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RESUMEN

El zinc es un micronutriente esencial involucrado en funciones bioldgicas como la activacion
enzimatica y la sintesis proteica. Su deficiencia puede ocasionar desnutricion, debilitar el sistema
inmunoldgico y reducir la tasa de crecimiento infantil. Por ello, la producciéon agricola debe
adoptar practicas sostenibles que garanticen un aporte adecuado de zinc en los alimentos. En este
contexto, la biofortificacion con zinc en germinados de lenteja representa una estrategia viable para
mejorar la nutricién humana sin afectar la salud. El objetivo del estudio evalué el efecto de cinco
concentraciones de sulfato de zinc (0, 25, 50, 100 y 200 uM L) sobre la germinacion, crecimiento
inicial y composiciéon bioquimica de plantulas de lenteja. Se utiliz6 un disefio completamente al
azar (DCA) con cuatro repeticiones, asignando aleatoriamente las unidades experimentales, cada una
con 100 semillas en frascos de vidrio durante nueve dias. El tratamiento con 50 uM L favorecid el
crecimiento de los germinados, mejoré la biodisponibilidad de zinc y redujo el contenido de acido
fitico, aunque no alcanz6 la mayor tasa de germinacion. En contraste, las concentraciones de 100 y 200
UM L* aumentaron la acumulacién de zinc, pero disminuyeron el contenido de acido indolacético
(AIA), afectando el crecimiento de los germinados. Estos hallazgos sugieren que la biofortificacion
con zinc en germinados de lenteja mejora el perfil nutricional y productivo, constituyendo una
alternativa practica y sostenible en la alimentacién humana.
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ABSTRACT

Zincisan essential micronutrientinvolved in key biological functions, including enzyme activation
and protein synthesis. Its deficiency can lead to malnutrition, impair immune function, and reduce
growth rates in children. Therefore, agricultural production should adopt sustainable practices that
ensure an adequate zinc supply within food systems. In this context, zinc biofortification of lentil
(Lens culinaris Medik.) sprouts emerges as a viable strategy to improve human nutrition without
apparent adverse effects. This study evaluated the effect of five zinc sulfate concentrations (0, 25, 50,
100 and 200 pM L") on germination, early growth, and biochemical composition of lentil sprouts.
A completely randomized design with four replicates was implemented, with experimental units
randomly assigned, each containing 100 seeds placed in glass jars under controlled conditions for
nine days. The 50 uM L treatment promoted sprout growth, improved zinc bioavailability, and
reduced phytic acid content, although it did not achieve the highest germination rate. In contrast,
the 100 and 200 uM L™ treatments increased zinc accumulation but reduced indoleacetic acid (IAA)
content, negatively affecting sprout growth. These findings suggest that zinc biofortification in lentil
sprouts can improve both nutritional quality and growth performance, representing a feasible and

sustainable alternative for enhancing human nutrition.

Keywords: Lens culinaris Medik., zinc sulfate, bioavailability, phytic acid.

INTRODUCCION

A nivel mundial, aproximadamente 2 mil
millones de personas sufren deficiencia de
zinc (Singh et al.,, 2023). En Ecuador, el 28,7%
de nifios y nifias menores de cinco afios en
zonas rurales padecen desnutriciéon cronica y
retraso en el crecimiento (Willoughby y Bowen,
2014). La deficiencia de micronutrientes en la
dieta, incluido el zinc, afecta negativamente
en el sistema, gastrointestinal, nervioso e
inmunologico, asi como aparatos reproductivos, y
esta relacionada con patologias cardiovasculares
y enfermedades renales (McAuliffe et al., 2020;
Escudero et al., 2022; Maldonado-Alvarado et al.,
2023). Ademas, la falta de zinc puede afectar el
desarrollo cognitivo a largo plazo (Bhatnagar y
Taneja, 2001). Por ello, es indispensable encontrar
una forma natural de suplementacion de este
microelemento en la dieta, especialmente a través
de la produccion agricola.

La agricultura en paises de bajos ingresos han
incrementado considerablemente su extension y
relevancia como medio de subsistencia y fuente de
seguridad alimentaria; sin embargo, la fertilidad
del suelo y el contenido nutricional de los
alimentos han disminuido (Haddad et al., 2016).
De hecho, los productos agricolas de primera
necesidad presentan bajos niveles de proteina,
calcio, fosforo, hierro, selenio, zinc, y vitaminas
A, Cy D (Tong et al.,, 2016). Esta situacion se
origina desde las primeras etapas de produccion
en campo, donde un suministro inadecuado de
zinc en las plantas altera los procesos metabdlicos,
limita las reacciones enzimadticas y reduce el
rendimiento y calidad de los cultivos (Al Jabri
et al., 2022). Ademas, la deficiencia de zinc en

las plantas afecta negativamente los procesos
fisioldgicos y las funciones metabdlicas celulares
(Kumar et al., 2022). Dado que el zinc contribuye
a la integridad de las membranas radiculares y
participa en los procesos fotosintéticos, asi como
en la sintesis de aproximadamente 2.800 proteinas
(Cakmak y Kutman, 2018), su deficiencia provoca
mayor vulnerabilidad en las plantas. Por lo tanto,
es fundamental identificar los requerimientos
nutricionales de zincenlas plantas paramejorarlos
rendimientos agronomicos y, consecuentemente
aumentar el contenido de este micronutriente en
los alimentos que consumimos.

