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RESUMEN

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Fisiologia de Semillas
del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con el objetivo de
evaluar la respuesta a la aplicacion de Nanotubos de Carbono (NTC), en el
vigor de germinacion de semillas deterioradas y en el crecimiento de plantulas
de Cucurbita pepo. Se establecié un bioensayo con seis tratamientos (O
(Testigo), 50, 100, 200, 300 y 500 ppm). Se establecieron tres repeticiones por
tratamiento, y cada repeticion constd de 100 semillas. Las semillas se
depositaron en cajas Petri sobre papel filtro, donde se dejaron imbibir la
suspension con NTC por 48 h de acuerdo a los tratamientos. Se aplicé 50 mL*
de suspension en cada caja Petri. Posterior al tratamiento, las semillas fueron
sembradas entre dos capas de papel Anchor, humedecido con agua destilada,
enrollandolos en forma de taco, posteriormente se mantuvieron en una camara
bioclimatica a una temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8
horas oscuridad. El experimento se establecié en un disefio completamente al
azar. A través de un andlisis de varianza, se determinaron diferencias
estadisticas entre concentraciones (0 (Testigo), 50, 100, 200, 300 y 500 ppm).
Los resultados indican que la aplicacion de NTC a una concentraciéon de 200
ppm, durante el periodo de imbibicién en semillas de calabaza (Cucurbita pepo),
tienen un efecto positivo en la variable vigor de germinacion, demostrando tener

el potencial para ser utilizados como promotoras en de una rapida germinacion.

En general, las NTC aplicadas en suspension a semillas durante el proceso de
imbibicion, favorecen el desarrollo de plantula, promoviendo el crecimiento tanto

de tallo como de radicula.

Palabras clave: Nanotecnologia, Nanotubos de carbono, vigor, plantula,

radicula.
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l. INTRODUCCION

La agricultura moderna demanda semilla de alta calidad, siendo esta el principal
insumo que en la agricultura debe cumplir con diferentes atributos, entre estos
se encuentran el genético, el fisiolégico, el fisico y el sanitario. Las pruebas de
germinacion y de viabilidad han sido utilizadas ampliamente en la evaluacién de
la calidad de las semillas, cabe destacar que la calidad fisiolégica hace
referencia a mecanismos intrinsecos de la semilla que determinan su capacidad
de germinacion, la emergencia y el desarrollo de aquellas estructuras
esenciales para producir una plantula normal bajo condiciones favorables. Sin
embargo, en los Ultimos afios se ha dado énfasis en la medicién de otros

pardmetros, tales como el vigor y las variables asociadas con este parametro.

La calidad fisiologica de la semilla abarca la suma de todas las propiedades o
caracteristicas, las cuales determinan el nivel potencial del comportamiento de
las semillas y el establecimiento del cultivo (Veldzquez, 2014). La calidad
fisiolégica puede ser beneficiada a través de pre-tratamientos directos en la

semilla antes de la siembra.

Sin  embargo, los componentes de calidad pueden ser afectados
adversariamente durante la produccion, beneficio, almacenamiento y transporte
de las semillas (Méndez et al., 2007). De tal manera, es fundamental realizar un
control de calidad y dentro de este se ven involucrados los diferentes métodos
Utiles y confiables para determinar las principales caracteristicas de lotes de
semillas con buena calidad, con la finalidad de cumplir con los estandares de
germinacion y vigor. Este aspecto adquiere mayor relevancia aun, ya que el
mercado de las semillas ha experimentado importantes cambios como la

globalizacion y el incremento de su valor (Contreras, 2002).



La nanotecnologia (NT) es el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion,
manejo, operacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas a nano

escala.

Por esta razon, en la actualidad esta siendo considerada parte de la nueva
revolucion tecnoldgica, ya que brinda grandes posibilidades de desarrollo a

medida que se asimila y difunde en la sociedad (Contreras, 2016).

La nanotecnologia (NT) estudia los materiales que estan dentro de la escala
atomica y molecular (1-100 nm), los mas estudiados son las nanoparticulas
metélicas (NPs) y las derivadas del carbdn. En la agricultura moderna han
comenzado a investigarse esos nanomateriales, porque ofrecen incrementar la

produccion de alimentos.

