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RESUMEN

La nanotecnologia esta emergiendo como una estrategia prometedora que ofrece mejorar
la eficiencia del uso de nutrientes, reducir el impacto ambiental y aumentar la productividad de la
planta. Los nanofertilizantes (NF) son compuestos de nutrientes de formulaciones
nanoestructuradas que al aplicarse a las plantas permiten una absorcion eficiente o una liberacion
lenta de micronutrientes, macronutrientes, fungicidas e insecticidas. Los trabajos que evalten el
efecto de la aplicaciobn de NF en las respuestas fisiolégicas de las plantas son escasos,
especialmente los trabajos relacionados con la aspersion de nanofertilizantes de SiO2 (NF- SiO>)
en plantas de cacao. Se utilizaron dos clones de cacao Criollo (OC-61 y BR-05) como modelo
biologico para evaluar el efecto de dos frecuencias de aplicacion foliar de NF-SiO. sobre el
intercambio gaseoso, actividad fotoquimica del PSII, pigmentos fotosintéticos, concentracion de
nutrientes y el crecimiento, en condiciones microlimaticas parcialmente controladas. En ambos
clones, el uso de NF-SiO> mejoro considerablemente la capacidad fotosintética: incrementando la
tasa de fotosintesis neta (A), tasa de transporte de electrones (J), y la eficiencia cuantica del PSII
(Drpsu), sin ocasionar cambios en los pigmentos fotosintéticos. Se observo un aumento significativo
de la eficiencia de uso del agua (EUA) causada por una disminucién de la conductancia estomatica
(9s) v la tasa de transpiracion (E). La mayor capacidad fotosintética estuvo asociada a un aumento
en la concentracion foliar de N, P y de proteina soluble total (PST). Se concluy6 que el NF- SiO»
tuvo un efecto positivo en los aspectos fisioldgicos relacionados con la fotosintesis en ambos
clones de cacao Criollo, observandose una respuesta diferente entre los dos clones, siendo el clon

BR-05 el que tuvo un mejor desempefio fisioldgico.

Palabras claves: Nanoparticulas, SiO2, fertilizacion foliar, fotosintesis, cacao

(Theobroma cacao L.).



INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol o arbusto semicaducifolio perteneciente a la
familia Malvaceae. Presenta una distribucién nativa que abarca los bosques Iluviosos de la cuenta
amazonica y otras areas tropicales de Centro y Sur América (Zhang y col., 2009; Dostert y col.,
2011). Su centro de diversidad se encuentra en la region amazonica en lo que hoy es Brasil, Perd,

Ecuador, Venezuela y Colombia (Zhang y col., 2009).

Cheesman en 1944, establecié una clasificacion del cacao en tres grupos diferenciados
morfogenéticamente, conocidos como: “Criollo”, “Forastero” y “Trinitario”, siendo el Trinitario
el resultado de un cruce o hibridacion entre el Criollo y el Forastero. Estos grupos presentan rasgos
diferentes en cuanto a su calidad, vigor y rendimiento (Cheesman, 1944). Recientemente, se
propuso una nueva clasificacion mas exhaustiva de germoplasma de cacao en 10 grupos
diferenciados genética y geograficamente en Centro y Sur América (Motamayor y col., 2008). Esta
clasificacion refleja la importancia del cacao como recurso genético por su gran variabilidad
genotipica y fenotipica, presentando un valor potencial para los agricultores que cultiven dichas

variedades.

En muchos paises, el cacao es uno de los cultivos perennes de gran importancia econdémica,
donde es cultivado por casi 6 millones de agricultores (Baligar y col., 2008). Venezuela forma
parte de un grupo selecto de paises en América productores de cacao fino de aroma, que en
conjunto ocupan cerca del 7% del total de la produccion mundial (ICCO, 2018). Se estimo que la
produccién mundial de cacao para el 2018, supera las 4.587.000 toneladas, con un rendimiento
superior a los 600 kg ha® (ICCO, 2018); el rendimiento en Venezuela para 2016 fue de 360,7 kg

ha con una produccion neta de 23.254 toneladas y un area cosechada de 64.462 ha (FAO, 2016).



En la época de la colonia, el cultivo de cacao liderd la economia de la VVenezuela del siglo
XVIII, hasta el punto de convertirse en el mayor exportador entre las colonias hispanas productoras

del fruto: Guayaquil, Tabasco, Zapotitlan (Rojas-Lopez, 2012).

En Venezuela, el patron tecnoldgico predominante para la produccién de cacao se
caracteriza por ser un sistema de plantacién que utiliza précticas agronémicas tradicionales
(Quintero y col., 2010), las cuales consisten en el control de malezas, plagas y enfermedades, asi
como en la préctica planificada, continua y controlada del proceso de beneficiado de los granos
(fermentacién y secado). La mayoria de los productores no aplican fertilizantes, insecticidas ni

fungicidas (Quintero y col., 2010), probablemente por elevado costo y/o escasez de estos.

La disminucion de la produccion del cacao en nuestro pais se atribuye fundamentalmente
a la vejez de las plantaciones, la baja densidad de siembra y el deficiente manejo agronémico del
rubro (Quintero y col., 2010). En diferentes zonas agricolas del mundo, una gran variedad de
cultivos, enfrentan a una gama de desafios, tales como el estancamiento de cosechas, la baja
eficiencia en el uso de nutrientes, la disminucidn de la materia organica del suelo, las deficiencias
nutricionales, la disminucién de la superficie cultivable, la disponibilidad de agua y la escasez de
mano de obra debido al escape de personas de la agricultura, por su migracion de los campos a las

ciudades (Godfray y col., 2010).

En pro de recuperar la competitividad y productividad del cacao a lo largo de la cadena
agroproductiva venezolana, se han aplicado a nivel nacional diferentes tipos de estrategias, tales
como el rescate y el uso de cultivares criollos, el aporte de materiales e instrumentos indispensables
para el cultivo y la capacitacion a los productores con miras a un adecuado manejo agronémico y

postcosecha del grano (Quintero y col., 2010); también se promueve la blusqueda de nuevos



agroinsumos que no generen un efecto negativo en el ecosistema, y que a su vez, mantengan e

incrementen la productividad de los cultivos, siempre y cuando éstos sean accesibles.

La creciente demanda de alimentos debido al crecimiento de la poblacion mundial ha
impulsado el uso a gran escala de fertilizantes tradicionales. Debido a las limitaciones de recursos
y la baja eficiencia de uso de los fertilizantes, el costo para el agricultor estd aumentando
drasticamente (Raliya y col., 2017). La nanotecnologia actualmente est4 emergiendo como una
estrategia prometedora que ofrece un gran potencial para adaptar la produccién de fertilizantes con
la composicion quimica deseada, mejorar la eficiencia del uso de nutrientes, reducir el impacto

ambiental y aumentar la productividad (Morales-Diaz y col., 2017; Raliya y col., 2017).

La nanotecnologia se puede definir como la investigacion y el desarrollo tecnologico en
una escala de 1 a 100 nm utilizando atomos, moléculas o macromoléculas (Environmental
Protection Agency, 2007; Gogos y col., 2012; Raliyay col., 2017; Ramy col., 2018). Sin embargo,
los fendmenos asociados con nano escalas ocurren con nanomateriales (NM) més grandes (Wang
y col., 2013) vy, por lo tanto, las particulas que tienen un tamafo de hasta 1000 nm (1 um) se
consideran nanoparticulas (NP), es decir, NM de tamafio nanométrico (Gogos y col., 2012;

Mukhopadhyay, 2014).

Se ha propuesto que la nanotecnologia es la respuesta para la evolucion de la ciencia de la
agricultura de precision, en la que los agricultores hacen uso de la tecnologia para utilizar de
manera eficiente el agua, los fertilizantes y otros insumos (Raliya y col., 2017), evadiendo consigo
los altos costos de los agroinsumos necesarios para los cultivos. Recientemente se ha demostrado
que las NP y NM son una alternativa atractiva para la fabricacion de nanofertilizantes (NF), que

son mas efectivos y eficientes que los fertilizantes tradicionales, debido a su impacto sobre la



calidad nutricional de los cultivos y la tolerancia al estrés en las plantas (Morales-Diaz y col.,

2017).

Los NF o fertilizantes inteligentes son compuestos de nutrientes de formulaciones
nanoestructuradas que se pueden aplicar a las plantas, lo que permite una absorcién eficiente o una
liberacion lenta de micronutrientes, macronutrientes, fungicidas u otros agroinsumos de interés
(Raliya y col., 2017; Morales-Diaz y col., 2017). Los nutrientes minerales tienen funciones
esenciales y especificas en el metabolismo de las plantas, como componentes de las estructuras
organicas, osmoreguladores y activadores de reacciones enzimaticas (Schwambach y col., 2005;

Latsague y col. 2014).

La fertilizacion foliar ha sido utilizada como un medio para suplir nutrientes, hormonas,
bioestimulantes y otras sustancias benéficas, que son mas especificas ante un caso particular, para
las plantas. Los efectos observados de la fertilizacion foliar normalmente se traducen en un
incremento en el crecimiento y rendimiento de los cultivos, mayor resistencia a plagas y
enfermedades, tolerancia a déficit hidrico, y un mejoramiento en la calidad de la cosecha
(Meléndez y Molina, 2002; Fernandez, 2015). Esta respuesta de la planta a la nutricién foliar
dependera de la especie, la fuente del fertilizante, la concentracion, la frecuencia de aplicacion, y
el estado de crecimiento de la planta (Meléndez y Molina, 2002; Fernandez, 2015). Uno de los
beneficios de las aplicaciones de nutrientes foliares consiste en que la aplicacion constante
coincide con estados especificos de crecimiento y fructificacion, lo que permite ajustar la férmula
y dosis del fertilizante, evitando el uso de elevadas concentraciones que podrian generar un

impacto ambiental (Meléndez y Molina, 2002; Morales-Diaz y col., 2017).



