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RESUMEN

Actualmente la agricultura busca nuevas tecnologias cuya aplicabilidad no
solamente sea eficaz sino a la vez amigable con el medio ambiente. Dada la
problemdtica de la deficiencia de zinc en suelos calcareos y el coste econdmico vy
medioambiental que implica la aplicacion de quelatos sintéticos, surgen como
propuesta alternativa complejos como los lignosulfonatos de zinc. Es por eso que en
este trabajo nos propusimos evaluar la eficacia de los lignosulfonatos de zinc aplicados
a un suelo calizo frente a la del ZnEDTA marcado isotdpicamente en un cultivo de judia
(Phaseolus vulgaris c.v. Negro Polo).

Para ello se utilizaron lignosulfonatos de zinc procedentes de maderas de abeto y
eucalipto. Se utilizé ®’Zn como is6topo trazador que fue determinado por ICP-MS v la
aplicacion de deconvolucion matemdtica de las abundancias isotdpicas permitio
discriminar entre el zinc aportado por el fertilizante (Zneer) y el zinc procedente de
fuentes naturales (Znyat).

El tratamiento que mas zinc proporcioné a la planta fue el Zn-EDTA debido a que
no sélo aportd el Zng, sino que por efecto de recarga y/o por un mecanismo de
intercambio isotdpico suministré Zny,: del suelo a la planta. Ademas, el lignosulfonato
de eucalipto (LSE) resulté ser el que mas eficazmente proporciond Zng, a la planta,
movilizandolo hacia las hojas. Es posible que incrementando su dosis se puedan
obtener efectos similares a la aplicacion con ZnEDTA. En relacién a la menor
estabilidad de los lignosulfonatos, no se observo ni el efecto de recarga ni el efecto de
intercambio isotépico en suelos.



ABSTRACT

Agriculture currently looks for new technologies which applicability is not only be
effective but also be friendly with the environment. Lignosulfonates are byproducts
from the paper industry and were proposed to replace synthetic chelates as correctors
of zinc deficiency in calcareous soils. Synthetic chelates are more expensive than
lignosulfonates and can leach into groundwater. So, in this paper, three doses of zinc
lignosulfonates were applied to a bean crop (Phaseolus vulgaris cv Negro Polo) in
calcareous soil to evaluate their effectiveness. Lignosulfonates used were from
eucalyptus and spruce wood and were compared with ZnEDTA chelate to evaluate
their effectiveness.

%7n was used as a tracer isotope and samples were analized by ICP-MS. After that,
isotopic pattern deconvolution was applied to the results and so was possible to
discriminate between the zinc from the fertilizer (Znge,) and zinc from natural sources
(ZnNat).

Zn-EDTA was the treatment best provide total zinc to plants. This chelate not only
supplied Zng, but also Zny, by charging effect and/or by an isotopic exchange
mechanism. In addition, eucalyptus lignosulfonate (LSE) proved to be the most
effective to provide Zng, to the plant, especially moved it to the leaves. Probably,
incrising lignosulfonate dose could achieve similar effects to ZnEDTA applications . No
isotopic exchange effect or recharge effect was observed due to lower stability of
lignosulfonates.
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1 INTRODUCCION.

El zinc es uno de los ocho micronutrientes esenciales para el crecimiento saludable
y la reproduccién de plantas. Es también esencial en animales y seres humanos. Su
deficiencia es uno de los problemas mas importantes que afronta la produccion de
alimentos a nivel mundial (Alloway, 2008). De acuerdo con el informe de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2004), la deficiencia de zinc ocupa el 11°
puesto en las causas de muerte en la poblacién de los paises desarrollados y el 5° en
paises en vias de desarrollo. En el Consenso de Copenhague del afio 2008
(www.copenhaguenconcensus.com), la deficiencia de zinc se identific6 como una
prioridad mundial junto con la deficiencia de vitamina A. La mitad de las explotaciones
agropecuarias mundiales productoras de cereales se cultivan en suelos con cantidades
insuficientes de zinc, afectando tanto en las cosechas como en la calidad nutricional
del grano recolectado. Esto, a su vez, se traduce en un aumento en problemas
nutricionales de la poblacion, especialmente en aquellos paises donde estos cultivos
son la base de su nutricién. Dietas con contenidos bajos en zinc pueden dar lugar a
deficiencias de tipo fisico, inmunoldgico y cerebral, que sdlo se remedian con la ingesta
de este elemento (Cakmak, 2009).

1.1 El zinc en el suelo.

El contenido total de zinc en un suelo depende en gran medida de la composicion
geoquimica y de la erosiéon de la roca madre en la que el suelo se ha desarrollado. Sin
embargo, en algunos casos, la contaminacidon del medio ambiente o la aplicacién de
materiales agricolas ricos en zinc (estiércoles, fertilizantes, compost, etc.) pueden
enmascarar la contribucion de zinc procedente del material original. El intervalo
de concentraciones de zinc total en los suelos reportados en la literatura tiende a
mostrar una concentracién media total de 64 mg Kg'1 (Benton Storey, 2007), mientras
que el contenido promedio de zinc en la litdsfera se estima en 78 mg Kg™.

La fuente mas importante de zinc es la esfalerita y la wurzita (minerales de ZnS).
Otros minerales de menor importancia incluyen: smithsonita (ZnCOs), zincita (ZnO),
zincosita (ZnS0,), franklinita (ZnFe,04) y hopeita (Zn3[P04],.4H,0) (Wedepohl, 1978).

La cantidad de zinc disponible para las plantas corresponde a las fracciones soluble
e intercambiable (Alvarez et al, 2010). Kabata-Pendias y Pendias (1992), han estimado
la concentracién de Zn en la solucién del suelo entre 4y 270 pg L™,

El zinc en el suelo se presenta en las siguientes formas:

lones libres (Zn®*y ZnOH") y complejados organicamente en solucién.

Zinc intercambiable adsorbido sobre la superficie de la fraccién coloidal en el
suelo, comprendiendo: arcillas, sustancias himicos y 6xidos hidratados de
hierro y aluminio.
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Minerales secundarios y complejos insolubles en la fase sélida del suelo.

La distribucion de Zn entre estas formas se encuentra gobernada por las
constantes de equilibrio de las correspondientes reacciones en las cuales se encuentra
involucrado el zinc. Las reacciones son:

Precipitacién y disolucién.
Complejacion y descomplejacion.
Adsorcidon y desorcion.

Barber (1995); puso de manifiesto que los factores que mas afectan a la

disponibilidad de este elemento para los cultivos son:
El contenido total de zinc.
El pH: en general la disponibilidad de zinc decrece al aumentar el pH del suelo,
debido a una menor solubilidad de los minerales de zinc y al incremento de la
adsorcion del metal en los coloides con carga negativa del suelo.
El contenido de materia orgdnica: la materia organica afiadida a los suelos
puede aumentar la solubilidad del zinc debido a la formacién de complejos
solubles que lo movilizan. De igual manera, suelos con alto contenido de
materia organica muy evolucionada pueden disminuir la disponibilidad del
elemento por la formacién de complejos de alta estabilidad, inmovilizando el
zinc y disminuyendo su disponibilidad.
Antagonismo zinc-fésforo: Es uno de los indices mds conocidos en la quimica
del suelo y estd basado en reacciones entre ambos elementos en la rizosfera.
Lindsay (1979) considera que en algunos suelos es el fésforo el que controla la
solubilidad del zinc, debido a que el fésforo es un componente mayoritario en
el suelo. Por lo tanto, la disponibilidad del zinc en el suelo se vera reducida por
un aporte excesivo de fésforo. Ademas, la adicion de fdosforo en exceso se
asocia con la reduccion del crecimiento de las raices y de la simbiosis con
micorrizas, influyendo ambos factores negativamente en la absorcién de zinc
(Marschner, 2012).
Otras interacciones que pueden afectar a la disponibilidad del zinc, son las del
zinc con hierro y manganeso bajo condiciones muy reductoras dado que los
iones Fe** y Mn** quedan liberados a la solucidon del suelo a partir de los
hidréxidos que los constituyen y compiten con el Zn** por los sitios de
absorcidon en las raices. Ademas, cuando el cobre se encuentra presente en
altas concentraciones en la solucion del suelo también compite con el zinc por
los mismos sitios de absorcion en la raiz. Cuando el nitrégeno es aplicado como
nitrato de amonio o sulfato de amonio, acidifica el suelo provocando la
desorcion del zinc y aumentando la disponibilidad del mismo.
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1.2 El zinc en las plantas.

El zinc es considerado como un micronutriente esencial para las plantas desde
1932 (Benton Storey, 2007). Es un catidn de movilidad intermedia y es absorbido por la
planta como Zn®* principalmente por la raiz, aunque existe cierta controversia acerca
del mecanismo de transporte utilizado. El Zn** es tomado por las raices e ingresa al
xilema via apoplasto y simplasto. Se han detectado altos niveles de Zn** en el floema,
demostrando que este elemento es transportado tanto por xilema como por floema
(Tsonev and Lidon, 2012). A pH elevado, puede ser absorbido como catién
monovalente ZnOH" (Marschner, 2012).

Dentro de la planta el zinc se encuentra como Zn (ll). Se acumula principalmente en
los tejidos de las raices debido a su relativa baja movilidad pero es transportado a las
hojas cuando es necesario, ademas puede ser parcialmente transportado desde las
hojas viejas a las jévenes (Marschner, 2012). El contenido en planta varia segun la
especie y la edad de la planta, siendo mayor en las plantas jévenes que las adultas,
aungue normalmente oscila entre 20 y 100 mg Kg'1 en peso seco (Navarro y Navarro,
2003). En plantas de judia la toxicidad de zinc inhibe varios pasos de la fotosintesis y a
través de diferentes mecanismos. Los niveles criticos de toxicidad en hoja van de 100 a
300 mg Kg™ en peso seco, siendo este Ultimo valor el mas tipico (Marschner, 2012).

Las funciones metabdlicas del zinc estan relacionadas con la tendencia de este
elemento a formar complejos tetraédricos con ligandos que presentan grupos
donadores de nitrégeno, oxigeno y en particular, con el azufre (Marschner, 2012). El
zinc participa en el metabolismo de dos formas: como constituyente de enzimas 6
como catalizador de reacciones metabdlicas.

Algunas de las funciones fisioldgicas en las que participa son:

Metabolismo de carbohidratos y proteinas.
Mantenimiento de la integridad de las membranas.
Sintesis de auxinas (responsables del crecimiento de las plantas).

1.3 Deficiencia de zinc.

La deficiencia de zinc se asocia principalmente a aquellas plantas cultivadas en
suelos de tipo calcdreo, donde el pH elevado y la presencia de caliza activa produce la
insolubilidad del Zn®* debido a la precipitacién de Zn(OH),, ZnCOs o0 la formacién de
ferritas y fosfatos de zinc.

La deficiencia de zinc también se puede manifestar en suelos acidos muy
degradados o lixiviados ya que en ellos el zinc se encuentra en forma soluble y puede
perderse por lavado (Marschner, 2012). Ademas, la deficiencia de zinc también puede
deberse a altos niveles de fosfatos en el suelo. Aunque el mecanismo de este
antagonismo no esta completamente claro, se sabe que afecta tanto a la absorcion de
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zinc por las raices quedando precipitado sobre ellas, como a la traslocacion del zinc en
la planta, ya que a altas concentraciones de fésforo, el zinc precipita en el xilema o el
floema (Alloway, 2008).

La deficiencia de zinc afecta a un gran nimero de cultivos, siendo especialmente
importante en cultivos como el maiz (Martin Ortiz et al, 2009), la soja, vy los arboles
frutales (Escobar, 2007). Con respecto a la judia (Phaseolus vulgaris L.), el cultivo ha
demostrado ser sensible a la deficiencia de zinc, observandose no sélo una
disminucién en la cosecha sino también en el contenido de zinc en las semillas y
retrasando la madurez del cultivo (Armour et al, 1990; Alvarez et al, 2010).

Adriano (2001) establecié el nivel critico de zinc para la judia entre 17 y 20 mg Kg™
en hoja joven completamente desarrollada.

Ratto y Migues (2006) recomiendan que el contenido de zinc disponible en el suelo
sea superior a 0,5 mg Kg™ de suelo seco para una adecuada nutricién.