Los nanotubos de carbono (NTC) son nano-materiales ampliamente usados en
ciencias biolégicas y de materiales, por lo que los NTC de pared simple o de
pared multiple son usados para transportar agua, nutrientes y medicamentos.
Como los NTC poseen una extensa superficie, tienen el potencial de regular la
humedad bajo condiciones de estrés, por lo que pueden llegar a resolver el

problema en sistemas de siembra en temporal.

Los efectos positivos de los NTC en el crecimiento y desarrollo de las plantas
han sido descritos por varios grupos de investigacion, habiendo reportado que
incrementan el crecimiento de las raices en plantas de cebolla y pepino (Cafas,
et al., 2008), asi como de zacate rye grass (Lin y Xing, 2007). También se ha
demostrado que los nanotubos de carbono de pared mdultiple (NTCM) pueden
activar el crecimiento de plantas de tomate y afectar a la expresion de genes
que son esenciales para la division celular y el desarrollo de la planta
(Khodakovskaya et al., 2011; Villagarcia et al., 2012).

En este trabajo de investigacién se estudio el efecto que tienen los NTC, a
diferentes concentraciones, en la germinacién y desarrollo de plantulas de

semillas calabaza (Cucurbita pepo).



1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo general

Evaluar y determinar la efectividad biolégica de la aplicacion de los
tratamientos con Nanotubos de Carbono (NTC), como una alternativa
innovadora para mejorar la capacidad germinativa de semillas deterioradas y
el crecimiento en plantulas de Cucurbita pepo.

1.1.2. Objetivos Especificos

Conocer el efecto promotor sobre la germinacion que tiene el uso de NTC en
semillas deterioradas de Cucurbita pepo.

Determinar si existe alguna diferencia en respuesta del vigor de germinacion

de la semilla, a la aplicacion de diferentes tratamientos de NTC en Cucurbita

pepo.

Indagar sobre el uso de NTC en semillas deterioradas y su efecto promotor
o fitotdxico en procesos relacionados con la germinacion y el crecimiento de

plantulas.

1.2. HIPOTESIS

La aplicacion de NTC a semillas deterioradas, en la etapa de imbibicion,
estimula el vigor de la germinacion, por lo tanto se mejora el crecimiento de

plantulas, en Cucurbita pepo.

La aplicacion de NTC a semillas deterioradas, en la etapa de imbibicion, no
estimula el vigor de la germinacion, ni mejora el crecimiento de plantulas de

Cucurbita pepo.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) es un extenso campo de la investigacion
interdisciplinaria, ya que con ella se abre un amplio abanico de oportunidades
en diversas areas como la medicina, la industria farmacéutica, la electrénica y la
agricultura sustentable (Prasad et al.,, 2014). En la agricultura moderna
sustentable la (NT) promete aportar soluciones usando nanoparticulas (NPs),
las cuales poseen tres mecanismos principales de accién: 1) generacion de
especies reactivas de oxigeno, 2) liberacion de iones, y 3) acumulacion o
penetracion de la membrana celular (Alvarado et al.,, 2014 y Resham et al.,
2015). La tendencia es formular productos con ingredientes activos de tamafio
nanomeétrico, lo cual los hace mas eficientes y de facil disponibilidad, ademas

de minimizar las pérdidas al aplicar el producto (Ruiz Torres et al., 2016).

Mejias et al. (2009) indican que la nanotecnologia deriva del griego “nano” que
significa enano. Sin embargo, Del Castillo (2012) define la NT como el estudio,
disefio, creacién, sintesis, manipulacion y aplicacién de materiales, aparatos y

sistemas funcionales a través del control de la materia a nanoescala.

La NT puede incrementar la eficacia de los pesticidas e insecticidas
comerciales, reduciendo la cantidad de aplicacion al suelo o follaje a dosis
significativamente menores que las requeridas convencionalmente, con la
mejora que eso implica para los ecosistemas (Xue et al., 2014). Asi como
también puede mejorar las técnicas del manejo de cultivos existentes en el
corto y mediano plazo. Las nanocapsulas ayudaran a evitar problemas en los
cultivos mediante la utilizacion de herbicidas sistémicos contra malezas
parasitas (Yin et al., 2012). La nanoencapsulacion puede mejorar la aplicacion
de herbicidas, proporcionando una mejor penetracion a través de cuticulas y

tejidos, ya que permite la liberacion lenta y constante de las sustancias activas.



