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RESUMEN

El impacto positivo de las nanoparticulas (NPs) en el crecimiento y resistencia de las
plantas, mitigando el estrés hidrico ha sido ampliamente estudiado. Los nanomateriales
como los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) juegan un papel crucial en
la nanoagricultura al estimular el crecimiento, acelerar la germinacion y fortalecer la
resistencia de las plantas ante diferentes tipos de estrés. Estos hallazgos subrayan el
potencial de las NPs para mejorar la productividad agricola y abordar desafios
ambientales. Recientemente se explora el uso de nanoparticulas a base de metales como
las ferritas, estas pueden ser dopadas con metales como el Mg, para beneficio de las
plantas; sin embargo, aun no es claro el papel que estas pueden desempefiar en los
sistemas vegetales. Ademas, se ha documentado el efecto positivo de sismas como
glicina-betaina (G-B) para reducir el estrés hidrico en las plantas, sin embargo, la sinergia
con nanoparticulas organicas o metalicas no se ha documentado. Por lo que el objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto de los MWCNT y la MgFe204 en sinergismo con
glicina betaina, como alternativa para estimular la respuesta antioxidante en Zea mays
cultivada en condiciones de estrés hidrico. Los resultados obtenidos con los MWCNT con
y sin interaccion G-B revelaron diferencias significativas durante la germinacion de esta
graminea al aplicarlos desde la fase inicial (antes de la siembra), tanto al suplementarlos
individualmente como combinadas con G-B, en los procesos de germinacion bajo estrés.
Por otro lado, las NPs de MgFe>O4 mostraron las nanoparticulas individualmente o con
G-B promovieron tasas de germinacién mas altas en comparacion con las semillas control.
Asimismo, se observé que dependiendo de las concentraciones y la aplicacion de las NPs
antes o después de la semilla incidi6 sobre la respuesta del sistema antioxidante y
colateralmente de las semillas al déficit hidrico. Sin embargo, bajo estrés hidrico, se
observo una contribucion limitada de los nanomateriales y G-B en la germinacion de Zea
mays. A pesar de ello, algunos tratamientos mostraron aumentos significativos en

biomasa, indicando respuestas adaptativas al estrés hidrico y no estrés.

Palabras clave: nanoparticulas; radicales libres; germinacion, osmoproteccion.



ABSTRACT

The positive impact of nanoparticles (NPs) on plant growth and resistance, mitigating water
stress, has been widely studied. Nanomaterials such as multi-walled carbon nanotubes
(MWCNT) play a crucial role in nanoagriculture by stimulating growth, accelerating
germination, and strengthening plant resistance to various stresses. These findings
underscore the potential of NPs to enhance agricultural productivity and address
environmental challenges. On the other hand, the use of metal-based nanoparticles such
as ferrites, which may be doped with metals like Mg, for the benefit of plants, is being
explored. However, the role these can play in plant systems is still unclear. Additionally,
the positive effect of compounds like glycine-betaine (G-B) in reducing water stress in
plants has been documented, but synergy with organic or metallic nanoparticles has not
been documented. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of
carbon nanotubes and magnesium ferrite in synergy with glycine-betaine as an alternative

to stimulate the antioxidant response in Zea mays cultivated under water stress conditions.

Results obtained with MWCNT with and without G-B interaction revealed significant
differences during the germination of this grass when applied from the initial phase (before
sowing), whether supplemented individually or combined with G-B, in the germination
processes under stress. On the other hand, MgFe2Os NPs showed that nanoparticles
individually or with G-B promoted higher germination rates compared to control seeds. It
was also observed that depending on the concentrations and the application of NPs before
or after seeding, it influenced the response of the antioxidant system and, collaterally, the
seeds to water deficit. However, under water stress, a limited contribution of nanomaterials
and G-B to the germination of Zea mays was observed. Nevertheless, certain treatments
showed significant increases in biomass and enzymatic activity, indicating adaptive

responses to water stress and non-stress.

Key words: nanoparticles; free radicals; germination; osmoprotection.



1. INTRODUCCION Y ANTECENDENTES

1.1.Nanobiologia

En el transcurso del siglo XX, llamado el siglo de la ciencia y tecnologia y en particular,
en su ultimo decenio, progresos considerables en ciencia y tecnologia han producido
cambios transcendentales en el mundo (Picquart, 2009). El surgimiento de las
denominadas nanociencia actualmente representa una innovadora concepcién que esta
ayudando a modificar los antiguos y tradicionales métodos de investigacion. Es
importante destacar, la aplicacion de la nanociencia y la nanotecnologia en la biologia,

por su gran impacto en el sector alimenticio, la biomédica y en el sector agricola.

1.2.Nanobiotecnologia

La nanotecnologia se ha convertido en una de las tecnologias incipientes que ha
revolucionado el desarrollo industrial, tecnoldgico y cientifico (Vithanage et al., 2017) en
la fisica de materiales para la manufactura de polimeros, sensores o produccion de
dispositivos eléctricos y electronicos (Khan et al., 2019); es la ciencia y la ingenieria detras
del diseno, sintesis, caracterizacion, alteracion, manipulacion y aplicacion de materiales,
superficies y dispositivos funcionales para fabricar materiales a escala nanométrica
(Vithanage et al., 2017; Golhani et al., 2020).

El desarrollo de nuevos nanomateriales dirigidos al beneficio de los sistemas bioldgicos
es un parteaguas en el estudio multidisciplinario que ha influido fuertemente en la
biomedicina para el desarrollo de nuevos farmacos (Nair et al., 2010; Schmidt &
Storsberg, 2015), la terapia antimicrobiana (Gupta et al., 2017; Jabir et al., 2018) en el
desarrollo de alimentos de mayor calidad, seguridad y una vida util mas prolongada
(MilinCi¢ et al., 2019; Simbine et al., 2019)y también converge ampliamente en el estudio
en areas ambientales, energias renovables y en la agricultura, donde se esta innovando
en el desarrollo de nuevos nanomateriales, para reducir el uso de insumos quimicos o
reducir los efectos negativos derivados del cambio climatico (Raliya et al., 2018; Ha et
al., 2019;; Ramirez-Rodriguez et al., 2020).



La nanotecnologia ha permitido generar compuestos a escala nanométrica, lo que los
dota de propiedades fisicoquimicas unicas, en comparacion con sus contrapartes a mayor
escala, las cuales pueden tener caracteristicas bioldgicas, quimicas o fisicas especiales,
estas propiedades pueden variar segun el tipo especifico de nanomaterial, pero algunas

caracteristicas generales incluyen su morfologia y naturaleza quimica.

Asimismo, los nanomateriales tienen una gran area superficial en relacion con su
volumen, esto les confiere propiedades unicas en términos de reactividad quimica,
absorcion y adsorcion de sustancias, de igual forma las propiedades mecanicas de los
nanomateriales son en cierto caso mejoradas al presentar una mayor resistencia, dureza,
maleabilidad y elasticidad. Algunas de las nanoparticulas (NPs) tienen un comportamiento
magneético, y estar consideradas dentro de los compuestos con superparamagnetismo,

que puede ser aprovechado en aplicaciones tecnolégicas (Ahumada et al., 2019).

Las nanoparticulas se definen como particulas dispersas o particulas solidas con un
tamarfio en el rango de 10-1000 nm, por definicion, se considera un nanémetro como una
millonésima parte de un milimetro, por lo que es considerada una medida no visible para
el ojo humano. Ademas, el nano-objeto es el material que es poseedor de una o mas
dimensiones periféricas con una dimension en nano-escala. De este concepto partimos
para definir a una nanoparticula (Jeevanandam et al., 2018). Los nanomateriales hacen
referencia a materiales que en su composicion fisica tienen uno o mas dimensiones

externas, o bien al interior de su estructura es en nanoescala (Amaya & Quiroga, 2019a).

1.3.Clasificacion de las Nanoparticulas

La sintesis y el procesamiento de nanomateriales y nanoestructuras es considerado en el
aspecto esencial de la nanotecnologia y da paso a la clasificacion de las nanoparticulas
y los nanomateriales que estan a disposicion de materiales nanoestructurados de acuerdo

con su naturaleza quimica, forma y su procedencia (método de sintesis).



De acuerdo con los métodos de sintesis, las nanoparticulas pueden ser de origen natural
o artificial (Cao & Wang, 2004).

1.4.Nanoparticulas de origen natural

Estudios exhaustivos se han realizado sobre la obtencion de nanoparticulas a partir de
métodos amigables con el ecosistema. La biosintesis o sintesis “verde” de
nanoparticulas, representa una alternativa respetuosa con el ambiente, limpia, segura, y
en los que puede alcanzarse una alta productividad y pureza de nanoparticulas (Salem
& Fouda, 2011). En este bioproceso, se aprovechan las capacidades naturales de
bacterias, hongos, levaduras, algas, virus, actinomicetos y/o extractos de plantas para
transformar compuestos organicos e inorganicos en nanoparticulas a través de procesos
de oxidacion/reduccion de iones metalicos por biomoléculas (enzimas, proteinas,
azucares, carbohidratos, etc.) secretadas por microorganismos o disponibles en extractos
vegetales (Narayanan & Sakthivel, 2010; Nasrollahzadeh et al., 2019).

Existen métodos directos o indirectos para la sintesis de nanoparticulas considerando la
composicion de los precursores, puede ser proteinas, grasas, polimeros, metales, éxidos,
etc, estos es clave para lograr la caracterizacion de las NPs y aprovechar su importancia
dadas sus propiedades superficiales y caracteristicas fisicoquimicas (Gomez-Gaete,
2014). En la Figura 1, se muestra un esquema representativo de algunos de los métodos
de biosintesis de nanoparticulas).
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Figura 1 Biosintesis de nanoparticulas. Figura propuesta en Laboratorio de Interaccién suelo Planta
Microorganismos-1QB-UMSNH.

1.5.Nanoparticulas de carbono cristalino (grafeno)

Las nanoparticulas a base de carbono cristalino, es decir, a base de grafeno, pueden
obtenerse a partir de precursores biodticos (arboles, plantas, espumas marinas) o
generarse de condiciones extremas como en los volcanes o incendios forestales, es decir
eventos naturales; en cuanto a las nanoparticulas artificiales o de sintesis quimica, estos
son obtenidos en procesos de fabricacion industrial, principalmente por los como ablacion

con laser, descarga de arco y la deposicion quimica de vapor (Cao & Wang, 2004).

1.6.Clasificacion de las NPs de acuerdo con su morfologia

Las NPs pueden presentar morfologias diversas, cilindricas, esféricas, elipsoidales,
tubulares y helicoidales, principalmente. La morfologia de las NPs influye directamente

sobre las aplicaciones potenciales de estas.

Las NPs de carbono suelen adoptar formas como esferas huecas, elipsoides o tubos, por
ejemplo, los nanotubos y los fullerenos, mientras que las NPs a base de metales incluyen
los puntos cuanticos, nanoparticulas de oro y plata y 6xidos metalicos (Llinas & Sanchez-

Garcia, 2013), en la Figura 2 se muestran algunas de las estructuras tipicas de las NPs).
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Figura 2 Estructuras tipicas de nanoparticulas de carbono cristalino y metalicas. Figura propuesta en
Laboratorio de Interaccion suelo Planta Microorganismos-11QB-UMSNH.

1.7.Clasificacion de las NPs de acuerdo con morfologia

Las dimensiones espaciales de las nanoparticulas no siempre son constantes y
obedeciendo a su aspecto dimensional pueden ser clasificadas en cuatro grupos segun
la organizacioén internacional de normalizacion ISO: la dimension cero o bien (0-D),
unidimensional (1-D), bidimensional (2-D) y tridimensional (3-D) (Amaya & Quiroga,

2019a) en la Tabla 1 se muestras ejemplos de NPs de acuerdo con normalizacion 1SO).



Tabla 1. Clasificacion y estructura de las nanoparticulas.
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(Amaya & Quiroga, 2019b)

1.8.Clasificacion de las NPs de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas

Dentro de la clasificacion de las NPs podemos encontrar los siguientes grupos: NPs

conductoras,

semiconductoras o superconductoras,

pueden ser

magnéticas vy

supermagnéticas y de acuerdo con su naturaleza quimica estas pueden ser metalicas u

organicas (Diaz-Davila et al., 2020).