Brown and Legget (1967), definieron los sintomas concretos de la deficiencia de
zinc en judia. Estos suelen aparecer en el segundo piso de hojas trifoliadas,
volviéndose las mismas de color verde claro y moteado. Ademas, las hojas pueden
aparecer deformes, pequefias y arrugadas (Marschner, 2012). A medida que la
deficiencia progresa, la zona intervenal se vuelve de color amarillo al igual que en la
zona cerca de la punta y los bordes exteriores de las hojas. En caso de deficiencia
severa, aparecen sintomas en las hojas mas viejas que se vuelven de color gris o
marrdén y mueren. Por lo tanto, para diagnosticar la deficiencia de zinc es mas util
observar los tejidos jovenes de las plantas (Armour et al, 1990). Por otro lado, el
crecimiento de la planta se ve reducido, debido a un acortamiento de los entrenudos
ya que la deficiencia de zinc afecta a la sintesis de triptéfano, precursor de la hormona
de crecimiento, la auxina (Marschner, 2012). En general, la deficiencia de zinc retrasa
la madurez de la cosecha y disminuye su rendimiento. Es importante sefialar que todas
las plantas deficientes en zinc presentan en sus hojas altos contenidos de hierro,
manganeso, nitratos, fosfatos y bajos contenidos de almidén (Navarro y Navarro,
2003).

1.4 Correccion de zinc, uso de lignosulfonatos:

Los productos generalmente empleados en correccion de carencias de zinc de los
cultivos son sales inorganicas como por ejemplo el ZnSO,4 y quelatos sintéticos como el
ZnEDTA. Las sales inorganicas, tienen el inconveniente de no ser eficaces en suelos
alcalinos, donde el zinc queda poco disponible para los cultivos ya que precipita
formando sales insolubles. Los quelatos sintéticos presentan una gran estabilidad y
mayor eficacia como fertilizantes de zinc (Broadley et al, 2007), siendo capaces de
mantener el Zn?* en disolucién en un intervalo de pH entre 6,5 y 7,5 (Cadahia et al,
2005) debido a que permiten que el i6n metalico quede salvaguardado del entorno
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Figura 1: Estructura quimica del Zn-EDTA
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gue favoreceria su precipitacion en
forma de hidréxido insoluble y no
disponible para la planta (Lucena, 2009).
Su elevado coste hace que solo se
empleen en cultivos de alto valor
anadido. Otro problema de estos
productos, como por ejemplo el Zn-
EDTA (acido etilendiaminotetraacético,
ver figura 1), es que su alta estabilidad
puede contribuir al movimiento del zinc
y otros metales a través del perfil del
suelo, aumentando la probabilidad de
que puedan ser lixiviados a acuiferos

subterraneos, produciendo la contaminacién de los mismos. En aguas subterraneas

suizas se encontré concentraciones de EDTA entre 0,1y 15ug L™ (Bucheli-Witschel and

Egli, 2000).

La eficacia de un quelato depende de su reactividad en el medio en que se aplique

y de la capacidad de la planta en tomar el elemento aportado. Las aplicaciones foliares

de quelatos son en general poco efectivas y no se ha descrito una relacidn clara entre

la composicion quimica del quelato y su efectividad.

Mn+

Root hair

N

Soil Zn

Solid Phase

Soil Zn

M Y-M

Figura 2: Representacion grafica de las reacciones de un quelato de zinc en el suelo
(Modificado de Garate y Lucena 2010)
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En la Figura 2 se representa graficamente las reacciones que se producen al
aplicar un quelato de zinc. Una vez adicionado el quelato al suelo, se libera el
agente quelante y el %, qgue es absorbido por las raices (1). Luego el agente
quelante puede tomar Zn nativo, quelarlo y por difusion llevarlo a la raiz donde se
reiniciaria el proceso (2). Esto se conoce como el efecto de recarga. Ademas, el
agente quelante puede quelar otros cationes presentes en el suelo como Ca*’, Fe*'
Fe®*, cu®*, Mn** (3) o puede quedarse retenido en la estructura del suelo (4).
También puede reaccionar con las superficies de intercambio extrayendo mas Zn
nativo. Los procesos 3 y 5 pueden ser estudiados con modelos tedricos de
especiaciéon (Lindsay, 1979) mientras que otros procesos mas complejos (4 y 2) en
suelos son mas convenientemente evaluados mediante estudios de interaccion de
guelatos con suelos o materiales del suelo (Garcia-Mina et al, 2003). Para la
absorcion vegetal (1) se requiere de experimentos vegetales en hidroponia y suelo.

Actualmente, se estan planteando nuevas vias para la correccion de
deficiencias de zinc que respondan también a la necesidad de una agricultura
respetuosa con el medioambiente. Una de ellas es el uso de agentes complejantes
organicos naturales, basados en subproductos de diferentes industrias, con baja
estabilidad pero también con menor movilidad y riesgo de contaminacién que los
quelatos.

Los complejos son moléculas formadas por un ién metalico, aceptor de electrones
y por una sustancia organica o inorgdnica capaz de compartir electrones con el metal.
La diferencia entre un quelato y un complejo reside en la estabilidad de los
compuestos formados, derivado de la geometria de sus enlaces y en su origen, siendo
la estabilidad del quelato superior a la del complejo.

La utilizacién de estos compuestos proporciona productos biodegradables que
solucionan los problemas de carencias nutricionales en los cultivos y permiten una
reutilizacion de residuos en las empresas productoras. Ademds, estos agentes
complejantes son mas baratos que los quelatos sintéticos con lo que la correccion de
una posible carencia seria viable en cultivos extensivos. De este modo, las ventajas que
aportaria la aplicacidon de estos complejos como fertilizantes de zinc serian de bajo
costo y bajo impacto ambiental (Martin-Ortiz et al, 2009).

La eficacia de un complejo para corregir la deficiencia de zinc dependerd de su
capacidad de complejacién y de la capacidad de la planta para tomar dicho zinc. A su
vez, también dependerd del tipo de aplicacion del fertilizante (suelo, foliar o
fertirrigacion).

Respecto a la capacidad de complejacion, Villén et al (2007) propusieron y
desarrollaron un método basado en la precipitacidon del elemento no complejado a pH
9 que se puede utilizar como indice de la cantidad de micronutriente complejado en
los productos comerciales. El desarrollo del método ha permitido incluir en la
legislacién espafola de Fertilizantes, por primera vez, una serie de agentes
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complejantes como correctores de carencias de micronutrientes aplicados en forma
foliar y por fertirrigacion (Real Decreto 824/2005). Ademas ha sido adoptado por el
Comité Europeo de Normalizacién como norma Europea (EN: 15962).

Entre los distintos complejantes presentes en el mercado se encuentran los
lignosulfonatos, los cuales son definidos como polimeros aniénicos de alto peso
molecular que se obtienen principalmente como subproductos en la separacion de la
celulosa y la lignina de la madera, en la industria papelera (Ekeberg et al, 2006). Solo
en Canada se producen 200.000 millones de toneladas anuales de este subproducto,
del cual en su mayoria regresa sin tratar al medioambiente (Singh et al, 1986).

Los lignosulfonatos se obtienen empleando bisulfito sédico para promover la
separacion de la lignina de las fibras celulésicas y la sulfonacién de las moléculas de la
lignina generando acidos lignosulfénicos mas hidrofilicos y con nuevos grupos
fendlicos (Lucena, 2009). Por lo tanto, su férmula quimica esta basada en una
estructura de fenil-propano, compuesta por tres unidades estructurales bdsicas:
guayacil propano, siringil propano y p-hidroxifenil propano. (Zhor et al, 2005), es decir,
poseen una amplia variedad de grupos funcionales en su composicién, entre ellos:
grupos sulfonicos, fendlicos, carboxilicos e hidroxilicos (Ma y Pawlik, 2007). La cantidad
de estos grupos funcionales depende de la madera de origen y del procedimiento
utilizado para obtener la pulpa del papel, asi como del procesado posterior del licor
negro (residuo generado durante el proceso de cocciéon quimica de la madera, para la
obtencidon de pulpa de celulosa, compuesto de sulfuro de sodio, sosa, ligninas y
hemicelulosas). De estos grupos, son los grupos sulfénicos los que dotan al
lignosulfonato de una elevada solubilidad en agua, variando el grado de sulfonacién
entre 0,4 — 0,7 grupos sulfato por unidad de fenil propano (Ekeberg et al, 2006). En la
Figura 3 se expone la estructura quimica de una unidad de lignosulfonato de sodio (N2
CAS 8061-51-6) perteneciente a la pagina de la Compaiia Sigma — Aldrich
(www.sigmaaldrich.com).

OH
lignin O
§—0Na
O
H3C\o H (or lignin)
OH

Figura 3: Estructura de una unidad de lignosulfonato de sodio

Cuando los lignosulfonatos estan disueltos, se distribuyen de forma esférica y con
carga negativa (Xie et al, 1994), siendo esta caracteristica la que otorga a las moléculas
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de lignosulfonato la capacidad de complejar metales en su estructura, aumentando la
disponibilidad de éstos para las plantas y es por esto que son utilizadas como
correctores de carencias de micronutrientes (Alkanani y MacKenzie, 1996). Se
encuentran disponibles comercialmente como sales de amonio, calcio, sodio o potasio
(May Pawlik, 2007).

Con respecto a la estabilidad de los lighosulfonatos en la disolucion del suelo, Villén
et al (2007) observaron que los lignosulfonatos de Zn eran mas estables que los de Fe,
incluso hasta pH 9. El contenido de Zn en la disolucién del suelo a pH superior a 7,5 es
del 90 al 100%, mientras a pH 9 es del 80%. En la figura 4 se presenta el porcentaje de
Zn que permanece en disolucidn respecto al pH para varios complejos.

Complejos de Zn

100 ——7Zn-LSI & 7n-AA

-0 -Zn-GA -0 -Zn-H2

R0

60

40

% Zn en disolucion

20

0
& 8 9 10 11 12

pH final
Figura 4: Efecto del pH final en el porcentaje de Zn que permanece en disolucion
respecto la cantidad de elemento afiadida con los complejos comerciales a los 3 dias de
interaccion en disolucién. LS: Lignosulfonato, AA: aminoacidos, GA: acido glucénico. H2:
Humato de Zn. Datos de Villén et al (2007).

Debido a esta elevada estabilidad a altos pH su uso es recomendable en sistemas
acuosos como hidroponia y aplicacion foliar, como es el caso de Villén et al (2007)
donde la aplicacién foliar de lignosulfonatos de Zn posibilitaron la recuperacion de
plantas de pepino deficientes cultivadas en hidroponia.

Existen algunos estudios donde se evalua la efectividad de los lignosulfonatos de
zinc como fuentes del elemento en aplicaciones a distintos tipos de suelos (Alvarez et
al, 1996, 2001, 2003, 2007 y 2009; Rico et al, 1996; Goos et al, 2000; Gangloff et al,
2006; Martin-Ortiz et al, 2009 y 2010). En suelos acidos, los lignosulfonatos de zinc
producen un aumento de zinc en maiz con respecto al tratamiento control y presentan
una efectividad similar a los quelatos de zinc (Lopez-Valdivia et al, 2002). Alvarez et al,
(1996) estudiaron la movilidad relativa del lignosulfonato de Zn y Zn-EDTA en suelos
calizos. Observaron que para el lignosulfonato de Zn se producia una baja migracién
del producto, mientras que el ZnEDTA migraba a lo largo de la columna, perdiéndose
alrededor del 50% del zinc por lixiviacidn, lo cual fue corroborado por Martin-Ortiz et al
(2009). No obstante ha de tenerse en cuenta que con la aplicacion directa del zinc
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sobre el suelo, pueden ocasionarse pérdidas debidas a su adsorcion sobre la superficie
del suelo y también por un paso del zinc a formas mas estables, disminuyéndose asi la
cantidad de zinc en la fraccidn soluble (Benedicto et al, 2009; Alvarez et al, 2009).
Ademas, se debe considerar que la movilidad del fertilizante de Zn en el perfil del suelo
depende del tipo de las caracteristicas del fertilizante y del suelo (Alvarez et al, 2007).

En ensayos de campo con cultivos extensivos se han encontrado muy buena
respuesta a la incorporacion de complejos de lignosulfonato de Zn a los fertilizantes
NPK para evitar la reduccién de produccion que implica la baja disponibilidad de este
elemento en el suelo (Martin-Ortiz et al 2009). En ensayos con adicién de bajas
concentraciones de lignosulfonatos de zinc en suelo para un cultivo de judia se observd
que la eficacia de los complejos bajo condiciones calcdreas era baja pero se sugirid
gue la misma se podria mejorar incrementando las dosis y frecuencias de aplicacién
(Santos, 2011).