2.2. Clasificacion de Nanomateriales

Segun Fages (2012), los nanomateriales se pueden clasificar conforme a su

naturaleza quimica, en cuatro grandes familias:

= Nanomateriales derivados del silicio: nanoarcillas, nanoesferas de silice,
nanoesferas de silicio y nanocompuestos tipo POSS.

= Nanomateriales derivados del carbono: fullerenos, nanotubos vy
nanofibras de carbono.

= Nanoparticulas metalicas y derivados de éstas: plata, oro, cobre, titanio,
zinc, dioxido de titanio, 6xido de zinc, 6xido de cerio, fierro, manganeso
etc.

» Nanoparticulas poliméricas: dendrimeros.

2.3. ¢Qué son las nanoparticulas?

Las nanoparticulas (NPs) son agregados atébmicos o moleculares con al menos
una dimension entre 1 y 100 nm (Ball, 2002; Roco, 2003), que se pueden
modificar drasticamente en sus propiedades fisico-quimicas en comparacion
con el material a granel (Nel et al.,, 2006).Tienen una amplia variedad de
aplicaciones en diversos campos, entre ellos el biomédico, bioldgico, éptico y
electrénico (Ball, 2002; Karunaratne, 2007). Walker y Bucher (2009) ya avisaron
su potencial en la agricultura y en la tecnologia de los alimentos.

La mayoria de las NPs tienen efectos positivos y negativos en los cultivos, la
eficacia de aplicacion se determina por su genotipo, composicidn quimica,
tamafio, revestimiento superficial, reactividad y lo mas importante, la dosis en la
cual son eficaces los cuales dependen del tipo, fuente y tamafio de NPs, esta
tienen mucha variacion con respecto a las especie, etapa de crecimiento,
condiciones de desarrollo, método de aplicacién y estos a su vez afectan los
procesos fisioldgicos, morfolégicos, bioquimicos y moleculares en las plantas
(Muhammad et al., 2016; Khodakovskaya et al., 2012; Wang et al., 2015;
Hatami et al., 2014; Mingyu et al., 2007). Algunas NPs como las de CuO



muestran un efecto positivo sobre la reactividad de fitohormonas, especialmente
del acido indolacético (AlA), asi como del acido salicilico, esto hace que se
facilite o incremente la accion fitoestimulante de las NPs (Wang et al., 2015;
Demidchik, 2015; Srilatha, 2011). Bajo este punto de vista, es recomendable no
solo evaluar la respuesta de diversos genotipos a la aplicacion de NPs durante
la germinacion, sino ir mas alla para conocer la capacidad de estos a etapas
subsecuentes (Buu et al., 2014).

2.3.1. Nanoparticulas y su efecto en la germinacion

El efecto de las NPs comienza a manifestarse desde la germinacion de las
semillas, reflejandose en una mayor emergencia y uniformidad que se observa
en la germinacion final, debido principalmente a la penetracion de
nanomateriales en la semilla, que permiten aumentar la imbibiciébn de agua y
micronutrintes, acelerando la degradacion de reservas, y beneficiando a las
primeras etapas del proceso germinativo. En estudios realizados por
Mahmoodzadeh et al. (2012), se evidencian los efectos del titanio a nanoescala
con particulas de TiOz, reportando una promocién de la germinacion del 75 %
con la aplicacion de NPs (20 nm de tamafio de particula a 2000 mg L de

concentracion).

Feizi et al. (2012) reportaron mejor porcentaje de germinacion en trigo (Triticum
aestivum L.) tratado con NPs de 6xido de titanio (TiOz), comparado con el TiO2
a granel. El tratamiento de NPs de TiOz2, en la concentracion adecuada, aceleré
el proceso de germinacion en semillas de espinaca, ademas, las semillas
tratadas con estas NPs presentaron plantas con mayor peso seco, tasa
fotosintética mas alta, y un aumento en la formacién de clorofila, ademas se
observé que menor tamafio de particula, mejor efecto tiene en la germinacién
(Zheng et al., 2005).