Recientemente, se han estudiado diferentes variables ecofisoldgicas, tales como la
actividad fotosintética e intercambio de gases, eficiencia de uso de agua (EUA) y actividad
fotoquimica del PSII, en algunos clones de cacao venezolanos (Pereira y col., 2007; Jaimez y col.,
2008; Araque y col., 2012; Avila-Lovera y col., 2016; Tezara y col., 2016; De Almeida y col.,
2017; De Almeida y col., 2018). Sin embargo, el efecto de NF especificos, como los NF de SiO»,
sobre los rasgos fisioldgicos de algunas especies cultivables se desconocen, especialmente en

respuesta a la aplicacién de NM, como los NF foliares, en plantas de cacao.

El objetivo principal de este estudio es evaluar el efecto de la frecuencia de aspersion de
NF de SiO. sobre la actividad fotosintética (intercambio gaseoso, actividad fotoquimica del PSII),
la concentracion de nutrientes foliares y pigmentos fotosintéticos de dos clones de cacao (OC-61

y BR-05) y comparar si existe una respuesta fisiologica diferencial a la aspersion con NF.



ANTECEDENTES.

En una revision bibliografica sobre la eficiencia de uso de micronutrientes (EUM) de
algunos cultivos sometidos a diferentes tratamientos con NF, se reportd que la aplicacion de
aerosoles o fertilizantes foliares implica que los nutrientes suministrados seran absorbidos y
exportados desde el punto de aplicacion (hoja) hasta el punto de utilizacion (Monreal y col., 2015).
Por lo tanto, en aplicaciones foliares, los nutrientes deben transportarse primero a través de la
cuticula de la hoja y, posteriormente, a través de los estomas, tricomas y otras posibles estructuras
epidérmicas (Fernandez y col., 2015). Se han reportado diferentes desafios practicos que definen
la EUM con la fertilizacion foliar, que parece estar asociada con la presencia y el grosor de las
ceras de la cuticula que limitan la penetracion de nutrientes debido a su hidrofobicidad (Monreal
y col., 2015). También, se ha hecho énfasis en que el paso de los nutrientes a través de los estomas
es pequefio (< 10%) porque Unicamente representan una fraccion muy pequefia del area foliar total,
y que en la mayoria de las plantas los estomas se ubican en mayor proporcion en la superficie
abaxial que en la adaxial de las hojas, dependiendo de las especies o variedades (Eichert y

Fernandez, 2011).

La absorcion de soluciones nutritivas por la superficie de la hoja puede ocurrir a través de
la cuticula, grietas e irregularidades de la cuticula y los estomas, tricomas, lenticelas u otras
estructuras epidémicas (Tyree y col., 1992; Riederer y Schreiber, 2001; Heredia, 2003; Riederer y
Friedmann, 2006; Guzman y col., 2014a, b; Fernandez y col., 2015). La estructura y composicion
quimica de la superficie de la hoja determinaréa la difusion bidireccional de las sustancias entre la
superficie foliar y el ambiente, y finalmente, la velocidad de absorcion de los fertilizantes foliares

(Ferndndez y col., 2015). Por lo tanto, es de gran importancia comprender la estructura y



composicion quimica de la cuticula para comprender los mecanismos de penetracion del

fertilizante.

+Hidréfoba Cuti
—— Cutina

u ~———— Cutina + Polisacaridos (P+C)

- Cutina + Polisacaridos (P+HC)

- Hidrofoba oaaaee e e e N

(((lele

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura y composicion general de la cuticula de
la planta que cubre dos células epidermicas adyacentes (EC) separados entre si por laminillas
intermedias, una capa pectinosa (ML) y por la pared celular (CW). Las ceras epicuticulares (CE)
se encuentran sobre la cuticula propiamente dicha (C), seguido de la capa cuticular (CC). El
gradiente de hidrofobicidad se debe a la composicion quimica de cada una de las capas, siendo
mas hidréfoba la mas externa (CE) y menos hidrofoba la més interna (CC). C esta constituido por
Cutina, Polipectinas y Celulosa. CC esté constituido por Pectinas y Hemicelulosas (Modificado
de Guzman y col., 2014b).

Las diferentes capas que constituyen la cuticula contienen principalmente ceras, cutina y
cutan. Se ha demostrado la presencia de distintos polisacaridos en algunas de las capas (Fig.1;
Khayet y Fernandez, 2012; Guzman y col., 2014a, b), por lo que existe un incremento gradual de
la polaridad desde la capa de cera epicuticular a la capa de pectina que puede facilitar el
movimiento de moléculas polares (Khayet y Fernandez, 2012) y, dependiendo de la composicion
especifica de cada cuticula vegetal estudiada en términos de su cantidad y porcentaje de ceras,
cutina y polisacaridos, diversas cuticulas pueden ser mas polares e hidréfilas (Guzman y col.,
2014b). La permeabilidad de diversos compuestos agroquimicos puede variar en relacion con los
cambios que se generen en la estructura'y composicion quimica de la cuticula (Khayet y Fernandez,

2012).



La presencia de una micro y/o nano-topografia asociada con la forma de las células
epidérmicas y/o la estructura de las ceras epicuticulares, junto con la composicién quimica de la
superficie, puede aumentar notablemente la ‘rugosidad’ y el area superficial vegetal (Fernandez,
2015). La combinacion de la rugosidad y composicion quimica de las superficies vegetales
determinar el grado de humectabilidad o mojabilidad, polaridad e hidrofobicidad de las mismas,
asi como la posibilidad de que se produzca la absorcién de fertilizantes foliares aplicados sobre

los 6rganos vegetales (Fernandez y Brown, 2013; Fernandez y col., 2014a, b).

Se han propuesto dos mecanismos de penetracion cuticular de las sustancias segun su
composicion quimica. El primero consiste en la penetracion de sustancias apolares lipofilicas u
hidrofobas a través de la cuticula mediante procesos de disolucidn-difusion, cuyos modelos
consideran la primera ley de Fick (Riederer y Friedmann, 2006; Fernandez y col.,2015). Los
mecanismos de penetracion cuticular de los compuestos hidrofilicos no estan completamente
claros todavia (Fernandez y col., 2015). Como segundo mecanismo se ha propuesto que los solutos
pueden penetrar la cuticula siguiendo una via fisicamente distinta, la cual han llamado ruta “polar”
o “de los poros acuosos” (Schreiber, 2005; Schonherr, 2006; Schreiber y Schonherr, 2009). La
demostracion reciente de la presencia de pectinas y celulosa en la cuticula de algunas especies
estudiadas puede ser una alternativa a la hipotesis de los “poros acuosos” para explicar los
mecanismos de permeabilidad cuticular de agua y solutos hidrofilicos (Khayet y Fernandez, 2012;

Guzman y col., 20144, b).

Los mecanismos de penetracion estomatica del agua no estan todavia completamente
caracterizados, pero parecen estar relacionados con un proceso de difusion a lo largo de las paredes
del poro estomético (Fernandez y col., 2015). Diferentes experimentos que permitieron inferir que

los estomas desempefian un papel importante en la absorcion de soluciones de nutrientes aplicadas



a las hojas, que entre los méas resaltantes, se demostro que la mayor tasa de absorcion de las
superficies foliares ocurre donde hay estomas y en especial cuando las condiciones experimentales
favorecen su apertura (Eichert y Burkhardt, 2001; Fernandez y Eichert, 2009; Fernandez y col.,
2015). El papel de los estomas en el proceso de penetracion de soluciones acuosas aplicadas por
via foliar en ausencia de agentes tensioactivos fue confirmado mediante analisis de los nutrientes
que se incorporaron por absorcion estomatica, que fueron realizados a partir de la aspersion de
particulas hidrofilicas suspendidas en agua (43 nm y 1 um didmetro respectivamente), y su
posterior observacion por microscopia electrénica de barrido, demostrando que la solucién de
tratamiento pasé a través de los estomas por difusion a lo largo de las paredes de los poros
estomaticos (Eichert y Goldbach, 2008). Recientemente, se ha reportado que el cacao es
hipoestomatico (estomas ubicados en la cara abaxial de la hoja), con 229-262 estomas por mm?

(Hernéndez y col., 2017).

Los nutrientes minerales en forma de NF pueden contribuir a la nutricion de las plantas de
dos maneras (Fig. 2). La primera consiste en utilizar elementos nanoestructurados dentro de un
complejo portador que puede ser 0 no un nanomaterial, como es el caso de las NP de los elementos
no esenciales incorporados por absorcion o adsorcion en una matriz como el quitosano, acido
poliacrilico, arcilla o zeolita (Golbashy y col., 2016). La segunda es usar el elemento per se en una
forma nanoestructurada (en suspension o encapsulada), como las NP de Fe o Zn (Fedorenko y col.,
2015). Estos pueden afadirse al suelo o sustrato o ser aplicados por aspersion foliar. Ambos tipos
de contribuciones de NF presentan ventajas especificas, como una mayor solubilidad y una
absorcion rapida o menos lixiviacidn, en comparacién con los fertilizantes tradicionales (Morales-
Diaz y col., 2017). El primer método es el mas recomendado porque proporciona un mayor control

sobre la velocidad y el momento de la liberacidn del elemento nutriente.
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Para reducir la liberacion incontrolada de NF al ambiente, se asocian a materiales tales
como hidrogeles, peliculas u otros biopolimeros como el quitosano (Fig. 2) (Hasaneeny col., 2015;
Kashyap y col., 2015). Estos biopolimeros responden a los estimulos ambientales, tales como la
temperatura o la irradiancia, modificando la liberacion de NF en funcion de las necesidades de las
plantas, de modo que existan mas nutrientes disponibles durante los periodos de crecimiento
dptimo o con mayores requerimientos nutricionales. Por ejemplo, esto podria reducir las pérdidas

de N por procesos de nitrificacion asociados a bajas temperaturas (DeRosa y col., 2010).