1.8.1. Nanoparticulas organicas a base de grafeno
1.8.1.1. Nanotubos de carbono

Dentro de los avances mas notables en la nanotecnologia que han sido desarrollados en
el siglo XXI, se han publicado la existencia de nanotubos de carbono (NTC). Estos
descubrimientos han sido fundamentales para los avances y consolidacion de la
nanotecnologia (Oddone et al., 2012).Recientemente, la produccion de NTC se utiliza
para aplicaciones en almacenamiento de energia, piezas de automdviles, cascos de
barcos, articulos deportivos, filtros, electrénica, recubrimientos, portadores de
catalizadores, escudos electromagnéticos, asi como con aplicaciones en la biomédica y

la agricultura (Yan et al., 2016).

Sumio lijima fue el responsable del descubrimiento de los NTC en el afio de 1991.
Observé moléculas tubulares en el hollin formado a partir de descargas de arco eléctricas
en grafito.

Los NTC vistos por microscopia electrénica de transmision, se pueden observar como
laminas enrolladas en tubos huecos. Dependiendo del numero de laminas o capas que
los constituyen estos NTC pueden clasificar en nanotubos de carbono de pared simple
(SWCNT), nanotubos de carbono de pared doble (DWCNT) y nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT) (Oddone et al., 2012).

Los nanotubos de carbono de pared multiple o Multi-walled carbon nanotubes son los
NTC que se obtienen con mayor facilidad, y fueron los primeros NTC observados, tienen
una estructura de varias capas de grafeno enrolladas y unidas mediante fuerzas Van der
Waals entre si, con diferentes diametros. Mientras que los nanotubos de carbono de pared
unica o Single Walled Carbon Nanotube, estan formados por una capa de un atomo de
carbono de espesor dispuestos en una pared o red hexagonal con forma cilindrica (Rivas
Martinez et al., 2007). Estos CNT son un tubo cilindrico formado por atomos de carbono,
su diametro de un SWCNT puede ser tan pequefio como 0,3 nm, mientras que el diametro
interior de un MWCNT puede ser superior a 15 nm (Choon et al., 2013).



En la Figura 3 se muestran diferentes formas alotropicas del carbono cristalino, las cuales

tienen en comun su organizacién a partir de laminas o capas de grafeno.

Figura 3 Formas alotropicas del carbono cristalino (Sengupta et al., 2015).

Los MWCNT estan formados de CNT coaxiales de distintos diametros, distintos autores
les dan nombres peculiares como por ejemplo “mufiecas rusas” y de una sola lamina que
se encuentran en forma de cilindro o una sola lamina enrollada en espiral en un tubo de
gran diametro a este tipo se le conoce con el término mas apropiado técnicamente de
nano-rollo de carbono (Chen & Zhang, 2009). En la figura 4 se muestra un esquema
representativo de los SWCNT y MWCNT.

La estructura en base a grafeno posee una caracteristica de flexibilidad y transparencia

que ofrece un encapsulamiento y mediante una modificacion de su estructura molecular.
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Grafeno

(a)

b)

Nanotubos de carbono Nanotubos de carbono
de pared simple de pared multiple
(SWCNT) (MWCNT)

Figura 4 Imagen grafica de una estructura del grafeno, nanotubos de carbono y de una y varias
capas de grafeno (Garcia & Betancur, 2012).

1.8.2. Nanoparticulas Inorganicas a base de oxido ferroso
1.8.2.1. Nanoparticulas de Ferrita de magnesio

Por otro lado, el estudio de nanoparticulas de metales y 6xidos metalicos ha ido en
aumento debido a que algunos metales juegan un papel critico en los procesos

bioquimicos.

Dentro del grupo de las nanoparticulas metalicas, se encuentran las ferritas, estas NPs
pueden estar dopadas con distintos metales, por ejemplo, con Zn, Mn, Mg, etc. Las ferritas
de magnesio forman parte del grupo de los 6xidos con una estructura de tipo espinela
siendo esta una de las mas importantes; es decir, que esta compuesta de la siguiente
forma XY204, estas presentan una amplia variedad de propiedades electronicas vy
magneéticas que los hacen muy interesantes debido a que el material es semiconductor

de tipo n, magnético y blando (Maensiri et al., 2009). Las ferritas de magnesio al tener
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propiedades eléctricas y magnéticas se posicionan con una amplia gama de aplicaciones,
la ferrita de magnesio se considera un catalizador de reacciones bioquimicas (Medina
Chanduvi et al., 2020). Se ha documentado que los efectos o las propiedades magnéticas
de las ferritas de magnesio se debe fundamentalmente a su tamafo y caracteristicas de
su superficie, que les confiere propiedades superparamagnéticas derivadas de la energia
asociada con la inversion de la magnetizacion (Virden et al., 2007). La ferrita de magnesio
esta compuesta de una mezcla con una relacion molar de 1:1, por ejemplo, para MgO, o
para la forma Fe;O3 una relacion 1:2 de los cationes Mg*? y Fe*3 para tener una efectiva
dispersion (Medina Mendoza et al.,, 2017). Actualmente, estas nanoestructuras de
MgFe2O4 se han mostrado mayoritariamente en forma de nanoparticula (Maensiri et al.,
2009).

La nanoparticula de ferrita de magnesio posee caracteristicas de altas capacidades de
interaccién con otras nanoparticulas; dando lugar a interacciones ferromagnéticas, asi
como a funciones permeables que se ajustan a una funcion lineal (Valenzuela, 1994). Las
investigaciones sobre ferritas de magnesio a la fecha, sin embargo, han sido poco
documentadas, comparado con los estudios cientificos dirigidos a comprender los efectos
de otras ferritas (Doi et al., 2014).

Se ha documentado que las ferritas son el resultado de la combinacién del 6xido férrico
con otros oxidos metalicos y en su transicion estos pueden ser magnetizados de acuerdo
con tipos de ordenamiento, estos a su vez pueden poseer propiedades que tienen una
dependencia conforme a su composicion y microestructura: magnéticas y ferromagnéticas
y estas pueden ser activadas cuando se encuentran dentro de un campo magnético
(Aquino et al., 2011; Islam et al., 2020).

1.9.La Nanoagricultura

El concepto de Nanoagricultura surgid en la ultima década, debido a los efectos

potenciales documentados de interaccion en nanoestructuras bioldgicas con
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nanoparticulas en la promocion del desarrollo de diversas especies (Mukhopadhyay,
2014; Fayaz et al.,, 2020).El estudio de estos nanomateriales se ha centrado en el
desarrollo de estrategias innovadoras que mejoren el crecimiento de las plantas de interés
agricola y forestal principalmente, para ello, se explora la generacion de sistemas de
monitoreo de la calidad nutricional del suelo-planta y elaboracion de nanofertilizantes para
mejorar el desarrollo vegetal (Lahiani et al., 2013; Yuan & Dai, 2017); reducir los efectos
negativos causados por el estrés ambiental (Nair et al., 2010; Chen & Yada, 2011) lo
anterior resulta trascendental, debido a que actualmente enfrentamos una problematica

ambiental creciente, que afecta suelos y mantos acuiferos.

Uno de los objetivos principales de la nanoagricultura es hacer que las plantas sean
capaces de eficientar la asimilacion de los nutrientes para una mayor productividad a
través de nanoparticulas que garanticen la seguridad y cuidado del medio ambiente
(Mukhopadhyay, 2014). La industria agricola se ha preocupado por investigar nuevas
fuentes que enriquezcan al campo y dentro de este nuevo desarrollo agricola han
implementado la aplicacién de NPs de tipo metalicas para mitigar los efectos toxicos en
las plantas, aumentando su tolerancia al estrés abidtico (Ulhassan et al., 2022), o con
aplicaciones como fertilizantes y pesticidas. Existe informacién documentada que indica
que el estudio de las nanoparticulas ha sido ampliamente explorado en cultivos vegetales
de interés forestal y agricola, reportando efectos que han sido benéficos en el desarrollo
de las plantas. Los nanomateriales deben facilitar procesos que garanticen la
disponibilidad de nutrientes para las plantas en la proporcién y forma que éstas demandan
(Mukhopadhyay, 2014), de igual forma se han dado a conocer propuestas con distintos

mecanismos de accion.

1.10. Efecto de los MWCNTSs sobre las plantas

Debido al gran impacto que se ha viniendo desarrollando en la ultima década, la
nanoagricultura ha mostrado poseer efectos positivos documentados de nanoparticulas
como los MWCNT de origen sintético o natural en la promocién del crecimiento de
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diversas especies vegetales, como Eysenhardthya polystachya, Lupinus elegans, Zea
mays, Hibrido de Glycin max, Hordeum vulgare (Lahiani et al., 2013; Tiwari et al., 2014),
Brassica oleracea, Daucus carota, Cucumis sativus, Allium sp., Cicer arietinum (Cafnas et
al., 2008; Tripathi et al., 2011). Algunos reportes en plantas de origen forestal demostraron
que los MWCNT sintéticos y MWCNT naturales (Lara-Romero et al., 2017; Juarez-
Cisneros et al., 2020) aceleraron la emergencia temprana de las semillas e incrementaron
el porcentaje de germinacion. Mientras que en plantas de interés agricola los efectos de
los MWCNT sintéticos han sido mas ampliamente explorado donde también se ha
documentado el efecto de estos nanomateriales en la emergencia temprana de semillas
y estimulacion de la germinacion de las semillas. Dichos efectos se han atribuido a una
mayor absorcion de agua al interior de la semilla, causado por los MWCNT, lo que
colateralmente estimula la actividad metabdlica necesaria en este proceso, causando asi
la emergencia temprana de la radicula (Khodakovskaya et al., 2013; Lara-Romero et al.,
2017). Otros autores han sugerido que la germinacion de semillas expuestas a los
MWCNT, fuertemente se asocia a la expresion de genes reguladores de acuaporina
(Lahiani et al., 2018). Los efectos positivos de los MWCNT, también se han documentado
en otros estados del desarrollo vegetal, donde estas nanoparticulas favorecen el
establecimiento y captacion de agua y nutrientes al mejorar el desarrollo de la arquitectura
radical, estimular la sintesis de clorofila y favorecer la tasa fotosintética (Joshi, Kaur,
Dharamvir, et al., 2018; Joshi, Kaur, Singh, et al., 2018).

Algunos estudios han sugerido que los MWCNT pueden estimular la germinacion de las
semillas de diversas especies vegetales, debido a su efecto sobre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como el H202. Para Bewley, la germinacion es el
numero consecutivo de eventos que provocan que una semilla en estado quiescente con
bajo contenido de agua, inicie la captacion de esta ultima, mostrando un aumento en su
actividad metabdlica en general y, dando lugar a la emergencia de la radicula a partir del
embridn, Matilla lo explica como una alta tasa de divisiones nucleares por lo cual trae
consigo un aumento notable del numero de células que se encuentran desarrollandose
en el embrion (Matilla, 2016). Las ROS son componentes para regular positiva o

negativamente la germinacion de las semillas. En condiciones de humedad adecuadas
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para la germinacion, las ROS desempefian un papel importante en eventos como el

debilitamiento del endospermo y la movilizacion de las reservas de semillas.

1.11. Efecto de las nanoparticulas metalicas sobre las plantas

El uso de nanoparticulas metalicas en los sistemas vegetales ha sido ampliamente
documentado, especialmente tratandose de nanoparticulas a base de 6xidos de algunos
metales, y se ha documentado su efecto positivo en las plantas, desde estadios
tempranos de desarrollo. Por ejemplo, (Javed et al., 2017) informaron sobre un estudio
para abordar los efectos de diferentes concentraciones de nanoparticulas de ZnO. Estos
autores informaron un efecto positivo del ZnO a 1,0 mg L' por encima del porcentaje de
formacién de brotes, una mejora de los glucosidos de esteviol, un aumento de la actividad
eliminadora de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, la capacidad antioxidante total, el poder
reductor total, los flavonoides totales, asi como el contenido fendlico total. Sin embargo,
a una concentracion de 1000 mg L' de nanoparticulas de ZnO se detecté un efecto
fitotoxico.

