uno de textura arcillosa
(Latossolo Vermelho distroferrico [LVdf]) y otro de textura media (Latossolo Amarelho [LA])
en el cultivo de soya [Glycine max (L)] asociado con Bradyrhizobium elkanii, de septiembre a
noviembre de 2018. La aplicacién de Zn promueve el mejor desarrollo del cultivo y con
aplicacion de 20 mg de Zn dm en el suelo arcilloso, se promueve la mayor produccion de masa
seca en la parte aérea, incrementando la masa radicular, la concentracién y acumulacion de
nitrégeno, y en el suelo de textura media la asociacion B. elkanii-leguminosa respondié mejor
a las dosis de 40 mg dmde Zn, las concentraciones de Ca, Mg, P, disminuyeron conforme el
incremento de las dosis de Zn promovida por la interaccion antagdnica, pero manteniendo sus

concentraciones en los rangos adecuados para el cultivo.

Palabras claves. Fijacion bioldgica de Nitrogeno, Latosolo, suelo
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INTRODUCCION

La deficiencia de Zn es uno de los principales problemas de salud en nifios y mujeres
de los paises subdesarrollados. Por lo que se han desarrollado diferentes métodos para superar
la desnutricion, y aumentar la disponibilidad del Zn en alimentos destinados para los seres
humanos siendo la biofortificacion la técnica mas impactante, conveniente, sostenible y
aceptable (Magbool y Beshir, 2018). La biofortificacion agronémica es el proceso de
incrementar la concentracion de un elemento esencial en partes comestibles de plantas, via
fertilizacion (Sida-Arreola et al., 2017) foliar o edafica (Guillén-Molina et al., 2016), mejorando
la calidad nutricional de la planta sin modificarla genéticamente (Storksdieck y Hurrell, 2009).

Algunas leguminosas ademas de ser usadas en las practicas de biofortificacion
agrondmica (Zou et al. 2014), proporcionan beneficios como el enriquecimiento de las reservas
de nitrégeno del suelo (Oldroyd et al., 2011). La soya [Glycine max (L.) Merr.] es uno de los
cultivos mas cultivados en todo el mundo con mas de 123 millones de hectareas con produccion
superior a 352 millones de toneladas en 2017. Siendo los paises de Estados Unidos, Brasil,
Argentina, China e India los paises con mayor produccion (FAO 2019). A medida que aumenta
la produccion de soya, existe una creciente preocupacion acerca de como la nutricion del suelo
afecta el rendimiento (Alloway, 2008), siendo que en muchas partes del mundo, los suelos
deficientes o tdxicos en nutrientes pueden producir con menos rendimientos de los cultivos que
lo esperado y dar como resultado productos alimenticios que afectan la nutricibn humana
(Cakmak 2017).

Entre una de las principales limitantes de los cultivos se encuentran la baja fertilidad,
deficiencias de micronutrientes, asi como la acidez natural de los suelos (Hungria, 2003, Fageria
y Stone 2004) por lo que los cultivos con fines alimenticios presentan concentraciones
insuficientes para satisfacer la ingesta humana, reflejandose en la deficiencia de Zn en los seres

humanos (Alloway, 2004) constituyendo un problema de salud publica (Welch y Graham,



83
2004). En Brasil una de las limitantes en la produccion de soya es la baja fertilidad natural de
los suelos, asociada a las practicas de encalado, para aumentar el pH del suelo, que implica la
reduccion de la disponibilidad de micronutrientes en la solucion del suelo (Lacerda et al., 2017).
Entre los macronutrientes limitantes para el crecimiento de las plantas se encuentra el nitrogeno
(N) y sus deficiencias conducen a graves efectos negativos en el metabolismo y el desarrollo
de las plantas. El éxito del manejo de nutrientes es maximizar la productividad del cultivo
mientras se minimizan los impactos ambientales. Las practicas de manejo de nutrientes
balanceadas y reguladas en el tiempo contribuyen a un crecimiento sostenido del rendimiento
y la calidad, influenciando en la salud de las plantas y reduciendo los riesgos ambientales
(Hellal, et al. 2013).