La silice y los aluminosilicatos mesoporosos (utilizados como NP) tienen propiedades
importantes como canales altamente ordenados con gran porosidad accesible (con didmetros entre
2 y 50 nm, de acuerdo con el sistema de nomenclatura de compuestos quimicos: IUPAC), grandes
areas de superficie, sitios activos para la adsorcion, intercambio de iones y catalisis (Wu y col.,

2008; Xu y col., 2009; Monreal y col., 2015).

Tiempo +
estimulacion
Aspei rsion 8 _ ambiental .
5 : NP
Foliar

+ NP |

=== Quitosano

NP. Irrigacion
al sueloo
sustrato

Figura 2. En el lado derecho estan los nanomateriales registrados que contienen elementos
esenciales 0 no esenciales bajo una liberacion controlada en funcién del tiempo o los estimulos
ambientales. A la izquierda estan las nanoparticulas de elementos esenciales o0 no esenciales que
se aplican directamente al suelo, al agua de riego o a la superficie de plantas, frutas o semillas
(Modificado de Morales-Diaz y col., 2017).
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Recientemente, se han reportado un gran nimero de estudios relacionados con el uso de
NF en cultivos, junto con listas exhaustivas de especies de plantas probadas, las NP utilizadas e
incluso los tratamientos de aplicacion (Tabla 1; Khot y col., 2012; Morales-Diaz y col., 2017;
Raliya y col., 2017) pero los trabajos que abarquen las respuestas y rendimientos fisioldgicos de
las plantas ante la aplicacion de NF son escasos, especialmente ante la aplicacién de NF de SiO-

en plantas de cacao, para los cuales no fueron encontrados.

En plantas de pera silvestre con irrigacion de diferentes concentraciones de NF de SiO>
durante 7 dias, no se observaron cambios significativos sobre la tasa de fotosintesis neta (A) y la
conductancia estomatica (gs), pero si una reduccion de la tasa de transpiracion (E) y del contenido
relativo de agua (CRA) de la hoja a medida que incrementaba la concentracion de la NP (Zarafshar
y col., 2015). En plantas de cacao sometidas a deficit hidrico ante la aspersion foliar de SiO2 no
nanoestructurado, se observo un incremento en la densidad de centros de reaccion activos del PSII
y del indice de rendimiento para la conservacion de energia hasta la reduccion del aceptor final de
PSI (PlroraL), demostrando que el Si aumenta la eficiencia fotoquimica de la especie. También,
se observd una reduccion de la gs, E y en el CRA foliar en plantas no irrigadas a ciertas
concentraciones de SiO» (Zanetti y col., 2016). Por otro lado, se ha reportado que la nano-silice
confiere tolerancia ante el estrés salino a plantas de tomate (Haghighi y Pessarakli, 2013) y
tolerancia contra la sequia en trigo (Ahmed y col, 2015), contribuyendo al incremento de A, la
produccién de biomasa, concentracion de pigmentos fotosintéticos y de proteina soluble total

(PST), y la reduccién del CRA (Raliya y col., 2015; Ahmed y col., 2016; Sun y col., 2016).
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Tabla 1. Nanomateriales utilizados, caracteristicas de las NP, tipo de tratamiento, especies
estudiadas y resultados obtenidos en el crecimiento, desarrollo y fisiologia de las plantas (Bao-
shan, 2004; Haghighi y Pessarakli 2013; Siddiqui y col., 2014; Zarafshar y col., 2015; Ahmed y
col., 2015; Suny col., 2016; Zanetti y col., 2016; Raliya y col., 2017; Suny col., 2019).

Caracteristicas de las NP
Tamafio Concentracion
(ppm)

Tipo de NM

(nm)
Nitrogeno <200
Urea HA
Magnesio <10
MgO

Manganeso 20
Carbono 15-5
NP de

carbono

(CNT,

grafeno);

MWCNT;

SWCNT;

Fullerol

Fésforo <50
CaPO4, CMC

HA, Fosforita
Zn inducida P

Cobre >10
Cu-Quitosano

zZinc 20- 30

Zn0O

Tratamiento
aplicado

Especies

Nutrientes esenciales para las plantas

50 Kg ha't

15

0,1-1

5- 500

10- 100

100- 1200

20- 30

Exposicion al suelo

Foliar

Semillas

Medio con
nutrientes y
absorciéon  foliar;
tratamiento de
semillas

Aplicaciones al
suelo y foliar

Tratamiento foliar
y de semillas

Aplicacién foliar y
de semillas

Oryza sativa

Cyamopsis
tetragonoloba

Vigna radiata

Solanum
lycopersicum,
Nicotiana tabacum,
Triticum spp,
Cynodon dactylon,
Cucumis melo,
Spartina
alterniflora,
Glycine max,
Zea mays,
Hordeum vulgare,
O. sativa,
Panicum virgatum

Gossypium sp,
Pennisetum
glaucum, Vigna
aconitifoliaes,
Triticum spp,
Secale cereale,
Pisum sativum,
H. vulgare,

Z. mays,
Fagopyrum
esculentum,
Raphanus sativus,
Cucumis sativus
Z. mays,

S. lycopersicum

Arachis hypogaea,
V. aconitifoliaes,
S. lycopersicum,
Gossypium spp,

Z. mays

Observacion

*[iberacion lenta del N.

*Mejora de biomasa,
contenido de clorofila y
crecimiento fenoldgico.
*Mejora la absorcion de
N y su metabolismo.
*Promueve la
regulacion positiva de
los genes relacionados
con el estrés; promover
el crecimiento in vitro y
desarrollo de biomasa.
*Incremento del
alargamiento de la raiz
*Mejor rendimiento de
los cultivos y la calidad
de las semillas.
*Reducir la toxicidad
por metales pesados y el
estrés.

*Protege contra el estrés
oxidativo.

*Moviliza P nativo y
mejora su captacion.

* Mejora el crecimiento
y rendimiento de las
plantas.

*Mejora del crecimiento
de las plantas, biomasa

y actividades
bioguimicas.

*Incremento del
potencial de
rendimiento y

desarrollo de la planta.
*Mejora del nivel de
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Hierro

Oxido de
hierro
Titanio TiO-
Cerio CeO
Indio In20s
Plata Ag
Silice Si
SiO SiO:

10- 100

5-100

8- 30

20- 70

5-25

8- 15

1,5- 4000

Aspersion Foliar

Triticum spp,
Citrullus lanatus,
Trifolium spp,
G. max,

O. sativa,

S. lycopersicum,
A. hypogaea,
Z. mays,
Curcubita spp.

Nutrientes no esenciales para las plantas

200- 600

0,1-250

250

1- 10

5- 800

Exposicion en
semillas, suelo y
foliar

Irrigacion; semilla/
raiz

Semilla/ raiz

Hidropdnicos,
suelo

Irrigacion de
suelos, exposicion
de semillas 'y
raices.

Spinacia oleracea,
Lemna minor,
S. lycopersicum,
Triticum spp,
Citrullus lanatus,
V. radiata,
Vigna aconitifolia
Moth,

P. glaucum,

C. tetragonoloba

S. lycopersicum,
Arabidopsis
thaliana,
Coriandrum
sativum,
Triticum spp

Arabidopsis
thaliana

Populus spp,
A. thaliana,
Trifolium spp L.

S. lycopersicum,
Triticum spp,
Lupinus albus,
Larix olgensis,

fitohormonas y
desarrollo de la planta.

*Mejora del rango
fotosintético, contenido
de clorofila, biomasa,
rendimiento del granoy
cualidad nutricional

eIncremento del
crecimiento de la
planta.

*Megjora de la absorcion
de nutrientes por el
mejoramiento  de la
actividad  enzimatica
microbiana en la
rizosfera.

eIncremento de Ia
biomasa y actividad
fotosintética de la
planta.

*Mejora la actividad
bioquimica de enzimas
y absorcion de luz por
los cloroplastos;
incremento  de la
fotosintesis, actividad
de RuBisCO Yy fijacion
de carbono.
sIncremento de la

velocidad de
germinacion.
*Metabolismo de N
mejorado.

*Mejora el crecimiento
y rendimiento de las
plantas.

*Mejora en la respuesta
fisiologica y molecular.
*Aumenta la actividad
de la enzima de
tolerancia al estrés.
*Mejora en la respuesta
fisiologica y molecular.

Influencia en el efecto
fitoestimulatorio.
eIncremento en la
absorcion de nutrientes
por mejoramiento.
*sAyuda a superar el
estrés por salinidad y a
mejorar el crecimiento
de las plantas.
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Ferrita de
cobalto

Nanofosforos
de
conversiéon
ascendente

1- 1000

10

En el caso del
cacao: Aspersion
foliar de SiO2 no
nanoestructurado.
En el caso de la
Pera silvestre:
Aspersion foliar
Oryza sativa:
Irrigacion de SiO»
no

nanoestructurado
Exposicion de
raices

Brotes de
exposicion

Pyrus pyraster,
Theobroma cacao
O. sativa

S. lycopersicum

V. radiata

*Promueve la
germinacion y el
crecimiento.

*Mejoramiento en la
proteina total y en el
contenido de clorofila.
*Mejora la tolerancia de
las plantas al déficit
hidrico, mitigando el
efecto  del estrés
oxidativo.

*Incremento de la tasa
fotosintética, eficiencia
de uso de agua y

eficiencia de
carboxilacién.

. Promueve el
crecimiento de la
planta.

. Promueve el

crecimiento de la
planta.
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OBJETIVO PRINCIPAL:

Caracterizar el efecto de la frecuencia de aspersion de nanofertilizantes de SiO- sobre la

actividad fotosintética de dos clones de cacao (Theobroma cacao L.).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Evaluar el intercambio gaseoso: fotosintesis (A), conductancia estomatica (gs),
transpiracion (E), concentracion intercelular de CO- (Ci), y la eficiencia de uso de agua (EUA), en
dos clones de cacao, a una densidad de flujo fotdnico saturante (DFF= 1000 umol m?2s?),

2) Determinar la concentracion de pigmentos fotosintéticos y de proteina soluble total (PST)
en hojas de dos clones de cacao.