1.5 Uso de isotopos estables en la evaluacion de eficacia de
fertilizantes de Zn.

Los ensayos tradicionales de fertilizantes no son eficientes a la hora de distinguir
entre el zinc aplicado con el fertilizante y el zinc natural que proviene de las semillas e
incluso del suelo. El “Zn se emplea en la actualidad como herramienta para evaluar la
absorcién y translocacién del zinc en la planta. La incorporacién de un is6topo trazador
de zinc permite un conocimiento detallado del consumo, transporte y acumulacion del
elemento en las plantas. El uso de un isétopo estable en la naturaleza, como el 7n,
cuya abundancia en la naturaleza es del 4,1%, proporciona una alta flexibilidad en los
disefios experimentales porque no se requiere de medidas de seguridad especiales ni
de personal capacitado, a diferencia de un radioisétopo donde ademads se generarian
desechos radioactivos. Ademas, la alta precisidon y los bajos limites de deteccion que se
alcanzan con la espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado por induccién
(ICP-MS) permiten detectar diferencias que con las técnicas analiticas tradicionales no
serian observables (Benedicto et al, 2011). A fin de diferenciar y cuantificar el aporte
de las diferentes fuentes de Zn a la nutricion del cultivo se utiliza la deconvolucién
matematica de las abundancias isotdpicas como herramienta de calculo.
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2. OBJETIVOS DEL TRABAJO.

La deficiencia de zinc en los suelos calizos es una problematica ampliamente
difundida y caracterizada. Constituye una importante preocupacion a nivel mundial,
dado que los cultivos que crecen bajo estas condiciones, tienen menor productividad y
carecen del valor nutricional adecuado para la alimentacién, lo cual deriva en graves
consecuencias para la salud y el desarrollo poblacional.

Una de las formas mas eficaces de combatir la deficiencia de zinc, principalmente
cuando estd inmovilizado en suelos calizos, es adicionando quelatos sintéticos al suelo.
El alto costo de estos productos para cultivos extensivos y la posibilidad de su
lixiviaciéon hacia aguas subterraneas hacen que se busquen nuevas alternativas mds
econdmicas y amigables con el medio ambiente. Desde hace afios los lignosulfonatos
se utilizan como correctores de deficiencia de zinc con demostrada eficiencia, pero
bajo aplicacion foliar.

Es por eso que en este trabajo nos propusimos:

Evaluar la eficacia de dos tipos de lignosulfonatos de zinc
aplicados a un suelo calizo en un cultivo de judia (Phaseolus
vulgaris c.v. Negro Polo).

Comparar la eficiencia de los lignosulfonatos de zinc respecto
del Zn-EDTA.

Evaluar la distribucion del Zn procedente del fertilizantey el Zn
procedente de fuentes naturales, en la planta y las fracciones
disponible y soluble del suelo.

Para ello se utilizaron lignosulfonatos procedentes de maderas de abeto y
eucalipto que fueron complejados con ®’Zn y afiadidos a suelos cultivados y sin cultivar
en condiciones controladas. Las muestras obtenidas de suelo y planta después de 21
dias de aplicados los tratamientos, se analizaron por ICP-MS vy a los resultados se les
aplicd deconvolucion matematica de las abundancias isotdpicas con el objetivo de
diferenciar el contenido de Znger Y Zyat.

10



MATERIALES Y METODOS



Tesis de Master Maria Teresa Cieschi

3. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevé a cabo con un cultivo de judia (Phaseolous vulgaris L
c.v. Negra polo) en camara de cultivo durante 36 dias a partir de la germinacidn de las
semillas. Las plantas se cultivaron en tiestos con una mezcla de suelo y arena caliza en
una relacién 70:30 a fin de conferirle al suelo una mejor aireacién y facilitar el drenaje.
Se colocd una planta por tiesto y se realizd un Unico muestreo 21 dias después de la
aplicacién de los tratamientos. Ademas, se colocaron tiestos con idéntica mezcla de
suelo y arena pero sin planta. La cdmara de cultivo utilizada es Dicometal, modelo
CCKF 0/16985 con funcién fotoperiodo. Durante el ensayo el ciclo de cultivo utilizado
fue: 16 horas de dia a 28 °C y 40% de humedad, y 8 horas de noche a 20 °Cy 60% de
humedad.

3.1 Propiedades del suelo y la arena.

Se utilizé suelo de tipo calcareo y uso agricola, procedente de Picassent, Valencia
(392217 41.28” N, 02 27' 42.58" W), previamente secado al aire y tamizado a 2mm. Su
clasificacién taxondmica corresponde a un suelo /nceptisol Xerept. Su caracterizacidon
fisicoquimica se presenta a continuacion en la Tabla 1. El contenido en Zn disponible es
medio, dado que es superior a su nivel critico de 0,5 mg-Kg’1 cuando se utiliza como
extractante DTPA (Ratto y Miguez, 2006).

PROPIEDAD SUELO PROPIEDAD ‘ SUELO
Arena (g-Kg™) 435 Macronutrientes (NH;Ac, g. Kg™?)
Limo (g-Kg™?) 80 Ca 4,10
Arcilla 485 Mg 1,41
Textura Arcillo K 0,19
arenosa
pH (H,0, pasta sat.) 7,52 Na 0,03
pH (KCl, pasta sat.) 7,40 P (Olsen) 14,60

C.E. (extracto 1:5) Micronutrientes ( Soltanpour y Schwab

(dS/m) 192 (1977), g-Ke™)
M. O. oxidada (%) 1,08 Fe 5,26
N Kjeldahl (g-Kg™) 0,30 Mn 4,52
C/N 30,7 Cu 1,07
CaCoOs total (g-Kg™) 380 Zn 3,00
Caliza activa (g-Kg™) 89

11
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La arena caliza utilizada para el ensayo fue proporcionada por el molino
“Mdrmoles Triturados S. L.” y su tamafio de grano se encuentra entre 2 y 4 mm. En
la Tabla 2 se puede observar su caracterizacion fisicoquimica.

PROPIEDAD (g-Kg™)
CaCO; 975
Sio, 11
A|203 1,8
MgCOs 11,5
Fe203 0,55
Densidad 2,60
(Ca0) 548,2

3.2 Preparacion de los tratamientos con 7Zn.

Todos los tratamientos se prepararon con ®ZnNO; (26,98 mM) obtenido a partir
de la disolucién de ®’Zn en virutas suministrado por Isoflex (riqueza 89.6%).

Los lignosulfonatos se prepararon afiadiendo la cantidad necesaria de disolucion de
%ZnNO; y la cantidad de lignosulfonato necesaria para complejar el %7n, la cual se
calculé a partir de su maxima capacidad complejante. Se prepard una disolucion de
cada lignosulfonato de zinc de concentracion 420 pM. Para asegurarnos que la
complejacion del ®Zn fuese completa, se adiciond un exceso del 10% de cada
lignosulfonato. El pH de estos tratamientos se ajusté a 6,0 con KOH 0,1 M utilizando un
medidor de pH Orion dual star pH/ISE Benchtop Thermo Scientific. Las soluciones se
dejaron reposar una noche en la oscuridad y se filtraron al dia siguiente mediante un
filtro de membrana Millipore 0,45 um para eliminar impurezas. Cada solucion se llevo
a 500 ml. En la aplicacion de los tratamientos se tomd los voliumenes necesarios de
estas disoluciones para obtener una concentracion final de 1,5, 2,3 y 4,6 umol *7n por
tiesto.

La solucién de ®ZnEDTA 420 pM se prepard disolviendo Na,EDTA (Tritiplex IlI,
Merk) y se adiciond la cantidad necesaria de disolucion de ®’ZnNO; y un exceso del
10% sobre la cantidad del ligando a fin de garantizar la quelacién completa del ®’zn. La
reaccion se efectia mol a mol. Se prepardé una disolucién de la cual se tomé el
volumen correspondiente a fin de obtener una concentracion final de 2,3 pumoles ®’zn
por tiesto. El pH de este tratamiento se ajustd a 6,0 con KOH 0,1 M. La solucidn se dejé
reposar una noche en la oscuridad y se filtré al dia siguiente mediante un filtro de
membrana Millipore 0,45 um para eliminar impurezas. La solucidn se llevd finalmente
a 50 ml. En la aplicacién de los tratamientos se tomé el volumen necesario de esta
disolucién para obtener una concentracion final de 2,3 umoles ®'Zn por tiesto.

12
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En la Tabla 3 se detallan las caracteristicas quimicas de los lignosulfonatos de abeto
y eucalipto utilizados en el ensayo. La capacidad complejante de los lignosulfonatos
fue determinada por Benedicto et al (2011) y comprende la cantidad maxima de Zn
gue un lignosulfonato es capaz de mantener en solucién a pH 9.

Tabla 3: Caracteristicas quimicas de los lignosulfonatos utilizados en el ensayo.

Abeto (LSA) Eucalipto (LSE)
Peso molecular (g.mol™?) 25.732 6.275
Contenido LS (gLS.100g™ ms) 83,5 58,7
Capacidad Complejante (gZn.100g™LS) 16,2 20,6
pH 3,6 4,3
S organico (g-Kg™) 55 51
Alcoholes fendlicos (g-Kg™) 19 19
Acidos organicos (g-Kg™) 26 35

3.3 Desarrollo del cultivo.

Se desinfectaron e hidrataron 250 semillas de judia en una diluciéon de 1/100 de
hipoclorito de sodio 0,5M en agua destilada con agitacion, durante 30 minutos,
cambiando esta solucién cada 10 minutos y realizando el ultimo lavado sélo con agua
destilada a fin de retirar el hipoclorito de sodio residual.

Se colocaron las semillas en forma uniforme en bandejas de germinacién cubiertas
en su base con papel de filtro humedecido con agua destilada. Se pusieron a germinar

las semillas durante 3 dias en la cdmara de cultivo a 282C y 60% de humedad relativa,
en oscuridad.

Figura 5: Germinacidn de semillas de judia.

Las plantulas homogéneas se pasaron a bandejas de 5 litros de disolucién nutritiva
diluida 1/5 durante 3 dias y luego, se cambid a solucidon nutritiva normal durante 3
dias. A fin de garantizar la deficiencia de zinc, se prepard la solucién nutritiva con la
siguiente composicion: 0,8 mM Ca(NOs),; 0,9 mM KNOz; 0,2 mM Mg(NOs),; 0,1 mM
KH,PO4; 50 uM FeHBED; 1 uM MnSO4; 0,5 UM CuSOas; 0,1 uM NiCly; 0,1 pM CoSO, y

13
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105,5 uM NaEDTA para tamponar la actividad de los micronutrientes y asegurar la
limpieza de las raices para los subsiguientes procesos. Se agregé 0,1 g L™ de CaCO; a
cada bandeja para simular condiciones de suelo calizo.

VdWWwu v v wo

4
e ESS S

Figura 6: Plantulas en hidroponi.

Al cabo de ese tiempo se trasplantaron 40 plantulas (5 por cada tratamiento) a
tiestos de 600 g de mezcla 70% de suelo y 30% de arena caliza, con un contenido
hidrico del 80% de su capacidad de saturacion. Se procurd una distribucién al azar de
los tiestos dentro de la cdmara de cultivo (Figura 7). Los tiestos eran de metacrilato
transparente, por lo cual se cubrieron las paredes con papel de aluminio a fin de evitar
que el paso de la luz al sustrato propicie el desarrollo de algas y la posible
fotodegradacién del quelato de hierro utilizado en la composicién de la solucidn
nutritiva. También se colocaron 16 tiestos (2 por cada tratamiento) sin cultivo que
tuvieron igual manejo que los tiestos con cultivo.

. . > "
Figura 7: Disposicion de los tiestos cultivados y sin cultivar dentro de la camara de
cultivo.
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A partir del trasplante, las plantas se regaron dia por medio alternativamente con
disolucién nutritiva de macronutrientes cuya composicion fue la siguiente: 0,8 mM
Ca(NO3)z; 0,9 mM KNOs; 0,2 mM Mg(NO3s),; 0,1 mM KH,PO,4 y con disolucién nutritiva
gue contenia ademds de macronutrientes, los micronutrientes necesarios para cubrir
las necesidades de las plantas excepto Zn: 50 uM FeHBED; 1 uM MnSQO4; 0,5 uM
CuSOy4; 0,1 uM NiCly; 0,1 uM CoSO4. A ambas disoluciones se les anadié 0,1 g L de
CaCOs; de modo que el pH de las disoluciones se mantuviera en torno a pH 7,5. En todo
momento se procurd evitar durante el riego la posible lixiviacién en los tiestos,
calculando diariamente por pesada, el volumen de agua consumida entre riegos para
su reposicion.