Entre las leguminosas fijadoras de nitrogeno destacan la soya que fija un 60% del
promedio de la absorcion total del nitrogeno (Santachiara et al., 2018). En Brasil, esta planta
fabacea es cada vez mas econdmicamente viable debido a la inoculacion con cepas de
Bradyrhizobium y la coinoculacion con Azospirillum (Hungria, Nogueira y Araujo, 2013).
Siendo indispensable el uso de bacterias fijadoras de nitrégeno para el cultivo de soya en los
campos brasileiros (Hungria y Mendes, 2015) lo que ha permitido altos rendimientos de grano,
dispensando el uso de nitrégeno mineral (Alves, Bodey y Urquiaga, 2003). EI nimero y tamafio
de los nddulos, contenido de leghemoglobina y la cantidad de N fijado dependen de la
disponibilidad de Zn (Demeterio et al., 1972), probablemente porque el Zn esta involucrado en
la biosintesis de leghemoglobina y la sintesis de sacarosa. Actualmente sigue siendo poca la
informacidn disponible sobre el papel especifico de Zn en la Fijacion Simbidtica de N2 (FSN)
(Kryvoruchko 2017), la cual es promovida mediante un suministro adecuado de este
micronutriente (O’Hara, 2001), siendo que la fertilizacion con altas dosis de Zn pueden tener
efectos en la fijacion bioldgica de nitrégeno y contenidos nutrimentales de las plantas, ya que

el Zn participa en la homeostasis fisiologica y nutricional de la planta, necesario para la
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produccién de triptofano que estd involucrado en el metabolismo del nitrégeno (Malavolta,
2006). Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion evaluar el efecto de dosis altas de Zn en la

fijacién biologica de nitrégeno en el cultivo de soya en dos tipos de suelos,

Materiales y métodos.

Se realiz6 un experimento en condiciones de invernadero en la Universidad Federal de
Lavras, Minas Gerais, Brasil, durante los meses de septiembre hasta noviembre de 2018
comprendiendo el periodo de siembra hasta inicio de la floracion, totalizando 38 dias. La unidad
experimental fue constituida por macetas de plastico de tres litros llenadas con suelo Latossolo
Vermelho Distroferrico (LVdf) y Latossolo Amarelho (LA) de textura arcillosa y textura media
respectivamente (Cuadro 1), de acuerdo con el Sistema Brasilefio de Clasificacion de Suelos,
provenientes de los municipios de Lavras e Itumirim, Minas Gerais colectados a una
profundidad de 0-20 cm, a los cuales se les realizd la correccion de la acidez del suelo previo a
la siembra, buscando elevar la saturacion de bases a 70% con la aplicacién de CaCO3z marca
Synth y MgCOs marca nuclear grado analitico. Manteniéndolo a humedad contralada del 60%
del volumen total de poros (VTP durante 10 dias).

Posterior a la incubacion se llevé a cabo la fertilizacion bésica con la aplicacion de 200
mg dm= de P en la forma de stper fosfato triple y 45 mg dm= de S en la forma de yeso en el
momento de la siembra, asi como 300 mg dm= de N en el tratamiento control + N mineral y
150 mg dm™ de K en todos los tratamientos divididas en tres aplicaciones. Ademas fueron
colocados los micronutrientes en concentraciones de 0.1; 0.2; 5; 0.5 mg dm™ de Co, Mo, Mn,
y Cu respectivamente conforme las recomendaciones de Malavolta et al. (1997). En cada unidad
experimental se colocaron cinco semillas de soya de la variedad 5917 e inoculado con
Bradyrhizobium elkanii cepa Br 29, aprobada por el ministerio de agricultura pecuaria y

abastecimiento (MAPA).
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El experimento se establecio en un disefio experimental de blogues completamente al
azar; con cinco tratamientos mas el uso de dos controles, con tres repeticiones totalizando 42
unidades experimentales, usando como factor de bloqueo el tipo de suelo. El disefios de los
tratamientos fue T1 (control), T2 (Control + 300 mg dm= de N mineral), T3 (inoculante), T4
(inoculante + 5 mg dm= de Zn) T5 (inoculante + 10 mg dm= de Zn), T6 (inoculante + 20 mg
dmde Zn) y T7 (inoculante + 40 mg dm™ de Zn).
Durante el desarrollo del experimento fueron realizados los tratamientos fitosanitarios
requeridos por el cultivo asi como la adicion de agua destilada para controlar la humedad
demandada por las plantas.

Muestreo del material vegetal

En la etapa R1 (38 dias después de la germinacion) cuando el 50% de las plantas
presentaron por lo menos una flor, se realizo la medicion de la clorofila (indice SPAD) en el
tercer trifolio desarrollado, y el muestreo de toda la planta que se dividid en parte aérea y raices.
Cada una de las partes fue lavada con agua destilada y secadas a 65°C por 72 horas en una
estufa de circulacion forzada de aire, marca FANEM modelo 320-SE. Se analizé el contenido
de la masa seca de la raiz (MSR), masa seca de la parte aérea (MSPA), abundancia relativa de
ureidos (ARU) establecido por Young & Conway, (1942); la actividad de la fosfatasa acida
(AFA) in vivo segun los procedimientos descritos por Besford (1980) e Elliot & Lauchi (1986);
concentracion (N) y nitrégeno acumulado (Nac) por la planta con el método Kjeldahl, asi como
el nimero de nddulos (NN) los cuales fueron secados en una estufa marca FANEM modelo 315
SE a 45°C, durante 72 horas para estimar la masa seca de nédulos (MSN). También se realizé
el analisis nutrimental de las plantas para lo cual se determinaron las concentraciones de P, Ca,
Mg, Zn mediante digestion con mezcla nitrico-perclérica y espectrofotometria de absorcién

atdbmica con un equipo marca Perkin EImer modelo AAnalyst 400 (Malavolta, 1997).
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Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas de las muestras de suelo (0.00-0.20 m de

profundidad), clase textural y clasificacion de suelos.