3) Evaluar la actividad fotoquimica del PSII: eficiencia cuantica maxima del PSII (Fv/ Fm) al
amanecer, eficiencia cuantica relativa del PSII (®psii), transporte total de electrones (J), coeficiente
de extincion fotoquimica (ge) y coeficiente de extincion no fotoquimica (gn), a una densidad de
flujo fotonico saturante (1000 umol m2s™).

4) Determinar el contenido de agua foliar (CAF), en dos clones de cacao.

5) Evaluar la concentracion de macronutrientes totales (N, P, K, Mg y Ca), en hojas maduras

de dos clones de cacao.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y descripcion del area de estudio
El estudio se realiz6 en la finca “Las Bromelias” ubicada en Cumboto (Ocumare de la
Costa), en el estado Aragua (coordenadas geograficas: 10°25'10.3"N y 67°46'48.2"0). Las plantas

a estudiar se mantuvieron bajo condiciones parcialmente controladas en vivero.

Material Vegetal

Los clones utilizados en los experimentos provienen de injertos obtenidos a partir de la
toma de las varetas procedentes de las plantas madre, utilizando como portainjerto o patrén plantas
del clon OC-61. Los clones se sembraron en bolsas con capacidad de 3 kg, con suelo arenoso
procedente de la orilla de los rios cercanos, con incorporacion constante de nutrientes que asegurd
su crecimiento y desarrollo durante 7 meses en condiciones de invernadero hasta la realizacion del

experimento.

Los clones a estudiar fueron seleccionados con base en su ubicacién dentro del area de

estudio y por presentar las siguientes caracteristicas:

e OC-61: Ocumare 61, cacao Criollo Moderno de la seleccion del afio 1945. El cacao Criollo
Moderno es un cacao Trinitario que presenta caracteristicas sensoriales y organolépticas muy
similares al Criollo (Motamayor y col., 2002). Dicho cultivar presenta una alta productividad
y calidad sensorial, por ende, es de gran interés comercial; también, se conocen algunas de sus

respuestas fisiologicas.

e BR-05: Bromelia 05, una seleccién nueva con caracteristicas de Criollo ubicado en la finca
“Las Bromelias” del cual no se han realizado estudios genéticos y ecofisiologicos, sin embargo,

presenta una alta productividad y calidad sensorial.
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Nanofertilizante foliar (NF- SiOy)

Particulas nanoestructuradas de SiO> recubierta de una matriz de quitosano con un tamafio
de 34 nm, que contienen una formula N: P: K (15: 15: 15) y los % de micro y macronutrienes
representados en la Tabla 2. EI NF fabricado por el Dr. Jimmy Castillo del Centro de Fisicoquimica

de la Escuela de Quimica de la Universidad Central de Venezuela.

Tabla 2. Porcentaje de los elementos presentes en las NF- SiO>.

ELEMENTO Co B Mo Mg Fe Cu Mn Zn Ca S

% 0,025 0,025 0,025 0,350 0,150 0,150 0,100 0,250 0,350 0,200

Experimentos en condiciones de invernadero

El experimento se realizd en plantas de 7 meses de edad luego de la injertacion. Se
aplicaron 3 tratamientos diferentes por cada clon (n = 33), en funcion del nimero de aspersiones
o frecuencia de aplicacion (25ml por planta con una concentracion constante de aproximadamente

11 ppm NF-SiO2) por unidad de tiempo (Fig. 3):

1. Control, C (sin aplicacion del NF- SiO2; n=11)

2. Baja frecuencia de aplicacion, BF (aspersion del NF- SiO; cada 15 dias; n=11)

3. Alta frecuencia de aplicacion, AF (aspersion del NF- SiO2 cada 7 dias; n=11)

Se colocaron laminas de aluminio en las bases del vastago de cada planta (evitando
escurrimiento al suelo) durante la aplicacién de los tratamientos y se suspendieron las plantas del
suelo vivero sobre mesas de bambu, para evitar la incorporacion de nutrientes desde el suelo a las
plantas a lo largo del estudio. Las plantas se organizaron en 3 blogues (un bloque por tratamiento)

con un total de 22 plantas (n=11 por clon). Semanalmente, se procedia a la rotacion de las plantas
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entre las mesas con la finalidad de reducir el efecto de bloque. Todas las determinaciones se

realizaron en diferentes plantas seleccionadas al azar, en cada tratamiento.

Se realizaron las medidas de intercambio gaseoso Yy actividad fotoquimica semanalmente

desde el inicio del experimento (dia 0) durante 3 semanas (hasta el dia 21) y, finalmente, dos

semanas después de la aplicacion continua de los tratamientos (dia 35). Las mediciones se

realizaron en 7 plantas diferentes de cada tratamiento para cada clon (N= 42). Se realizaron las

medidas y andlisis fisioldgicos en hojas totalmente expandidas de la misma edad (3* par foliar) v,

finalmente, se tomaron muestras de suelo, del agua utilizada en el riego y se cosecharon las hojas

para los analisis de concentracion de nutrientes al inicio del experimento (dia 0) y al finalizar el

experimento (dia 35). También, se caracterizé la textura y algunas propiedades fisicoquimicas del

suelo, como pH y la conductividad eléctrica.

Clon
0c-61
(n=33)

Clon
BR-05

(n=33)

1ra medicion

y aplicacién

[ ¢ ]

(n=11)

(n=11)

(n=11)

%

xy

2da medicion

y aplicacién

- = e
< X X

3ra medicién
y aplicacion

~ 2

=
f<h]

=
=

4ta medicion
y aplicacién

Sta
aplicacion

6ta medicién
(Final del

experimento)

.
.

.

Dia
35

Figura 3. Esquema resumen del disefio experimental por cada clon (n=33) con los respectivos
tratamientos: Control (C), baja aplicacion (cada 15 dias; B) y alta aplicacién (cada 7 dias; A). Los
"checks™ corresponden a la aplicacion de la solucién con NF- SiO».
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Caracteristicas del suelo y del agua de riego

El andlisis de caracterizacién del tipo de suelo en conjunto con el anélisis fisicoquimico,
indican que el suelo es franco arenoso, ligeramente acido (pH= 6,4) y no salino (CE= 1,3 mv).

Tabla 3. Caracterizacion de parametros fisicoquimicos y del tipo de suelo utilizado en la siembra
de los clones.

TIPODE SUELO  ARCILLA (%) LIMO (%) ARENA (%)  pH CE (mv)

Franco arenoso 10 12,5 77,5 6,4 1,3

Tabla 4. Concentracion de los elementos (N, P, K, Mg y Ca) presentes en el agua de riego. No
detectable (N.D.).

N (mmol Kg?) P (mmol Kg?) K (mmol Kg?) Mg (mmol Kg') Ca (mmol Kg?)

N. D. 0,13 42 215 148

Condiciones microclimaticas

Se realizaron mediciones microclimaticas a cada hora (7:00 hasta 17:00 h) durante la
caracterizacion fisioldgica: densidad de flujo fotonico (DFF), temperatura foliar (Tr) y temperatura
del suelo (Ts), mediante el uso de un sensor cuantico (LI-COR, Modelo 250A) y sensores de
temperatura (YSI 04B0618-409B; Switch Craft LN4153-405) y un termometro termistor (8402-
10, Cole-Parmer Instrument Company). Simultaneamente, se registrd la Ta y la HR del invernadero

durante el todo el experimento con un HOBO (Pro V2).

Estado hidrico
Se determind el contenido de agua foliar (CAF) mediante la recoleccién de discos de hojas

de area conocida (1,54 cm?) a los cuales se les determind el peso fresco (PF) v, luego de haberse
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colocado todos los discos en la estufa a 60 °C durante 48 h, el peso seco (PS). EI CAF se determin6
como CAF= (PF- PS)/ PF.
Intercambio de gases

Las medidas instantaneas de fotosintesis (A), transpiracién (E), conductancia estomatica
(9s) y concentracion intracelular de CO; (C;) se realizaron en hojas intactas (n = 7; 1 hoja por
planta) que presentaban la misma edad foliar, utilizando un sistema abierto de intercambio de gases
portéatil (analizador infrarrojo de gases, CIRAS 2; camara de asimilacién PLC, Pp Systems, UK).
Las medidas se realizaron a 410 pmol mol™ de CO,, 21 % de Oz, 28 °Cy 1000 pmol m?s ! de
DFF. La EUA instantanea se determin6 como la relacion A/ E. El déficit de presion de vapor hoja-

aire (DPV) se mantuvo en ~ 1.25+ 0.017 kPa, durante las medidas del intercambio de gases.

Medidas alométricas
Se determing la altura total (hy), la altura de la rama principal del injerto (hin;), a partir del
nudo del injerto, con una cinta métrica, y el diametro de la rama principal del injerto (dinj) con un

vernier (n= 3 plantas por tratamiento) a los 14, 21 y 35 dias del experimento.

Pigmentos fotosintéticos

Se determiné el contenido de los pigmentos fotosintéticos: clorofilas a (Chl ), b (Chl p) y
carotenoides (X+C) en hojas (n = 7; 1 hoja por planta en cada tratamiento), segin Bruisma (1963)
y Wellburn (1994). Se tomaron 6 discos por hoja con area conocida (a= 1,54 cm?), se maceraron
en frio con carbonato de calcio y acetona al 80% para la extraccion de éstos. El extracto fue filtrado
con papel de filtro, se enras6é a 25ml con acetona al 80% Yy se registro la densidad dptica de los
extractos a cuatro longitudes de onda (A; 470, 663, 652 y 645 nm) con un espectrofotometro

(Ultraspec Plus, Pharmacia LKB, UK). Los calculos de la concentracion de clorofilas y
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carotenoides se realizaron en base a los coeficientes de extincion calculados para cada longitud de

onda de acuerdo Bruisma (1963) y Wellburn (1994), respectivamente.