3.4 Aplicacion de los tratamientos

Seis dias después del trasplante (15 dias desde la germinacion) se suministraron los
diferentes tratamientos, realizdndose en una Unica aplicacién puntual, de forma que la

| %7Zn por tiesto. Cada tratamiento fue

concentracion final fuese de 1,5; 2,3y 4,6 pmo
aplicado a 7 tiestos, 5 de ellos con planta y 2 sin planta. Los tratamientos empleados
fueron los siguientes: ®’ZnEDTA (sélo a la dosis de 2,3 umol67Zn), "Zn-LSA
| ®'Zn por tiesto), ®7Zn-LSE,

(Lignosulfonato de Eucaliptus con dosis de 1,5, 2,3y 4,6 umol ®’Zn por tiesto), y

(Lignosulfonato de Abeto con dosis de 1,5, 2,3y 4,6 umo

control, al que no se aplicé fuente exégena de zinc.

3.5 Muestreo del material vegetal.

A los 21 dias de aplicados los tratamientos, se tomaron los tiestos con cultivo y se
muestred en primer término la parte aérea de la planta, es decir, hojas y tallos.
Posteriormente, tal y como se explica en el apartado siguiente, se extrajeron las raices
del suelo. Hojas, tallos y raices se pesaron por separado para obtener el peso fresco.
Luego se procedid a lavar hojas, tallos y raices por separado en el siguiente orden: 1)
con Tween 80 al 0,1% en solucién 0,1 M HCl (Alvarez-Fernandez et al, 2001); 2) con
agua de grifo; 3) con agua destilada. Concluida la fase de lavado, las muestras se
colocaron en una estufa a 652C hasta peso seco constante.
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3.6 Muestreo del suelo con y sin cultivo.

En el muestreo se obtuvieron las fracciones solubles y disponibles del suelo. Para
ello todo el suelo de cada tiesto se mezclé con 600 ml de agua destilada, lo que
permitid la extraccidon de las raices. Posteriormente se agitdé en botes de polietileno de
1L, en agitador de volteo a 90 rpm durante 10 minutos. Una alicuota de 40 ml de esta
mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 6000 rpom en una centrifuga Rotofix 32
Hettich utilizando tubos Falcon para centrifuga de 50 ml de capacidad. El sobrenadante
fue filtrado mediante un filtro rapido Filter Lab 1238, 20-25 um y a continuacion se
volvid a filtrar mediante un filtro de membrana Millipore 0,45 um. Se separaron 20 ml
de dicho extracto a los que se afiadié HNOs al 65% (Suprapur, Merk) de modo que la
muestra tuviera una matriz acida del 1% para su analisis por Absorcion Atémica (Zn
total) e ICP-Masas (isétopos).

El residuo sélido obtenido tras el proceso anterior se sometid a un segundo
proceso de extraccion siguiendo una modificacién del método de Soltanpour y Schwab
(1977) para la extraccion de la fraccién disponible del suelo. La composicidon del
reactivo utilizado fue DTPA 0,005 M y NH4HCO3; 1M, NH4OH 1:1 (ABA- DTPA), ajustado
a pH= 7.6 con HNO3 al 65%. A cada tubo con el residuo sélido se le afiadié 25 ml del
reactivo preparado y se agitd mecanicamente a 180 rpm en un agitador orbital Rotabit
P-Selecta, durante 10 minutos. Luego se llevaron los tubos a centrifuga durante 5
minutos a 6000 rpm. Este procedimiento se realizé tres veces consecutivas, tomando
cada vez el sobrenadante, filtrandolo con filtro rapido Filter Lab 20-25 pm y juntando
los distintos filtrados. Para neutralizar el HCO3™ presente en el reactivo y para que las
muestras tuviesen una matriz acida del 1%, a cada tubo se agregd 7,165 ml de HNOs al
65%. Cada una de las muestras se llevd a 100 ml con agua destilada y luego se traspaso
a dos tubos Falcon de 50 ml, los cuales se guardaron en nevera para posteriores
analisis.

3.7 Procesado de las muestras vegetales.

Una vez que las muestras vegetales se secaron y pesaron, se procedié a molerlas
utilizando un molino de titanio Retsch ZM 200 con tamiz de 2mm.

Posteriormente se procesdié a su mineralizacidén para lo cual se introdujo 0,1 g de
material vegetal en tubos de digestion a los cuales se les agregd 7 ml de HNOs al 65%,
4 ml de H,0, al 30% y una gota de HF al 40%. Todos los reactivos utilizados fueron de
calidad Suprapur (Merck). A fin de mineralizar los distintos tejidos vegetales, se utilizd
un microondas CEM Corporation MARS 240/50. El programa de mineralizacién consta
de un ascenso rapido de temperatura hasta 2202C, donde permanece por 40 minutos.
Una vez enfriados los tubos, el contenido de los mismos se transfiridé a un tubo Falcon
de 50 ml y se llevd a volumen con agua destilada MiliQ. Los tubos Falcon se pesaron
con tapa antes de ser utilizados y después de ser llevados a volumen a fin de conocer
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el volumen exacto del digerido obtenido. Las muestras se guardaron en nevera para su
posterior analisis.

3.8 Determinaciones analiticas.

Las determinaciones analiticas que se realizaron a las muestras de suelo (fraccion
soluble y disponible) y a las muestras de tejido vegetal digerido fueron las siguientes:
Fe, Mn, Cu y Zn total por Absorcién Atdmica mediante un equipo Perkin Elmer
AAnalyst 800y los is6topos ®*zn, ®°zn, ®’zn y ®®zn por ICP-MS (Espectrometria de Masas
con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo) mediante un equipo Perkin Elmer
Sciex Elan 6000 con autosampler AS 91. Se siguid el mismo proceso de calibracion y
eliminacion de interferencias para las mediciones que utilizaron Benedicto et al (2011).

El fosforo se determind por colorimetria, Unicamente en las muestras de tejido
vegetal digerido. El método utilizado se basa en la formacion del croméforo azul de
fosfo-molibdato (Valenzuela et al, 1993). Se tomaron 5 ml de cada uno de los
digeridos, a los que se agregd 8 ml de reactivo colorimétrico (disolucion 0,03M de
acido ascérbico en 200 ml de una solucion 0,005M de molibdato aménico, 0, 0004M
de tartrato de potasio y antimonio y 1L de H,SO, 2,5M enrasado a 2L con agua MilliQ).
La medida de la absorbancia se realizé6 a 700 nm de longitud de onda, utilizando un
espectrofotémetro SHIMADZU UV-160A.

Se tomaron medidas de SPAD (indice de clorofila) durante el cultivo con un equipo
Minolta SPAD 502 tres veces por semana para determinar la eficacia de las
aplicaciones.

3.9 Procedimiento matematico para el calculo de las fracciones
molares del Znrer y Znyat.

La determinacién cuantitativa por ICP-MS de los is6topos 64, 66, 67 y 68 de zinc y
posterior procedimiento de deconvolucién matematica de las abundancias isotdpicas
permite calcular en cada fraccion de suelo u érgano de planta muestreado el Zn
natural procedente de las semillas y del suelo (Znyat) v €l Zn procedente del aplicado
con el fertilizante (Znger).

Como describe Benedicto et al (2011), el contenido de Zn total en planta o en suelo
puede expresarse del siguiente modo:

INrotar = ZNper + ZNygr (1)

El balance de masas para cada isotopo de Zn puede expresarse como se detalla a
continuacién, tomando como ejemplo el isétopo 67:
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67 — 67 67
ZnTotal X ATotal - ZnFer X AFer + ZnNat X ANat (2)

| Zn en la muestra vegetal o de suelo,

7 Arotar €S la abundancia isotépica de
7 Arer €5 la abundancia isotépica del trazador y ©7Ay,ces la abundancia isotdpica
natural.

Si se divide la ecuacion (2) por la ecuacién (1), se obtiene la siguiente expresion:
67 _ 67 67
ATotal X XTotal = AFer X XFer + ANat X XNat (3)

Donde XperY Xnqr denotan las fracciones molares de Zn en la muestra alterada
isotopicamente que provienen de dos fuentes diferentes del elemento (fertilizante y
natural).

En el procedimiento convencional, las fracciones molares xg,,- y Xy, deberian ser
calculadas usando la relacion  ©7Aqgeq1/ ©*Arorar- Si estan disponibles las medidas de
mas isétopos, se deben calcular por deconvolucion matematica de las abundancias
isotopicas. Ecuaciones similares a la 3 se pueden obtener para todos los isdtopos y se
puede obtener la siguiente notacidn matricial:

[ 64ATotal] f 64AFer 64ANat] 64p
66ATotal — I 66AFer 66ANat [xFer] + 66¢ (4)
67ATotal l 67AFer 67ANatJ XNat ®7e
68ATotal 68AFer 68ANat 686

Dado que hay mds parametros (abundancias isotdpicas) que incégnitas (fracciones
molares), se introduce el vector de error en la ecuacién 4. Los mejores valores de xg,,-
Y Xnqe S€ Obtienen por ajuste de minimos cuadrados del vector error e (minimizando la
suma de los cuadrados de los errores). Si el vector de las abundancias isotdpicas de la
muestra es llamado y, la matriz de las abundancias isotopicas de los componentes
puros es llamada A y el vector de las fracciones molares incognitas x, la solucion de
cuadrados minimos de este sistema sobredeterminado de ecuaciones puede ser
calculado como:

x = (A xA)1x (4 %xy) (5)
donde A’es la matriz transpuesta de A y el exponente -1 indica la matriz inversa.
Como se observa en la ecuacidén 4, hay mas parametros que incégnitas en los

calculos, por lo tanto las incertidumbres de esos pardmetros pueden ser determinados
también usando las varianzas de la matriz, V(x). Los elementos diagonales de esta
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matriz son las varianzas de las variables Xyt Y Xper. A partir de la regresion lineal
multivariante, esta matriz puede ser calculada como:

V(x) = (A" xA)™! x §2 (6)

Donde SZ es la varianza del modelo de regresion (la suma de los cuadrados de los
errores dividido por los grados de libertad). Esto demuestra que la varianza del modelo
de regresidn es una funcién del factor de sesgo de masa aplicado para la correccién y
es minimo cuando se utiliza el factor de sesgo de masa correcto.

Rodriguez-Castrillén et al (2008) usaron el mismo procedimiento para corregir el
sesgo de masa interno seguido por la aplicacion del modelo exponencial:

R Rexp (7)

cor = _KxAM

Donde R.,-es la proporcion isotopica corregida, Ry, €s la proporcion isotopica
medida y AM es la diferencia de masa entre los is6topos considerados. Kes un valor
arbitrario del factor de sesgo de masa . Luego las abundancias isotdpicas corregidas en
las muestras son calculadas usando la siguiente ecuacion:

%‘otal = nRé—or' (8)
i=1Réor

Cuando estas abundancias corregidas son introducidas en el procedimiento de
deconvolucién isotdpica, el factor de correccidén interna del sesgo de masa, K, se
calcula minimizando la varianza de la regresién, S2, es decir, por iteracién aplicando la
funcién Solver de programa Excel (se cambia K hasta que S2sea minimo).

La concentracion total de Zn se calculd sumando las concentraciones de los
isétopos de Zn. La concentracién del isétopo "°Zn fue estimada sobre la base de la
fraccion molar de Zn proveniente del fertilizante (xg.,) y de las fuentes naturales
(Xyae) €n la muestra y sobre la base de la distribucion isotdpica natural y del
fertilizante (Tabla 4).

64Zn SGZn 67Zn 682n 702n
Zn Natural
4 27 4,1 18,7 2
(IUPAC) 8,63 ,90 ,10 8,75 0,6
Zn
enriquecido 1,56 3,88 89,60 4,91 0,05
en ®zn
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3.10 Tratamiento estadistico de los datos.

A fin de realizar el estudio estadistico de todos los resultados obtenidos, se utilizd
el programa SPSS.21 para Windows. Se utilizé Analisis de Varianza (ANOVA) de un
factor y Test de Duncan con nivel de significacion a=0,05 para evaluar la eficiencia de
cada tratamiento en cada una de las distintas partes de la planta y en cada fraccién del
suelo, tanto para situaciones con vy sin cultivo.