Abbasi et al. (2016) indican que las NPs de plata y silice pueden tener un efecto
positivo sobre la germinacion de semillas y rasgos iniciales de crecimiento. La

introduccién de NPs en la germinacién de semillas y crecimiento de plantulas



podria tener un impacto significativo y por lo tanto, se puede utilizar para
aplicaciones agricolas para un mejor crecimiento y rendimiento. Es importante
considerar que los pre-tratamientos con NPs en semillas se apliquen antes de la
siembra, para mejorar la germinacion y generar un fortalecimiento efectivo en
plantulas. En este sentido, Azimi et al. (2016) sefialan que la aplicacion de SiOz2,
acelera el establecimiento temprano de las plantulas, que a su vez mejora el

crecimiento de las plantas y la acumulacion de materia seca.

2.4. Nanotubos de Carbono

El carbono es uno de los elementos mas comunes que existen en la naturaleza,
se presenta en varias formas, algunas de ellas son: diamante, grafito, fulerenos,
nanotubos de carbono y grafeno. Actualmente, los nanotubos de carbono (NTC)
son considerados como una nueva forma de carb6n puro y pueden ser
visualizados como hojas de grafito con una red hexagonal de carbonos
enrollada; puede ser de dos tipo: de pared simple, el cual es como un cilindro y
multipared que consiste en muchos cilindros anillados cuyos radios sucesivos

difieren en el espacio entre capas de grafito (Gogotsi, 2006).

Los NTC poseen una correcta combinaciéon de propiedades: un diametro
nanométrico, integridad estructural, alta conductividad eléctrica y estabilidad
quimica (Ajayan y Zhou, 2001). Las aplicaciones de los NTC en el campo de la
biotecnologia son varias y estas incluyen a los nanotubos como componentes
para ADN, proteinas y como biosensores, blogueadores de canales ionicos,

biocatalisis, en neurociencias e ingenieria de tejidos (Klingeler y Sim, 2001).

Los nanotubos de carbono (NTC) son nano-materiales ampliamente usados en
ciencias biologicas y de materiales, por lo que los NTC de pared simple o de
pared multiple son usados para transportar agua, nutrientes y medicamentos.
Como los NTC poseen una extensa superficie, tienen el potencial de regular la
humedad bajo condiciones de estrés, por lo que pueden llegar a resolver el

problema en sistemas de siembra en temporal.



2.4.1. Nanotubos de Carbono en la Agricultura

Diversos nanomateriales se han venido utilizando e investigando por su funcion
biolégica en células de humanos y plantas, como nanotubos de carbono (NTC),
fullerenos, liposomas, proteinas y polimeros (Figura 1), incluyendo biopolimeros

como el quitosan (Grillo et al., 2014).

Polimeros

. Nanotubos de
Proteinas
Carbono
Nanomateriales
capaces de transportar
a otras moléculas en

Su estructura

Liposomas Fullerenos

Figura 1. Caracteristicas de los nanomateriales usados en una gran diversidad
de aplicaciones biolégicas e industriales.

Los efectos positivos de los NTC en el crecimiento y desarrollo de las plantas
han sido descritos por varios grupos de investigacion, habiendo reportado que
incrementan el crecimiento de las raices en plantas de cebolla y pepino (Cafias,



et al., 2008), asi como de zacate rye grass (Lin y Xing, 2007). También se ha
demostrado que los nanotubos de carbono de pared mdultiple (NTCM) pueden
activar el crecimiento de plantas de tomate y afectar a la expresion de genes
gue son esenciales para la division celular y el desarrollo de la planta
(Khodakovskaya et al., 2011; Villagarcia et al., 2012).

Liu et al. (2009) demostraron que los nanotubos de carbon de pared sencilla
poseen el tamafio adecuado como para penetrar en las paredes y membranas
de las células de tabaco, esta capacidad de las NPs de penetrar en las células
de plantas ha generado interés, porque de manera similar a las aquaporinas
pueden ayudar a transportar muy rapidamente agua y nutrientes dentro de las
plantas (Joseph y Aluru, 2008). También son dutiles para procesos de
desalinizacién, ya que pueden cargarse internamente con iones de Na* y CI-

para luego eliminar del sistema las sales en exceso (Goh et al., 2013).