Contenido de proteinas solubles totales (PST)

Se determiné el contenido de PST segun Bradford (1976), usando albimina sérica bovina
(BSA) como estandar, a partir de extractos obtenidos por maceracion en frio (0-4 °C) de 4 discos
de hoja en un buffer de extracciéon (100 mM Bicina- NaOH pH 8; 20 mM MgClz; 50 mM

mercaptoetanol; 40 mM fluoruro de fenilmetilsulfonil y PVP).

Actividad fotoquimica del PSII

Las medidas de fluorescencia de la Chl 5 del PSII se realizaron en hojas (n=7) a una DFF
de 1000 umol m?s?, utilizando un fluorimetro portatil (PAM 2100, WALZ, Alemania). Se
determinaron medidas instantaneas de la fluorescencia minima (Fo) y la fluorescencia maxima (Fm)
de hojas (aclimatadas a oscuridad), y la fluorescencia minima (F’,), fluorescencia maxima (F'm) y
fluorescencia estable (F) de hojas adaptadas a una determinada DFF. Con estas medidas, el equipo
estimo los siguientes parametros siguiendo los protocolos establecidos por Genty y col. (1989):

Eficiencia cuantica maxima del PSII: E,/E,, = (E,, — F,)/E,,.

Eficiencia cuantica relativa del PSIl: @pg,; = (F',, — F)/F' .

Coeficiente de extincion fotoquimica: gp = (F',,, — F)/(F’m — F',).
Coeficiente de extincién no fotoquimica: qy =1— (F';, — F'))/(F — F).

El transporte total de electrones (J) se estimé como: | = @pg;; X DFF X a X f (Krall y Edwards,

1992), donde a es la fraccion de DFF absorbida por la hoja (considerada como 0,84) y f es la



proporcién de e” que es absorbida por el PSII (0,5 ya que ambos PS estan involucrados de igual

manera en el transporte lineal de €°).

Concentracion de nutrientes en suelos y en hojas

Se determind la concentracion de los macronutrientes de suelos (n= 3 por tratamiento) y de
las hojas utilizadas en la determinacion de los pigmentos fotosintéticos (n = 7). El suelo fue secado
al aire y posteriormente tamizado (1 mm de malla). EI material foliar se sec en estufa durante 48
ha 70 °C con ventilacion forzada. Se registr6 el peso seco por muestra (200 mg de suelo y 50 mg
de hoja). Para la determinacion de Protales Y cationes (K*, Mg*? y Ca*?), se digirieron las muestras
de con mezcla binaria H2SO4: HCIO4 (4:1), a 200 °C por 1 h. La determinacion de la concentracion
de Protales Se realizd segin la metodologia modificada propuesta por Murphy y Riley (1962) a A=
882 nm; el K*, Mg*2y Ca*? se determinaron por absorcion atémica de llama (SpectrAA 55B,
Varian, Australia). Para los analisis de N organico total, se realiz6 segun la metodologia Kjedahl
(Jackson, 1968). La digestion utilizada fue con H2SO4 concentrado y una pizca de catalizador
Kjeltabs, (3,5 g K2SO4 y 3,5 mg Se), a 350 °C por 2 horas (Digestion Kjeltec System 40-1016.
Tecator, Suecia). El digerido se destilo con NaOH al 40% y el destilado se recolect6 en fiolas con
25 ml de H3BO3 (2 %), con 5 gotas de indicador Corway. Posteriormente, se realizo una titulacion

con HCI1 0,01 N (Titrisol ®, Merck).

Anélisis estadistico
Se utilizd el paquete estadistico Statistica 13.0 para realizar el analisis de varianza
(ANOVA) de una via (Tratamiento), con un nivel de significancia de p<0.05. Se utiliz6 el

programa SigmaPlot 13.0 para la representacion grafica de los resultados y el ajuste de las curvas.
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RESULTADOS

Microclima

En la Figura 4, se muestran los valores de DFF, T, HR, Ts y Ty, registrados durante los
dias de muestreo a lo largo del experimento. Se observo que la mayor DFF fue alcanzada al
mediodia (1500 pmol m s1); la malla neutra redujo efectivamente el 70 % de la DFF que incide
sobre el invernadero. Las mayores Ta fueron alcanzadas al mediodia (30-32°C). La Ta, Ts 'y Tt
presentaron un comportamiento similar a lo largo del dia, siendo la Ts menores que Tay Tr. La HR
disminuyd desde un 90 a 60 % entre las 7:00 y 13:00 h. El déficit de presion de vapor hoja- aire

(DPV) mostro valores minimos a las 7:00 h (0,20 kPa) y maximos a las 13:00 h (1,89 kPa).
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Figura 4. Parametros microclimaticos dentro del invernadero durante los experimentos,
desde las 7 am hasta las 5 pm. A, Densidad de flujo fotonico fuera del vivero (@) y dentro del vivero
(O). B, temperatura del aire (O) y humedad relativa ( @®). C, temperatura del suelo ( @), temperatura

foliar en los clones OC-61 (O) y BR-05 (' W).
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Intercambio de gases

Desde el dia 14 y hasta la culminacion del experimento (dia 35), se observd en ambos
clones un incremento significativo de A, en los tratamientos de baja frecuencia (BF) y alta
frecuencia (AF) de aspersion del NF- SiO2 en comparacion con plantas control (C). Se obtuvo un
incremento en A de 16 y 20 % en OC-61 en BF y AF, respectivamente. Para el clon BR-05, se

obtuvo un incremento en A de 56 y 60 % en BF y AF respectivamente (Figura 5 A, F).

Al finalizar el experimento (dia 35), el clon OC-61, mostrd una reduccion del 26 % en E
en BF y AF en comparacion con C. Para el clon BR-05, se obtuvo una reduccion de 23 y 36 % de

E en AF y BF de aspersion, respectivamente (Figura 5 B, G).

La gs tuvo una tendencia similar a la E; en OC-61, se observo una reduccion significativa
de gsdel 11 y 37% en AF y BF respectivamente en comparacion con C. Para el clon BR-05, se
obtuvo una disminucion del 22% en AF de aspersion en comparacion con C (Figura5 C, H). A lo
largo del experimento, no se observo una variacion significativa de C; entre los tratamientos para
el clon OC-61, con excepcion al dia 7. Para el clon BR-05, en el dia 35 se observo una reduccion

significativa de Cien AF y BF en comparacion con C (Figura 5 D, I).

Al Final del experimento, se observéd un incremento significativo de EUA en AF y BF de
aspersion en comparacion con C en ambos clones. En OC-61, se obtuvo un incremento
significativo de 42 % para el tratamiento de BF (Figura 5 E). Para el clon BR-05, se obtuvo un

incremento significativo del 100 % para ambos tratamientos, AF y BF (Figura 5 J).
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Figura 5. Cambio en el tiempo de los parametros de intercambio gaseoso en los clones de cacao
(OC-61y BR-05) sometidos a los diferentes tratamientos, en: A-F, tasa fotosintética; B-G, tasa de
transpiracion; C-H, conductancia estomatica; D-I, concentracion intercelular de CO; y E-J,
eficiencia del uso de agua. Plantas control (®), baja frecuencia (O) y alta frecuencia (¥) de
aspersion con NF- SiO.. Los valores representados son los promedios + error estandar (n = 7).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de una via, P
<0.05 y una prueba post hoc de Duncan).
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Parédmetros Alométricos
Desde el dia 14 hasta el dia 35, en el clon OC- 61 se observd un incremento significativo

en dinj de 26 y 32 % para las plantas con tratamientos BF y AF en comparacion con las plantas C

(Figura 6 C).
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Figura 6. Cambio en el tiempo de los parametros alométricos en los clones de cacao (OC-61 y
BR-05) sometidos a los diferentes tratamientos, en: A- D, altura total; B- E, altura de la rama
principal del injerto; C- F, didmetro del injerto. Plantas control (@), baja frecuencia (o) y alta
frecuencia (¥) de aspersion con NF- SiO». Los valores representados son los promedios + error
estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA
de una via, P <0.05 y una prueba post hoc de Duncan).
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Pigmentos fotosintéticos
No se observaron diferencias significativas entre tratamientos (BF y AF) y el controlen las
concentraciones de los diferentes pigmentos fotosintéticos, ni en la relacién Chl o/ Chl , y Chl o/

X+ C, en ninguno de los dos clones evaluados (Tabla 5).

Proteinas solubles totales
Se obtuvo un incremento del 15y 54 % de PST en el clon OC-61 para los tratamientos de
BF y AF, respectivamente. Mientras que en el clon BR-05, se obtuvo un incremento del 26 y 33%

de la PST en los tratamientos de AF y BF, respectivamente (Tabla 5).

Area foliar especifica
En el clon OC-61, se observo una disminucion del AFE en los tratamientos con aspersion

del NF- SiO2, mientras que en el clon BR-05, no cambi0 significativamente (Tabla 5).

Actividad Fotoquimica del PSII

Para el dia 35, se obtuvo un incremento F./ Fm en ambos clones para los tratamientos AF y
BF de aspersion de NF- SiO2 en comparacion con el tratamiento C (Figura 6 A, F). El clon OC-61
presentd valores mas altos de F./ Fm (0,810 + 0,002 AF; 0,780 + 0,010 BF; 0,810 + 0,005 C) en

comparacion con el clon BR-05 (0,790 + 0,006 AF; 0,800 + 0,007 BF; 0,770 + 0,010 C).

En el dia 35, el clon OC-61 mostrd un incremento significativo del 44 % en J en AF en
comparacion con los tratamientos BF y C. Mientras que para el clon BR-05, se observd un

incremento del 162 y 94 % en J para los tratamientos BF y AF, respectivamente (Figura 6 B, G).

La ®psy tuvo una tendencia similar que J. El clon OC-61, mostré6 un incremento

significativo del 52 % en ®ps;i en AF en comparacion con los tratamientos BF y C. En BR-05, se
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observo un incremento del 148 y 81 % en ®ps)) para los tratamientos BF y AF, respectivamente

(Figura 6 C, H).