Ademas, en el afio 2017 informaron que la aplicacion de nanoparticulas de éxido de zinc
portadoras de ligandos de ficomoléculas en algodén (Gossypium hirsutum L.) en un rango
de concentraciones de 25-200 mg L™ registré un aumento en el crecimiento y la biomasa
total, aumentd en el nivel de clorofila A, carotenoides y contenido total de proteinas
solubles (Venkatachalam et al., 2017).

Ademas, para el afio 2021, informaron un efecto beneficioso de las NP de ZnO sobre
Lycopersicon esculentum Mill, al generar en esta planta una mayor tolerancia al estrés de
tolerancia salino, al mismo tiempo que documentaron un aumento significativamente la
longitud de los brotes y las raices, la biomasa, el area foliar, el contenido de clorofila y la
actividad fotosintética (Faizan et al., 2021). El uso de nanoparticulas de oxido de
manganeso (lll) también se ha estudiado en plantas de Capsicum annuum L. sometidas
a estrés salino. Los resultados mostraron la penetraciéon de nanoparticulas de Mn a través
de la cubierta de la semilla y colateralmente provocaron cambios de composicién e
interacciones moleculares entre biomoléculas clave implicadas en el manejo del estrés
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salino de las plantas (Ye et al., 2020).0tro estudio evalu¢ el efecto del nanomanganeso-
Mn sobre el rendimiento del Triticum aestivum y la adquisicion de nutrientes. Sus
hallazgos indicaron que la exposicion al Mn a nanoescala en el suelo podria modificar la

adquisicion de N y P por parte de las plantas (Dimkpa et al., 2018).

En Atropa belladonna L., la exposicion a NPs de Mn2O3 provocd cambios en el nimero
de raices y brotes por explante, longitud de raices y brotes, y peso fresco de raices y
brotes; ademas, se detectaron cambios fisiologicos, como el contenido relativo de agua
de las hojas, contenido total de clorofila, perdxido de hidrégeno y malondialdehido, fuga
de electrolitos e indice de estabilidad de la membrana mediante la alteracién del contenido

de proteinas y la activacion de enzimas antioxidantes y de defensa (Tian et al., 2018).

Las ferritas dopadas con metales magnéticos han sido recientemente estudiadas con una
gran variedad de aplicaciones (Srinivasan et al., 2018), debido a sus multiples
propiedades como alta permeabilidad, alta magnetizacién de saturacion (Streckova et al.,
2015).En las plantas se han documentado efectos contrastantes con ferritas de zinc,
cobalto, manganeso y plata (Lopez-Moreno et al., 2016; Tombuloglu et al., 2018; Abu-
Elsaad & Abdel hameed, 2019; Thakur et al., 2020; Abdelhameed et al., 2021).

Sin embargo, a pesar del gran avance en el conocimiento sobre la interaccion
nanoparticulas-planta, es imperativo comprender el papel que juegan estas
nanoparticulas magnéticas en la respuesta de las plantas (Ju-Nam & Lead, 2008; Verma
et al., 2018)

El conocimiento de las propiedades intrinsecas de las nanoparticulas, por ejemplo, sus
propiedades magnéticas, forma, composicion y pureza, asi como su estabilidad, adhesion
y grado de dispersion (Handy et al., 2008; Jackson et al., 2013), es de gran importancia,
ya que influyen en la absorcion, distribucion y translocacion de nanomateriales a través
de barreras fisiologicas de plantas (Liu et al., 2014; Astefanei et al., 2015). Estudios
recientes han demostrado que las plantas tienen una influencia de los campos magnéticos
que protegen a la tierra, estos impactan no solo a los sistemas vegetales, sino que

también influyen en todos los seres vivos. Debido a su gran importancia han sido motivo

16



de diversos estudios, pero para nuestro enfoque agricola, se ha documentado la
importancia de la actividad biolégica vegetal que se lleva a cabo por la influencia de este
electromagnetismo (Belyavskaya, 2004). Diversos estudios han presentado sus
resultados al demostrar que existe una amplia gama de efectos en el sistema de
crecimiento vegetal respecto al efecto de crecimiento con interacciones de campos
magneéticos en diferentes intensidades (Belyavskaya, 2004). Se tienen también varios
reportes registrados en afios donde se demuestra que se observaron incrementos
significativos en las actividades de desarrollo de las plantas, proporcionando un efecto
benefactor en etapa temprana, germinacion, crecimiento, aumentos de peso fresco y
seco, aumento también en la actividad enzimatica, asi como diversas concentraciones de
elementos quimicos, entre ellos el magnesio y el hierro (Carbonell et al., 2017). Existen
varios estudios en los cuales se hacen referencia a la implantacién de iones de hierro al
magnesio el cual por muchas razones ha sido de interés de estudio cientifico y practico
(Perez et al., 1983).

1.12. El magnesio en las plantas

El magnesio (Mg) tiene una densidad de 1,7 g/cm?, es considerado el menor de los
metales estructurales, presenta caracteristicas que son clasificadas en moldeables,
también puede recibir aleaciones que pueden ser realizadas térmicamente y es
catalogado como un mineral fundamental para el desarrollo vegetal, es un elemento
esencial para las plantas; es considerado un macronutriente necesario para el crecimiento
normal en los alimentos vegetales y como fuente de magnesio lo podemos encontrar en
diversas verduras, fruta semillas y legumbres, este mineral impacta en la estructura de
los cloroplastos, tiene una influencia en la actividad fotosintética siendo este un
componente principal en la clorofila (Xiao et al., 2014; Martinez, 2019). En diversos
estudios se han presentado trabajos donde se han evaluado los niveles de concentracion
del magnesio y se ha documentado que en las plantas han presentado incremento en el
desarrollo del tallo y hojas, mientras que en ausencia de éste presentan un decremento

en el factor del crecimiento (Xiao et al., 2014). Por otra parte, existen algunos
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antecedentes de los efectos y funcion que puede causar el magnesio en los sistemas
vegetales dentro de los procesos de actividad enzimatica para el desarrollo de la planta y
el desarrollo de la fotosintesis, teniendo efectos de igual forma a nivel molecular en
procesos esenciales de la clorofila, colaborando con la mitigacion de estrés fotooxidativo
en las plantas (Oliveros Diaz et al., 2023).

1.13. Las plantas y su respuesta al estrés

Las plantas estan expuestas con frecuencia a tensiones oxidativas causadas por factores
tanto bioticos como abidticos. Bajo estrés, se producen enormes cantidades de ROS que
pueden causar peroxidacion, lo que da como resultado dafo a las membranas celulares,
oxidacion de proteinas, inhibicidn de enzimas y rotura de cadenas de acidos nucleicos;
ademas, la produccion de ROS es inevitable, ya que se generan en las reacciones redox
de las plantas, incluidas la respiracion y la fotosintesis (Singh et al., 2016; Foyer, 2018).
Sin embargo, en la ultima década, se ha profundizado en el papel de ROS en las plantas,
ya que también juegan un papel importante en la sefializacién de procesos de desarrollo
de las plantas; por ejemplo, en la proliferacion y diferenciacion celular, la muerte celular
programada y la germinacién de semillas (Qi et al., 2018) .La regulacion de ROS en las
plantas se lleva a cabo principalmente por enzimas como el superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), peroxidasas (POX), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation reductasa
(GR) (Noctor et al., 2018).

1.14. Las nanoparticulas y el estrés hidrico vegetal

Diversas investigaciones han documentado el efecto de las nanoparticulas no solo en la
promocion del crecimiento vegetal, sino que se ha demostrado la importancia de estas
para reducir los efectos negativos del estrés en las plantas. Algunos autores sugieren que
las nanoparticulas son capaces de mejorar la respuesta de defensa de las plantas
expuestas a condiciones de estrés salino, donde se demostré que los MWCNT al ingresar

a las células en la planta, estimularon una mayor absorcién de agua y una mayor
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asimilacion neta de CO.. Por otro lado, se ha propuesto que nanoparticulas como los
MWCNT tienen la capacidad de inducir una mayor captaciéon de agua al interior de las
semillas y las plantas, por mecanismos que aun son poco claros; sin embargo, los
beneficios asociados a dicho efecto parecen tener estrecha relacion con la velocidad de
la germinacion de semillas y estimulacion del desarrollo temprano de las plantulas, asi
como de una mayor tolerancia de estas a condiciones de estrés salino o hidrico. Algunos
de los efectos que se han propuesto al adicionar MWCNT en plantas incluyen cambios
en la composicion lipidica, la rigidez y la permeabilidad de las membranas plasmaticas de
la raiz, lo que mejora la absorcion y el transporte de agua, aliviando los efectos negativos
del estrés salino (Shala & Mahmoud, 2018; Annunziata et al., 2019a). Otros autores
documentaron que los MWCNT también estan implicados en la proteccion de las plantas
contra el estrés oxidativo, donde se estudia su participacién como moléculas que imitan
el papel de las enzimas antioxidantes como SOD, CAT y POX (Khan et al., 2017); sin
embargo, la participacion de estas nanoparticulas aun ha sido poco estudiada. De igual
forma se han estudiados la interaccidén que tienen las nanoparticulas metalicas en algunos
sistemas vegetales y las reacciones que tienen respecto a la generacion de especies
reactivas de oxigeno, documentando diversos efectos en la cuantificacion de clorofila,
toxicidad, fotosintesis, absorcion de luz, fluorescencia etc.(Siddiqui et al., 2015). Sin
embargo existe muy poca informacion de los efectos que puede tener en la proteccion y
efectos positivos en sistemas vegetales sometidos a estrés hidrico.

1.15. Papel de la glicina-betaina en el déficit hidrico vegetal

Se ha estudiado el papel de la glicina-betaina (G-B) como un mecanismo de defensa de
las plantas para incrementar su tolerancia al estrés. Diversas plantas tienen la capacidad
de sintetizar G-B en respuesta a las limitaciones ambientales, es un compuesto que tiene
un papel importante para contrarrestar el estrés al ser uno de los componentes
osmoprotectores en las células vegetales, que sirve como mecanismo de las plantas para
aumentar la tolerancia al déficit hidrico al preservar la actividad de las macromoléculas,

manteniendo la integridad de las membranas contra el estrés y eliminando ROS (Shala &
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Mahmoud, 2018; Annunziata et al., 2019a). Se ha documentado que la aplicacién de la
glicina- betaina ayuda significativamente ofreciendo diversos beneficios en el crecimiento
y desarrollo de las plantas, ademas de que ofrece una considerable tolerancia de las
plantas al estrés abidtico y este la realiza mediante la desintoxicacion de ROS (Siddiqui
et al., 2015).La glicina- betaina es un compuesto no toxico que tiene acciones protectoras
contra diferentes tipos de estrés eliminando los efectos negativos que pudieran causar.
Entre las diversas funciones que tiene como objetivo la G-B es un acomodo osmoético
celular con el cual eficientiza el uso del agua (Ganjavi et al., 2021). Debido a que es un
aminoacido libre y un soluto compatible, la G-B mantiene los organulos celulares como
es la mitocondria y los cloroplastos como un sistema osmotico celular (Tisarum et al.,
2020). Diversos autores han documentado la variedad de caracteristicas benéficas del
sistema G-B, como el mejoramiento de la tasa fotosintética, extintor de las especies
reactivas de oxigeno, ofrece proteccion enzimatica contra el estrés etc. (Ganjavi et al.,
2021). Es por todo lo anterior que la G-B tiene una influencia positiva en el crecimiento de
las plantas y en los aspectos fisiologicos en condiciones de déficit hidrico y salino,
eliminando asi cualquier estrés abidtico, reteniendo aun mas la G-B cuando es expuesto

al estrés por agua (Tisarum et al., 2020).