Para el caso de la horticultura, se estan utilizando nanomateriales para el
tratamiento de algunas enfermedades de plantas, para la deteccién precoz de
los patdgenos que las producen (Krishnaraj et al., 2016), para la mejora de la
asimilacion de nutrientes esenciales (Martinez et al.,, 2016), e incluso para
construir nanobiosensores importantes en determinados procesos biologicos
(Vimala et al., 2016). La NT puede incrementar la eficacia de los pesticidas e
insecticidas comerciales, reduciendo la cantidad de aplicacién al suelo o follaje
a dosis significativamente menores que las requeridas convencionalmente, con

la mejora que eso implica para los ecosistemas (Xue et al., 2014).

2.4.2. Nanotubos de Carbono y su efecto en la germinacion

Natarajan y Tarafdar (2011) mencionan que la semilla es el principal insumo
gue define la productividad en campo de cualquier cultivo. Como ejemplo
sefialan que en la India, de manera convencional, la semilla se analiza en
laboratorio para determinar el porcentaje de germinacion y posteriormente se

distribuye a los agricultores para su siembra. El porcentaje de germinacion en



laboratorio puede ser de 80-90 %, sin embargo esto raramente se observa en
campo, debido a la insuficiente humedad en el suelo en sistemas de temporal,
gue comprende el 60 % de las areas destinadas a la siembra, por lo que ya
consideraban adecuado desarrollar tecnologias para este tipo de agricultura. La
idea es crear un método innovador que mejore la germinacién en sistemas de

siembra que dependen del temporal.

Khodakovskaya et al. (2009) encontraron que los NTC penetran las semillas de
tomate y afectan su germinacién y tasa de desarrollo. El porcentaje de
germinacion se incrementd al aplicar NTC (10-40 mg/mL) en comparacion al
testigo. Métodos analiticos indicaron que los NTC pueden penetrar la testa y
apoyar la absorcién de agua al interior de las semillas, proceso que puede

afectar la germinacion y desarrollo de plantulas de tomate.

En un estudio realizado por Rahimi et al. (2016), en semillas de (Alnus
subcordata) (especie nativa de Irdn) bajo condiciones de estrés, se encontro
que la aplicacion de NTC incrementa el indice de vigor de las semillas, las
longitudes de raiz y tallo y la acumulacién de materia seca. Atribuyendo esto, al
incremento del vigor en la semilla por la aplicacion de NTC, que posiblemente
mejora el potencial hidrico de la semilla y su metabolismo, reflejAndose en

plantulas de mayor porte.

En contraste, Mushtaq (2011) estudi6 el efecto de FesOas, TiO2 y NPs de carbén
en semillas de pepino (Cucumis sativus), en la tasa de geminacion, elongacion
de la semilla, e indice de germinacion. Usaron concentraciones de 0 a 5000
pg/ml, encontraron reduccion en el desarrollo de la raiz y en menor grado en el

porcentaje de germinacion.

10



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material biolégico

Se utiliz6 semillas de calabaza (Cucurbita pepo), proporcionada por el
Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de Semillas del Centro de Capacitacion y
Desarrollo en Tecnologia de Semillas, de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro. La semilla presentd bajo vigor de germinacion (11 %) y bajo

porcentaje de germinacion (47 %), dejando ver su nivel de deterioro.
3.2. Ubicacién del sitio experimental

El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de
Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas de la

Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Saltillo, Coah., México.
3.3. Preparacién de soluciones con Nanotubos de Carbono

El experimento consistio en el establecimiento de un bioensayo para determinar
el efecto de las NTC en la germinacion. Se establecieron 3 repeticiones para
cada concentracion (testigo, 50, 100, 200, 300 y 500 ppm).

Para la preparacion de las suspensiones de los NTC, se peso el producto de
acuerdo a la concentracion deseada en una balanza analitica (AND modelo HR-
200), y se depositaron en tubos tipo Falcon, aforando con agua destilada a 50
ml. Se colocé cada tubo durante un periodo de 5 minutos en un agitador Vortex

marca Labnet modelo VX100 para lograr la maxima dispersion de los NTC.
3.4. Proceso de imbibicion

Para determinar el efecto que tiene la aplicacion de NTC en el proceso de
germinacion de semillas de (Cucurbita pepo), se establecido un bioensayo en
laboratorio, que constd de 6 tratamientos (O (testigo), 50, 100, 200, 300 y 500
ppm), y 3 repeticiones de 25 semillas cada una.