Para prevenir y mitigar los efectos de la
malnutricion y la desnutricion en la dieta
humana, se emplean estrategias como el
aumento de la oferta alimentaria, la alimentacion
complementaria, las transferencias econdmicas
condicionadas y procesos agros tecnologicos
como la biofortificacion (Galvan y Amigo, 2007).
Esta tltima, representa una alternativa eficiente,
innovadora y de bajo costo para reducir la
deficiencia de micronutrientes en humanos y
animales. La biofortificacion agronémica consiste
en incrementar el contenido de micronutrientes
con mayor déficit en las plantas, permitiendo
su absorcion y posterior consumo sin alterar su
forma natural (Boccio y Monteiro, 2004). Este
proceso mejora la absorciéon de microelementos
en las plantas y aumenta el valor nutricional de los
alimentos (Dhaliwal et al., 2022). En este contexto,
la biofortificacion de productos agricolas de
primera necesidad con zinc se considera una
estrategia viable para mitigar la desnutricion
(Praharaj et al., 2021).

Las semillas de leguminosas presentan
alta eficiencia en procesos de biofortificacion
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agrondmica, ya que, cuando se someten a
una germinacion controlada en presencia de
fuentes de zinc, incrementan significativamente
la biodisponibilidad de proteinas, minerales
esenciales como el hierro, zinc, y compuestos
bioactivos (Tymoszuk y Wojnarowicz, 2020).
Ademads, los germinados  biofortificados
favorecen la  digestibilidad total, tanto
organoléptica como nutricional (Oduro-Yeboah
etal., 2023). Asimismo, mejoran las caracteristicas
sensoriales, y son tecnologias econémicamente
viables y faciles de implementar en cualquier
temporada (Baczek-Kwinta et al., 2020). Con base
en lo expuesto, se evalud el efecto de cinco niveles
de zinc sobre la germinacion, crecimiento inicial
y composicion bioquimica de plantulas de lenteja
(Lens culinaris Medik.), partiendo de la hipotesis
de que la Biofortificacion agronomica con
concentraciones superiores a 25 uM L* de zinc
mejora la germinacidn, estimula el crecimiento
inicial y aumenta la biodisponibilidad del
mineral en el tejido vegetal mediante cambios en
el contenido de zing, en el acido fitico y la relacién
molar acido fitico:zinc.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

La investigacion se llevd a cabo en 2023 bajo
condiciones controladas en el laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Carrera de Agropecuaria
IASA I de la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE, ubicada en la Hacienda El Prado de la
parroquia de San Fernando, Cantén Rumifiahui,
Pichincha, Ecuador. El laboratorio se localiza a
una altitud de 2748 msnm., en las coordenadas
geograficas 0°23'4.77” Sy 78°24’52.50” W.

Disefio experimental

Se utiliz6 un diseno completamente
aleatorizado (DCA) con cinco tratamientos y
cuatro repeticiones. Las unidades experimentales
fueron frascos de vidrio de 200 mL, cada uno con
100 semillas de lenteja (L. culinaris M.) obtenidas
del Banco de Germoplasma del Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP);
las semillas fueron desinfectadas mediante
inmersion en etanol al 70% durante 30 seg,
seguido de hipoclorito de sodio al 3% durante 12
min y cinco enjuagues con agua destilada estéril
(Salas-Pérez et al., 2018). Luego, las semillas
fueron inmersas en agua destilada estéril durante
24 h para inducir la germinacion. Posteriormente,
se elimino el exceso de agua de las semillas
y se prepar6é una solucion de sulfato de zinc
heptahidratado (ZnSO,.7H,O, pureza >99%). A
partir de esta, se establecieron los tratamientos:
TO: 0 uM L%, T1: 25 uM L%, T2: 50 uM L T3:

100 uM L-%; T4: 200 pM L, incorporados en los
frascos de 200 mL en los siguientes volimenes:
T0: 0 mL; T1: 0,5 mL; T2: 1,0 mL; T3: 2,0 mL y T4:
4,0 ML Para el experimento se utiliz6 una camara
de germinacion Mangersdorf TE-406 programada
a una temperatura constante de 20°C y humedad
relativa de 75%.

Indicadores de germinaciéon y crecimiento
inicial

El porcentaje de germinacién se determiné
a los tres dias de iniciado el ensayo, aplicando
la ecuacion estandar utilizada en pruebas de
semillas, con una muestra de 100 semillas por
unidad experimental, mientras que el tiempo de
germinacion se registré en funcion del periodo
transcurrido hasta la emergencia de las plantulas.