Propiedad Sttio _
UFLA Itumirim

pH (H20) 5.00 4.90

K (Mehlich 1) 16.11 26.00

P mg/dm? 0.61 0.28

Ca?* 0.31 0.30

Mg?* 0.10 0.10

AP 0.04 0.30

H+ Al (cmolc /dm?) 1.84 2.08

SB 0.45 0.47

t 0.49 0.77

T 2.29 2.55

m 8.16 38.96

\ ” 19.71 18.30

MO dag/kg 0.65 0.54

P-rem mg/L 5.58 17.36

Zn 0.62 1.37

Fe 30.54 12.03

Mn 5.38 1.26
mg/dm?

Cu 0.86 0.61

B 0.01 0.24

S 2.49 7.03

Arcilla 62 32

Limo dag/kg 7 2

Arena 31 66

Clasificacion textural Arcilloso Textura media

Clasificacion de suelo LVvdf LA
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Anadlisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para cada variable
usada. En caso de efecto significativo al 10% de probabilidad, se realiz6 la comparacion de
medias mediante la prueba de Scotto-Knott, asi como modelos de regresion cuando fueran

necesarios, con el programa SISVAR.

RESULTADOS

En el cuadro 2 se observa que las variables relacionadas con la FBN, asi como la
nutrimentales presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0.1) con la aplicacion de

dosis de Zn en ambos suelos.

Cuadro 2. ANOVA del efecto de la fertilizacion con Zn en la FBN en el cultivo de soya.

NN MSN MSPA MSR ARU AFA SPAD Nac N P Ca Mg Zn

Lvdf

¢v NS ¥ ¥ f NS F f f f it T i
(%) 13.99 1068 423 538 3025 1242 846 6.39 586 1585 091 3.61 14.40

LA

cv ff  t % ff NSt NS f NS ff ff f T
(%) 889 579 252 7 2349 1744 351 353 381 295 091 260 1381

t Significativo (P <0.1), T+ Significativo (P <0.05), NS: no significativo, Scott-Knott. LVdf (Latossolo
vermelho distroferico); LA (Latossolo amarelho); NN (Numero de nédulos), MSN (Masa seca de
nodulos), MSPA (Masa seca de la parte aérea), MSR (massa de la raiz), ARU (Abundancia Relativa de
Ureidos), AFA (Actividad de la fosfatasa acida), Nac (Nitrégeno acumulado), N (Nitrégeno), P
(Fésforo), Ca (Calcio), Mg (Magnesio), Zn (Zinc).

En el cuadro 3, se observa que la nodulacion de las plantas en los tratamientos
inoculados, superaron a los tratamientos controles (control, control + N) en ambos suelos;
destacando que la fertilizacion con Zn presentd diferencias estadisticas, y promovié el
incremento de la nodulacién en el suelo LA, siendo mayor la nodulacién en el tratamiento con

presencia de 20 mg dm de Zn con 252 nodulos/macetas que representa un incremento del
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43.18 % con respecto al tratamiento 1 (inoculado) que presentd 176 nddulos/maceta; a
diferencia del suelo LVdf que no presento efecto por la presencia de Zn. La MSN se presento
en un rango de 0.422 a 0.646 g/maceta, en el suelo LVdf siendo menor en el tratamiento con
40 mg dm de Zn con una produccién de 6.68 g/maceta que representa una disminucion del
23.8% con respecto al tratamiento 1 (inoculado); a diferencia de este, el suelo de textura media
presento la mayor MSN que el suelo LVdf presentandose en rangos de 0.78 a 0.92 g/maceta
siendo mayor la produccion en los tratamientos con las dosis de Zn de 20 y 40 mg dm, con
produccién de 0.92 y 0.87 g/maceta que representa un incremento del 15 y 8.7%
respectivamente.

Por su parte la produccién de MSR en ambos suelos, al comparar el control + N con los
demas tratamientos, este presento la mayor la produccion en ambos suelos; en el suelo arcilloso
la mayor producciéon de MSR fue de 2.14 g/maceta en la presencia de 20 mg dm™ de Zn
incremento del 10.3% con respecto al tratamiento 1 (Cuadro 3). Ya para el suelo de textura
media la mayor produccion de MSR se presento (2.34 - 2.37 g/maceta) en los tratamientos con
las dosis mas altas de Zn (20 y 40 mg dmde Zn), incrementos que representan el 22.5 y 24%
con respecto al tratamiento 1 (inoculado).