1.16. Maiz

El maiz es uno de los cultivos basicos mas importantes y extendidos en todo el mundo.
Constituye una de las fuentes principales de alimento de millones de personas, ya que es
una de las plantas mas cultivadas alrededor del mundo considerandose un alimento
basico sobre todo en América y Asia. Se trata de una de las primeras plantas que se
domesticaron y se difundieron por todo el mundo, es también utilizado como materia prima
de un gran numero de productos industriales, asi como para la ganaderia, este cereal es
de interés cientifico para su analisis y modificacion genética (Ortega, 2014; Perales &
Golicher, 2014).
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1.17. El maiz y estrés hidrico

Se ha documentado en diversos estudios el efecto que causa el riego en el maiz, se han
utilizado diversos métodos de riego en los cultivos del maiz, durante todo el proceso de
crecimiento de la planta; no obstante, la aplicacion del riego constante que satisfaga la
totalidad de los requerimientos del cultivo ha sido observado a nivel global y esto, por el
volumen que se consumen para el riego, como efecto negativo que produce al medio
ambiente (Cassinoni, 2012). Sin embargo, existen nuevas estrategias para mejorar la
eficiencia y el aprovechamiento de la aplicacion del riego con agua y reducir los efectos
negativos que pueden tener en la aplicacién del consumo excesivo hidrico sobre el medio
ambiente y su impacto en la parte econdmica en los cultivos (Fereres & Soriano, 2007).
Es cierto que el estrés hidrico sobre el maiz tuvo diversos efectos derivados debido a los
déficits de la aplicacion de agua durante las diferentes etapas del desarrollo de la planta
(Claassen & Shaw, 1970), fueron analizadas y documentadas varias etapas del ciclo del
desarrollo de la planta (etapa vegetativa, desarrollo productivo, fotosintesis, desarrollo de
organos) enfrentandose a un estrés hidrico (Schussler & Westgate, 1995; Cakir, 2004),
teniendo un impacto final en los componentes del rendimiento de la planta, en la cual se
destaca la sensibilidad del maiz en la etapa importantes durante su desarrollo de acuerdo
a la intensidad y etapa del ciclo que se estén produciendo. Una de las etapas es la
reproduccion y el estrés hidrico reduce el numero de granos debido a los bajos promedios
en la fotosintesis (Otegui et al., 1995; Cassinoni, 2012).

La fisiologia es una de las ciencias que centra sus estudios en los 6érganos de los seres
vivos y junto con la tecnologia de las semillas han aportado importantes hallazgos
cientificos, dando a conocer distintos tratamientos para las semillas. Es necesario e
importante poder contar con una herramienta que nos pueda asistir en la produccién y
evaluacion de las semillas en cuanto a su germinacion y poder asi establecer un modelo
que nos ayude a analizar los comportamientos del desarrollo completo de la semilla
(Joosen et al., 2010).
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1.18. Anatomia de semilla del maiz y factores que regulan la germinacién

El maiz es una de las plantas de cultivo mas importantes del mundo (Strable & Scanlon, 2009),
la mas domesticada y evolucionada del reino vegetal, ademas de su amplia diversidad genética
que a su vez son promotores naturales de la conservacion y generacion de la biodiversidad
(Gonzalez-Cortés et al., 2016).

También cabe mencionar que este cereal se destaca por el papel significativo que el maiz
desempefia como organismo modelo en la investigacion biolégica como la evolucién del
genoma, la fisiologia del desarrollo, la epigenética, la resistencia a plagas, la heterosis, la
herencia cuantitativa y la gendémica comparativa (Strable & Scanlon, 2009).

1.18.1. Clasificacion Taxonémica

El maiz (Z. mays), pertenece a las Gramineae que es una subfamilia Panicoideae y una tribu
de Andropogoneae, en ella se encuentran siete diferentes géneros de maiz (Paliwal et al.,
2001).

1.18.2. Estructura del grano de maiz

Esta semilla de maiz en su estado de madurez es considerada un fruto (cariopside) que esta
formado por cuatro principales partes: el pedicelo, Pericarpio, Endospermo y el Embrion
(Watson, 1987).

22



Figura 5 Estructura del grano de maiz (Hoseney & Faubion, 1992).

GERMEN ENOOSPERNG  PERICARPIO
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2. JUSTIFICACION

El efecto positivo de los hanomateriales en las plantas ha sido ampliamente estudiado,
debido a los efectos positivos documentados en los diferentes estadios del desarrollo
vegetal. Sin embargo, la informacion actual es insuficiente para comprender el papel que
estas nanoparticulas desempenan en las plantas, en especial, cultivadas en condiciones
de estrés hidrico, que es uno de los factores limitantes en la germinacion vy
establecimiento de diversas especies de plantas. Por otro lado, compuestos como la
glicina-betaina, al ser un compuesto osmoprotector, podria desempefiar un papel
sinérgico con los MWCNT para estimular el sistema antioxidante de plantas cultivadas en
condiciones de estrés hidrico. Por lo que, estudiar los efectos de las nanoparticulas con
este modelo, nos puede permitir entender mejor los efectos de estas en los distintos
procesos fisiologicos de la planta, asi como estudiar esta desde el punto de vista

sistémico.

3. HIPOTESIS

Los nanotubos de carbono y la ferrita de magnesio en sinergismo con glicina betaina,
estimularan la respuesta antioxidante favoreciendo la germinacion y etapa temprana de

Zea mays cultivada en condiciones de estrés hidrico.
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4. OBJETIVOS

4.1.0Objetivo General

Evaluar el efecto de los nanotubos de carbono y la ferrita de magnesio en sinergismo con
glicina betaina, como alternativa para estimular la respuesta antioxidante en Zea mays

cultivada en condiciones de estrés hidrico.

4.2.Objetivos Particulares

1. Evaluar los efectos de los MWCNT sintéticos y la ferrita dopada con magnesio
MgFe2O4 en interaccion con glicina-betaina sobre variables morfologicas de Zea

mays cultivada en condiciones de estrés hidrico.

2. Evaluar los efectos de MWCNT sintéticos y ferrita dopada con magnesio MgFe2O4
en interaccion con dlicina-betaina, sobre el sistema antioxidante durante la
germinaciéon y etapas tempranas de desarrollo de Zea mays cultivada en

condiciones de estrés hidrico.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1.0btencion de las nanoparticulas

5.1.1. Nanotubos de carbono de pared multiple

Se utilizaron para este proyecto de investigacion MWCNT de origen sintético con las
siguientes caracteristicas: diametro exterior de 6 a 13 nm, diametro interno de 2,0 a 4,0
nm, longitud de 2,5 a 20 pm, un espesor de pared medio de 7 a 13 capas de grafeno y
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una pureza> 98% (Aldrich, Cat 698849(Sigma-Aldrich, 2024)). Los MWCNT fueron
analizados por espectroscopia Raman y Microscopia electronica de transmisién para su

caracterizacion.

Para el uso de estos nanomateriales para los bioensayos, se prepararon tres soluciones
en concentraciones de 5, 10 y 20 uyg/mL de MWCNT sintéticos, fue requerido la
elaboracién de un stock a una concentracion de 1 ug/pl de 5ml de H2O. Se preparo
también una solucién con la misma preparacion anterior, pero adicionando 5ml de glicina-

betaina para mezclarlo a 5,000 uyg de MWCNT.

5.1.2. Ferrita de Magnesio (MgFe20.)

Para este estudio se utilizaron nanoparticulas de ferrita sintética dopadas con magnesio,
las nanoparticulas que fueron preparadas en concentraciones de 5 ug/ml, 10 ug/ml, 20
pug/ml de MgFe204 diluido en 5ml de H20.

La muestra de ferrita de magnesio fue analizada en un equipo BET Nova Touch LX' el
cual es un analizador de area superficial y de tamafno de poro, para este analisis se tomo
la muestra de ferrita de magnesio de 0.3562 g y se colocé en una celda porta muestra en
la cual se llevo a una temperatura de 80° centigrados durante 12 h, en sistema al vacio
para eliminar el exceso de humedad que pudiera presentar la muestra, posteriormente se
adiciond nitrégeno liquido para llevar a cabo el proceso de Adsorcion de este en las
nanoparticulas y posteriormente con el sistema de vacio eliminar el nitrégeno que no se
unio a las ferritas, para por diferencia de volumen obtener de forma indirecta el area de

superficie y porosidad.
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5.1.3. Glicina-Betaina

Por otro lado, la glicina y la Betaina, se obtuvieron de SIGMA-ALDRICH®. Se prepararon
soluciones de ferrita a concentraciones de 5,10 y 20 ug/ml y solucién de glicina-betaina a
10 mM (1:1). Esta solucion se utilizé para bioensayos in vitro y se complementé de forma

individual o sinérgica.

5.2.Establecimiento de bioensayos in vitro de maiz cultivado con NPs y/o glicina
betaina en condiciones de estrés hidrico

Para evaluar los efectos de los MWCNT vy ferritas en sinergia con glicina-betaina en
semillas de maiz como alternativa de respuesta al estrés hidrico, el trabajo se dividid en
dos fases experimentales:

En la fase | las semillas de maiz fueron impregnadas con MWCNT sintéticos o con la
ferrita de magnesio MgFe2O4 en concentraciones de 5 ug/ml, 10 ug/ml, 20 yg/ml, cada
una de ellas con y sin glicina-betaina y, en condiciones de déficit hidrico y sin estrés. En
esta primera fase los MWCNT vy la ferrita de magnesio se adicion6 previamente a la

siembra de las semillas.

Para la fase Il las semillas de Zea mays fueron suplementadas con MWCNT sintéticos o
con la ferrita de magnesio MgFe204 en concentraciones de 5 pg/ml, 10 ug/ml, 20 ug/ml,
cada una de ellas con y sin glicina-betaina y, en condiciones de déficit hidrico y sin estrés.
En esta segunda fase las NPs no se adicionaran al inicio de la siembra, sino hasta
después de la germinacion de esta graminea (estadio temprano de la planta).

5.2.1. Fase |

Para los bioensayos in vitro de Zea mays suplementados con diferentes concentraciones
de MWCNT o ferritas, las semillas de maiz fueron impregnadas con estas nanoparticulas,
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para ello las semillas con las NPs se mantuvieron en agitacion en shaker durante 24 h a
24°C. Posteriormente las semillas fueron sembradas en cajas Petri con papel filtro,
adicionando el tratamiento en condiciones de estrés (1ml H20) y sin estrés hidrico (2ml
H20) por cada 5 semillas en cada caja Petri. A continuacion, las semillas fueron incubadas
en oscuridad durante 68 horas a 24°C, durante este periodo se tomd registro a las 42, 54
y 68 horas para evaluar el porcentaje de semillas germinadas.

Las semillas germinadas se dispusieron de dos maneras: las primeras permitieron obtener
la biomasa de las semillas, y la otra parte se destin para realizar pruebas histoquimicas
para determinacion de especies reactivas de oxigeno (Li et al., 2017).

Para evaluar la biomasa de las semillas, se midi6 el de peso fresco y peso seco de las
semillas, pesando en peso fresco mediante una balanza analitica, posterior de las 68
horas se llevaron las semillas a secar en horno a 80° C durante 24 horas, posterior a ello
se volvieron a pesar en la balanza analitica para obtener el peso seco.

5.21.1. Localizacion histoquimica de especies reactivas de oxigeno (ROS)

5.21.1.1. Actividad deshidrogenasa de las semillas

Las semillas cultivadas en las condiciones anteriores fueron tefidas con cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC). EI TTC es una sal blanca y sustrato de las deshidrogenasas y, su
metabolito es un tinte rojo, que hace que la célula se vuelva roja en tejido viable y blanca
en tejido muerto. Se disolvieron 0.5 g de TTC en 2 mL de alcohol, posteriormente fue
disuelto en 100 mL de H20O destilada, se almaceno en oscuridad 24 h a 4° C. Una vez
pasadas las 24 horas se tifieron las semillas con la solucion con una temperatura de 35°
C durante un periodo de tiempo de 3 h, posterior a esto se lavaron con agua destilada tres

veces, para remover el reactivo excedente.
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5.2.1.1.2. Deteccion del aniéon superéxido (O2’) en semilla

Las semillas desprovistas del tegumento micropolar se tifieron durante 60 min con una
solucion de nitroblu de tetrazolium (NBT) al 0,1% (p/v) en buffer de fosfato de potasio 50
mM con pH 7,5, en la oscuridad (Jabs et al., 1996)

5.2.1.1.3. Determinacion de H202 en semilla

La cuantificacion y la localizacién histoquimica de H202 se llevardan a cabo mediante
tincion 3,3-diaminobenzidine hydrochloride (DAB) y medicidn colorimétrica. Para
visualizar la presencia de H2Oo, las semillas se tifieron con DAB al 0,1% (v/v) en una
solucién buffer de fosfato de sodio dibasico 20 mM, pH 4,0 (Thordal-Christensen et al.,
1997).