# semillas germinadas

Porcentaje de Germinacion % = ( )%100 Eq. (1)

semillas total
La longitud de los germinados se determind
a partir de imagenes capturadas con un teléfono
Samsung Galaxy S$23 equipado con camara
digital de 50 megapixeles, tomadas a una
distancia aproximada de 25 cm bajo condiciones
de iluminaciéon controlada. Las mediciones
se realizaron mediante el software IMAGE ],
registrando la distancia en milimetros desde
el extremo de la radicula hasta el borde del
hipocétilo en cada plantula germinada.

Composicion bioquimica de plantulas de lenteja

La concentracion de acido indolacético (ATA)
en las raices se determino utilizando 10 radiculas
germinadas de lenteja por unidad experimental.
El material vegetal se trituré en un mortero vy,
posteriormente, se transfirié a tubos de ensayo
que contenian acetona al 80%, donde se maceré
y mantuvo a — 4 °C cubierto con papel aluminio
durante 24 h. Luego, se extrajo un gramo de raiz
triturada y se coloco en reactivo de Salkowski (0,5
M de cloruro ferroso, 49 mL de agua destilada
estéril y 49 mL de acido percldrico). Los tubos
se cubrieron nuevamente con papel aluminio
y se centrifugado a 530 rpm durante cinco min.
Finalmente, la concentracion de AIA se realizd
por espectrofotometria a 535 nm, utilizando la
metodologia y la ecuacion ajustada propuesta
por Glickmann y Dessaux (1995).

Y -0.002
0.0009

Concentracion de AIA (ug/ml) = Eq.(2)

El contenido de acido fitico se analizo6 a partir
de 2,0 g de muestra liofilizada de los brotes,
los cuales se mezclaron con 50 mL de acido
clorhidrico al 2%. La muestra se colocd en una
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incubadora orbital (SHELL LAB) durante tres h
a 120 rpm y 22 °C, posteriormente se colocd en
papel filtro N°1. El filtrado se mezcld con 2,5
mL de reactivo de tiocianato de amonio al 0,3%
y se completé con 27 mL de agua destilada.
Seguidamente se realiz9 la titulacion con cloruro
férrico a una concentraciéon de 1,95 mg-mL.
La concentracion final de acido fitico se calculd
mediante la ecuacion de Abulude (2005).

IP6(mg/100gr) = vt (Valor de titulacion) * 1,95 Eq. (3)

Fitato (%) = [P6(Fitato de fosforo) * 3,55 Eq.(4)

Contenido de zinc en semillas de lenteja

Para determinar el contenido de zinc, se
utilizaron muestras secas de 1,0 g de cada unidad
experimental. Las muestras fueron molidas y
calcinadas en una mufla a 600 °C durante 4 h,
y tras ese proceso, se afiadié 10,0 mL de acido
clorhidrico y 2,0 mL de agua destilada, llevandose
la mezcla a ebullicién en estufa. Posteriormente,
se filtro en matraces de 50,00 mL y se completd el
volumen con agua destilada estéril. Finalmente,
la mezcla se colocd en un filtro de membrana
0,22 um y se determind la concentracion de zinc
mediante espectrometria de absorcion atémica.

La biodisponibilidad de zinc se calculo
mediante la relacién entre el contenido de zinc
y acido fitico, empleando la ecuaciéon propuesta
por Wei et al. (2012).

mmol AF

AF:Zn = ——— Eq. (5)
mmol Zn
Mapeo y composicion elemental
semicuantitativa

El mapeo y la composicion elemental
semicuantitativa de las radiculas de los
germinados de lenteja se realizaron mediante
un microscopio electrénico de barrido (SEM)
equipado con un detector Bruker X-Flash 6:30,
siguiendo la metodologia de Espectroscopia de
Energia Dispersiva de Rayos X (EDS). Para el

analisis se utilizaron 20 raices secas de las semillas
germinadas del tratamiento correspondiente al
control (TO: 0 uM L") y la dosis mas alta de zinc
(T4:200 uM L7). La seleccion de estos extremos
del gradiente experimental respondié al objetivo
de maximizar el contraste en la acumulacion y
distribucién del micronutriente minimizando la
influencia de variaciones intermedias.

Analisis estadistico

El analisis de datos se realizd con el software
R (version 4.4.2). Para determinar diferencias
significativas entre tratamientos, se llevo a cabo
un analisis de varianza (ANOVA) bajo un DCA,
seguidodelapruebade Tukey paralacomparacion
de medias, con un nivel de significancia de 0,05,
en los casos en que los datos cumplieron con los
supuestos de normalidad y homocedasticidad.
Cuando los datos no se ajustaron a los supuestos
de la estadistica paramétrica, se aplico la prueba
de Kruskal-Wallis, seguida del test de Dunn.