Se colocaron 100 semillas dentro de una caja Petri, sobre una doble capa de

papel filtro, para posteriormente ser tratadas con 30 ml de suspension de NTC,
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imbibiendo las semillas por 24 horas, dentro de una cdmara bioclimatica a 25
°C.

Posterior al tratamiento y con ayuda de unas pinzas de diseccidn se prosigui6
con la siembra, colocando 25 semillas por repeticion entre dos capas de papel
Anchor humedecidas con agua destilada, enrollandolos en forma de taco,
posteriormente se colocaron en bolsas de polietileno transparente y estas
dentro de contenedores de plastico, para luego ser introducidos a una camara
bioclimatica marca Thermo Scientific a una temperatura de 25°C y un

fotoperiodo 16/8 h, luz/obscuridad.

Los datos se analizaron para determinar diferencias estadisticas entre
tratamientos, posteriormente se realizd una comparacién de medias por medio

de la Prueba de Tukey, utilizando el paquete estadistico SAS (2004).

Modelo estadistico

Yij =M+ Ti+ €j

Donde:

Yij = Valor observado

p = Efecto de la media

Ti = Efecto de los tratamientos

&ij = Error experimental

3.5. Variables evaluadas en el bioensayo

Se determinaron las siguientes variables: primer conteo de plantulas normales
(VIGOR), se realiz6 5 dias después de la siembra, esta variable es un indicador
del vigor que posee la semilla para germinar en menor tiempo y establecerse en

campo, el resultado fue expresado en porciento.

Al octavo dia se determiné el nimero de plantulas normales, considerando
aquellas que poseen todas sus partes (radicula y tallo (plimula)) sin ninguna

anormalidad visible y que representan el porcentaje de germinacion (GER).
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Asimismo, el numero de plantulas anormales (PA), contabilizando las que
carecian de tallo o radicula, o presentaron un desarrollo irregular de alguna de

Sus estructuras.

También se obtuvo el porcentaje de semillas sin germinar (SSG), incluyendo
aguellas semillas duras o muertas que no tuvieron la capacidad de germinar, el

resultado se expreso en porcentaje.

En todas las plantulas normales se determindé la longitud media de tallo (LMT) y
la longitud media de radicula (LMR), para lo cual se midieron por repeticién

todas las plantulas normales, expresandose en cm.

También se determiné el peso seco (PS) de plantulas normales, para lo cual se
realiz6 un secado de todas las plantulas clasificadas como normales, el secado
tuvo una duracién de 24 horas en una estufa marca Riosa H-48 a 72°C.
Pasadas las 24 horas se extrajeron, y se dejaron en un desecador, para
posteriormente ser pesadas en una balanza analitica marca Precisa BJ610C el

resultado fue expresado en mg/plantula.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de varianza (Cuadro 1), en
bioensayos de semillas de calabaza (Cucurbita pepo), tratadas con Nanotubos
de Carbono indican que, en las variables por ciento de vigor de germinacion,
por ciento de germinacion y longitud de radicula, se encontraron diferencias
altamente significativas (P<0.01) entre tratamientos. Mientras que para las
variables longitud de vastago y semillas sin germinar, se obtuvieron diferencias
significativas (P<0.05).

Para las variables plantas anormales y peso seco de plantula no se encontraron

diferencias significativas.

Los resultados indican que la aplicaciéon de NTC influye en la respuesta de
algunas variables evaluadas en este bioensayo, teniendo relacion directa con el

proceso de germinacion.

Los efectos significativos de los NTC en el crecimiento y desarrollo de las
plantas han sido puntualizados por varios grupos de investigacién, habiendo
reportado diferencias y respuestas positivas en plantas de cebolla y pepino
(Cafias et al., 2008), asi como de zacate rye grass (Lin y Xing, 2007). También
gue los nanotubos de carbono de pared mdultiple (NTCM), pueden afectar la
expresion de genes que son esenciales para la division celular y el desarrollo de
la planta (Khodakovskaya et al., 2011; Villagarcia et al., 2012).