Una vez realizadas las tinciones, las semillas tefiidas en todos los casos fueron lavadas
con agua destilada y se mantuvieron en etanol al 70% a 4°C hasta su analisis. Para
cuantificar las ROS, se tomaron fotografias con camara Nikon DSLR 6600, se cuantifico
el area tefida mediante software Imaged y se procesaron los datos con GraphPad Prism

8.0.1software.

5.2.2. Fase ll

Para llevar a cabo la fase dos, la metodologia fue muy similar a la fase |, a excepcion del
establecimiento del bioensayo inicialmente. En esta fase las semillas fueron vernalizadas
en agua destilada durante 24 h a 24°C y se mantuvieron en agitacion constante en shaker
durante 24 horas a 24°C. Posteriormente las semillas fueron sembradas en cajas Petri
con papel filtro sin agregar los tratamientos con las nanoparticulas ni glicina-betaina.
Posteriormente las semillas fueran incubadas en obscuridad durante 68 horas a 24°C,
durante este periodo se tom¢ registro a las 42, 54 y 68 horas para evaluar la velocidad y
porcentaje de semillas germinadas. Se adicionaron los tratamientos con nanoparticulas

y/o glicina betaina a las 24 horas de la etapa de germinacién temprana de la semilla.
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En la figura 6 se muestra el diagrama general de la metodologia desarrollada para los
bioensayos in vitro de maiz cultivada en condiciones de estrés hidrico suplementadas con

nanoparticulas y/o glicina-betaina.
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Figura 6 Diagrama general de los bioensayos in vitro de maiz cultivada en condiciones de
estrés y sin estrés hidrico, suplementadas con nanoparticulas y/o glicina-betaina.
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5.3.Variables respuesta

Las variables respuesta que fueron evaluadas son las siguientes:

Velocidad de germinacion de maiz.
Cambios morfologicos en las semillas durante el proceso de germinacion vy
emergencia de la radicula.

c. Peso fresco y seco de las semillas.

d. Se realizaron pruebas colorimétricas que nos dan informacion sobre la
generacion de especies reactivas de oxigeno que son indicadores indirectos de
estrés causado por déficit hidrico en las semillas (Li et al., 2017).

6. DISENO EXPERIMENTAL

Se realizé un disefio experimental totalmente aleatorio, la unidad experimental consta de
cinco semillas en caja petri, con cuatro repeticiones, para tener un total de veinte semillas
por tratamiento, los tratamientos aplicados fueron 24. Un total de cincuenta y seis
tratamientos por ambas fases.

En la fase 1, se suplementaron las NPs con y sin glicina-betaina desde el inicio de la
siembra de la semilla; en la fase 2 se suplementaron las NPs con y sin glicina-betaina a
las 24 horas después del cebado con agua destilada, para cada fase con y sin déficit
hidrico.

En la tabla 2, se muestra el numero total de tratamientos por cada una de las fases en

sus diferentes concentraciones y condiciones.
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Tabla 2 Tratamientos para bioensayos con maiz expuestas a NPs de MWCNT y MgFe>O4 con y
sin interaccion G-B en condicion de estrés y sin estrés hidrico.

Tratamientos | Estrés hidrico | Sin estrés hidrico Nanoparticula (ug/ml) TOTAL
5 10 20
CONTROL v v - - - 2
G-B v v -1 - - 2
MWCNT v - v v v 3
MWCNT - v v v v 3
MWCNT/G-B v - v v v 3
MWCNT/G-B - v v v v 3
MgFe204 v - v |V v 3
MgFezOs i v v |V | V 3
MgFe204/G-B v - v v v 3
MgFe204/G-B - v v |V v 3
TOTAL v v - - - 28

Nota: G-B= Glicina-betaina; MWCNT= Nanotubos de carbono de pared multiple, MgFe,O4= Ferrita
de magnesio.

6.1. Analisis estadistico

= Los resultados de supervivencia y velocidad de germinacion se hicieron en dos
etapas, la primera etapa se realizé un analisis por corte a las 42, 54 y 68 horas. Y
en la segunda etapa fue realizado un analisis de supervivencia, adaptado a la
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germincion con distribucién binomial, obteniendo ChiSquare X? con los paquetes
estadisticos JMP, graficado con GraphPad Prisma 8.0.1. Para evaluar el efecto de
los factores, se realizé un analsis estadistico Splus 2000.

Los resultados de las variables de peso fresco, peso seco fueron sometidos para
su analisis a un analisis de vaianza yuna prueba de Fisher (LSD) con p< 0.05, n=20
p en el software SPLUS 2000.

Los resultados de las tinciones fueron realizados por medio de un analisis de

varianza en el software Statistics, realizando una prueba de Fisher (LSD), se us6

GraphPad Prisma 8.0.1 para la representacion grafica.
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7. RESULTADOS

Para la caracterizacion de los MWCNT, se analizaron mediante espectroscopia Raman y
microscopia electrénica de transmision. Los resultados obtenidos se muestran en la figura
7. El espectro Raman muestra dos de las bandas caracteristicas de los MWCNT, donde
la banda ID corresponde. La banda G se observé a 1578 cm™', correspondiente a las
vibraciones tangenciales de los atomos de carbono, que surge del modo E2g del plano
del grafito, mostrando la presencia de hibridacion electronica sp2 del carbono. Mientras
tanto, la banda D en 1358 cm™' generada por trastornos estructurales en los materiales
grafitizados, correspondientes a los enlaces sp3 de las distorsiones de la red en las
laminas curvas de grafeno y extremos de los nanotubos de carbono (Figura 7A). Por otro
lado, se muestra en la figura 7B, la micrografia obtenida por TEM, donde se observan las
distintas capas que constituyen la estructura del nanotubo, en algunos casos con una

mayor o menor cantidad de capas estructurales, asi como diametros también variables.
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Figura 7 Caracterizacion de los MWCNT: A) Espectro Raman y B) micrografia obtenida por
microscopia electrénica de transmision.
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Asimismo, se analizaron las ferritas de magnesio para identificar sus principales
caracteristicas morfoldgicas. En la figura 8 se muestran las micrografias obtenidas por
microscopia electronica de barrido tomadas a distintas amplitudes. En estas imagenes
puede apreciarse un grado importante de aglomeracion de estas nanoparticulas, asi como

una variabilidad estructural y de tamafio de estos nanomateriales.

L e
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|

1pm IIMM — 100nm IIMM
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Figura 8 Micrografias de nanoparticulas de ferritas de magnesio dopadas con magnesio,
obtenidas por microscopia electrénica de barrido.
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Asimismo, se evaluo el tamafio de poro de las nanoparticulas de magnesio, asi como su
area de superficie. El analisis mostré que las ferritas utilizadas presentan un area de
superficie de 12.72 m?/g, mientras que el tamafio de poro fue de 4.13nm de radio (figura
9).
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Figura 9 Area superficial especifica y tamafio de poro de nanoparticulas de ferritas de magnesio
dopadas con magnesio.
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Para evaluar los efectos de estas nanoparticulas en interaccion con Glicina-Betaina sobre
la semilla de maiz cultivada con y sin déficit hidrico en bioensayos in vitro dosis respuesta,
se aplicaron 5, 10 o 20 ug/ml de cada una de las nanoparticulas probadas. Después de
la siembra de la semilla se analizaron los datos de la germinacion temprana de maiz,
durante las primeras horas después de la siembra, separando las condiciones a las que
se sometieron las semillas en un estado de estrés hidrico y otra sin estrés hidrico, para
obtener las variables respuesta establecidas en tres intervalos de tiempo.

71.FASE |

El proyecto de investigacion se dividio en dos fases: durante la primera fase se realizé un
cebado previo a la siembra de la semilla de maiz con las 5, 10 y 20 yg/ml de MWCNT o
con nanoparticulas de MgFe>0O4 con interaccidn de glicina-betaina en condiciones de

estrés y sin estrés hidrico.

7.1.1. Evaluacion de los efectos de los MWCNT vy la interaccion MWCNT/G-B sobre
la semilla de maiz en condiciones de déficit hidrico

7.1.1.1. Germinacion de semilla de maiz con MWCNT o la interaccion
MWCNT/Glicina-betaina en condiciones de déficit hidrico

Los resultados obtenidos sobre la germinacion de maiz se muestran en las figuras 10, 11,
y 12. En la figura 10 se muestran imagenes representativas de la germinacion de esta
semilla suplementada con 5, 10 y 20 yg/ml de MWCNT o MWCNT en interaccion con
glicina- betaina durante las primeras 42 h después de la siembra de maiz. En la figura
10A observamos el efecto de estos tratamientos cuando las semillas no se sometieron a
estrés hidrico y en la figura 10B, se muestra la germinacion de las semillas cuando

estuvieron expuestas a déficit hidrico.
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Sin estrés hidrico
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G-B ()

Figura 10 Germinacién de maiz cultivado con MWCNT en concentraciones de 0, 5, 10 y 20 (ug/ml)
con y sin glicina-betaina a las 42 h después de la siembra, para A) sin estrés hidrico y B) bajo

estrés hidrico.

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina.
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En la figura 11A se muestran imagenes representativas de la germinacion del maiz
suplementada con 5, 10 y 20 ug/ml de MWCNT sin estar expuestas a estrés hidrico y en

la figura 11B al exponerlas en condiciones de estrés hidrico 54 h.

Sin estrés hidrico

MWONT (ug/mL)

r 1V f
5 10

G-B(+)

Con estrés hidrico

G-B(-)

20

Figura 11 Germinacion de maiz cultivado con MWCNT en concentraciones de 0, 5, 10 y 20 (ug/ml)
y su interaccién con glicina-betaina en condiciones de estrés hidrico a las 54 h después de la

siembra; A) sin estrés hidrico y B) bajo estrés hidrico.

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina.
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En la figura 12A se muestran imagenes representativas del maiz suplementada con
diferentes concentraciones MWCNT sin estrés hidrico y con estrés hidrico 68 h después

de la siembra.

Sin estrés hidrico
MWCNT.(J-M)
- 5 10 20

-

Con estrés hidrico

G-B(-)

Figura 12 Germinacién de maiz cultivado con MWCNT en concentraciones de 0, 5, 10 y 20 (ug/ml)
con y sin glicina-betaina a las 68 h después de la siembra, para A) sin estrés hidrico y B) bajo

estrés hidrico.
Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina.
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Por otro lado, en la tabla 3, se muestra el analisis cuantitativo de la velocidad y porcentaje
de germinacién de la semilla de esta graminea con los distintos tratamientos y expuestas
a las condiciones de déficit hidrico y sin estrés hidrico. Los resultados mostraron que en
las semillas cultivadas sin estrés hidrico suplementadas con 5 yg/ml de MWCNT con y
sin glicina-betaina favorecieron la germinacion de la semilla, alcanzando un 90% desde
las primeras 48 h, seguido de los demas tratamientos donde también se muestra mayor
germinacion en las primeras horas después de la siembra con porcentajes del 65y 70 %,
superior al 60 % que se obtuvo en las semillas control a las 42 h, a excepcidén de los
tratamientos con 10 y 20 MWCNT, donde tanto la velocidad como el porcentaje de
germinacion se vio afectado bajo condiciones de estrés hidrico. Por otro lado, al someter
las semillas a déficit hidrico, se pudo observar que en todos los tratamientos la velocidad
y porcentaje de germinacion de la semilla fue mucho mayor que la semilla control, que
alcanzé un maximo de 20% a las 68h. Se pudo observar que, en contraste con las semillas
sin estrés hidrico, la adicion de MWCNT en 10 y 20 pg/ml contrarrestaron el efecto
negativo del déficit hidrico, y estimularon la germinacion, induciendo hasta un 90% de
germinacion desde las primeras 42 h, mientras que la interaccion MWCNT-GB, también
favorecio la germinacién comparada con el control, obteniéndose porcentajes de 70 a
90% a las 68 h después de la siembra de las semillas. En relacion con la adicion de glicina-
betaina, se pudo observar que su aplicacion de forma individual, es decir, sin MWCNT,
favorece la germinacion en condiciones de estrés hidrico, pero no hay un efecto sinérgico

favorable al aplicarse de forma combinada.
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Tabla 3 Porcentaje de germinacion de semillas de maiz suplementadas con MWCNT en

interaccion con Glicina-betaina con y sin estrés hidrico.