RESULTADOS

Dias y porcentaje de germinacion

Los dias de germinacién  variaron
significativamente entre tratamientos, segun la
prueba de Kruskal-Wallis (x*=20,30; p=4,36x10"%)
(Tabla 1). El tratamiento 25 uM L (T2) presento
la menor mediana de dias de germinacidn,
mostrando diferencias significativamente
respecto a los tratamientos con 100 uM L?
(T3) (p=1,76x10%) y 200 uM L (T4) (p=0,03).
Ademas, las semillas tratadas con 100 pM L™
(T3) germinaron significativamente mas tarde en
comparacion con el control (0 uM L, T0) (p=0,02).

En cuanto al porcentaje de germinacion,
se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (p<0,05). Las semillas tratadas
con 0 uM L* (TO) obtuvieron un porcentaje
significativamente menor respecto a todos los
tratamientos, mientras que las semillas tratadas
con 200 uM L* (T4) alcanzaron un porcentaje
significativamente superior al resto, pero con
valores estadisticamente similares al tratamiento
de 100 uM L (T3).

Tabla 1. Ntmero de dias y porcentaje de germinacion de brotes de L. culinaris M.
Table 1. Number of days and germination percentage of sprouts of L. culinaris M.

Tratamiento (uM L)

Germinacion (dias)

Germinacion (%)

T0: 0 4,50
T1: 25 5,00
T2: 50 4,00
T3: 100 5,50
T4: 200 5,00

25+5,77 a
42 +5,00 b
45+2,89b
50 £ 8,16 bc
60+8,16 ¢
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Longitud del germinado

Los tratamientos tuvieron un efecto
estadisticamente significativo en la longitud
de germinacion de L. culinaris M. (p<0,001). En
la Fig. 1 se muestran los grupos que difieren
entre si. Segin la prueba de comparacién de
medias de Tukey los germinados con 50 pM L
(T2) presentaron una media significativa mayor
respecto a la longitud de los tratamientos 0 uM L
(TO), 25 uM L (T1) y 200 uM L' (T4). En contraste,
los tratamientos con 0 puM L7 (T0) y 100 uM L™
(T3) no presentan diferencias significativas entre
si, registrando menores medias de longitud de los
germinados.

Composicion bioquimica de plantulas de lenteja
Contenido de dcido indolacético (AIA) y dcido
fitico (AF)

El contenido de AIA, en germinados de
lenteja mostré diferencias significativas entre
los tratamientos (p < 0,001) (Fig. 2A). Segun la
prueba post-hoc de Tukey, todos los tratamientos
difirieron significativamente respecto al control,
el cual presentola menor concentracion de AIA.

El tratamiento con50 uM L (T2) registr6 la mayor
media de AIA en los germinados (433,89 ug mL-
1), superando significativamente el tratamiento
con 100 uM L?* (T3). Los tratamientos con 25
uM L1 (T1) y 50 uM L' (T2) fueron iguales
estadisticamente, pero superiores al control (T0)
(p<0,001)., El tratamiento 200 uM L (T4) mostro
niveles mayores al control (T0), pero menores al
de 50 uM L. Las semillas tratadas con 100 pM L
(T3) presentaron la menor concentracion de AIA
cercano al control. Estos resultados sugieren que
las concentraciones moderadas de zinc favorecen
la sintesis de AIA, mientras que dosis mas altas
podrian inhibir o mermar la produccién.

Por otro lado, todos los tratamientos
presentaron diferencias significativas, en relacion
al control, que present6 la mayor concentracion
en el contenido de acido fitico en los germinados
de lenteja (p < 0,001) (Fig. 2B). En contraste,
la menor media se registré en los germinados
tratados con 50 uM L (T2).

Ademas, el contenido de &cido fitico en los
germinados del tratamiento 50 uM L' (T2) fue
significativamente diferente al de 0 uM L (T1) y
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Fig. 1. Longitud promedio de los germinados de lenteja (L. culinaris M.) bajo diferentes
concentraciones de zinc: T0: 0 uM L%; T1: 25 uM L*; T2: 50 uM L*; T3: 100 uM L%; y T4: 200 pM
L™ * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,0001).

Fig. 1. Meanlength of lentil (Lens culinaris Medik.) sprouts grown under different zinc concentrations:
T0: 0 uM L%; T1: 25 uM L% T2: 50 uM L*; T3: 100 uM L%; and T4: 200 uM L. * (p < 0.05), ** (p

<0.01), *** (p < 0.001), **** (p < 0.0001).
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Fig. 2. A) Contenido de acido indolacético. B) Contenido de acido fitico en germinados de lenteja (L.
culinaris M.). * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p <0,001), **** (p < 0,0001).

Fig. 2. A) Indoleacetic acid content. B) Phytic acid content in lentil sprouts (L. culinaris M.). * (p <
0.05),** (p < 0.01), *** (p < 0.001), **** (p < 0.0001).