Tomado en cuenta las diferencias significativas observadas y el tamafio
nanomeétrico de los NTC, se puede discernir el hecho de la facilidad de
penetracién a través de las membranas biologicas, en comparaciéon con los
materiales con escala micrométrica. En plantas los NTC tienen mayor facilidad
de penetrar la membrana y pared celular trayendo consigo diferentes

respuestas en los atributos de calidad de las semillas.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de
germinacion de semillas de calabaza (Cucurbita pepo) tratadas con NTC .

EV GL VIGOR GERMINACION PA SSG P'S GL LV LR

(%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)
Concentracion 5 69.15** 88.88** 103.28ns  289.42* 24.23ns 5 19.85* 41.35**
Error 12 3.55 14.22 58.66 82.66 21.58 182 8.32 10.11
Total 17 72.7 103.1 161.94 372.08 45.81 187 28.17 51.46
CV (%) 19.73 8.23 35.53 26.91 6.12 22.48 20.09

** = Significativo al 0.01% de probabilidad; * = Significativo al 0.05% de probabilidad; FV = Fuente de variacion;
GL= Grados libertad; GER = Germinacion; PA = Plantulas anormales; SSG = Semillas sin germinar; PS = Peso
seco de la plantula; LV = Longitud de vastago; LR = Longitud de radicula.
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En el Cuadro 2 se presenta la comparacion de medias por tratamiento, se
observo que para la variable vigor de germinacion (VIGOR), la concentracion
de 200 ppm fue la que mostr6 mejor resultado con 17 %, en comparacion con
el testigo que obtuvo 11 %, lo anterior indica que al imbibir la semilla en NTC la
respuesta fisiolégica fue diferente, incrementando el porcentaje de semillas
germinadas al quinto dia. En si, el vigor se relaciona con la velocidad y
uniformidad de germinacion y crecimiento de plantulas. La ISTA (2004) lo define
como la suma total de aquellas propiedades que determinan el nivel de
actividad y capacidad de la semilla o lote de semillas de germinacion aceptable,
en un amplio rango de ambientes. Por otro lado, la AOSA (1983) define vigor
como la suma total de aquellas propiedades de la semilla que determinan el
potencial para una rapida y uniforme emergencia y desarrollo de plantulas

normales bajo un amplio rango de condiciones de campo.

El incremento en el porcentaje de vigor podria atribuirse principalmente a la
penetracion de nanomateriales en la semilla, que permiten aumentar la
imbibicion de agua y micronutrientes, acelerando la degradacion de reservas, y
beneficiando a las primeras etapas del proceso germinativo (Ruiz-Torres et al.,
2016)

Por otra parte, para la variable porciento de germinacion a una concentracion
de 50 ppm, mostré un mayor porcentaje con 52%, sin embargo se encuentra

dentro del mismo grupo estadistico que otros tratamientos (testigo, 100 y 200
ppm).

Khodakovskaya et al. (2009) encontraron que los NTC penetran las semillas de
tomate y afectan su germinacién y tasa de desarrollo. El porcentaje de
germinacion se incrementé al aplicar NTC (10-40 mg/ml) en comparacion al
testigo. Métodos analiticos indicaron que los NTC pueden penetrar la testa y
apoyar la absorcion de agua al interior de las semillas, proceso que puede

afectar la germinacion y desarrollo de plantulas de tomate.
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Para la variable plantulas anormales no se encontraron diferencias estadisticas,
pero si numéricas, siendo la concentracién de 200 ppm la de menor porcentaje

con 11%.

Se observo que tratar la semilla con NTC a 300 ppm resulta en mayor peso
seco, con 87.35 mg/plantula, sin embargo, es estadisticamente igual al testigo.
La diferencia entre el testigo y el peso que se obtuvo al tratar la semilla con 300
ppm NTC fue de 8.7 mg/plantula.

La aplicacion de NTC tuvo un efecto positivo para la variable longitud de
vastago a una concentracion de 50 ppm con 13.75 cm, sin embargo es

estadisticamente igual a los tratamientos (0, 100, 200 y 500).

Para la variable longitud de radicula, al ser tratadas las semillas con 500 ppm,
el crecimiento se incrementd con respecto al testigo en 2.35 cm

respectivamente.

En contraste, Mushtaq (2011) estudi6 el efecto de FesOas, TiO2 y NPs de carbén
en semillas de pepino (Cucumis sativus), en la tasa de geminacion, elongacion
de la semilla, e indice de germinacion. Usaron concentraciones de 0 a 5000
Mg/ml, encontraron reduccion en el desarrollo de la raiz y en menor grado en el

porcentaje de germinacion.