Para comparar la eficiencia entre tratamientos se utilizd Andlisis Univariante
Bifactorial y Test de Duncan con nivel de significacion a=0,10, mientras que para el
andlisis estadistico de los datos de medicion de SPAD se utilizd Analisis Univariante
Trifactorial y Test de Duncan con nivel de significaciéon a=0,10.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

En este apartado se detallan en primer lugar los resultados obtenidos para este
experimento, considerando los efectos sobre el cultivo y posteriormente los efectos
sobre el suelo cultivado y sin cultivar.

A modo de interpretacién de tablas y figuras, se detallan las siguientes referencias:

0,65 LSE: Lignosulfonato de Eucalipto 1,5 umol 7n por tiesto.
0,65 LSA: Lignosulfonato de Abeto 1,5 umol 7n por tiesto.
LSE: Lignosulfonato de Eucalipto 2,3 pmol ®’Zn por tiesto.
LSA: Lignosulfonato de Abeto 2,3 pmol ®’Zn por tiesto.

2 LSE: Lignosulfonato de Eucalipto 4,6 umol ®’Zn por tiesto.

2 LSA: Lignosulfonato de Abeto 4,6 pmol *Zn por tiesto.

4.1 Efectos sobre el cultivo.

4.1.1 Aspecto visual.

Las plantas presentaron un buen desarrollo, con coloracién normal y sin moteado
en la segunda serie de hojas trifoliadas, que indicaria deficiencia de zinc (Brown, J and
Legget, G., 1967). En la Figura 8 se presenta una planta deficiente de zinc mantenida
en hidroponia hasta el final del ensayo (izquierda) comparada con una planta a las que
se le aplicé tratamiento (derecha). Se observd que la planta deficiente es mucho mas
baja que la tratada dado que se produce un acortamiento de los entrenudos ya que la
deficiencia de zinc afecta a la sintesis de triptéfano, precursor de la hormona de
crecimiento denominada auxina (Marschner, 2012).

22



Tesis de Mdster Maria Teresa Cieschi

Figura 8: Comparacion de una planta de judia deficiente de zinc (izq.) con una planta
tratada con zinc (der.). En la parte superior izquierda se muestran hojas de la planta
deficiente.

Se midié la longitud de las plantas (Tabla 5) a los 21 dia de aplicados los
tratamientos. Se observé a simple vista que al aumentar la dosis de ®’Zn agregado, las
plantas tratadas con lignosulfonatos de eucalipto aumentan el tamafio, mientras que
las tratadas con lignosulfonatos de abeto disminuyen el mismo, aunque
estadisticamente sélo se encontraron diferencias significativas respecto del control
para el tratamiento Zn-0,65LSA.

Tabla 5: Longitud de plantas de judia después de 21 dias de
agregados los tratamientos. Letras diferentes para cada

serie denotan diferencias significativas entre los
tratamientos aplicados segun el Test de Duncan (a=0,05).
ns= no significativo.

Tratamiento Longitud de planta (cm)

Control 129 + 10°
0,65 LSE 127 +10°
LSE 133 +20%°
2 LSE 142 + 16%°

0,65 LSA 154 + 13°
LSA 134 + 20%

21LSA 121+9°
EDTA 124 +16°
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4.1.2 Peso seco.

En la Figura 9 se observa que el tratamiento Zn-0,65LSA presenta el mayor peso
seco para hojas, tallos y raices, lo que indica que es el tratamiento que mejor
promueve el crecimiento de la planta. En hojas no se observaron diferencias
significativas en ningun tratamiento respecto del control al igual que lo observado por
Santos et al (2011) y Benedicto et al (2009). En tallos y raices se observaron
diferencias significativas sélo en el tratamiento Zn-0,65LSA respecto al control. No se
observd una accidon destacada del Zn-EDTA como la que obtuvieron Santos et al (2011)
para el Zn-EDTA como tratamiento promotor del crecimiento radicular de plantas de
judia cultivadas en suelo. Los resultados obtenidos se pueden consultar en la Tabla A

del Anexo.
3 -
2 - ‘ - - - .
m D ‘. ab dll 3 |. 'I. dl)
S,/ M K - — M O -
& bed cd be ab a bed od bc
E 0 T T 1
[~
:'_1 1 &b ab ab ab a ab . |
&
a
-2
E Hoja Tallo Raiz
-3
Control 065 LSE LSE 2 LSE 0,65 LSA LSA 215A EDTA

Figura 9: Peso seco de hojas, tallos y raices a los 21 dias de haber aplicado los tratamientos. Letras
diferentes para cada serie denotan diferencias significativas entre los tratamientos segin el Test de
Duncan (a=0,05). Niimeros positivos refieren a parte aérea de la planta y nimeros negativos a

raices.

En la Tabla 6 se observa la comparacidn estadistica realizada entre dosis y para los
tratamientos con lignosulfonatos después de 21 dias de aplicacién para peso seco en
plantas. Si bien Santos et al (2011) obtuvieron que los lignosulfonatos de zinc tanto de
abeto como de eucalipto favorecian el crecimiento de la planta de judia en condiciones
de cultivo en suelo calizo, en nuestro trabajo no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Solo se observa que la dosis 0,65 favorece mayor
desarrollo radicular.
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Tabla 6: Comparacion entre dosis y tratamientos con lignosulfonatos para
peso seco (g) de los distintos 6rganos de la planta. Letras diferentes para cada

serie denotan diferencias significativas entre las dosis o los tratamientos
aplicados segtin el Test de Duncan (a=0,10). ns= no significativo. s= Desviacion

Estandar.

Hojas Tallos Raices

0,65 1,34™ 1,10, 1,92°
Dosis 1 1,29 1,06 1,683:

2 1,34 1,02 1,41

s 0,05 0,05 0,18

LSE 1,29 1,06™ 1,68™

Tratamientos LSA 1,37 1,06 1,66

s 0,39 0,05 0,15

4.1.3 Indice de clorofila (SPAD)

El indice de SPAD se midid a partir del dia de la aplicacion de los tratamientos con
una frecuencia de tres veces por semana en cada nivel de hojas de cada una de las
plantas de judia cultivadas.

En la tabla 7 se presentan los valores promedio de SPAD medidos en los pisos 6, 7
y 8 de la planta de judia en los dias 14, 16 y 20 posteriores a la aplicacién de los
tratamientos. Se eligié estos nimeros de pisos y en estas fechas dado que la carencia
de Zn es observable en hojas jovenes bien desarrolladas. El andlisis estadistico
trifactorial (tratamiento, piso y fecha de medicion) indica que en estos tres niveles, las
plantas tratadas con Zn-Lignosulfonatos presentaron un valor mayor de Spad que las
no tratadas (Control) y las tratadas con Zn-EDTA, excepto para el tratamiento 0,65
LSA. Benedicto et al (2009) obtuvieron resultados similares para un ensayo realizado
en hidroponia con cultivo de judia, observando los valores mds elevados para los
tratamientos con lignosulfonato de abeto y eucalipto.

Tabla 7: Valores promedio de SPAD * error tipico para
hojas de los pisos 6, 7 y 8 de los distintos tratamientos

durante el experimento. Letras diferentes para cada serie
denotan diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados segun el Test de Duncan (a=0,10).

Control 36,8 + 0,38
0,65 LSE 38,5 + 0,39°
LSE 37,6 + 0,38

2 LSE 38,4 + 0,38°
0,65 LSA 36,2 + 0,37°
LSA 37,8 + 0,38%°

2 LSA 38,2 + 0,40°
EDTA 36,8 + 0,38
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4.1.4 Determinacion de Zn total y su distribucion en la planta.

El uso del isGtopo estable ®’Zn en combinacién con la deconvolucién matematica
de las absorbancias isotdpicas, permitieron la observacién de diferencias en el estudio
de la eficacia de los distintos tratamientos aplicados como correctores de la deficiencia
de zinc. Este is6topo posibilita realizar un seguimiento del Znge, en los distintos tejidos
de la planta, de tal modo de conocer cdmo se distribuye el mismo una vez aplicado. Si
bien la determinacidon de Zntqa por Absorcién Atémica aporta informacion respecto de
la distribucién del micronutriente en los tejidos vegetales, el andlisis por ICP-MS del
isdtopo natural amplia aun mas el real comportamiento del Zn en la planta,
discriminando entre el que procede de fuentes naturales (suelo y semilla) y el que
proviene exclusivamente del fertilizante.

En la Figura 10 se presenta el contenido de Zng., y Znyat distribuidos en los distintos
tejidos de la planta, después de 21 dias de aplicados los tratamientos. Se pudo observd
una tendencia similar en los resultados obtenidos tanto por Absorcion Atémica (datos
no presentados) como por ICP-MS respecto del contenido de Znto en planta
calculado a partir de la suma de 77n proveniente del fertilizante (Zng) y de fuentes
naturales (Znna:) obtenidos tras el proceso de deconvolucion matematica de las
absorbancias isotdpicas. Ambos métodos de analisis coinciden en destacar la eficiencia
del tratamiento Zn-EDTA respecto de los demas tratamientos para todos los tejidos
vegetales en el contenido de Zntq, coincidiendo con lo observado por varios autores:
Martin-Ortiz et al (2009) y Benedicto et al (2011) para cultivos hidropdnicos de maiz,
trigo y judia; Santos (2011) para cultivo de judia en suelo calizo; Rico et al (1996) para
cultivo de maiz en suelo calizo. Alvarez et al (2003) observaron una mayor eficiencia
del Zn-EDTA para un cultivo de maiz en suelo calizo sugiriendo al igual que Prassad y
Sinha (1981) que la difusion es el principal mecanismo que contribuye a la nutricion
con Zn de los cultivos en suelos alcalinos y calcareos, y que la aplicacién de fuentes de
Zn muy estables como el quelato Zn-EDTA favorece la difusion y el consumo de zinc
por las raices de las plantas de maiz. Singh et al (1985) argumentaron para su ensayo
con cultivo de judia en suelos que la eficacia observada por el tratamiento Zn-EDTA era
superior debido a que el quelato incrementa la velocidad de difusién en la vecindad
inmediata de las raices de las plantas.

Con respecto a los lignosulfonatos Benedicto et al (2009) observaron después de
21 dias de aplicados los tratamientos en su ensayo hidropdnico con judia que el
contenido en Znto, €N hojas y raices era superior para el lignosulfonato de eucalipto.
Los mismos autores en su ensayo hidroponico con aplicacion foliar en judia en el afio
2011 no obtuvieron diferencias significativas en el contenido de Znr, para hoja pero
respecto de tallos el lignosulfonato de eucalipto presentd mejores resultados. En
nuestro trabajo no se observaron para Zny., diferencias estadisticamente
significativas para hoja, mientras que para tallos y raices el lignosulfonato de eucalipto
demostré ser el mas eficaz. El contenido de Zntoa para tallos coincide para los
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tratamientos Zn-EDTA y Zn-2LSE. Los resultados obtenidos se pueden consultar en la
Tablas B, Cy D del Anexo.

En la Tabla 8 se detalla el andlisis estadistico realizado entre los tratamientos con
lignosulfonatos y para las distintas dosis aplicadas, donde confirma una vez mas que en
nuestro trabajo el lignosulfonato de eucalipto demostré una mayor eficiencia que el de
abeto en lo que respecta al aporte de Znoa @ la planta, sin evidenciarse diferencias

significativas respecto de la dosis.

ZnTotal

] 0,65 2,10™
Dosis 1 2,09
1,96

s 0,14

Tratamiento LSE 2'222
LSA 1,88

s 0,12

Como se puede observar en la Figura 10, el mayor de contenido Zng, corresponde
al tratamiento Zn-2LSE para hojas, tallos y raices aunque para éstas no se observaron
diferencias significativas respecto del resto de los tratamientos., demostrando una
eficiencia similar a la del Zn-EDTA. Benedicto et al (2011) y Santos (2011), comparando
dosis iguales, observaron que el mayor contenido de Zng, se obtenia en las plantas
tratadas con ZnEDTA. El uso de una dosis doble de LSE en nuestro trabajo ha
incrementado su efectividad hasta niveles parecidos al Zn-EDTA.