Germinacion de la semilla de maiz (%)
Tratamientos MWCNT Horas después de la siembra
(ug/ml) 0 42 54 68
Control (-) Stress 0 0 65+12.6 | 65+12.6 | 75+9.6
Glicina-Betaina 0 0 65+12.6 | 65+12.6 | 70£10
_§ 5 0 55+19 | 60+14.2 | 6517
= MWCNT 10 0 75+12.6 | 75+12.6 | 9515
"é 20 0 60+8.2 | 7010 | 75%9.6
()
c 5 0 90+10 | 90410 | 90%10
? MWCNT/Glicina- 10 0 90+5.8 | 9045.7 | 9045.8
Betaina 20 0 70+26 | 80+8.2 | 8048.2
Control Stress 0 0 15+9.6 | 20+8.2 | 2048.2
Glicina-Betaina 0 85+5* | 90+5.8* | 95+5*
5 0 70+10* | 80+8.2* | 95%5*
" MWCNT 10 0 70+£13* | 70+13* | 85+9.6*
% 8 20 0 90+10* | 95+5* | 9515*
g E 5 0 80+0* | 85+5* | 9515*
© MWCNT/Glicina- 10 0 50+20 | 50+10 | 6048.2*
Betaina 20 0 65+9.6* | 7515* 7515

NOTA: Los datos fueron procesados con un analisis de supervivencia adaptado a la germinacién con una distribucion
binomial n=5 y p<0.05. Para evaluar la velocidad de germinacion se utilizd6 ANOVA de una via. En una columna, el
valor con un asterisco representa diferencias significativas.

Los resultados del analisis que fueron examinados en la fase |, correspondiente a la
condicién sin estrés hidrico por porcentaje de germinacion con X? =11.29, G.L.=7,
P=<0.13 y una velocidad de germinacion F=1.58, G.L.=7, P=0.15. Por otro lado, en
condiciones de estrés hidrico en porcentaje de germinacion con X? = 42.45, G.L.=7,
P=<0.0001* y una velocidad de germinacion F=16, G.L.=7, P=0.0001* mostrando una

diferencia altamente significativa en el porcentaje y velocidad de germinacion.
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7.1.1.2. Biomasa de semillas de maiz suplementadas con MWCNT con y sin

interaccion con glicina betaina

En la figura 13, se muestran los resultados de la biomasa de las semillas de maiz

suplementadas con los distintos tratamientos después de 24h del cebado con 5, 10 o0 20

pug/ml de MWCNT y MWCNT con Glicina—Betaina en condiciones de estrés hidrico y sin

estrés hidrico. Los resultados obtenidos mostraron que ninguno de los tratamientos

mostro diferencia significativa con respecto de las semillas control, independientemente

de la condicién de estrés hidrico o de los tratamientos.
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Figura 13 Biomasa de las semillas de maiz suplementadas con 5, 10 y 20 ug/ml de nanotubos de
carbono con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin estrés.

Los resultados fueron analizados con Fisher (LSD) con p < 0.05, n=20, la barra representa el error estandar.
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7.1.1.3. Determinaciéon de peréxido de hidréogeno (H202) en semillas de maiz
suplementadas con MWCNT o MWCNT/G-B en condiciones de estrés hidrico.

Para evaluar los efectos de las nanoparticulas y su interaccién con glicina-betaina sobre
la semilla de maiz expuesta a condiciones de estrés hidrico, sobre la produccién de ROS,
se analizé la produccion de H2O2 en las semillas (Figura 14). En la figura 14A, se
muestran imagenes representativas de la tincion para la deteccion de H202 Asimismo, en
la figura 14B se muestra el analisis cuantitativo de H202, donde se observa que el
tratamiento con nanotubos de carbono en concentracion 10 ug/ml cultivados sin estrés
hidrico, tuvo una mayor produccion de H202, significativamente mayor con respecto a los
demas tratamientos y las semillas del control. Las demas concentraciones de NTC
independientemente de la presencia de las ferritas no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Por otro lado, al estar las semillas en condiciones de
déficit hidrico, pudimos observar que ademas del tratamiento con 10 uyg/ml de nanotubos
de carbono, también el tratamiento donde se suplementd la betaina individualmente se
genero una mayor produccion de H2O2, en contraste, al suplementar 20 ug/ml de MWCNT
la cantidad de peroxido de hidrogeno se redujo significativamente, comparado con el
control y los demas tratamientos (Figura 14B).
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Figura 14 Perdxido de hidrogeno en semillas de maiz suplementados con 5, 10 y 20 yg/ml de
nanotubos de carbono con y sin interaccién glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y
sin estrés. A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con (DAB) para deteccion
de H202; B) Cuantificacién de H2O. en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacién de
H202 en semilla de maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via / Fisher (LSD). Con valor de F=1.01, G. L=7 P=0.44 para A) y F=1.23,
G. L=7, P=0.29 para B), se utiliz6 una n=6 y 4 réplicas. La barra indica error estandar.
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7.1.1.4. Determinacion de deshidrogenasas en semillas de maiz
suplementadas con MWCNT o lainteraccion MWCNT/G-B en condiciones de déficit
hidrico

Se evaluaron los efectos de las nanoparticulas y su interaccion con glicina-betaina sobre
la sintesis de deshidrogenasas en semilla de maiz expuesta a condiciones de estrés
hidrico, mediante deteccion histoquimica con TTC al 0,1% (p/v). Los resultados se
muestran en la figura 15. Se muestran imagenes representativas de las semillas tefiidas
con TTC en la figura 15A. Asimismo, en la figura 15B se muestra los resultados obtenidos
de la cuantificacion de deshidrogenasas, donde se observdé que la produccion de
deshidrogenasas en las semillas independientemente de los tratamientos o las
condiciones de estrés, no mostraron diferencias significativas con respecto de las semillas

control.

46



Control G-B MWFNT MWCNT G-B
(ng/mL) 0 0

5 10 20 '

Sin estrés
hidrico

Con estrés
hidrico

3 MWCNT5 (ugim) 1 MWCNT 5 (ug/mi) G-B

X MWCNT 10 (ugim) [ MWCNT 10 (ug/mi) G-B
B MWONT 20 (ugm) [ MWCNT 20 (ugiml) G-B

Il CONTROL
=GB

H

0.08 = 0.08-

0.06- 0.06-
0.04- 0.04-

0.02- 0.02-

e

o

=)
|

0.00-

Intensidad deshidrogenasa (U.A)

Sin estrés hidrico Con estrés hidrico

Intensidad deshidrogenasa (U.A)

Figura 15 Deshidrogenasas de la semilla de maiz suplementadas con 5, 10 y 20 yg/ml de
nanotubos de carbono con y sin interaccién glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y
sin estrés; A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con TTC para evaluar
intensidad de deshidrogenasas; B) Deshidrogenasas en semilla de maiz sin déficit hidrico; C)
Deshidrogenasas en semilla de maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via / LSD. Para B) Con un valor de F=1.2970, G. L=7 P=0.2768 y para C)
F=1.1973, G. L=7, P=0.33. Se utiliz6 una n=6 y 4 réplicas. La barra indica error estandar.
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71.1.1. Cuantificaciéon histoquimica de superéxidos (O2’) en semillas de maiz
suplementadas con MWCNT o la sinergia MWCNT/G-B en condiciones de estrés
hidrico.

Se evaluaron los efectos de las nanoparticulas y su interaccion con glicina-betaina sobre
la semilla de maiz expuesta a condiciones de estrés hidrico, sobre la sintesis de
superéxidos mediante una tincidon de nitroblu de tetrazolium (NBT). Los resultados
obtenidos se presentan en la figura 16, donde se muestran imagenes representativas de
la acumulacion de esta ROS en distintas zonas de las semillas (Figura 16A). Asimismo,
se muestra el analisis cuantitativo de la produccién de Oz donde las semillas fueron
cultivadas sin estrés hidrico (Figura 16B), los resultados mostraron que en las semillas
donde se adicion6 la combinacion de 20 pg/ml de MWCNT con glicina, se incremento la
formacién de Oz con respecto de la mayoria de los tratamientos, pero no distinto a las
semillas control. Por otro lado, se observé una disminucién de la produccion de Oz en las
semillas suplementadas con 20 uyg/ml de MWCNT y al suplementar la glicina-betaina de
forma individual. Por otro lado, cuando las semillas se sometieron a estrés hidrico,
pudimos observar que la formacién de Oz en los tratamientos donde se suplementé la
glicina betaina sola se redujo, comparado con los tratamientos con 10 y 20 ug/ml de
MWCNT, sin embargo, los resultados no mostraron diferencia de las semillas control y los
demas tratamientos (Figura 16C).
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Figura 16 Produccion de O, en semillas de maiz suplementados con 0, 5, 10 y 20 yg/ml de
nanotubos de carbono con y sin interaccién glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y
sin estrés. A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con DAB; B)
Cuantificacion de O2- en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacién de O, en semilla de
maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via/ LSD. Para B) Con un valor de F=1.27, G. L=7 P=0.29 y para C) F=1.86,
G. L=7, P=0.1024. Se utilizé una n=6 y 4 réplicas. La barra indica error estandar.
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7.1.2. Evaluacidn de los efectos de las nanoparticulas de MgFe204 y la interaccion
MgFe204/G-B sobre las semillas de maiz en condiciones de déficit hidrico.

71.21. Germinacion de semilla de maiz suplementado con MgFe2:04 o la
interaccion MgFe204/G-B en condiciones de déficit hidrico.

Para evaluar el efecto de las ferritas dopadas con magnesio y su sinergia con glicina
betaina sobre la respuesta de las semillas de maiz expuestas a déficit hidrico y en
condiciones sin estrés hidrico, se evaluo la velocidad y porcentaje de germinacion a las
42, 54 y 68h después de la siembra en bioensayos dosis respuesta. Posteriormente se
evalué el peso fresco y seco de las semillas, por ultimo, se realizaron pruebas
histoquimicas que nos dieron informacion sobre la sintesis de ROS asociadas a la
respuesta de estrés en las semillas y plantas. En las figuras 17-20 se muestra imagenes
representativas de la germinacion de las semillas con los distintos tratamientos en los tres

periodos de tiempo evaluados.
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Figura 17 Germinacion de la semilla de maiz cultivada con ferrita dopada con magnesio
suplementada con 0, 5, 10 y 20 ug/ml con vy sin glicina-betaina a las 42 h después de la siembra;
A) sin estrés hidrico y B) en condiciones de estrés hidrico.