Lo anterior sefiala claramente que la aplicacion de NTC modifica la respuesta
fisioloégica de las variables longitud de vastago y de radicula, mostrando un

efecto positivo, favoreciendo asi el desarrollo de las plantulas

En un estudio realizado por Rahimi et al. (2016), en semillas de (Alnus
subcordata) (especie nativa de Iran) bajo condiciones de estrés, se encontré
que la aplicacion de NTC incrementa el indice de vigor de las semillas, las
longitudes de raiz y tallo y la acumulacién de materia seca. Atribuyendo esto, al
incremento del vigor en la semilla por la aplicacion de NTC, que posiblemente
mejora el potencial hidrico de la semilla y su metabolismo, reflejandose en

plantulas de mayor porte.
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Cuadro 2.Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de

calabaza (Cucurbita pepo).

Concentracion VIGOR GERMINACION PA SSG PS LV LR

(%) (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm) (cm)

0 11 bc 47 abc 16 a 37 ab 78.65 ab 13.14 ab 15.07 b

50 12 b 52 a 29 a 19 b 73.88 b 13.75a  16.93 ab

100 7 cd 48 ab 24 a 28 ab 75.93 b 12.18ab 1468 b

200 17 a 49 ab 11 a 40 a 73.85 b 13.48ab  16.40 ab

300 4 d 37 ¢ 16 a 47 a 87.35a 1164 b 1489 b

500 7 cd 42 ¢ 26 a 32 ab 75.84 b 12.65 ab 17.42 a
Media 10 46 20 34 75.83 12.82 15.82
Tukey 5.17 10.34 21.00 24.93 10.57 2.11 2.33

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales (Tukey = 0.05).
GER = Germinacion; PA = Plantulas anormales; SSG = Semillas sin germinar; PS = Peso seco de la plantula;

LV = Longitud de vastago; LR= Longitud de radicula.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que los NTC a una
concentracion de 200 ppm, aplicadas durante el periodo de imbibicion en
semillas de calabaza (Cucurbita pepo), tienen un efecto positivo en la variable
vigor de germinacion, demostrando tener el potencial para ser utilizados como
promotoras del crecimiento, puesto que tienen efecto positivo al incrementar el

indice de vigor en 6% con respecto al testigo (0 ppm).

Los NTC a 50 ppm incrementaron el porcentaje de germinacion en 5 %, con

respecto al testigo, asi como la longitud de vastago en 0.61 cm.
Mayor peso seco de plantula se observo al tratar semillas con NTC a 300 ppm.

En cuanto a longitud de radicula, 500 ppm resulté en mayor longitud, sin

embargo estadisticamente igual a los resultados obtenidos con 50 y 200 ppm.

En general, las NTC aplicadas en suspension a semillas durante el proceso de
imbibicién, favorecen el desarrollo de plantula, promoviendo el crecimiento tanto

de tallo como de radicula.

Estos resultados sugieren que la aplicacién de NTC en dosis correctas, pueden
mejorar la calidad y uniformidad de plantulas de Cucurbita pepo, para su
establecimiento en campo. Por lo tanto, los NTC pudiesen representar una
nueva opciéon como un agroinsumo promotor de la germinacion y crecimiento de
plantulas de diferentes especies. Debido a que la aplicacion de NTC en muy
pequenas cantidades, puede tener un buen potencial para coadyuvar en la

promocién de una agricultura sustentable.
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IIV. ANEXOS

Vigor y Germinacion

Germinacion

Anexo 1. Porciento de vigor y germinacion de semilla tratada con NTC.

LONGITUD DE VASTAGO Y RADICULA

Anexo 2. Longitud de vastago y de radicula de plantulas obtenidas de semillas
tratadas con NTC.
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PLantulas Normales
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Anexo 3. Plantulas anormales generadas de semillas tratadas con NTC.

PLantas anormales y semillas sin
germinar
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Anexo 4. Plantulas anormales y semillas sin germinar generadas por semillas
tratadas por NTC.
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Peso Seco de Plantula
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Anexo 5. Peso seco de plantulas obtenidas de semillas tratadas con solucién de
NTC.
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