100 uM L* (T3), mientras que estos dos ultimos
no mostraron diferencias entre si. Por su parte, el
contenido de 4cido fitico en los germinados de 200
uM L-(T4) no presento diferencias significativas
con 25 uM L (T1) ni 100 uM L (T3).

Se identific6 una correlacion negativa
moderada y significativa entre el contenido de
acido fitico y el contenido de 4cido indolacético (r
=-0,71; p <0,001) (Fig. 2).

Variacion del contenido de zinc, acido fitico
y la relacion molar AF:Zn en los diferentes
tratamientos

Respecto al contenido de zinc en los
germinados, no hubo diferencias significativas
entre tratamientos (p = 0,2188); sin embargo, se
observé una tendencia hacia valores mas altos
en los tratamientos con mayores concentraciones
de zinc. Los germinados con 100 pM L (T3)
presentaron el mayor contenido de zinc (35,20 mg
kg™), seguidos por los germinados con 200 pM L1
(T4) (32,66 mg kg™).

La biodisponibilidad de zinc, estimada por la
relacion molar acido fitico: zinc (AF:Zn) (Fig. 3),
mostré diferencias significativas (p = 0,0001), y
todos los tratamientos difirieron del control.

La Fig. 3 muestra la evolucién del contenido
de zinc (mMol), el contenido de acido fitico
(uMol) y la relaciéon molar AF:Zn en funciéon

de los tratamientos aplicados a los germinados
de lenteja. Se observa que, a medida que se
incrementa la concentraciéon de zinc en los
tratamientos 100 uM L' (T3) y 200 uM L* (T4),
la biodisponibilidad del zinc mejora, ya que la
relacion molar AF:Zn disminuye.

Mapeo semicuantitavo

La deteccion de zinc en la radicula de
germinados de L. culinaris M., observada por
microscopia electrénica, se presenta en la Fig. 4.
Se muestran diferencias en la distribucion de zinc
entre los germinados del testigo (Fig. 4A - 4B) y
aquellos tratados con 200 uM L' (T4) (Fig. 4C —
4D).

Cuando se encuentra zinc en la muestra,
la ubicacién del elemento se focaliza en un
solo lugar (Fig. 5), al contrario del testigo, que
produce blancos en el rastreo (Fig. 4C). En los
germinados del control (Fig. 4A - 4B), la sefal
de zinc es dispersa, indicando una minima o
nula acumulacién del mineral. Mientras que, en
los germinados tratados con la mayor dosis de
zinc del ensayo (T4), (Fig. 4C - 4D), se observan
acumulaciones focalizadas de zinc, lo que
demuestra una absorcion y retencion localizada
del elemento en la radicula.

Complementando el  analisis  visual
obtenido mediante microscopia electronica de
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Fig. 3. Variacion del contenido de zinc (mMol), acido fitico (AF, uMol) y relacion molar AF:Zn en
germinados de lenteja (L. culinaris M.) sometidos a cinco tratamientos: T0: 0 uM L*; T1: 25 uM
L% T2: 50 pM L% T3: 100 uM L*; y T4: 200 uM L

Fig. 3. Variation in zinc content (mMol), phytic acid (AF, uMol), and AF:Zn molar ratio in lentil (L.
culinaris M.) sprouts subjected to five treatments: T0: 0 uM L*; T1: 25 uM L*; T2: 50 uM L*; T3:

100 uM L*; and T4: 200 uM L*

barrido (SEM), se encontré que el espectro B,
correspondiente al tratamiento control TO (0 uM
L), la sefial del Zn presenta una baja intensidad,
evidenciado una presencia minima de este
elemento (Fig. 5B). En contraste, el espectro A, del
tratamiento con 200 pM L* (T4) de Zn, muestra
un incremento notable en la concentracion
relativa de zinc, lo que confirma acumulacién
en tejidos radiculares (Fig. 5A). El analisis EDS
revela diferencias claras en la distribucién de
los elementos entre tratamientos, indicando que
la aplicacion de 200 uM L* de Zn promovidé una
acumulacién del micronutriente en comparacion
al control, lo que demuestra la efectividad del
tratamiento en la absorcién y retencién de zinc en
germinados de lenteja.

DISCUSION

Dias y porcentaje de germinacion

En comparaciéon con el grupo control,
todos los tratamientos que incluyeron zinc
mostraron incrementos significativos en el
porcentaje de germinacion, evidenciando que
la adicion del micronutriente, incluso en las
bajas concentraciones, favorece la germinacion
de semillas de lenteja. Kayata et al. (2024)

destacan que el zinc desempena un papel clave
en el equilibrio fitohormonal, favoreciendo el
desarrollo radicular, el crecimiento de tallos y
la floracion de lenteja. Ademas, participa en la
actividad de la nitrogenasa, enzima clave en la
fijacion bioldgica del nitrogeno.