La produccién de ureidos por las plantas, present6 diferencias estadisticas (P < 0.1) en
el suelo LVdf, siendo menor la ARU en el tratamiento inoculado sin la presencia de Zn, a
diferencia del suelo de textura media que el aumento de ARU por la presencia de Zn no presentd
diferencias estadisticas significativas (Cuadro 3). En el mismo cuadro se observa que la
actividad de la enzima fosfatasa acida, en las plantas cultivadas en el suelo arcilloso no presentd
diferencias estadisticas entre tratamientos a diferencia del suelo LA que la presencia de Zn
afecto la actividad enzimatica en el tratamiento con 40 mg dm de Zn, con una disminucion del
40.6% con respecto al tratamiento 1 (inoculado) representado por la actividad de 28.19 uM

pNNP min! mg?* MF.
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En el mismo cuadro se observa que la fertilizacion con Zn afectd negativamente las
concentraciones foliares de P, Ca 'y Mg, las cuales se vieron disminuidas por los incrementos
de Zn en el suelo. La menor concentracion de P se presentd en el tratamiento con 40 mg dm-
de Zn (0.99 g kg™) en suelo arcilloso y 2.49 g kg™ en el suelo LA, que representa una
disminucion del 39.3 y 18.9 % con respecto al tratamiento 1(inoculado) respectivamente. Lo
mismo acontecio con las concentraciones foliares de Ca y Mg presentando una disminucion del
11.9y 9.8 % para el calcio en el suelo LVdf y La respectivamente y de 10.5y 8.1 % para el Mg
en el tratamiento con 40 mg dm™ de Zn, con respecto a su tratamiento 1 (inoculado)
respectivamente en ambos suelos.
La absorcion de Zn por la planta (Cuadro 3) se incrementd conforme el aumento de la
dosis de Zn aplicada, presentando una concentracion en el tejido vegetal en un rango de 18.14—
118.22 mg kg* en el suelo LVdf y de 27.31-107.48 mg kg™ en el suelo de textura media, que
representa un incremento del 551y 296 % con respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion

con Zn en cada suelo respectivamente.



Cuadro 3. Comparacion de medias + desviacion estandar (n=3) de los efectos de la fertilizacion con Zn en el cultivo de soya

NN MSN MSR ARU AFA P Ca Mg Zn
Trat. UM pNNP
0, -1 -1
#/maceta g/maceta Yo min® mg MF g kg mg kg
LVvdf
Control a1 0.42 2.23 2591 53.20 2.14 14.01 2.6 16.97
Control + N 22 0.01 4.24 20.11 51.26 2.42 14.06 2.43 17.71
Inoculante  191#2.64a  055:0.12a 1.94#0.02b  2556:1.62b  54.41:406a  1630.37a 1535:009a  277:020a  18.14%0.72¢
'”33352;”9 211#550a  0.57+0.0l1a 1.80#0.14b 51.71#2221a 54.15+213a  12+¢0.16b  14.76:0.06b  254:0.03b  40.78+5.13d
'”%Cr;}gr:"g 192¢20a  052:002a 1.81+006b  28.40+2.45b  45.15+7.64a  1.09:0.06b  14.38:008c  2.53:0.04b  57.88#3.12¢c
'”%;ng:‘g 221+7.81a  0.65:003a 214#013a 66.65+1501a 59.15+1070a 112+#0.09b  13.93x003d  252:003b  76.8846.64 b
'”%‘iﬁffgrfng 155¢24.42a  0.42+¢0.04b 1.84+012b 51.06+12.40a 61.124¢6.14a 099:0.10b 1352+026e  248+0.02b  118.22+8.75a
LA
Control 24 0.17 2.38 37.00 35.26 3.12 13.76 2.96 19.43
Control + N 1 0.00 3.07 31.89 50.00 3.11 15.36 2.76 27.01
Inoculante ~ 176+15.01c  0.80+0.02b 1.91#0.02b  29.52+4.64a  47.51#840a 3.07+0.18a 14.81#0.38a  3.09:0.18a  27.31%1.90e
'”gr‘;f;‘r’zzqg 182426.06¢c 0.78£0.04b 1.79:0.16b 54.64+16.78a 58.31#8.39a  2.93021a  14.62:023a  296+0.02a  42.1+4.97d
'”%Cr;}g:‘g 225:228b  0.82:0.01b  1.77t0.09b 44.27+1119a 54.25t847a  272:006b  14.48:039a  289+0.02b  70.05:3.62c
'”%‘;;fgr?"g 252¢17.56a  0.92:00la 2.34+0.11a 42.69+221a 50.03£12.00a  2.7+#0.05b  14.06:0.05b  2.87+0.01b  84.92+4.61b
'”%‘;;fgr?"g 210:7.37b  0.87+0.10a 2.37+024a 4155:8.08a  28.19+393b  249+0.11c  13362002c  2.84+0.02b  107.48+2.65a