Con respecto al aporte de Znyat a la planta, la mayor concentracion la encontramos
para el tratamiento Zn-EDTA. En el estudio de Santos (2011) también se encontré a 21
dias de aplicados los tratamientos al suelo, que la concentracién mayor de Znyat €n
hoja correspondia al EDTA. Esto lo podriamos atribuir a la capacidad del EDTA como
agente transportador del Zny,: del suelo hacia los distintos tejidos de la planta,
demostrandose de esta manera su efecto transportador.
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Figura 10: Contenido de Zng., y Zny,: en los distintos tejidos vegetales por planta. Letras diferentes
para cada serie denotan diferencias significativas entre los tratamientos segtin el Test de Duncan
(a=0,05).
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En la Tabla 9 se presenta la comparacién entre las dosis y para los tratamientos con
lignosulfonatos del contenido de Znge y Znnat donde se puede observar la mayor
eficiencia del lignosulfonato de eucalipto respecto al de abeto en su aporte de Zng, a
las hojas. El lignosulfonato de abeto es el que aporta mas Zny,: del suelo. Con respecto
a las dosis se observaron diferencias significativas para Zng, en hoja, tallo y raiz,
comprobdndose que a mayor dosis, mayor contenido de Znge,. Se observa ademas que
la dosis 1 es la que mds aporta Zny,: a las hojas, mientras que la dosis 0,65 es la que

mas lo aporta a las raices.

Hoja Tallo Raiz
ZnFer anat ZnFer Zr‘Nat ZnFer Zr‘Nat
0,65 | 0,13° 0,54 0,06°  0,32™ | 0,20° 0,86°
Dosis 1 | 014®> 0,57 0,07° 0,30 0,23  0,65°
2 | o025 044° 0,12° 0,31 0,39° 0,58°
0,04 | 0,04 002 | 003 0,07 | 0,07
LSE | 0,23° 0,44 0,10 0,34 | 033" 0,78™
Tratamiento | LSA | 0,11°  0,59° 0,07 0,28° 0,22 0,61
s | 004 | 0,04 002 | 0,02 0,06 | 0,06

Si bien el tratamiento que mas Zn+.ta aporta a la planta es el correspondiente a Zn-
EDTA, entre los lignosulfonatos es el de eucalipto el mas eficaz en suministrar Znge, a
las hojas. Ademas, se ha demostrado que el tratamiento Zn-2LSE es el que aporta mas
Zneera la planta, lo cual se explicaria por ser su peso molecular cuatro veces menor que
el lignosulfonato de abeto, por lo que su movilidad podria estar facilitada.

Por lo expuesto hasta aqui, se estima que aplicando el doble de concentracion de
Zn con lignosulfonato de eucalipto se obtendrian similares resultados de Znge, que con
la fertilizacion con Zn-EDTA. Por lo tanto, el lignosulfonato de eucalipto supondria una
alternativa mas econdmica y ecolégicamente eficaz al uso de agentes quelantes como
el EDTA.

Una vez mas, junto con los trabajos de Santos (2011) y Benedicto et al (2011) se
puede apreciar la importancia del uso del marcaje con %7n en conjunto con la
deconvolucién matemadtica de las absorbancias isotdpicas como herramientas de
diagndstico de la eficacia de fertilizantes de Zn aplicados al suelo.

4.1.5 Contenido de micronutrientes en los tejidos vegetales.

Dado que la nutricion en zinc puede interaccionar con las de los otros
micronutrientes metdlicos, se determind el contenido de micronutrientes (Fe, Mn vy
Cu) en los distintos tejidos vegetales después de 21 dias de agregados los tratamientos

29



Tesis de Master Maria Teresa Cieschi

y se comparo con los valores de referencia obtenidos de bibliografia (Benton Jones and
Mills, 1991). Cabe aclarar que estos valores estan indicados para muestras de hojas
trifoliadas jévenes superiores completamente desarrolladas. En la Tabla 10 se detallan
los resultados obtenidos y los indices calculados.

Navarro y Navarro (2003) establecen que las plantas que manifiestan sintomas de
deficiencia de zinc presentan altos contenidos de manganeso y hierro en sus hojas. Los
valores establecidos de manganeso en hoja de judia se fijan en el intervalo de 50-300
mg Kg'. De acuerdo con este pardmetro, los resultados obtenidos en hoja (ver Tabla
10) son adecuados, observandose que el tratamiento Zn-EDTA presenta el mayor
contenido de manganeso. Con respecto al contenido de hierro en hoja, se establece
que los valores Gptimos en hoja oscilan entre 50 y 300 mg Kg*. De acuerdo a los
resultados obtenidos, el contenido de hierro es también normal, indicando que las
plantas no presentan deficiencia de hierro. El tratamiento Zn-LSA presenta la mayor
concentracion de hierro en hoja.

Tratamientos Cu Mn Fe Zn/Fe Zn/(Fe+Mn+Cu)
Control 7,0+0,5° 81 +18° 100 + 12%° 0,39 +0,05° 0,20 +0,02°
0,65 LSE 8,6+0,4° 52 +28° 77 +13° 0,52 +0,04™ | 0,30+0,04™°

LSE 7,4 0,4 22 +10° 73 +30° 0,67 +0,16™ | 0,42 +0,06™

2 LSE 13,3+1,2° 25+ 19° 78 +30° 0,73 £0,21% 0,47 +0,12°
0,65 LSA 12,8+1,3° 23 +12° 96 + 15%° 0,42 +0,02™ | 0,30+0,01™
LSA 13,0+ 1,4° 49+3° 108 + 12° 0,38 +0,03° 0,24 + 0,02
2LSA 83+0,1 | 69+18™" 71+27° 0,62 +0,11° | 0,27 +0,03"
EDTA 8,7+0,7° 93 +15° 89 +17% 0,83 + 0,06° 0,38 £ 0,03™

Se determind el indice Zn/Fe con los datos obtenidos a fin de evaluar la incidencia
de nutricion de Zn sobre la de Fe. Los valores calculados para este indice a partir de los
valores establecidos de hierro y zinc en hoja se deben ubicar entre 0,40 y 0,67
unidades para plantas de judia bien nutridas. Los resultados obtenidos se consideran
adecuados, aunque los tratamientos Zn-2LSE y Zn-EDTA exceden el intervalo
considerado. Al igual que Santos et al (2011) el mayor indice se obtiene para el
tratamiento Zn-EDTA.

Ademas, se determiné el indice Zn/(Fe+Cu+Mn) como otro parametro mas de
evaluacidon nutricional. Los valores optimos establecidos para dicho indice deben
encontrarse entre 0,19 y 0,32 unidades. Los valores obtenidos exceden el limite
establecido para los tratamientos Zn-LSE, Zn-2LSE y Zn-EDTA, evidenciando un cierto
desbalance del contenido de zinc respecto de los restantes micronutrientes. Como las
concentraciones individuales de los micronutrientes cumplen con los valores
estipulados, no se considera que este desbalance afecte a la nutricién de la planta. Con
respecto al resto de los tratamientos, se encuentran dentro del intervalo esperado.
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Alloway (2008) postula la posible competencia entre cobre y zinc por los mismos
sitios de adsorcion en la raiz, cuando el cobre se encuentra en alta concentracion en el
suelo. Los valores dptimos para este micronutriente se encuentran entre 7 y 30 mg Kg’
! Los resultados obtenidos (ver Tabla 10) se encuentran en el rango de normalidad y
los tratamientos Zn-2LSE, Zn-0,65LSA y Zn-LSA presentan la mayor concentraciéon en
hojas.

4.1.6 Evaluacion del antagonismo zinc-fosforo.

Se determind fdsforo total en los distintos tejidos vegetales a fin de evaluar el
efecto de los tratamientos sobre el posible antagonismo entre la absorcién de zincy la
de fésforo en las plantas. En la Tabla 11 se muestran las concentraciones de fosforo
encontradas en hojas. Contrastando con la bibliografia se observd que todos los
tratamientos se encontraban dentro de los valores de referencia (0,35 — 0,75 gP Kg‘l)
lo que evidencia que fueron bien nutridas. Ademas se observé que todas las plantas
tratadas con lignosulfonatos presentaron una disminucidn en su contenido de fésforo
respecto del control. Se encontraron diferencias significativas para todos los
tratamientos con lignosulfonatos excepto el Zn-2LSA. Entre las plantas control, las
tratadas con Zn-2LSA vy las tratadas con Zn-EDTA no se observaron diferencias
significativas.

Tratamientos P
Control 4,7 +0,1%
0,65 LSE 3,7+0,3°

LSE 3,5+0,2°

2 LSE 3,7+0,1°
0,65 LSA 3,9+0,3
LSA 3,5+0,1°

2 LSA 4,1+0,3%"
EDTA 5,0 +0,2°

Martin Ortiz et al (2009) realizaron un ensayo en suelo con plantas de maiz a las
cuales se aplicaron tratamientos NPK, NPK +ZnSO4 y NPK + Zn-Lignosulfonato de abeto.
Se observd que las hojas de las plantas sin adiciéon de Zn eran las que presentaban mas
concentracion de P, mientras que las hojas de las plantas a las que se les adiciond Zn-
Lignosulfonato presentaron el menor contenido de P.
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Generalmente para el antagonismo de fdésforo-zinc, se espera que el fésforo
provoque una disminucién en la absorcién de zinc por parte de la planta debido a que
al ser el fésforo un macronutriente, se adiciona en concentraciones mds elevadas que
el zinc que es un micronutriente. Posiblemente la disminuciéon del contenido de fésforo
en las hojas de los tratamientos que corresponden a lignosulfonatos, se deba en parte
a la precipitacion del fosfato dicalcico dihidratado debido al pH en el que se encuentra
el suelo, lo que impide que se encuentre disponible para las plantas. Ademas, es
probable que parte del zinc soluble del lignosulfonato se una a los fosfatos presentes
en el suelo, precipitando en forma de Hopeita (Zn3(P0O4),.4H,0) (Lindsay, 1979). Se
realizé una modelizacion con el programa VMinteq
(www2.lwr.kth.se/English/Oursoftware/vminteg/) confirmando la precipitacion de la

Hopeita en las condiciones de ensayo.

4.2 Efectos sobre el suelo

4.2.1 Determinacion de Znrow y su distribucion en el suelo

A fin de establecer el aporte del Znger v el Znnat a la disponibilidad y solubilidad del
suelo cultivado y sin cultivar, se realizaron mediciones en Absorcion Atomica del Znyotal
y en ICP-MS de todos los isdtopos de Zn. Las tendencias observadas con el andlisis por
Absorcién Atdmica para los distintos tratamientos (datos no presentados), al igual que
en planta, coinciden con lo obtenido por ICP-MS.

En la Figura 11 se observan los resultados obtenidos para la fraccién soluble y los
mismos se pueden consultar en la Tabla E del Anexo. En nuestro trabajo se observéd
que Zn-EDTA es el tratamiento que mds incrementa el Zny,: en la disolucidn del suelo,
con y sin cultivo. En el caso del suelo cultivado se observa que el aporte de Zny.t a la
planta coincide con los puntos 2 y 5 postulados por la Figura 2 de la Introduccidn. Es
decir:

1. Se efectua el siguiente intercambio isotdpico (punto 5 de la Figura 2):

2. Se efectua primero la liberacion del agente quelante y del Znge,. Luego se
producey la quelacion del Znyat (punto 2 de la Figura 2):

Znge-EDTA S Znge + EDTA
EDTA + Znyat S Znya-EDTA

Posteriormente este Znya €s liberado en la cercania de la raiz para ser absorbido
por las raices.
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Figura 11: Contenido de Zn., y Zn,, soluble en suelo con cultivo {a) y sin cultivo (b). Letras

diferentes para cada serie denotan diferencias significativas entre los tratamientos segun el Test de
Duncan (a=0,05).

Es fundamental destacar la importancia de las raices en este mecanismo, dado que
permite la movilidad del agente quelante y el transporte del zinc. De hecho se puede
ver en los ensayos sin planta que la relacién entre las fracciones solubles de Znyat-
EDTA/Zng-EDTA en el suelo cultivado fue de 7,6:1 mientras que en el suelo sin cultivar
fue de 4,4:1. Como se puede observar en la Figura 11, en el suelo sin cultivar no hay
diferencias estadisticamente significativas para el Zny,: aportado por los distintos
tratamientos.

Por otro lado, esta elevada solubilidad del quelato tanto en los suelo cultivados
como sin cultivar, corrobora una vez mas las posibilidades de lixiviacién que conlleva la
aplicacion de de estos productos al suelo con la consiguiente contaminacion de aguas
subterraneas como lo sefialan Bucheli-Witschel, M. and Egli, T., (2000) y Alvarez et al
(2003).
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Con respecto a la solubilidad del Znrq, correspondiente a los lignosulfonatos en
el suelo cultivado se observa que en general es inferior a la obtenida para el Zn-EDTA,
algo que ya fue corroborado por Alvarez et al (2003). Debido a la menor estabilidad y
movilidad de los lignosulfonatos en el suelo y de acuerdo a los resultados obtenidos
comparando las muestras tratadas respecto del control, podemos decir que los efectos
de recarga e intercambio isotdpico no se producen o se producen en mucha menor
medida, de tal modo que los complejos no suministran Znya: extra a la planta como lo
hace el quelato.