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina
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Figura 18 Germinacion de la semilla de maiz cultivada con ferrita dopada con magnesio
suplementada con 0, 5, 10 y 20 ug/ml con vy sin glicina-betaina a las 54 h después de la siembra;
A) sin estrés hidrico y B) en condiciones de estrés hidrico

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina
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Figura 19 Germinacion de la semilla de maiz cultivada con ferrita dopada con magnesio
suplementada con 0, 5, 10 y 20 ug/ml con vy sin glicina-betaina a las 68 h después de la siembra;

A) sin estrés hidrico y B) en condiciones de estrés hidrico

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina
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Por otro lado, en la Tabla 4, se muestra el analisis cuantitativo de la velocidad y porcentaje
de germinacién de la semilla de esta graminea con los distintos tratamientos y expuestas
a las condiciones de déficit hidrico y sin estrés hidrico. Los resultados mostraron que en
las semillas cultivadas sin estrés hidrico no tuvieron mostraron diferencia significativa ni
en la velocidad ni el porcentaje de germinacion, comparado con las semillas control. Por
otra parte, cuando las semillas estuvieron expuestas al déficit hidrico la respuesta
cambio, se pudo observar como con la adicion de ferritas de magnesio se genero un
efecto positivo sobre la velocidad como el porcentaje de germinacién, siendo estos
superiores al control, queda claro que la aplicacion de las NPs de ferrita de magnesio con
y sin interaccidn de glicina-betaina ayudaron a promover la velocidad y el porcentaje de
germinacion en condiciones de déficit hidrico, cabe sefialar que el comportamiento de la
glicina-betaina sin ninguna interaccion contribuye de forma significativa alcanzando un
90% de germinacion desde las primeras 48 h de siembra de la semilla de maiz. El
tratamiento que mostré mejores efectos sobre la germinacion en condiciones de estrés
hidrico fue al suplementar las NPs de MgFe204 en concentraciones de 10 yg/ml a las 54
h, con un porcentaje del 85%, comparado con 65 % de las semillas control. Los
tratamientos que formaron parte de la interaccion con glicina-betaina fueron superiores al

control, con porcentajes 75%.
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Tabla 4 Porcentaje de germinacion de semillas de maiz suplementadas con Ferritas de magnesio
en interaccion con Glicina-betaina con y sin estrés hidrico.

Germinacion de semilla de maiz (%)
MgFe204 Horas después de la siembra
Tratamientos
(Mg/ml) 42 54 68

Control (-) estrés 0 0 65+12.6 |65£12.5 | 75+9.6

Glicina betaina 0 0 65£12.6 |65+12.5 | 70£10
8 5 0 60+8.2 7515 85+9.6
E MgFe204 10 0 7015.8 80+8.1 | 80+8.1
‘é 20 0 6515 6515 85+9.6
c 5 0 55+9.6 | 60+14.1 | 60+14.1
@ MgFe:O4/Glicina | 10 0 800 855 | 8515

betaina 20 0 80+0 8515 8515

Control (+) estrés 0 0 15+9.6 2048.2 | 20+8.1

Glicina betaina 0 85+5* 90+5.8* | 95+5*
: 5 0 608.1* | 65:5" | 65t5%
< MgFe204 10 0 70+13* | 80+8.1* | 80%8.1*
% 20 0 60+11.6* | 7549.6* | 754+9.6*
5 5 0 7519.6* 751+9.6* | 75+9.6*
° MgFe2O4/  Glicina | 10 0 75+5* 75+5* 75+5*

betaina 20 0 65+5* 70£10* | 75+9.6*

Los datos fueron procesados con un analisis de supervivencia adaptado a la germinacién con una distribucion binomial
n=5y p<0.05. Para la se evalud la velocidad de germinacion con un andlisis de varianza de una via. En una columna,
el valor con un asterisco representa diferencias significativas.

Los resultados del analisis que fueron examinados para la fase | sin condiciones de estrés
hidrico por porcentaje de germinacion con X?=5.33, G.L.=7, P=<0.63 (sin diferencia) y una
velocidad de germinacion F=2.15, G.L.=7, P=0.04 (diferencia estadisticamente significativa).
Asi mismo en condiciones de estrés hidrico el porcentaje de germinacion con X?=29.26,
G.L.=7, P=<0.0001* y una velocidad de germinacién F=7.9212, G.L.=7, P=0.0001* mostrando

una diferencia altamente significativa.
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7.1.2.2. Biomasa de semillas de maiz suplementadas con nanoparticulas de
MgFe204 o la interaccion MgFe204/G-B en condiciones de déficit hidrico.

Los resultados obtenidos sobre la biomasa de las semillas de maiz cultivadas con y sin
déficit hidrico suplementadas con las NPs y su interaccion con glicina betaina, no
mostraron diferencia significativa entre los distintos tratamientos ni las condiciones de
déficit hidrico en el peso fresco (Figuras 20A y 20B), ni tampoco en el peso seco (Figuras
20C y 20D).
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Figura 20 Biomasa de las semillas de maiz suplementadas con 5, 10 y 20 ug/ml de nanoparticulas
de MgFe»O., con y sin interaccién glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin estrés.

Los resultados fueron analizados con Fisher (LSD) con p < 0.05, n=20, la barra representa el error estandar.
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7.1.2.3. Determinacion del peréxido de hidrégeno (H202) de en semillas de maiz
suplementadas con MgFe204 0 MgFe204-GB en condiciones de déficit hidrico.

Para la localizacion y cuantificacion de H202 en las semillas se realizé un analisis
histoquimico con DAB al 0,1% (p/v). En la figura 21A se muestran Imagenes
representativas de las semillas de maiz tefiidas. Mientras que en la figura 21B se muestra
el analisis cuantitativo del H2O2. Los resultados mostraron que el tratamiento con NPs de
ferrita de magnesio a 10 yg/ml estimulé una mayor produccién de H202 en las semillas
que no fueron expuestas a déficit hidrico, en comparacion con las semillas suplementadas
con los demas tratamientos y con las semillas control. Por otro lado, la formacion de este
radical libre no se vio alterado en condiciones de déficit hidrico, al no identificarse
diferencias significativas entre las semillas con los distintos tratamientos y el control
(Figura 21C).
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Figura 21 Perdxido de hidrogeno en semillas de maiz suplementados con 5, 10 y 20 yg/ml de
MgFe20.4 con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin estrés. A)
Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con DAB para deteccion de H>O,; B)
Cuantificacion de H.O2 en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacion de H.O2 en semilla
de maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via / Fisher (LSD). Con valor de F=1.27, G. L=7 P=0.29 para B) y F=1.26,
G. L=7, P=0.29 para C), Se utilizé una n=6 y 4 réplicas. La barra indica error estandar.

58



7.1.2.4. Determinacion de deshidrogenasas en semillas de maiz suplementadas con
MgFe204 o la interaccion MgFe204/G-B en condiciones de déficit hidrico

Para la localizacion y cuantificacion de H202 en las semillas se realizé un analisis
histoquimico con TTC al 0,1% (p/v). En la figura 22A se muestran imagenes
representativas de las semillas tefiidas con TTC para deteccion de deshidrogenasas.
Mientras que en la figura 22B se muestra el analisis cuantitativo de las deshidrogenasas
en semillas sin exposicion a déficit hidrico. Los resultados obtenidos mostraron que al
adicionar 10 pg/ml de NPs de MgFe204 se incremento significativamente la formacion de
H20. comparado con las semillas control, sin embargo, los demas tratamientos no
mostraron diferencias. Asimismo, se observo que en condiciones de déficit hidrico la
formacion de H2O- fue similar en todos los tratamientos y en las semillas control (figura
22C).
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Figura 22 Intensidad de deshidrogenasas de la semilla de maiz suplementadas con 5, 10 y 20
pg/ml de MgFe204con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin
estrés; A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefidas con TTC; B) Intensidad de
deshidrogenasas en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Intensidad de deshidrogenasas en
semilla de maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via / LSD. Para B) Con un valor de F=1.031, G. L=7 P=0.4251
y para C) F=1.25, G. L=7, P=0.3 Se utiliz6 una n=6 y 4 réplicas. La barra indica error estandar.
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7.1.2.5. Cuantificaciéon histoquimica de superéxidos (O2’) en semillas de maiz
suplementadas con MgFe204 o la interaccion MgFe204/G-B en condiciones de
déficit hidrico

Determinacion y cuantificacion de superoxidos de la semilla de maiz con y sin exposicidon
a estrés hidrico en bioensayos dosis respuesta con MgFe204y/o glicina-betaina. La tincion
realizada para la cuantificacion de deshidrogenasas se llevé a cabo mediante solucion de
nitroblu de tetrazolium. En la figura 23A se muestran las imagenes representativas de las
semillas tefiidas con NBT. Por otro lado, en la figura 23B se muestran los resultados de
la determinacion de O> en las semillas sin exposicion al déficit hidrico, donde se observo
que al suplementar 20 pg/ml de MgFe2Os4 la cantidad de Oz se incremento
significativamente, contrario a lo que se observo al suplementar la glicina-betaina de
forma individual o con 5 pg/ml de MgFe2O4 en sinergia con glicina-betaina, donde la
sintesis de Oz se redujo significativamente. Por otro lado, en las semillas expuestas a
déficit hidrico, mostraron que al adicionar 20 ug/ml de MgFe>O4 combinado con glicina-
betaina incremento la formacién de Oz, y con 5 ug/ml de MgFe2040 20 ug/ml de MgFe204
con glicina-betaina paso el efecto contrario, al disminuirse la cantidad de Oz en las
semillas (Figura 23C).
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Figura 23 Produccion de O2- en semillas de maiz suplementados con 0, 5, 10 y 20 pug/ml de
nanotubos de MgFe>04 con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y
sin estrés. A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefidas con NBT; B)
Cuantificacion de O2- en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacién de O»- en semilla de
maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via / LSD. Para B) Con un valor de F=1.29, G. L=7 P=0.28 y para C)
F=1.9091, G. L=7, P=0.0935 (diferencia marginal). Se utilizé una n=6 y 4 réplicas. La barra indica error estandar.
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FASE Il

7.2.Efecto de las NPs en interaccidon con glicina-betaina sobre el estadio temprano
de desarrollo de maiz

Para llevar a cabo esta segunda fase experimental, las semillas de maiz fueron
vernalizadas por 24h y posteriormente fueron sembradas en caja Petri. Después de la
germinacion (12 horas después) se suplementaron los distintos tratamientos con NPs de
carbono y ferritas solas o combinadas con glicina-betaina en condiciones con y sin déficit
hidrico. Se evaluaron las variables siguientes: la velocidad y porcentaje de germinacion,
posteriormente se evalud la biomasa de las semillas y se realizaron pruebas histoquimicas
que nos dan informacion sobre la formacion de especies reactivas de oxigeno

involucradas en procesos de repuesta de las semillas o plantas al estrés hidrico.

7.21. Evaluacion de los efectos de los MWCNT solos o en sinergia con
glicina betaina sobre la germinacién y emergencia temprana de la semilla
de maiz

7.21.1. Porcentaje y velocidad de germinacion de maiz suplementado con
MWCNT o la interaccion MWCNT /G-B

Los resultados que se obtuvieron sobre el porcentaje y velocidad de germinacion se
muestran a continuacion en las siguientes figuras (24, 25, y 26), se muestran en estas
imagenes representativas en una linea de tiempo de 42 a 68 horas el rompimiento de la
testa, emergencia de la radicula y crecimiento. Las semillas fueron embebidas con las
NPs de MWCNT y MWCNT en interaccion con glicina-betaina.
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Sin estrés hidrico

MWONT (ug/ml)
A

G-B (%)

Con estres hidrico

G-B ()

G-B(v)

Figura 24 Germinacion de la semilla de maiz cultivada con ferrita dopada suplementada con 0,
5, 10 y 20 ug/ml con y sin glicina-betaina a las 42 h después de la siembra; A) semillas sin
exposicion a déficit hidrico. B) semillas expuestas a déficit hidrico.

Nota: G-B (+) = Con glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina.
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Figura 25 Germinacion de la semilla de maiz con MWCNT en concentraciones de 0, 5, 10y 20
pg/ml con y sin glicina-betaina a las 54 h después de la siembra. A) semillas sin exposicion a
déficit hidrico. B) semillas expuestas a déficit hidrico.

Nota: G-B (+) = Con glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina.
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Figura 26 Germinacion de semilla de maiz cultivada con MWCNT en concentraciones de 0, 5, 10
y 20 pg/ml con y sin glicina-betaina a las 68 h después de la siembra A) semillas sin exposicién a

déficit hidrico. B) semillas expuestas a déficit hidrico.