Letras diferente en la columna indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos por la prueba de Scott-Knott (P < 0.1). L\Vdf (Latossolo
vermelho distroferico); LA (Latossolo amarelho); NN (Numero de nddulos); MSN (masa seca de nodulos); MSR (masa seca de la raiz); ARU (abundancia
relativa de ureidos); AFA (actividad de la fosfatasa acida), P, Ca, Mg y Zn.
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Por su parte en la figura 1 se observa que conforme aumenta la dosis de Zn aplicada via
fertilizacion en el suelo de textura media, la concentracion de N en el tejido vegetal de la parte
aérea de la planta presenta un efecto cuadratico, aumentando conforme aumenta la fertilizacion,
siendo mayor tal concentracion en el tratamiento con 20 mg dm= de Zn que representa un
incremento del 24% con respecto al tratamiento 1 (inoculado). En la misma figura se observa
que contenido de clorofila determinada por el indice SPAD, se ve afectado negativamente
conforme el aumento de las dosis de Zn aplicadas, observandose que el tratamiento con 40 mg
dm de Zn present6 el menor indice SPAD siendo de 24.46 que representa una disminucion del
16.4% con respecto al tratamiento 1 (inoculado).

La acumulacién de nitrégeno por las plantas inoculadas con B. elkanii, presentdé un
efecto cuadrético, siendo de 69.57 g/planta en el tratamiento con 20 mg dm= de Zn con un
incremento del 36.73% con respecto al tratamiento 1 (inoculado), ya para la dosis maxima de
Zn aplicada el acumulo fue de 57.43 g/planta representado un incremento tan solo del 12.87 %
(Figura 1). La produccion de MSPA se presentd de forma cuadratica por la presencia de Zn, en
un rango de 6.41-7.28 g/maceta, observandose que el tratamiento con 20 mg dm= de Zn
presentd la mayor produccién de MSPA representada por un incremento del 9.97 % con

respecto al tratamiento inoculado sin fertilizacion con Zn (Figura 1)
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de Zn en la concentracion de N, clorofila, nitrégeno acumulado

y masa seca de la parte aérea en plantas cultivadas en el suelo LVdf.

El efecto de la fertilizacion con Zn en las concentraciones de N en la parte aérea de las
plantas cultivadas en el suelo LA, presentd un efecto cuadratico observandose que conforme el
aumento de las dosis de Zn aplicadas, las concentraciones de N también son incrementadas,
siendo que con la aplicacion de 20 mg dm™ de Zn se presentd la mayor concentracion siendo
de 29.06 g kg*. En la figura 2se observa que el indice SPAD present6 un efecto cuadratico
siendo que en el tratamiento con 20 mg dm= de Zn se presentd el mayor indice SPAD siendo

de 31.36, disminuyendo en la mayor dosis de Zn aplicada.
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La acumulacion de nitrogeno por las plantas inoculadas con B. elkanii Br 29 y la

presencia de Zn, presento un efecto lineal, aumentando el N acumulado conforme las dosis

aplicadas, presentando la mayor acumulacion en el tratamiento con 40 mg dm de Zn siendo

de 96.96 g/planta representando un aumento del 15.76 % con respecto al tratamiento 1

(inoculado). La produccién de MSPA present6 un efecto cuadratico positivo, incrementandose

conforme las dosis de Zn aplicadas, siendo mayor en el tratamiento con 40 mg dm= de Zn con

una produccion de 10.31 g/maceta (Figura 2) que representa un incremento del 11.1 % con

respecto al tratamiento 1 (inoculado)
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Figura 2.- Efecto de la aplicacién de Zn en la concentracién de N, clorofila, nitrogeno

acumulado y masa seca de la parte aérea en plantas cultivadas en el suelo LA
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DISCUSION

La nodulacién por parte del cultivo en el suelo de textura media se vio favorecida por la
inoculacion de Bradyrhizobium elkanii Br 29 asi como por la fertilizacion con Zn, oscilando en
rangos de 176 — 252 nddulos maceta (Cuadro 3), siendo mayor en el tratamiento con 20 mg dm”
3 de Zn con un incremento del 43.2 % con respecto al tratamiento 1 (inoculado). Por su parte
Singh et al. (2017) reportan incrementos en el nimero de nddulos en soya con aplicacion de 30
kg ha de Zn dosis menor a la encontrada en este trabajo (20 mg dm de Zn equivalente a 40
kg Zn ha'l). Estudios como los de Dashti et al. (2000), Viera-Neto et al. (2008), Pedrozo et al.
(2018) con Bradyrhizobium reportan incremento en la nodulacion de plantas de soya (Glycine
max L. Merr.). Tal aumento en la nodulacion en los tratamiento con presencia de Zn, puede
deberse a que se ha reportado que diferentes cepas de Bradyrhizobium han presentado
tolerancia a concentraciones de 600 mg L™ de Zn (Matsuda et al., 2002).