Tabla 5. Concentracion de clorofila a (Chl J), clorofila b (Chl ), relacién entre la clorofila a y la
clorofila b (Chl o/ Chl y), clorofila total (Chl a+p), carotenoides totales (C x+c) y la relacion entre la
clorofila total y los carotenoides totales (Chl a+n/ C x+c), Proteinas soluble total (PST) y &rea foliar

especifica (AFE), en hojas de los clones de cacao OC-61 y BR- 05 con los tratamientos control (C),

baja frecuencia (B) y alta frecuencia de aspersion (A), antes (dia 0) y a los 35 dias de aplicar los

tratamientos. Los valores representados son los promedios + error estandar (n = 7 por tratamiento).

Las letras indican diferencias significativas obtenidas entre los tratamientos a través de un ANOVA
de una via (P <0.05) y una prueba post hoc de Duncan.

OC-61
Tiempo Dia0 Dia 35
C C B A
Chla(ugcm?) | 72,63+6,47 47,89 +5,43 42,96 +5,89 50,31 + 4,22
Chlp(ug cm?) | 31,87+4,88 26,21 2,24 22,91 +2,77 25,26 + 2,27
Chl a+b (g cm?) | 106,60 + 11,80 72,53 + 8,00 68,28 + 8,68 77,75+ 6,25
X+C (ug cm?) | 17,54 £1,50 10,79 + 1,67 10,50 + 1,11 11,69 + 1,38
Chl a/b 2,42 +0,31 1,81 0,10 1,90 + 0,09 1,98 + 0,09
Chl aw/ X+C 6,07 0,30 7,05 + 0,42 6,60 + 0,43 6,87 + 0,38
PST (ug cm™) 18,6 +1,9 185+1,6a 213+15a 285+29b
AFE (cm?g) | 276,03+16,17 | 287,22+11,30c  207,60+7,97a 241,79 +5,69 b
BR-05
Dia 0 Dia 35
C C B A
Chl a(ug cm?) | 57,69 £5,31 36,21 + 2,41 47,07 +1,89. 41,73 +331
Chlp(ug cm?) | 14,77 + 4,08 17,78 +1,14 22,45 + 0,59 20,16 + 2,07
Chl asb (Mg cm?) | 74,28 £8,17 54,35 + 6,06 70,92 + 6,43 63,57 +5,32
X+C (ug cm?) | 18,80+2,76 9,34+ 0,89 12,15 + 1,02 10,77 + 0,94
Chlab 5,53 + 1,64 2,04 + 0,06 2,10 + 0,05 2,11+0,11
Chl aw/ X+C 4,22 +0,64 5,78 + 0,18 5,83+ 0,19 5,95 + 0,21
PST (ug cm™) 20,1+15 182+16a 242+1,6b 229+15b
AFE (cm?g?) |26253+11,99 | 234,01+ 8,87 222,39 + 558 230,88 + 8,46
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En el dia 35, el clon OC-61 mostré un incremento significativo del 70 % en gp para el
tratamiento AF en comparacion con los tratamientos BF y C. En BR-05, se observé un incremento
del 221 y 45 % en gp para los tratamientos B y A, respectivamente, en comparacion con el
tratamiento C (Figura 6 D, I). Finalmente, en el dia 35 no se observd cambios en gn para los

tratamientos AF y BF en comparacion con el tratamiento C de los dos clones (Figura 6 E, J).
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Figura 7. Cambio en el tiempo de los pardmetros de la actividad fotoquimica del PSII a una densidad
de flujo fotonico saturante (1198 + 8 umol m2 s) en los clones (OC-61 y BR-05) sometidos a los
diferentes tratamientos, en: A-F, Eficiencia cuantica maxima; B-G, transporte total de electrones;
C-H, eficiencia cuantica relativa; D-I, coeficiente de extincion fotoquimica; E-J, coeficiente de
extincion no fotoquimica. Plantas control (@), baja frecuencia (O) y alta frecuencia (¥) de aspersion
del NF- SiO>. Los valores representados son los promedios * error estandar (n = 7). Los valores
representados son los promedios * error estandar (n = 7 por tratamiento). Las letras indican
diferencias significativas obtenidas entre los tratamientos a través de un ANOVA de una via (P
<0.05) y una prueba post hoc de Duncan.
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Contenido de agua foliar
En el clon BR-05, el CAF no vari6 significativamente entre los tratamientos, mientras que
en el clon OC-61, se observo una reduccion significativa en los tratamientos AF y BF en

comparacion con el tratamiento C, alcanzdndose el menor CAF en el tratamiento AF (Figura 8).
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Figura 8. Cambio en el tiempo del contenido de agua foliar en los clones BR- 05y OC-61 sometidos
a los tratamientos control (C), baja frecuencia (B) y alta frecuencia de aspersion (A) del NF- SiOa,
antes aplicar los tratamientos (dia 0) y a los 35 dias de tratamiento. Los valores representados son
los promedios + error estandar (n = 7). Las letras indican diferencias significativas y no
significativas (N. S.) obtenidas entre los tratamientos a través de un ANOVA de una via (P <0.05) y
una prueba post hoc de Duncan.
Concentracion de nutrientes

En la Figura 9, se muestra la concentracién foliar de N, P, K, Mg y Ca obtenidos en los
clones de cacao OC-61 y BR- 05 con los tratamientos control (C), baja frecuencia (BF) y alta
frecuencia (AF) de aspersion del NF- SiO2 en el dia 0 y en el dia 35. Para OC-61, se obtuvo un
incremento significativo de 30 y 31 % en la concentracion de N para los tratamientos BF y AF

respectivamente, y de 26 % en la concentracion de P para el tratamiento AF en comparacidn con

el C en el dia 35. Para BR-05, se obtuvo un incremento significativo de 22 % y, no significativo,
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de 10 % en la concentracion de N para los tratamientos BF y AF respectivamente, y de 38 y 23 %
en la concentracion de K para los tratamientos BF y AF respectivamente en comparacion conel C
en el dia 35. En cuanto a los demés elementos en las hojas de ambos clones, se observé el mismo
patron de incremento entre los tratamientos con NF en comparacion con el C, sin embargo, no se

observaron diferencias significativas.
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Figura 9. Cambio en el tiempo de la concentracion de nutrientes en hojas de los clones de cacao
OC-61 y BR- 05 sometidos a los tratamientos control (C), baja frecuencia (B) y alta frecuencia de
aspersion (A) antes de la aspersion (dia 0) y a los 35 dias de tratamiento. Los valores representados
son los promedios * error estdndar (n = 7 por tratamiento). Las letras indican diferencias
significativas y no significativas obtenidas entre los tratamientos en el dia 35 a través de un ANOVA
de una via (P <0.05) y una prueba post hoc de Duncan.
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Para OC-61, se obtuvo diferencias en la concentracién de Ca en el suelo entre los
tratamientos BF y AF de aspersion de NF- SiO.. Para BR- 05, se obtuvo un resultado similar al de
OC-61 con la concentracion de P; también, se obtuvo una reduccion significativa en la

concentracion de K del tratamiento AF en comparacion con C (Figura 10).
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Figura 10. Cambio en el tiempo de la concentracion de nutrientes en suelos de los clones BR- 05
y OC-61 sometidos a los tratamientos control (C), baja frecuencia (B) y alta frecuencia de
aspersion (A), antes de la aspersion (dia 0) y a los 35 dias de tratamiento. Los valores
representados son los promedios + error estandar (n = 3 por tratamiento). Las letras indican
diferencias significativas obtenidas entre los tratamientos en el dia 35 a través de un ANOVA de
una via (P <0.05) y una prueba post hoc de Duncan.
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DISCUSION

La fertilizacion foliar con el nanofertilizante de SiO» (NF- SiO-) fue beneficioso para los
clones de cacao Criollo estudiados. Principalmente, el NF- SiO2 gener6 efectos positivos en los
aspectos fisiologicos relacionados con la fotosintesis en ambos clones de cacao; producto de un
incremento en la concentracién foliar de nutrientes, tales como N y P, del contenido de PST y del
efecto beneficioso del Si sobre las plantas, traduciéndose en una mejora en la capacidad
fotosintética de esta especie (aumentos significativos en A, J, ®psi, gp); simultdneamente, la
aspersion del NF- SiO; ocasion6 un aumento en la EUA como resultado de la reduccion de gs y E,
a pesar que los pigmentos fotosintéticos no fueron afectados. El incremento significativo en Ay
en la concentracion de nutrientes foliares se tradujo en un mayor didmetro de la rama principal del
injerto; sugiriendo que las plantas podrian ser méas vigorosas para el momento de ser trasplantadas
en el campo. Por lo tanto, los NF de SiO2 pueden ser agroinsumos atractivos para los agricultores
y productores nacionales, ya que podrian aplicarse como un complemento para estimular el aparato
fotosintético, el crecimiento y la resistencia de las plantas contra el déficit hidrico, durante su etapa
mas importante de desarrollo. Es importante resaltar, que la respuesta fisiologica ante la aspersion
con NF-SiO> fue diferente entre los clones, siendo el clon BR-05 el que tuvo un mejor desempefio

fisiologico, dado los altos porcentajes de incrementos en muchas de las variables estudiadas.