En nuestro caso pudimos observar ademas, que al aumentar la dosis de zinc
aplicado, aumenta el contenido Zng, en disolucion al punto de no tener diferencias
significativas con Zn-EDTA a la mayor dosis de lignosulfonatos. Por lo tanto, si bien el
Zntotal SOluble de los lignosulfonatos es menor, el Znge, soluble aportado por los mismos
es significativamente similar al aportado por el Zn-EDTA. Esto implica que utilizando el
doble de dosis de cualquiera de los lignosulfonatos obtendriamos similares aportes de
Znger soluble que el aportado por el Zn-EDTA.

Respecto a la solubilidad del Zntqa €n el suelo sin cultivar se observé al igual que
Alvarez et al (1996, 2001 y 2003) que en el caso de los lignosulfonatos es
significativamente menor que la del Zn-EDTA, como consecuencia de la menor
movilidad y estabilidad en el suelo.

En relacién a la disponibilidad del Zntow Alvarez et al (1996, 2001 y 2003)
observaron que cuando se aplicaba lignosulfonatos complejados con Zn, éstos
guedaban retenidos en mayor medida en los primeros siete centimetros del suelo
dejando el Zn disponible para que la planta pudiese consumirlo cuando lo necesitara.
En nuestro trabajo también pudimos observar que en los suelos con y sin cultivo, los
tratamientos con lignosulfonatos a dosis medias y elevadas, presentan mejor
disponibilidad que el tratamiento ZnEDTA, especialmente en lo que respecta al Znge,
para los tratamientos Zn-2LSE y Zn-2LSA. Es decir, que aplicando dosis dobles de
cualquiera de los lignosulfonatos se obtendria buena disponibilidad y solubilidad del
ZNEer.

Los resultados obtenidos se observan en la Figura 12 y se pueden consultar en la
Tabla F del Anexo.
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Figura 12: Contenido de Zn¢., y Zny, disponible en suelo con cultivo (a) y sin cultivo (b).
Letras diferentes para cada serie denotan diferencias significativas entre los tratamientos
segun el Test de Duncan (a=0,05).

En la Tabla 12 se expone la comparacion estadistica de los lignosulfonatos
aplicados para los factores dosis y tratamiento. Para el suelo cultivado se observa que
no existen diferencias significativas entre los tratamientos con lignosulfonatos de
abeto y eucaliptos. Para la fraccién soluble ambos lignosulfonatos aportan mayor
cantidad de Zng., a mayor dosis y para la fraccion soluble ambos lignosulfonatos
aportan Znger Y Znnat @ mayores dosis.

En el caso del suelo no cultivado no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos para el Znge, ni para la fraccidn soluble ni para la disponible, mientras
que para el Zny,: el tratamiento LSA favorece la presencia de Zn en la fraccién en la
fraccion soluble.
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Respecto de las dosis, para el Znger en la fraccion soluble y disponible, se observa
que a medida que las mismas aumentan, también lo hace el contenido de Zn.

De acuerdo a estos resultados, independientemente del lignosulfonato que se
aplique en la dosis mayor, se obtendrian resultados en solubilidad similares a los
obtenidos con ZnEDTA.

Dado que lo que se persigue es favorecer el desarrollo de la planta el tratamiento
Zn-2LSE seria el mds apropiado como alternativa a la fertilizacion con quelatos

sintéticos.
Con Cultivo
Fraccidn Disponible Fraccion Soluble
Znge, Znyat N, ZNnyat
0,65 0,89° 10,4"™ 0,06° 0,53%
Dosis 1 1,7o: 10,2 o,1o: 0,49:
2 3,54 10,4 0,18 0,65
S 0,10 0,24 0,01 0,05
LSE 1,95™ 10,2" 0,11™ 0,52™
Tratamiento LSA 2,13 10,5 0,11 0,60
s 0,08 0,19 0,01 0,04
Sin Cultivo
Dosis 0,65 1,38 14,6™ 0,02° 0,27°
1 2,67° 16,0 0,02 0,19°
2 4,27° 14,9 0,05° 0,23%
0,44 0,93 0,00 0,02
Tratamiento LSE 2,77" 16,0™ 0,03™ 0,20°
LSA 2,77 14,4 0,03 0,26°
s 0,36 0,76 0,02 0,02

4.2.2 Distribucion del Znger

En la Figura 13 se presenta la distribucién del porcentaje (%) de Zn procedente del
fertilizante en suelo y planta. Se observa que el tratamiento Zn-0,65LSE presenta el
mayor porcentaje de Znge, en planta y el tratamiento Zn-2LSA presenta el mayor
porcentaje de Znge en suelo. Los resultados obtenidos se pueden consultar en la Tabla

G del Anexo.
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Figura 13: Porcentaje de Zng, en suelp y planta. Letras diferentes para cada serie denotan
diferencias significativas entre los tratamientos segiin el Test de Duncan [(a=0,05). Niimeros positivos
refieren al contenido de Zn,,, en planta y nimeros negativos refieren al contenido de Zn;, en suelo.

Se puede observar en la Tabla 13 que el mayor porcentaje de Zng, en la planta se
encuentra en raices, lo cual confirma que el Zn es un elemento relativamente poco
movil en judia, acumulandose en raices. Ademas se observa que en hojas y tallos los
tratamientos Zn-0,65LSE, Zn-LSE, Zn-2LSE, Zn-0,65LSA y Zn-EDTA proporcionan
porcentaje similar de Zng.,. Con respecto a la fraccién disponible los tratamientos que
presentan mejor desempefio son Zn-LSE, Zn-2LSE, Zn-0,65LSA, Zn-LSA y Zn-2LSA. El
tratamiento que suministra mayor porcentaje de Zn en la fraccidén soluble es el Zn-
EDTA.

Tratamientos Hojas Tallos Raices I.=racC|.o n Fraccion
disponible soluble

0,65 LSE 109+2,2° | 49+1,0°° | 183+4,7™ 63+7,5° | 3,5+0,5

LSE 8,4+2,7° | 3,5+0,9% 10,3+5,9 74+8,0°" | 42+0,5

2 LSE 73+2,2% | 3,2+0,9%® 10,0 3,1 75+5,8" | 4,1+0,2°

0,65 LSA 74+25% | 39+1,1* 10,6 + 4,6 73+7,6® | 51+1,5°

LSA 40+1,0° | 2,5+0,5° 8,9+3,1 80+4,6° | 47+0,3"

2 LSA 3,5+1,0° | 2,3+0,7° 7,0+2,6 84+ 3,8° 3,8+0,5°

EDTA 11,6+0,3° | 5,6+0,6 13,1+0,9 61+1,1° 9,2+1,1°

En la Tabla 14 se expone la comparacion estadistica del efecto de ambos
lignosulfonatos en la distribucién del Zng, considerando como factores la dosis y los
tratamientos aplicados para la planta y las fracciones del suelo. Los resultados
obtenidos demostraron que la planta toma mas Zng, del lignosulfonato de eucalipto
que el de abeto, quedando éste ultimo mayoritariamente en el suelo en la fraccién
disponible. Se observé ademas que el lignosulfonato de eucalipto proporciona un 10%
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mas de Zng, a la planta que el lignosulfonato de abeto. Marschner (2012) expone que
la velocidad de consumo de un catién metalico complejado siempre es menor que la
de un catidn libre y que disminuye con el aumento de tamafio del ligando organico al
que se encuentra unido el cation metalico. En este caso, el peso molecular del
lignosulfonato de abeto es casi cuatro veces mayor que el del eucalipto, lo cual
explicaria la reduccién de la velocidad de absorcién por parte de las raices del cation
metalico.

Tabla 14: Comparacion entre dosis y tratamientos con
lignosulfonatos para Zng, (%) presente en la plantay las
fracciones del suelo. Letras diferentes para cada serie

denotan diferencias significativas entre las dosis o los
tratamientos aplicados segun el Test de Duncan (a=0,10).
ns= no significativo. s= Desviacion Estandar.

Planta Fraccion Fraccién
disponible soluble
0,65 27,91™ 67,8b 4,29ns
. 1 18,82 76,8%° 4,43
Dosis a
2 16,63 79,4 3,92
s 4,49 4,40 0,51
LSE | 25,6° 70,4° 3,93™
Tratamientos | LSA 16,6° 78,9° 4,50
s 3,67 3,6 4,13

En la tabla 15 se presenta la distribuciéon en % del Znge, en los distintos tejidos
vegetales. Estadisticamente se observd que no hay efecto de la dosis en la distribucién
de Znger en la planta (Tabla 14) ni para los distintos tejidos vegetales (Tabla 15) pero si
se observaron diferencias significativas entre tratamientos para hoja.

Tabla 15: Distribucidn en porcentaje (%) de Zng., con su error tipico
en los distintos tejidos vegetales. Letras diferentes para cada serie
denotan diferencias significativas entre las dosis o los

tratamientos aplicados segun el Test de Duncan (a=0,10). ns= no
significativo. s= Desviacion Estandar.

Hojas Tallos Raices
0,65 36,8™ 19,0™ 42,6™
Dosis 1 34,5 18,7 45,7
2 33,1 19,4 46,7
4,01 2,34 6,02
LSE 39,2° 18,4™ 41,4™
Tratamientos | |SA 30,4° 19,6 48,7
s 3,34 1,91 4,92
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Se pudo observar que en las plantas tratadas con lignosulfonato de eucalipto la
movilidad del Znge, hacia la hoja fue mayor, mientras que para el lignosulfonato de
abeto la movilidad del Zng, fue menor quedandose en una mayor proporcién en
raices.

Benedicto et al (2011) obtuvieron similares resultados para la movilidad de Zn tras
las aplicaciones foliares de ®’Zn complejado con lignosulfonatos en hidroponia para
cultivo de judia.

4.2.3 Contenido de micronutrientes en las fracciones del suelo.

Se compard los datos obtenidos de Fe, Mn y Cu de los suelos tratados con los
valores obtenidos para las muestras Control, es decir las que no recibieron fuente
exodgena de zinc. Se observé un aumento generalizado del contenido de Fe y Mn de los
suelos sin cultivar y no se encontraron diferencias significativas para Cu. En el caso de
los suelos cultivados no se encontraron diferencias significativas para los
micronutrientes mencionados, siendo en general inferiores al Control debido a que la
planta ha sustraido lo necesario para su crecimiento y desarrollo. Los resultados
obtenidos se observan en la Tabla 16:

Cu Fe Mn
Tratamientos Con Sin Con Sin Con Sin
Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo

Control 2,5+0,2° [2,9+0,6™|16+1,3" | 18 +3,0°° | 20+3,0™ | 20+ 4,3°
0,65 LSE 23+0,1%°|3,5+0,1 | 17+0,7 |21+1,5®| 19+0,7 |23+1,0%®°
LSE 22+02°|34+04 | 16+1,3 | 20+1,5®° | 18+1,8 |24+2,7®
2 LSE 21+02°|35+04 | 16+1,3 |21+0,9%| 18+1,4 | 28+3,2°
0,65 LSA 2,3+0,3®| 29+0,5 | 1615 |18+2,8®| 19+23 |20+3,2°
LSA 2,3+0,1%°| 3,5+05 | 16+0,9 | 22+3,5° | 19+1,4 |24+3,7%
2 LSA 2,1+01°] 2,7+0,1 | 16+13 | 16+0,8° | 19+16 | 18+0,1°
EDTA 2,6+02%°| 2,8+0,2 |16,8+0,9|17+1,2®* | 20+0,9 | 19+0,8°
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4.3 Discusion final.

En el presente trabajo se observd que cuando los lignosulfonatos de zinc son
adicionados al suelo, tienen diferentes respuestas en la fertilizacion dependiendo de
su origen, ya que su composicién quimica depende de la madera de la que se extraey,
lo que es mas, también del proceso de obtencién utilizado (Zhor, 2005). Se observé
que el lignosulfonato de eucalipto es mas eficaz en la correccién de zinc que el
lignosulfonato de abeto, especialmente a dosis altas donde se consigue mayor aporte
de zinc fertilizante a la planta (incluso mas que con Zn-EDTA) y disponibilidad y
solubilidad de Znge, en el suelo similar a la obtenida con Zn-EDTA. Se entiende que al
poseer el lignosulfonato de eucalipto un peso molecular casi cuatro veces menor que
el de abeto (Tabla 3), se favorece su movilidad en el suelo y por lo tanto la presencia
del Znge, en la rizosfera y su absorcidn por raiz (Marschner, 2012). Esto posibilita que
un 10% mas de Znge, ascienda a la planta, respecto del lignosulfonato de abeto.