La ausencia de ndodulos en los tratamientos controles con presencia de N mineral, esta
asociado al efecto negativo por la presencia de N suplido a la planta, al hecho de que el N
mineral (nitrato y amonio) es un potente inhibidor de la formacion de nédulos v la fijacion de
N2 (Ayisis et al., 2000, Mbabhi et al., 2017).

La presencia de Zn favoreci6 el incremento de la masa nodular en ambos tipos de suelo,
observandose (Cuadro 3) que con la aplicacion de 40 mg dm™ de Zn en el suelo LVdf se
disminuye en un 23.8% la MSN (0.42 g/maceta), caso contrario en el suelo de textura media en
el cual, la mayor nodulacion y MSN se presentd en el tratamiento con 20 mg dm= de Zn
aplicado. Tal incremento de la MSN representa un aumento del 15% con respecto al tratamiento
1 (inoculado), debido a que el Zn es esencial en la morfogénesis temprana de los nédulos
controlada por las auxinas (Ferguson y Mathesius, 2014) y basada en el correcto
funcionamiento apical del nodulo (Lotocka et al., 2012; Franssen et al., 2015). Demeterio et al.

(1972) reportan que la deficiencia de Zn en los nédulos, afecta la masa nodular y FBN. Autores
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como Viera-Neto et al. (2008), Pedrozo et al. (2018) reportan incrementos en la masa nodular
con el uso de inoculante con Bradyrhizobium en soya. Seyed (2016) recomienda la inoculacién
de rizobacterias promotoras de crecimiento + la aplicacion de ZnQ para la produccion de soya.

En cuanto a la produccion de MSPA, la fertilizacion con Zn permitié incrementos
cuadraticos en el suelo LVdf del 9.9 % en la produccion, siendo mayor en la presencia de 20
mg dm= de Zn, llegando a producir 7.28 g planta; a diferencia del suelo LA que la mayor
produccion se presenté en el tratamiento con 40 mg dm de Zn con una produccion de 10.33
g/maceta que representa un incremento del 11.1%. Tal produccion de biomasa puede estar
relacionada con el efecto benéfico del Zn en la sintesis de auxinas y del triptéfano precursor del
acido indolacetico (AlA); compuesto que regula la tasa de crecimiento y desarrollo de las
plantas (Ahmad et al., 2013). Autores como Fageria (2000) reporta incrementos de la MSPA
con aplicacion de 10 mg dm™ Zn. Nuestros resultados encontrados en el suelo LVdf,
concuerdan con lo reportado por Moreira et al. (2016). Por su parte autores como Ghasemian
etal. (2010) y Sing et al. (2017) reportan incrementos en la biomasa aérea con aplicacion de 40
kg ha de zn.

La produccion de biomasa de la raiz, oscild entre 1.80-2.14 y 1.77-2.37 g/maceta en
los suelos LVdf y LA respectivamente, observandose que la presencia de 20 mg dm= de Zn en
el suelo LVdf incrementa en un 10.3% (2.14 g/maceta) y en de textura media la mayor
produccion de raiz fue de 2.37 g/maceta que representa un incremento del 24.1%. Autores como
Ghasemian et al. (2010), Noulas et al. (2018) mencionan que la deficiencia de Zinc afecta
significativamente al sistema radicular, incluido el desarrollo de las raices.

Los ureidos comprenden hasta el 90% del total de N transportado en el xilema de
leguminosas tropicales fijadoras de N2 (Tood et al 2006). En este trabajo la produccion de
ureidos por los tratamientos inoculados presentaron la mayor exportacion de N en forma de

ureidos, determinados por la nodulacion dado que hay una estrecha relacion entre el NN y la
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produccién de ureidos en los tratamientos inoculados usados en este trabajo, teniendo; que la
produccién de ARU presentd efecto significativo por la presencia de Zn en el suelo LVdf que
oscil6 entre 25.5-66.65 %, destacando el tratamiento con 20 mg dm™ de Zn el que presentd la
mayor ARU mostrando un incremento de 160.8% respecto al tratamiento 1 (inoculado). La
forma de transporte del N de los nodulos hacia los brotes en las leguminosas tropicales como
la soya es en forma de alantoina y acido alantoico (Atkins y Smith, 2007; Collier y Tageder,
2012). Diaz-Leal et al. (2012) reportan aumento en la concentracion de ureidos durante el
desarrollo de las plantas. Por su parte Hungria et al. (1991) reportan aumento en la sintesis de
ureidos a partir de los 18 dias después de la siembra. McClure et al. (1980) observaron que el
transporte de ureidos via xilema en soya esta relacionado con la fijacion bioldgica de nitrogeno,
asi mismo Takahashi et al. (1992) encontraron valores del 74% de la proporcion de N fijado
via ureidos en el cultivo de soya.