Intercambio gaseoso

Los valores de A promedio obtenidas concuerdan con las reportadas previamente en
diferentes variedades y/o clones de cacao (A entre los 0,5 y 7 umol m 2 s™1; Miyaji y col., 1997;
Daymond y col., 2011; Araque y col., 2012; Bertolde y col., 2012; Almeida y col., 2014; Avila-
Lovera y col., 2016; Tezara y col., 2016; De Almeida y col., 2018). En los clones OC-61 y BR-

05, se obtuvo una mejora considerable de la capacidad fotosintética ante la aspersién foliar del NF
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de SiO2 en comparacion con el tratamiento C a partir del dia 14, alcanzandose mayor A en el
tratamiento AF y, consecutivamente, en el tratamiento BF. Los resultados de A coinciden con las
concentraciones foliares de N y P de los clones OC-61 y BR-05 para el dia 35, donde también se
observa un incremento de las concentraciones en el tratamiento BF y AF. Estos resultados podrian
deberse principalmente al suministro constante de nutrientes a las plantas, necesarios para suplir
todos los requerimientos de las funciones esenciales y especificas del metabolismo durante su
desarrollo (Schwambach y col., 2005; Latsague y col. 2014; Gattward y col., 2012). Nutrientes
esenciales, como el N, son requeridos durante el proceso de fotosintesis, debido a que son unos de
los principales bioelementos indispensables para la sintesis de macromoléculas organicas (acidos
nucleicos) y en la bioguimica de muchos compuestos no proteicos como las coenzimas, los
pigmentos fotosintéticos, los metabolitos secundarios y las poliaminas (Maathuis, 2009); el P es
un componente indispensable de los acidos nucleicos, ya que los nucleétidos trifosfato forman la
“columna vertebral” del ADN y el ARN y esta presente en todos los productos intermediarios del
ciclo de Calvin. Una deficiencia de N y/o P generaria una reduccion de la fotosintesis debido a la
escasez de proteinas y pigmentos, de ATP y de fosfatos de azucar que se involucran en diferentes

pasos intermedios durante la fijacion de CO2 (Maathuis, 2009).

Entre los parametros alométricos que fueron considerados durante el ensayo, Gnicamente
se observo un incremento significativo en el di,j del clon OC-61. Se ha reportado que la
acumulacion de Si conduce a la rigidez, puede facilitar la ereccion de las hojas y, por lo tanto,
aumentar la intercepcion de la luz, por lo que podria contribuir en el incremento de la capacidad
fotosintética y de fotoasimilacion, crecimiento de la planta y, en Gltima instancia, podria mejorar
su rendimiento (Saud y col., 2014). Estos resultados se han reportado en diferentes especies, como

Solanum lycopersicum, Triticum spp y Lupinus albus ante la aplicacion de NP de SiO; sin
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formulacion de fertilizante (Haghighi y Pessarakli, 2013; Sun y col., 2016; Raliya y col., 2017), y
se observd un incremento en el peso seco de las plantas de tomate, un incremento en tejidos de
raiz y brotes de 51 y 26%, respectivamente para Triticum spp y Lupinus albus; también, en Poa
pratensisante ante la aplicacion de Si (Saud y col., 2014); en ensayos de fertilizacion de Si en
suelos de arroz enriquecidos y con deficiencias de Si (Sun y col., 2019), demostraron que la
irrigacion de Si podria promover el contenido de fitolitos (derivados de la biomineralizacion del
Si), el incremento de la biomasa y mejorar el contenido de fitolitos de las plantas de arroz, a pesar
que, en suelos enriquecidos el exceso de Si puede generar una reduccién en la biomasa.
Finalmente, en dos variedades de cacao, reportaron la mejora de pardmetros alométricos, como la
circunferencia del tallo y el peso de los brotes y raices, en respuesta al aumento de la concentracion
de N en el suelo (Ribeiro y col., 2008); también, observaron un incremento en la concentracion de
N en las raices y en los brotes, traduciendose en una disminucion en la eficiencia del uso de N
(EUN= g de materia seca mg? N) a medida que aumentaba la concentracion. En este trabajo,
también se obtuvo una reduccion en la EUN foliar a los 35 dias en los tratamientos que
comprendian la aspersion de NF- SiO, en comparacion con el control para OC- 61 (0,078 g mg™*

C; 0,059 g mg* BF; 0,058 g mg™* AF) y BR-05 (0,068 g mg™ C; 0,055 g mg™ BF).

Simultaneamente, para ambos clones se obtuvo una reduccion de gs en el dia 35 ante la
aspersion foliar del NF en comparacion con el tratamiento C. Los cambios en gs se relacionan con
el control de la pérdida de agua y la asimilacion de COza través de E, por lo tanto, la reduccion de
la gs se traduciria en una disminucion en la E, evitando consigo la pérdida de agua durante el
intercambio gaseoso (Tognetti y col., 1998). Se ha reportado la reduccién de la gs y E en plantas
de cacao sometidas a estrés por déficit hidrico ante la aspersion foliar de SiO2 no nanoestructurado

(Zanetti y col., 2016), sin embargo, no observo una mejora de la capacidad fotosintética en una
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semana de experimentacion. En plantas de pera silvestre, reportaron una reduccion significativa
de E ante la irrigacion de NP- SiO; (Zarafshar y col., 2015). Las células vegetales presentan
proteinas transportadoras de Si, por lo que su captacion y retraslado podria ser activa o pasiva a lo
largo del vastago de la planta (May col., 2008; Ahmed y col, 2015). Esto contribuye a la mitigacion
de los efectos del estrés abidtico a nivel fisiol6gico, como el déficit hidrico y la disponibilidad de
nutrientes, a través del aumento de la captacion de agua a través de las raices, manteniendo el
balance de nutrientes, reduciendo la pérdida de agua por transpiracion y promoviendo la tasa de
fotosintesis (Zhu y Gong, 2014). Se ha reportado que se genera una deposicion de cristales de Si
en las células epidérmicas formando una barrera que puede reducir la pérdida de agua a traves de
la cuticula (Trenholm y col., 2004); también que, mecanicamente, las NP SiO, forman una bicapa
en la pared celular que contribuye con la estabilizacion y el mantenimiento estructural de la
membrana plasmatica vegetal, lo que reduce la pérdida de sélidos solubles y contribuye al ajuste
osmético (Bao-shan y col., 2004; Ming y col., 2012). Por lo tanto, parte el incremento de la A 'y
de la EUA observada en los clones estudiados, también podria deberse a los efectos beneficiosos

de la acumulacion de Siy de NP SiO2 en los tejidos vegetales.

En cuanto a la EUA, se obtuvo la mejora considerable en ambos clones ante la aspersion
foliar del NF de SiO2 en comparacion con el tratamiento C en el dia 35, siendo en mayor magnitud
en el clon BR-05 en comparacion con el clon OC-61, que parece responder mejor ante la aplicacion
del NF. La mejora en el balance de COz y en la pérdida de agua se traduce en un incremento de la
EUA, por lo que ambos clones podrian ser mas eficientes en el uso de agua durante el intercambio
gaseoso cuando se les aplica el NF. Por lo tanto, las NP de SiO, podrian promover una mayor
resistencia a la pérdida de agua durante los periodos secos (Ahmed y col, 2015; Zarafshar y col.,

2015; Raliya y col., 2017), aspecto de gran interés para el cacao, ya que es un cultivo perenne que
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puede verse afectada su productividad a periodos breves sequia, por lo que se promueve la
bdsqueda de nuevas estrategias para superar esta limitacion (Belsky y Siebert, 2003, Bae y col.,
2009). Finalmente, se han reportado resultados similares en S. lycopersicum (Haghighi y
Pessarakli, 2013), los cuales demuestran que la aplicacion de NP- SiO2 mejor6 la capacidad
fotosintética de plantas bajo estrés salino, y mejoré la EUA por la reduccion significativa de gs y

de E.

Estas respuestas fisioldgicas nos confirman que las NP comprendidas en un tamafio de 34
nm, si pueden ser utilizadas como un medio de suministro y transporte de nutrientes en plantas de
cacao. Posiblemente, la incorporacion de las NP estuvo mediada por mecanismos de penetracion
cuticular como la ruta “polar” o “de los poros acuosos” (Schreiber, 2005; Schonherr, 2006;
Schreiber y Schénherr, 2009), ya que el cacao es una planta con hojas hipoestomaticas (Hernandez

y col., 2017).

Contenido de pigmentos fotosintéticos y de proteinas solubles totales (PST)

Los valores obtenidos del contenido de clorofila y carotenoides totales para los clones OC-
61 y BR-05 son similares a los reportados anteriormente en otras variedades de cacao (entre 30-
112 pg cm? de clorofila total y los 5- 18 pug cm? de carotenoides; Bertolde y col., 2012; De
Almeida y col., 2018). Sin embargo, no se obtuvo variaciones en sus concentraciones en ninguno
de los clones para los diferentes tratamientos a lo largo del experimento. Esto probablemente se
deba al posible requerimiento de macronutrientes en la sintesis de proteinas que intervienen
directamente en el proceso fotosintético, asi como es el caso de la ribulosa-1,5-bisfosfato

carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO).
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Se ha reportado que el contenido de Chla, Chlpy X+ C puede aumentar en plantas
fertilizadas con N, P y K, contribuyendo a un incremento en la tasa fotosintética (Poole y Conover,
1990; Schwambach y col., 2005; Latsague y col., 2014). En las especies Triticum spp y Lupinus
albus, se ha reportado un incremento dramatico en el contenido de pigmentos fotosintéticos y de
PST por efecto de la irrigacion de altas concentraciones NP de SiO, (entre 500- 2000 mg L™; Sun
y col., 2016). Se ha propuesto que el Si tiene un papel importante en la sintesis de compuestos
orgénicos intracelulares y en la manutencion de las funciones bioquimicas normales (Matichenkov
y col., 2008; Song y col., 2014; Li y col., 2015), enfatizando en que la aplicacion de Si puede
mejorar significativamente la expresion de genes como HemD y PsbY que estan relacionados con
la biosintesis y degradacion de la clorofila. Por lo tanto, se sugiere que la estimulacion de la
expresion de estos genes con la adicion de Si, puede mejorar la actividad del PSII y la velocidad
de transferencia de electrones, debido a un incremento en el contenido de clorofila (Song y col.,
2014; Liy col., 2015). Finalmente, se ha propuesto que el contenido de pigmentos fotosintéticos
puede ser un indicador de toxicidad por las NP (Rico y col., 2013), hipotesis que, se podria
descartar ya que en este estudio no se observo un efecto negativo del NF sobre el contenido de

pigmentos fotosintéticos.