Diversos estudios destacan el uso del sulfato
de zinc como una estrategia efectiva para
promover la germinacion de L. culinaris M.; Toklu
(2015) evalué el efecto de ZnSO, al 5% en semillas
de lenteja, obteniendo un 97% de germinacion en
condiciones de laboratorio (22°Cy 75% Humedad
relativa). El presente estudio se realizé bajo
condiciones similares, lo que permitié establecer
una comparacién directa en la interpretacién
de los resultados. De manera similar, Mondal
et al. (2024) trataron semillas de L. culinaris M.,
con ZnSO,.7H,O, y observaron un incremento
significativo en la germinacién, alcanzando entre
89 a 100% hasta 96 h después de la siembra en
campo, utilizando una concentracién de 2 mM.
Estos hallazgos, evidencian que el sulfato de
zinc reduce el tiempo de latencia y mejora el
porcentaje de germinacion de L. culinaris M.

Este estudio, indica que la dosis de 50 pM
L! (T2) presenté un 45% de germinacién en el
menor tiempo registrado, diferenciandose de
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Fig. 4. Deteccion de zinc en germinados de lenteja (L. culinaris M.) por microscopia. A) Distribucion
de zinc en grupo control TO (SEM). B) Distribucion de zinc en grupo control T0 (EDS). C) Sefial
de Zinc focalizada en la radicula con T4 (SEM). D) Seiial de Zinc focalizada en la radicula con
T4 (EDS).

Fig. 4. Zinc detection in lentil (L. culinaris M.) sprouts by microscopy. A) Zinc distribution in the
control group (SEM). B) Zinc distribution in the control group (EDS). E) Localized zinc signal
in the radicle under T4 treatment (SEM). D) Localized zinc signal in the radicle under T4
treatment (EDS).
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Fig 5. A) Espectro de espectroscopia de dispersion de razéon x (EDS) en radiculas de lenteja (L.
culinaris M.), tratadas con 200 uM L* de zinc (T4). B) Tratamiento control (T0, 0 uM L) sin detecciéon
de zinc.

Fig. 5. A) Energy dispersive X ray spectroscopy (EDS) spectrum of lentil (L. culinaris M.) radicles
treated with 200 uM L“zinc (T), showing a distinct Zn. B) control treatment (T0, 0 uM L?) with no
detectable zinc signal.
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100 pM L (T3) y 200 uM L (T4), que alcanzaron
50% de germinacion en 5,5 dias y un 60% en 5
dias, respectivamente. También, se observé que
las semillas tratadas con dosis intermedias y
altas de zinc, lograron mayores porcentajes de
germinacion, aunque con un retraso en su inicio.

Ademas, se evidencié que los germinados
tratados con dosis de 25 uM L' (T1) y 200
uM L' (T4) compartieron la misma mediana
de dias para germinar, aunque T1 no mostrd
diferencias significativas con 50 uM L (T2).
A partir de estos resultados, se destacan dos
puntos clave: (1) concentraciones mas elevadas
de zinc podrian favorecer la germinacion, pero
no reducir el tiempo requerido para completarla;
(2) podria existir un umbral donde el aumento
en la concentracién de zinc genere un retraso
en la germinacién sin afectar la viabilidad de
las semillas. Asimismo, los tratamientos 25 uM
L (T1) y 200 uM L' (T4) mostraron la misma
mediana, los que sugiere que una dosis mayor de
zinc no provocd un mayor retraso significativo en
la germinacién comparado con la dosis mas baja.

Mondal et al. (2024) analizaron el uso de
sulfato de ZnSO,.7H,O en varias dosis en L..
culinaris Medik., y demostraron que, a medida
que la concentraciéon aumentaba de 2 mM hasta
8 mM o mas, el porcentaje de germinacion y el
crecimiento de las plantulas se reducian. De
hecho, al utilizar dosis mas elevadas (15, 20 y
30 mM), hubo una considerable reduccién de
los porcentajes de germinacion y se retraso el
crecimiento de las plantulas. Considerando estos
resultados, es importante definir la variedad
fenotipica intra-varietal dado que diferencias
en caracteristicas como la dureza de la testa o la
permeabilidad de la semilla pueden influir en la
respuesta germinativa frente a concentraciones
elevadas.

En el estudio, un mayor porcentaje de
germinacién no representd un mejor crecimiento
inicial; por el contrario, se evidencié que una
concentracion intermedia optimizo el crecimiento,
aunque con una menor tasa de germinacion. Se
encontrd que, a concentraciones de zinc de 100
uM L1 (T3) y 200 uM L (T4), la longitud de
los germinados disminuyo significativamente.
Aunque el tratamiento con 200 pM L (T4),
la dosis mas alta de zinc, presenté el mayor
porcentaje de germinacién del estudio, su
longitud media fue significativamente menor en
comparacion con el grupo tratado con 50 uM-L*
(T2), el cual alcanzé la mayor longitud promedio,
pero con un porcentaje de germinacion inferior.