Amarante et al. (2006) reportaron que la principal forma de transporte de N en soya,
frijol caupi y frijol es via ureidos mientras que en plantas no transportadoras de ureidos la
principal forma es de aminoéacidos y nitratos. Por su parte Agoyi et al. (2017) con el método de
ureidos estimaron valores superiores al 71% del nitrégeno derivado de la fijacion bioldgica, y
mencionan que la efectividad de los nddulos pueden ser un buen predictor de la fijacion
bioldgica de nitrdgeno.

La actividad de la fosfatasa &cida en el suelo LA, present6 una disminucion del 40.7%
respecto al tratamiento 1 (inoculado) en el tratamiento con 40 mg dm= de Zn, mismo
tratamiento que presento la menor concentracion de P en tejido vegetal. La actividad de esta
enzima tiene una relacion con las concentraciones de P y Zn en la planta, siendo que se ha
reportado efecto de antagonismo entre el Zny el P (Malavolta, 2004) y que plantas que crecen
en deficiencia de P presentan mayor actividad enzimatica para la adquisicion del nutriente (Tran

et al. 2010).
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Las fosfatasas &cidas en plantas actian como productores de fosfato, movilizandose
mayormente durante el crecimiento o bajo condiciones de estrés como sequia o carencia de
fosfato (Duff et al 1994; Bozzo et al 2002), ayudando en el mantenimiento del reservorio
energético requerido para los procesos metabdlicos y regulando la actividad de varios
metabolitos. Las fosfatasas acidas de plantas hidrolizan fosfoésteres y proporcionan fosfato
libre, teniendo asi un papel crucial en la obtencion y reciclaje de fosfato (Li et al., 2002; Bozzo
et al., 2006) que es un componente esencial en muchas biomoléculas. También debido a la
demanda de P por las plantas noduladoras para el funcionamiento simbiético, las cuales
presentan alta actividad de fosfatasa acida (FA) (Watkins-Brandt et al. 2011). Por su parte
autores como Raposo et al. (2004), Fragoso et al. (2005) reportan alta actividad enzimatica en
plantas de soya debido a la deficiencia de P.

Las plantas expuestas a iones Zn exhiben una disminucién en la actividad fotosintética
debido a la alteracidn de la estructura del cloroplasto, la sintesis impedida de los pigmentos de
clorofila, los carotenoides, la interferencia en las actividades de las enzimas relacionadas con
el ciclo de Calvin, el transporte de electrones impedido y el cierre de los estomas al restringir
la fijacion de CO- (Singh 2016). El indice SPAD obtenido en este trabajo fue menor en la
presencia de 40 mg dm™ de Zn en el suelo LVdf, con un disminucion del 16.4% con respecto
al tratamiento 1 (inoculado) indice que puede estar asociado con las concentraciones de N.

Ghasemian et al. (2010) declara que el Zn es un elemento esencial en la funcion de la
clorofila. Por su parte Medina-Velo et al. (2017) reportan que aplicacion de concentraciones
mayores a 60 mg kg de ZnO no presentaron efecto en los contenidos relativos de clorofila
(SPAD).

La acumulacion y concentracion de N en la planta, fueron mayores en el control con N
mineral (C+N) hecho que coincide con lo reportado por Rufini et al. (2016) en el cultivo de

frijol, y que era de esperarse debido al hecho de la aplicacion de N-mineral. Autores como Arf
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et al. (2004) afirman que hay una relacion en la respuesta de la concentracion de N en la parte
aérea a diferentes factores del suelo como son los contenidos de N disponible, la temperatura,
y el cultivar usado, entre otros.