El contenido PST en hojas para los clones OC-61 y BR-05 fueron similares a los valores
previamente reportados para diferentes clones Trinitarios del banco de germoplasma de
Barlovento, en los cuales se alcanzan valores entre 1,64 y 8,84 mg g* (Quifiones-Galvez y col.,
2015). El clon OC-61, present6 valores mas altos de PST en comparacion con BR-05, con valores
entre 5,1y 6,9 mg g* vy, para el clon BR-05, valores entre 4,3 y 5,4 mg g*. Las diferencias
obtenidas entre los tratamientos que contemplaron la aplicacion del NF (AF y BF) en comparacion

a los controles en ambos clones, sefialan que el NF- SiO; tuvo un efecto positivo en la formacién
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de proteinas en los tejidos de las plantas de cacao estudiadas. La aplicacion de macronutrientes
esenciales, como N, P y K, pueden influir directamente sobre el contenido de carbohidratos
solubles (glucosa), lo que se relaciona directamente con la sintesis de pigmentos y proteinas

(Schwambach y col., 2005; Latsague y col. 2014).

En el clon OC-61, el contenido de PST obtenido es directamente proporcional a la
disponibilidad de nutrientes, ya que se alcanza en el dia 35 el mayor valor en el tratamiento AF y
seguido de BF en comparacién con C, aunque para BR-05, no se observo el mismo patrén. Este
resultado concuerda con los obtenidos en intercambio gaseoso, ya que el contenido de PST puede
correlacionarse con el incremento o la mejora de la capacidad fotosintética y de la actividad
fotoquimica (Sun y col., 2016). Un incremento de A, requiere una mayor concentracion de
RuBisCO, entre otras enzimas del ciclo de Calvin, por lo tanto, estos resultados indican que no
hubo una limitacion de la fotosintesis por parte de la enzima, la cual representa el 40% del
contenido de PST. Estos resultados coinciden con la concentracion foliar de N obtenidas para el
clon OC-61 y el clon BR-05 con los tratamientos de aspersion del NF, ya que aproximadamente

un 50% del N foliar se encuentra invertido en RuBisCO (Spreitzer y col., 2002).

Actividad Fotoquimica del PSII

Los valores de FyFmy ®psii obtenidos concuerdan con los reportados previamente en
diferentes estudios ecofisiologicos con diferentes variedades de cacao (Avila-Lovera y col., 2016;
Tezara y col., 2016; De Almeida y col., 2018). A lo largo del experimento, los clones OC- 61 y
BR- 05 mostraron valores de FuFm entre los 0,80 y 0,75 respectivamente, indicando, que no se
observaron dafios en el aparato fotoquimico, indicio de que las plantas se encontraron sanas
(Maxwell y Johnson, 2000), y que no fueron sometidas a ningln tipo de estrés durante la aplicacion

de los tratamientos de NF.
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Para los clones OC- 61 y BR- 05, debido al incremento de J, ®psi y gp Sin variaciones de
gn se obtuvo la mejora parcial de la actividad fotoquimica en el dia 35 en los tratamientos con
aspersion del NF-SiOz. Se ha reportado que el Si puede mejorar la eficiencia fotoquimica en una
diversidad de especies sujetas a déficit hidrico (Xu y Xu, 2005; Chen y col., 2011), debido a que
la emision de fluorescencia de la Chl , depende de las estructuras de la membrana, como los
tilacoides, que permiten un anclaje mas estable de los pigmentos fotosintéticos, cuanto mayor es
la estructura de los tilacoides, mejor sera la estabilizacion de los fotosistemas en la estructura
membranosa de los cloroplastos (Zanetti y col., 2016). Por lo tanto, la aplicacién de NF- SiO en
plantas de cacao pudo haber generado una disminucion en la emision de fluorescencia por una
mejor estabilizacion de los fotosistemas en la estructura membranosa de los cloroplastos,
traduciéndose una mayor actividad fotoquimica. Se ha reportado, en plantas de cacao sometidas a
déficit hidrico ante la aspersion foliar de SiO2 no nanoestructurado (Zanetti y col., 2016), mejoras
en la eficiencia fotoquimica mediante el incremento en la densidad de centros de reaccion activos
del PSI1y del indice de rendimiento para la conservacion de energia hasta la reduccion del aceptor

final de PSI.

Contenido de agua foliar (CAF)

No se encontraron trabajos que evallien el CAF ante la aspersion foliar de Si o de NP de
SiO2, sin embargo, se ha reportado la reduccion del potencial hidrico en hojas de cacao a dosis
altas de SiO2 no nanoestructurado (Zanetti y col., 2016), debido al posible incremento de la
concentracion interna de solutos y la rigidez de la pared celular promovida por la aplicacién foliar
de Si. Esto genera efectos positivos sobre el déficit hidrico en una gran variedad de cultivos, lo
que podria explicar la reduccion significativa del CAF entre los tratamientos, alcanzandose el

menor valor con el tratamiento AF.
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Concentracion de nutrientes

Los valores obtenidos de la concentracion foliar de N, P, K, Mg y Ca para los clones de
cacao OC- 61 y BR- 05 coinciden con algunas de las propuestas de diagndstico nutricional para
diferentes clones de cacao (entre los 16,1- 21,9 g kg N; 0,9- 2,2 g kg P; 3,8- 20,0 g kg K; 4,4-
9,0 g kg* Mg; 8,3- 24,5 g kg™ Ca; Abreu-Junior, 1996; Malavolta y col., 1997; Sodré, 2002;
Puentes-Paramo y col., 2016). En comparacién con los reportes mas recientes de diagnostico
nutricional de las hojas (Puentes-Paramo y col., 2016), para el clon OC- 61 y BR- 05 se obtuvieron
valores mas altos de P (2,0- 3,1 g kg? OC-61; 2,3- 3,2 g kg BR- 05), K (18,6- 24,6 g kg™ OC-
61; 19,0- 26,2 g kg BR- 05) y valores mas bajos de Ca (7,3- 14,4 g kg* OC-61; 7,6- 16,6 g kg™
BR- 05), sin embargo, al compararse estos resultados con los clones estudiados, éstos son muy
similares entre si. Las diferencias pueden deberse principalmente al tipo de sustrato, edad de la
planta, edad foliar, duracion del experimento y a la exigencia nutricional especifica para cada clon

(Puentes- Paramo y col., 2016).

Para el clon OC-61, se obtuvo un incremento significativo en la concentracion foliar de N
para los tratamientos BF y AF en comparacion con C; también en la concentracion de P para el
tratamiento AF. El clon BR-05, se observo un incremento significativo en la concentracion foliar
de N y K para el tratamiento BF. Este incremento probablemente se deba a la fuente de
incorporacion externa de nutrientes (aspersion del NF), ya que las muestras de sus respectivos
suelos presentaron concentraciones de N y P muy bajas; en el caso del K para el clon BR-05, puede
deberse a la aplicacion de NF vy, a su vez, a la incorporacién constante de K a traves del riego,
ademas hay que considerar que el agua del riego present6 altas concentraciones de K, Mg y Ca.
Por lo tanto, no se observa una disminucion entre la concentracion del suelo de BF en comparacién

con el suelo C.
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Se ha reportado, que las concentraciones criticas en el suelo para plantas de cacao estan por
debajo de los 42,8 mmol kg™ N, 0,3 mmol kg P, 0,3 mmol kg K, 8 mmol kg Mg, 22,5 mmol
kg™ Ca (Egbe y col., 1989; Aikpokpodion y col., 2010), por lo tanto, la concentracion de nutrientes
(P, K, Mg y Ca) obtenidas en los suelos del dia 0 y dia 35 para ambos clones fue adecuada para
las plantas, con excepcion con la concentracion de N en el dia 35 para los tratamientos C y BF
(38,8 mmol kg* C; 36,6 mmol kg™ BF) del clon OC-61 y los tratamientos C, BF y AF (38,4 mmol
kg™ C; 39,9 mmol kg BF; 38,7 mmol kg AF) del clon BR-05. Sin embargo, esta deficiencia de
N sélo afectd la fisiologia de los tratamientos C en comparacién con los tratamientos que

contemplaban la aspersion de NF- SiO».
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CONCLUSIONES

La aspersion foliar del NF de SiO2:

Mejora la capacidad fotosintética y la eficiencia de uso de agua de los clones OC-61 y BR-05
mediante la reduccién de la conductancia estomatica y, consecutivamente, de las tasas de

transpiracion.

No afect6 el contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides totales) de los

clones OC-61 y BR-05.

Promueve la sintesis de proteinas solubles totales en los clones OC-61 y BR-05.

Mejora la actividad fotoquimica del PSII de los clones OC-61 y BR-05, mediante el incremento
de la tasa de transporte de electrones, eficiencia cuantica relativa y del coeficiente de extincion

fotoquimica.

Redujo el contenido de agua foliar en el clon OC- 61, alcanzando el menor valor con el

tratamiento de alta frecuencia de aspersion.

Incremento la concentracion foliar de N y P en el clon OC-61, y de N y K en el clon BR-05.

Recomendaciones:

Realizar experimentos con plantas madre o plantas adultas en campo (in situ).

Realizar experimentos similares cuyo medio de aplicacion del NF- SiO; sea por irrigacion con
4 controles diferentes: 1. Suelo sin ningun tratamiento. 2. Con solucién nutritiva (Hoagland).

3. Con NP- SiO2 (sin formula fertilizante). 3. Con NF- SiO».
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Incrementar el esfuerzo muestral para la determinacion de los pardmetros alométricos.

Considerar las metodologias para la determinacion de la concentracion de Si o SiO- en los

tejidos vegetales en diferentes estados de desarrollo.

Alargar el tiempo de experimento para evaluar el comportamiento de las variables fisiologicas y

de la concentracion de nutrientes foliares y del suelo en periodos prolongados de tiempo.
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