La eficiencia del uso del zinc en el crecimiento
inicial de los germinados de lenteja ha sido
evaluada en estudios previos. Por ejemplo, Toklu
(2015) demostro que el sulfato de zinc (0,05%) fue

uno de los mejores tratamientos en cuanto a la
longitud del brote y de la raiz de lenteja. Por su
parte, el estudio de Magsood et al. (2016) mostro
que la adiciéon de zinc mejord el rendimiento
de L. culinaris M., en suelos con baja materia
organica y pH alto, pero que, en suelos con alta
disponibilidad de zinc, el rendimiento del grano
disminuyd. Kayata et al. (2024) evidenciaron que
el impacto de los reguladores del crecimiento
vegetal y los elementos traza sobre la nodulacion
y desarrollo de lentejas depende totalmente
de la concentracion. De hecho, registraron
longitudes significativamente mayores en tallo
y raiz con ZnSO, a 50 ppm y acido bdrico a 50
ppm, en contraste con ZnSO, a 100 ppm y el
control, lo que coincide con los resultados de
la presente investigacion respecto al efecto de
concentraciones intermedias de zinc. Ademas,
la reducciéon de la longitud a concentraciones
mas altas de zinc en el presente estudio, podria
indicar una respuesta fisioldgica frente a dichas
concentraciones. Ibrahim y Shabbir (2014) sefialan
que niveles elevados de zinc en los tejidos de las
plantas afectan la actividad enzimatica y otros
procesos metabolicos fundamentales, como la
reduccién de la tasa de fotosintesis y del contenido
de proteinas. Asimismo, pueden inducir estrés
oxidativo, causando la muerte celular al danar
los lipidos de las membranas y acidos nucleicos.
Con base en estos hallazgos, la concentracion del
tratamiento con 50 uM L (T2) parece ser la mas
Optima en el presente estudio, ya que favorecio el
crecimiento, aunque no registré la mayor tasa de
germinados.

Composicion bioquimica de plantulas de lenteja

Alcantara Cortes et al. (2019) indican que el
contenido de AIA esta directamente involucrado
en la elongacién celular y el desarrollo vegetal,
por lo que su medicién en relacion a otros factores
es fundamental. Los resultados bioquimicos
del presente estudio indican que el zinc influyo
en la sintesis de AIA. De hecho, el tratamiento
control con 0 uM L (TO) present6 los niveles
mas bajos de esta fitohormona, mientras que
el tratamiento con 50 uM L7 (T2) registré la
mayor concentracion de AIA (433,89 ug mL?),
diferenciandose significativamente de 100 uM L
(T3). En el estudio realizado por Su et al. (2020) se
demostrd que el zinc es esencial para la biosintesis
de auxinas y puede mejorar la absorcién y eficacia
de AIA en las plantas, favoreciendo el desarrollo
radicular cuando se usa, por ejemplo, como parte
de un sistema de nanoparticulas (Karakegili et al.,
2019).

Ademas, el zinc puede mejorar otros factores,
como el contenido de proteinas, azticares
solubles totales, actividad del nitrato reductasa
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y contenido de carotenoides (Chandan y Vijai,
2018). Bajo estas consideraciones, la ausencia de
zinc en el tratamiento control 0 uM L' (TO) pudo
haber limitado la produccion de AIA.

Si bien los germinados de los tratamientos
25 uM L1 (T1), 50 uM L (T2) y 200 1M L T4
no difirieron significativamente en el contenido
de AIA, esto sugiere que cualquiera de ellos
podria favorecer la sintesis de esta hormona. La
concentracion intermedia de zincen el tratamiento
50 uM L7 (T2) parece ser una alternativa
viable para la biofortificacion de germinados
para consumo humano, considerando su alto
contenido de AIA y su efecto positivo en los
parametros productivos descritos previamente.

El acido fitico es la principal forma de
almacenamiento de fésforo en semillas de
legumbres y al unirse a minerales como el zing,
inhibe su disponibilidad (Erdal et al., 2002). Enla
presente investigacion el contenido de acido fitico
mostré un patrén inverso a diferencia de AIA.
Todos los tratamientos con aplicaciéon de zinc
difirieron significativamente del control (0 uM
L1 T0), el cual presentd mayores concentraciones
de acido fitico, en contraste con los valores mas
bajos registrados en los germinados tratados con
50 uM L1 (T2).