El contenido de N acumulado se presentd de forma cuadratica siendo mayor cuando se
aplicaron 20 y 40 mg dm™ de Zn, que representan incrementos del 36.7 y 15.8% en el suelo
LVdfy LA respectivamente, asociado a la mayor produccion de MSPA y MSN que se presento
en el mismo tratamiento en cada uno de los suelos usados, y que pueden ser indicativos de la
eficiencia de Bradyrhizobium elkanii Br 29 en simbiosis con las plantas de soya en la FBN.
Autores como Voisin et al. (2003) mencionan que existe una relacion entre la fijacion de N y
el tamafio/biomasa de nddulos. EI aumento del contenido y la absorcion de N puede deberse a
que el zinc juega un papel importante en la sintesis de ADN y ARN y en la movilizacién de
carbohidratos, lipidos y proteinas (Laharia et al. 2015). En el cuadro 3 se observa que en la
presencia de 20 mg dmde Zn, se obtiene la mayor concentracion de N en el suelo LVdf con
un incremento del 24.1% con respecto al tratamiento 1 (inoculado). Por su parte lbrahim y
Ramadan (2015) mencionan que las concentraciones de N incrementan con la fertilizacién de
Zn.

En las concentraciones nutrimentales de las plantas se observa el efecto de antagonismo
que presenta el Zn con P, Ca y Mg debido a sus mecanismos de absorcion (Kabata-Pendias,
2011). Las concentraciones de P en las plantas presentaron disminucion conforme el aumento
de las concentraciones de Zn en los dos suelos usados (LVdf y LA), observandose que en el
suelo LVdf las concentraciones fueron de 0.99-1.63 g kg* de masa seca, valores por debajo de
los rangos de suficiencia de 2.5-5.0 g kg * (Raij, 1996) ya para el las concentraciones en las
plantas cultivadas en el suelo LA, las concentraciones fueron de 2.49-3.16 g kg, valores que
se encuentran en los rangos considerados adecuados. Moreira et al. (2016) reportan disminucion

de las concentraciones de P en hojas de soya con el aumento en la fertilizacion de Zn. Es sabido
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que altas dosis de Zn reducen las concentraciones de P en plantas (Reis y Martinez, 2002)
debido a: (i) reduccion en la translocacion de Zn desde las raices hasta los brotes; (ii) efecto de
dilucion sobre la concentracidn de P en los brotes debido al crecimiento de la planta promovido
por el Zn; (iii) trastornos metabdlicos en las células por el desequilibrio entre Zn y P (Olsen,
1972).

Las concentraciones de Ca se encontraron en un rango de 13.52-15.35 g kg™ en el
suelo LVdf y de 13.36-14.81 g kg™ en el suelo LA, en ambos suelos las concentraciones se
encuentran en los rangos de suficiencia de 4-20 g kg2, (Raij, 1996). Destacando que conforme
se incrementaron las concentraciones de Zn en la fertilizacion y por la absorcién de la planta,
las concentraciones de Ca disminuyeron. Disminucion en las concentraciones de P y Ca en
variedades de soya por la fertilizacion con Zn fueron reportados por Canzinella et al. (2018).

Ya para las concentraciones de Mg en la planta, se encontraron en un rango de 2.77-
2.48 g kgt en el suelo LVdf y de 3.08-2.84 g kg en el suelo LA, en ambos suelos se observa
que las concentraciones se encuentran en los rangos de suficiencia de 4-20 g kg, (Raij, 1996).
Por su parte Moreira et al (2017) reporta correlacion negativa de las concentraciones de Ca 'y
Mg con Zn. Das y Green (2016) afirman que el Zn interactia de forma antagénica con los
nutrientes S, Ca 'y Mg asi como micronutrientes.

Las concentraciones foliares de Zn, en la etapa de floracion de la soya en los
tratamientos control y tratamiento inoculante + 5 mg dm=de Zn, se encuadran en los rangos de
suficiencia de 21-50 (Malavolta, 1997) a excepcion del tratamiento con la dosis mas alta de Zn
en que las concentraciones exceden el limite superior de los rangos de suficiencia establecidos.
En hojas de soya las concentraciones consideradas toxicas son cerca de 140 mg kg para Zn
(Borkert et al., 1998). Ernest (1997) y Mathys (1977) mencionan que el malato puede quelatar
el Zn en las vacuolas de las plantas tolerantes, posiblemente por este motivo en este trabajo las

plantas no presentaron sintomas visuales de toxicidad. Kulhare et al. (2014) observaron que la
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aplicacion de 5 kg de Zn aumenta la absorcion de zinc (63.6 g ha') en hoja, tal aumento de la
absorcion de zinc podria reflejarse en aumento del contenido de Zn en grano y paja y una mayor

disponibilidad de zinc residual.

CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion se puede concluir que la
fertilizacion con 20 mg dm= de Zn en el LVdf se tuvo la mejor respuesta de la asociacion de
Bradyrhizobium elkanii Br 29 con el cultivo de soya en la fijacion bioldgica de nitrogeno.

En el suelo LA con la fertilizacion de 40 mg dm™ de Zn se tuvo la mejor respuesta de
la asociacidn de Bradyrhizobium elkanii Br 29 con el cultivo de soya en la fijacion bioldgica de

nitrégeno.
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