Por estas razones, se considera al lignosulfonato de eucalipto una alternativa eficaz
y econdmica al uso de quelatos sintéticos en la correccién de la deficiencia de zinc en
suelos calcareos. Sin embargo en este trabajo no se ha evaluado su persistencia, por lo
que seria apropiado continuar con el experimento hasta la floracién y formacion del
fruto. Esto nos permitiria estudiar la distribucion del zinc fertilizante con mas detalle.

Ademés, coincidiendo con lo expuesto por Alvarez et al (1996, 2001 y 2009) y Rico
et al (1996) los lignosulfonatos presentaron tanto en suelo cultivado como sin cultivar,
alta disponibilidad del Zng,. La relevancia de esta fraccién no ha quedado demostrada.
Por esta razon, se sugiere realizar un segundo cultivo, una vez cosechado el anterior
para estudiar el efecto residual del zinc disponible en el suelo luego de la primera
fertilizacion, evitando de este modo una nueva aplicacion de tratamientos y por lo
tanto, disminuyendo costos, similar a lo realizado por Alvarez et al, 2008.

En este trabajo también se comprobd que el tratamiento mas efectivo como
corrector de la deficiencia de zinc es el Zn-EDTA porque ademads de proporcionar Znge,
a la planta, aporta Znys: presente en el suelo por los efectos de recarga y/o
intercambio isotépico (Lucena 2009). Esto contribuye a una mejor comprension de la
interaccion de los quelatos en el suelo y su aporte al sistema suelo planta.

Ademads, al igual que Alvarez et al (1996, 2001 y 2009) y Rico et al (1996) hemos
observado tanto en los suelos cultivados y sin cultivar la elevada solubilidad del Zn-
EDTA debida a la alta estabilidad de su estructura que le permite permanecer en
solucién (K2=3,0 x 10'®) y que confirma su capacidad de lixiviacion. Es sabido que se
utiliza EDTA como técnica de lavado de suelos contaminados con metales pesados, lo
cual permite su movilizacién (Weihua Zhang et al, 2010). Por lo tanto, su alta
estabilidad y posibilidad de remover metales aumenta la probabilidad de riesgo de
contaminacién de acuiferos subterraneos (Bucheli-Witschel and Egli, 2000).
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Por ultimo y segun revela la modelizacion de las condiciones de nuestro ensayo,
realizada con el programa de especiacion quimica VMinteq
(www2.lwr.kth.se/English/Oursoftware/vminteq/), es posible que haya precipitado
fosfato dicalcico dihidratado (DCPD). El DCPD controlaria la disponibilidad del fésforo y
este podria controlar la disponibilidad de Zn. Asi, para el caso de los lignosulfonatos, el
Zn liberado podria formar Hopeita Zn3(P0O4),.4H,0 (Lindsay, 1979), lo que implica una
disminucién de la disponibilidad de zinc. Este es un efecto no deseado que seria
conveniente considerarlo para futuros ensayos.
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5 CONCLUSIONES

En este trabajo se propuso comparar la eficiencia de dos tipos de lignosulfonatos
complejados con ®’Zn (procedentes de abeto y eucalipto), respecto de la eficiencia del
quelato Zn-EDTA como correctores de deficiencia de Zn aplicados a un suelo calizo a
distintas dosis, cultivado con plantas de judia (Phaseolus vulgaris L cv. Negro Polo) y sin
cultivar en condiciones controladas. Ademds se evalud la distribucion del isétopo ®’Zn
en las fracciones del suelo y los érganos de la planta. De los resultados observados y su
discusion, se concluye lo siguiente:

Los complejos de Zn con lignosulfonatos de abeto (Zn-LSA) y de eucalipto (Zn-
LSE) aplicados al suelo aportaron Zn a las plantas. El tratamiento Zn-LSE)
demostrd ser mas eficiente que el tratamiento Zn-LSA, movilizando el Zn del
fertilizante en mayor medida hacia las hojas.

Aplicando el doble de concentracion de Zn-LSE se podria conseguir similares
aportes de Zn del fertilizante que con Zn-EDTA.

El Zn-EDTA en condiciones calcareas es el tratamiento mads eficaz para la
correccion de zinc ya que no sdélo aporta Znge, sino también Zny,: a la planta,
guedando demostrado el efecto transportador del agente quelante. Ademas se
demuestra que existe intercambo isotdpico entre el Zn del fertilizante y el
nativo del suelo.
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Tabla A: Valores de Peso seco de los distintos tejidos vegetales después de
21 dias de aplicados los tratamientos. Letras diferentes para cada serie

denotan diferencias significativas entre los tratamientos aplicados segun el
Test de Duncan (a=0,05). ns= no significativo.

Tratamientos Hoja (g) Tallo (g) Raiz (g)
Control 1,37 + 0,122 1,03 + 0,14°¢ 1,41 +0,38°
065 LSE 1,23 +0,09° 0,94 +0,05% 1,68 + 0,41%°

LSE 1,30 + 0,06%° 1,09 +0,07°° 1,67 +0,78%°

2 LSE 1,33+0,17%° 1,14 + 0,08%° 1,69 + 0,38%°
0,65 LSA 1,45 + 0,16° 1,25 + 0,07° 2,22 + 0,69°
LSA 1,29 + 0,10*° 1,03 + 0,14 1,69 +0,55%

2 LSA 1,37 +0,23% 0,90 +0,11 1,13 + 0,35%°
EDTA 1,48 +0,17° 1,08 + 0,16 1,19 +0,19°

Tabla B: Contenido de Znge, Y Zny,: (umol Tiesto'l) con
su error tipico en hojas de judia medido por ICP-MS
luego de 21 dias de aplicados los tratamientos. Letras

diferentes para cada serie denotan diferencias

significativas entre los tratamientos segun el Test de

Duncan (a=0,05). ns= no significativo, nd=no
detectado.

Hojas
ZrlFer ZnNat ZnTotaI

Control nd 0,53 + 0,09° | 0,53 +0,04°

0,65LSE | 0,15+0,07° | 0,43 +0,07° | 0,58 + 0,05"

LSE 0,20 £0,02°° [ 0,51 + 0,15°° | 0,71+ 0,13"

2 LSE 0,34 +0,24° | 0,40 +0,20° | 0,74 + 0,06"

0,65LSA | 0,10+0,08° | 0,64 +0,13" | 0,75 + 0,06°

LSA 0,09+ 0,05° | 0,63 +0,13° | 0,72 £ 0,06"

2 LSA 0,15 +0,10° | 0,48 + 0,14° | 0,64 + 0,08"

EDTA 0,26 +0,03°° | 0,95 + 0,16° | 1,20 + 0,07°
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Tabla C: Contenido de Znger Y Znnat (nmol Tiesto™) con
su error tipico en tallos de judia medido por ICP-MS
luego de 21 dias de aplicados los tratamientos. Letras

diferentes para cada serie denotan diferencias

significativas entre los tratamientos segun el Test de

Duncan (a=0,05). ns= no significativo, nd= no
detectado.

Tallos
ZNger ZNnyat ZN7otal

Control nd 0,33+0,30% | 0,33 +0,01°

0,65LSE | 0,07 +0,03" | 0,33 +0,07*° | 0,39 + 0,02%°

LSE 0,08 + 0,05°° | 0,33 + 0,03 | 0,41 + 0,03*°

2 LSE 0,15+ 0,10° | 0,37+ 0,14°° | 0,52 + 0,09°

0,65LSA | 0,05+0,04° [0,31+0,01°° | 0,36 +0,02°

LSA 0,06 +0,02° | 0,26 +0,10° | 0,32 + 0,05,

2 LSA 0,10+ 0,06™ | 0,25 + 0,10° | 0,35 + 0,05"

EDTA 0,13 +0,02°° | 0,40+ 0,11° | 0,52 + 0,06°

Tabla D: Contenido de Znge, Y Znya: (umol Tiesto'l) con su
error tipico en raices de judia medido por ICP-MS luego de
21 dias de aplicados los tratamientos. Letras diferentes

para cada serie denotan diferencias significativas entre los
tratamientos segun el Test de Duncan (a=0,05). ns= no
significativo, nd= no detectado.

Raices
ZnFer ZnNat ZnTotal

Control nd 0,69 +0,19°° | 1,06 + 0,09°
0,65LSE | 0,25+0,15™ | 0,86+024° [1,11+0,16*
LSE 0,25+0,32 | 0,73+0,30° |0,97 +0,27°*

2 LSE 0,47 +0,35 | 0,75+0,15° | 1,22 +0,16*
0,65 LSA 0,14+0,15 | 0,86+ 0,25 | 1,00 + 0,14°"
LSA 0,20+ 0,15 | 0,57 +0,15" | 0,77 + 0,10

2 LSA 0,31+0,24 | 0,41+0,06™ | 0,71+0,12*
EDTA 0,30+0,09 | 1,15+0,20° | 1,45 +0,12°
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Tabla E: Contenido de Znger Y Znna: (umol Tiesto™) con su error tipico en la
fraccion soluble de suelo cultivado y sin cultivar medido por ICP-MS.

Letras diferentes para cada serie denotan diferencias significativas entre
los tratamientos segln el Test de Duncan (a=0,05). ns= no significativo,
nd= no detectado.

Tratamientos Con Cultivo Sin Cultivo
Zr‘Fer ZnNat Zr‘Fer ZnNat
Control nd 0,59+0,05" nd 0,18+ 0,00™
0,65 LSE 0,05+ 0,01° | 0,45+0,05° | 0,01+0,00° | 0,19+ 0,00
LSE 0,09+ 0,01° | 0,49+0,06° | 0,02+0,00° | 0,17+0,01
2 LSE 0,19+ 0,01° | 0,60+ 0,04° | 0,05+0,01° 0,21+ 0,01
0,65 LSA 0,06+ 0,02°° | 0,61+ 0,11° | 0,02+0,00° 0,32+ 0,07
LSA 0,10+ 0,01° | 0,49+0,08° | 0,02+0,00° 0,21+ 0,02
2LSA 0,17+ 0,02° | 0,70+ 0,10° | 0,04+0,00° 0,25+ 0,01
EDTA 0,21+ 0,02° | 1,59+0,22° | 0,09+0,02° | 0,39+0,01

Tabla F: Contenido de Znge, Y Znyat (umol Tiesto'l) con su error tipico en la
fraccion disponible de suelo cultivado y sin cultivar medido por ICP-MS.

Letras diferentes para cada serie denotan diferencias significativas entre los
tratamientos segun el Test de Duncan (a=0,05). ns= no significativo, nd= no

detectado.
. Con Cultivo Sin Cultivo
Tratamientos
ZI"'Fer ZnNat ZI"'Fer ZnNat
Control nd 11,5+ 0,54° nd 13,9 +1,76%°
0,65 LSE 0,84+ 0,09° | 10,6+0,25%°° | 1,46+0,04° | 15,1+ 0,22%°
LSE 1,62+ 0,13 | 9,88+0,31° | 2,59+0,06%° | 15,5+ 0,63%°
2 LSE 3,40+ 0,19° 10,0+ 0,38 | 4,27+ 1,70* | 17,3%0,77°
0,65 LSA 0,93+ 0,08° | 10,3+0,47°® | 1,29+ 0,10° | 14,2+ 1,16™
LSA 1,79+ 0,10° | 10,40,20% | 2,75+0,26%° | 16,5+ 1,51°
2LSA 3,69+ 0,20° | 10,8+0,30°° | 4,27+0,16° | 12,4+ 0,34°
EDTA 1,36+ 0,13° | 10,3+0,10®° | 1,67+0,15° | 12,1+ 0,59°
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Tabla G: Porcentaje (%) de Zng,, con su
error tipico presente en la planta y el
suelo. Letras diferentes para cada serie

denotan diferencias significativas entre
los tratamientos aplicados segun el Test
de Duncan (a=0,05).

Tratamientos | Planta Suelo
0,65 LSE 34+7,8 66 + 7,8
LSE 22+82%° | 78+82%
2 LSE 21+58® | 80+5,8%"
0,65 LSA 22+81% | 78+8,1%°
LSA 15+ 4,4 | 85+44%°
2 LSA 13+3,8° 87 +3,8°
EDTA 30+0,5°® | 70+0,5%
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