Asimismo, Zhao et al. (2022) investigaron
la influencia de la fertilizacién con zinc en
las concentraciones de acido fitico y fésforo
en semillas de diferentes cultivares de trigo,
demostrando que la fertilizacién con zinc
redujo significativamente las concentraciones
de ambos compuestos en todas las semillas. En
el tratamiento control del presente estudio, con
0 uM L (TO), la ausencia de zinc pudo haber
limitado la movilizacion del fésforo almacenado,
lo que resultd en el aumento del contenido de
acido fitico. En contraste, el tratamiento con 50
UM L1 (T2), correspondiente a una concentracion
intermedia de zinc, mostr0 una reduccion
significativa en los niveles de 4cido fitico,
alcanzando el menor valor de este compuesto
en comparacion todos los tratamientos. Esto
indica que la biodisponibilidad moderada de
zinc favorecio la degradacion de acido fitico y
liberacién del fésforo.

Por otro lado, la correlacion negativa y
significativa entre el acido fitico y el AIA, sugiere
que, a mayor concentracidn de acido fitico, menor
es el contenido de ATA. Cabe recalcar que tanto
el AIA como el 4cido fitico estan relacionados con
la regulacion del fésforo en la planta. Al respecto,
Zhao et al. (2022) demostraron que el gen IAA27
(regulador en la sefalizacion de auxinas),
modula la respuesta a la deficiencia de fésforo,
promoviendo el desarrollo de raices adventicias
en manzano.

Bajo este contexto, se puede suponer que
los niveles mas altos de AIA podrian estar
promoviendo el uso de fésforo y, en consecuencia,
reduciendo la acumulacion de acido fitico.

Aunque no se observaron diferencias
significativas en el contenido de zinc entre los
tratamientos, las concentraciones altas de zinc
(100 uM Lt (T3) y 200 uM L (T4) tendieron a
presentar valores superiores en los germinados.
Sin embargo, Erdal et al. (2002), demostraron
que la fertilizaciéon con zinc incrementa las
concentraciones de este elemento en las semillas
de trigo.

Por otro lado, todos los tratamientos mostraron
diferencias significativas con el grupo control
TO (0 uM L) en términos de biodisponibilidad
de zinc. El tratamiento con 50 uM L (T2)
registr6 una de las menores relaciones (AF:Zn)
(0,113), coincidiendo con la mayor reduccion
de acido fitico, por ello, consolidandose como
la concentracion mas efectiva para optimizar
la absorcion de zinc, sin los efectos adversos
asociados a niveles mas altos. Al respecto, Erdal et
al. (2002) también encontraron una disminucién
significativa de la relaciéon molar de AF:Zn en
semillas de cultivares de trigo, lo que implica una
mayor biodisponibilidad de zinc.

Finalmente, con la Fig. 3 compuesta, que
muestra la evoluciéon del contenido de zinc
(Zn), acido fitico (AF) y la relaciéon molar AF:Zn
en respuesta a los tratamientos aplicados a los
germinados de lenteja, esta respalda varios de
los puntos clave discutidos, especialmente que la
adicion de zinc reduce el acido fitico, mejorando
la disponibilidad del zinc. El mapeo cuantitativo
evidencié la acumulacién de zinc en la radicula,
lo que es positivo desde el punto de vista
fisiologico de la planta como desde el alimenticio.
Por todos estos aspectos, es importante valorar la
dosificacion equilibrada de zinc para optimizar la
absorcion de nutrientes en los germinados.

CONCLUSIONES

Los resultados de la investigacion respaldaron
la hipotesis de estudio, demostrando que la
biofortificaciéon agrondmica con zinc tiene
un impacto significativo en la germinacion,
crecimiento inicial y composicion bioquimica
de plantulas de lenteja. Particularmente, el
tratamiento T2 (50 uM L), aunque no presentd
el mayor porcentaje de germinacion, mostrd
diferencias significativas respecto al control
y se destacd por favorecer el desempeno
fisiologico de los germinados de lenteja. Esta
concentracién incrementd la longitud de los
germinados, aumento el contenido de AIA,
mejoro la biodisponibilidad del zinc y promovid
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la reduccion de acido fitico, evidenciando un
equilibrio positivo entre el crecimiento y la calidad
bioquimica. Ademas, estamisma dosis no provocd
efectos adversos en el metabolismo de las auxinas
ni indujo una acumulacién excesiva de zinc en
los tejidos. En contraste, las concentraciones
mas altas de zinc en los tratamientos con 100
uM L1 (T3) y 200 uM L (T4) favorecieron un
mayor contenido del mineral en los germinados;
sin embargo, se evidencié una reduccién en el
contenido de AIA, menor crecimiento de los
germinados y acumulacién no homogénea de
zinc en las radiculas. Por lo tanto, es importante
establecer una concentraciéon éptima de zinc para
la biofortificacién de germinados, especialmente
si estan destinados al consumo humano, donde
es fundamental que el mineral se distribuya
homogéneamente para garantizar su asimilacion.
Por ello, estudios futuros deberian enfocarse
en evaluar la estabilidad del zinc durante
el almacenamiento y su biodisponibilidad
en humanos, asi como en realizar analisis
bromatologicos para determinar la composicion
nutricional de los germinados. Esto permitira
validar su efectividad como alimento funcional.
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