Nota: G-B (+) = Con glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina.
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En la Tabla 5, se muestra el analisis cuantitativo de la velocidad y porcentaje de
germinacion de la semilla de esta graminea con los distintos tratamientos y expuestas a
las condiciones de déficit hidrico y sin estrés hidrico. Los resultados mostraron que, en
las semillas cultivadas sin déficit hidrico, los tratamientos con 10 ug/ml de MWCNT a las
68 h después de ser cultivadas alcanzaron un mayor porcentaje y velocidad de
germinacion de esta semilla, y con la interaccion de 5y 10 yg/mlde MWCNT con la glicina-
betaina alcanzaron un 90% en las primeras 42h después de sembradas. Por otro lado, se
observo que, en condiciones de déficit hidrico, la glicina-betaina en sinergia con las NPs
de carbono a 20 ug/ml alcanzaron un 90% de germinacién, teniendo un efecto positivo
tanto en porcentaje como en velocidad de germinacién a las 42 h. en general, podemos
observar que los distintos tratamientos revirtieron el efecto negativo del déficit hidrico,
dado que en las semillas sin tratamiento se vio afectada de forma muy contundente la

germinacion.
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Tabla 5 Porcentaje de germinacién de maiz suplementado con MWCNT en interaccion con Glicina
betaina con y sin estrés hidrico.

Germinacion de la semilla de maiz (%)
Tratamientos MWCNT Horas después de la siembra
(ug/ml) 0 42 54 68
Control (-) sin 0 65+12.6 | 65£12.6 7519.6
estrés
3 Glicina-Betaina 0 0 65+12.6 | 65£12.6 70£10
E 5 0 5519 60+£14.2 65+17
‘é MWCNT 10 0 75£12.6 | 75£12.6 9515
é 20 0 60+8.2 70+10 7519.6
@ 5 0 90+10 90+10 90+10
MWCNT 10 0 90+5.8 | 9045.7 90+5.8
/Glicina-Betaina 20 0 70+26 8048.2 8048.2
Control (+) con 0 0 15+£9.6* | 2048.2* | 2048.2*
S estrés
5 Glicina-Betaina 0 0 8515 90+5.8 9515
P 5 0 | 7010 | 80282 | 955
@ MWCNT 10 0 70413 70413 85+9.6
3 20 0 | 90#10 | 9545 | 9515
5 0 8010 8515 9545
MWCNT 10 0 50420 50+10 60+8.2
/Glicina-Betaina 20 0 6519.6 755 755

Los datos fueron procesados con un analisis de supervivencia adaptado a la germinacién con una distribucion
binomial n=5y p=<0.05. Para la se evalué la velocidad de germinacién con un analisis de varianza de una via.
En una columna, el valor con un asterisco representa diferencias significativas.

Los resultados del analisis que fueron examinados para la fase Il sin condiciones de estrés
hidrico por porcentaje de germinacion con X?=8.8122, G.L.=7, P=<0.27 y una velocidad de
germinacion F=3.56, G.L.=7, P=0.0017 (diferencia estadisticamente significativa). Asi mismo
en condiciones de estrés hidrico el porcentaje de germinacion con X?=7.0373, G.L.=7,
P<0.4250 y una velocidad de germinacion F=0.34, G.L.=7, P=1.000.
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7.21.2. Biomasa de semillas de maiz suplementadas con MWCNT con y sin
interaccion con glicina betaina en condiciones de déficit hidrico

En la figura 27, se muestran los resultados de la biomasa de las semillas de maiz
suplementadas con los distintos tratamientos después de 24h del cebado con 5, 10 o0 20
pug/ml de MWCNT y MWCNT con glicina—betaina en condiciones de estrés hidrico y sin
déficit hidrico. Los resultados obtenidos mostraron que en la semilla sin déficit hidrico el
peso fresco no mostro diferencia entre los distintos tratamientos y la semilla control (Figura
27A), mientras que cuando se sometieron las semillas a déficit hidrico, se observo que las
semillas suplementadas con glicina-betaina tuvieron un mayor peso fresco,
significativamente superior a las semillas control, mientras que con los demas
tratamientos no se detectaron diferencias (Figura 27B). Por otro lado, al evaluarse el peso
seco de las semillas de maiz, también se observd que en condiciones sin déficit hidrico
no se generaron diferencias entre los pesos de las semillas control y los distintos
tratamiento (Figura 27C), pero al estar expuestas las semillas a una deficiencia de agua,
la aplicacién de 10 uyg/ml de MWCNT con glicina betaina afecto significativamente el peso
seco de las semillas, mientras que los demas tratamientos mantuvieron un

comportamiento similar entre ellos (Figura 27D).
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Figura 27 Biomasa de las semillas de maiz suplementadas con 5, 10 y 20 ug/ml de nanotubos
de carbono con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin estrés.

Los resultados fueron analizados con Fisher (LSD) con p < 0.05, n=20, la barra representa el error estandar.

7.21.3. Determinacion de peroxido de hidrogeno en semillas de maiz
suplementadas con MWCNT con y sin interaccion con glicina betaina en
condiciones de déficit hidrico

Para evaluar los efectos de las nanoparticulas y su interaccién con glicina-betaina sobre
la semilla de maiz expuesta a condiciones de estrés hidrico, sobre la produccién de ROS,
se analizé la produccion de H2O2 en las semillas (Figura 28). En la figura 28A, se
muestran imagenes representativas de la tincion para la deteccion de H20O2 Asimismo, en
la figura 28B se muestra el analisis cuantitativo de H202, donde se observa que el
tratamiento con nanotubos de carbono en concentracion 20 uyg/ml y la interaccion de 10

Mg/ml con glicina betaina estimularon la sintesis de H2O2 en semillas sin exposicion al
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déficit hidrico, comparado con el tratamiento donde se suplementaron 5 pg/ml de
MWCNT, donde se disminuyé la presencia de H202 en las semillas (Figura 28C), sin
embargo, no se detectaron diferencias significativas con respecto de los demas
tratamientos y las semillas control. En contraste, observamos que con este tratamiento de
5 pug/ml de MWCNT, cuando las semillas estuvieron expuestas a déficit hidrico, estimulo
la formacion de este radical libre, comparado con las semillas control y con las que fueron
suplementadas con 10 yg/ml de MWCNT vy con la interaccién de 10 yg/ml con glicina
betaina, donde se detect6 una produccion significativamente menor de H2O2 (Figura 28D).
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Figura 28 Perdxido de hidrogeno en semillas de maiz suplementado con 0, 5, 10 y 20 pug/ml de
nanotubos de carbono con y sin interaccién glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y
sin estrés. A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con DAB para deteccion
de H202; B) Cuantificacién de H2O. en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacién de
H202 en semilla de maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via / Fisher (LSD). Con valor de F=1.39, G. L=7 P=0.24 para B) y F=1.38,
G. L=7, P=0.24 para C), Se utiliz6 una n=6 y 4 réplicas. La barra indica error estandar.
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7.2.1.4. Cuantificacion de deshidrogenasas de la semilla de maiz con MWCNT

Se evaluaron los efectos de las nanoparticulas y su interaccion con glicina-betaina sobre
la sintesis de deshidrogenasas en semilla de maiz expuesta a condiciones de estrés
hidrico, mediante deteccion histoquimica con TTC al 0,1% (p/v). Los resultados se
muestran en la figura 29. Se muestran imagenes representativas de las semillas tefidas
con TTC en la figura 29A. Asimismo, en la figura 29B se muestra los resultados obtenidos
de la cuantificacion de deshidrogenasas, donde se observdé que la produccion de
deshidrogenasas en las semillas sin exposicion a déficit hidrico, al suplementarlas con 5
y 10 ug/ml de MWCNT, mostraron una mayor produccion de estas enzimas, comparado
con las semillas control y los tratamientos en donde se aplico la glicina-betaina en sinergia
con MWCNT. Por otro lado, cuando se expusieron las semillas al estrés hidrico, pudimos
observar que con la adiciéon de 20 yg/ml de MWCNT se estimuld significativamente la
produccion de deshidrogenasas, y en contraste, la adicion de glicina-betaina sola, redujo
la produccidn de estas enzimas, por otra parte, la relacién entre los demas tratamientos

no mostro diferencias significativamente representativas.
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Figura 29 Deshidrogenasas de la semilla de maiz suplementadas con 5, 10 y 20 yg/ml de
nanotubos de carbono con y sin interaccién glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y
sin estrés; A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con TTC para evaluar
intensidad de deshidrogenasas; B) Deshidrogenasas en semilla de maiz sin déficit hidrico; C)
Deshidrogenasas en semilla de maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via / LSD. Para B) Con un valor de F=3.9559, G. L=7 P=0.002 (diferencia
significativa) y para C) F=3.99, G. L=7, P=0.022 (diferencia significativa). Se utilizé una n=6 y 4 réplicas. La barra indica
error estandar.
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7.2.1.5. Cuantificaciéon histoquimica de superéxidos (O2’) en semillas de maiz
suplementadas con MWCNT o la sinergia MWCNT/G-B en condiciones de estrés
hidrico.

Se evaluaron los efectos de las nanoparticulas y su interaccion con glicina-betaina sobre
la semilla de maiz expuesta a condiciones de estrés hidrico, sobre la sintesis de
superoxidos mediante una tincidén de nitroblu de tetrazolium. Los resultados obtenidos se
presentan en la figura 30, donde se muestran imagenes representativas de la acumulacion
de esta ROS en distintas zonas de las semillas (Figura 30A). Asimismo, se muestra el
analisis cuantitativo de la produccion de O2"donde las semillas fueron cultivadas sin estrés
hidrico (Figura 30B), los resultados mostraron que en las semillas donde se adiciono la
combinacién de 5 y 10 uyg/ml de MWCNT con glicina-betaina, especialmente con la
interaccion de 5 ug/ml donde se genero la mayor intensidad de la formacion de Oz, por el
contrario, en los demas tratamientos no se detectaron diferencias entre ellos o con la
semilla control. Por otro lado, cuando las semillas estuvieron expuestas a déficit hidrico,
se observo que no hubo diferencias entre las semillas control y los distintos tratamientos,
a excepcion del tratamiento donde se suplementaron 5 pg/ml de MWCNT, donde

significativamente se ve disminuida la produccion de esta ROS (Figura 30C).
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Figura 30 Intensidad de O, en semilla de maiz suplementada con 0, 5, 10 y 20 yg/ml de MWCNT
con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin estrés. A) Imagenes
representativas de las semillas de maiz tefiidas con (DAB) para deteccion de O-; B)
Cuantificacion de O»-en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacién de O2” en semilla de
maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via/LSD con p < 0.05, n=6, 4 réplicas. Para B) Con un valor
de F=1.29, G. L=7 P=0.28 y para C) F=1.9091, G. L=7, P=0.0935 (diferencia marginal). La barra indica error
estandar.
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7.2.2. Evaluacion de los efectos de MgFe204 y la interaccion MgFe204/G-B
sobre las semillas de maiz en condiciones de déficit hidrico.

7.2.21. Porcentaje y velocidad de germinacion de maiz suplementado con
MgFe204, y la sinergia MgFe204 G-B ne condiciones de déficit hidrico

Para evaluar el efecto de las ferritas dopadas con magnesio y su sinergia con glicina
betaina sobre la respuesta de las semillas de maiz expuestas a déficit hidrico y en
condiciones sin estrés hidrico, se evaluo la velocidad y porcentaje de germinacion a las
42, 54 y 68h después de la siembra en bioensayos dosis respuesta. Posteriormente se
evalué el peso fresco y seco de las semillas, por ultimo, se realizaron pruebas
histoquimicas que nos dieron informacion sobre la sintesis de ROS asociadas a la
respuesta de estrés en las semillas y plantas. En las figuras 31, 32 y 33 se muestran
imagenes representativas de la germinacion de las semillas con los distintos tratamientos

en los tres periodos de tiempo evaluados.
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Figura 31 Germinacion de la semilla de maiz cultivada con ferrita dopada con magnesio
suplementada con 0, 5, 10 y 20 ug/ml con vy sin glicina-betaina a las 42 h después de la siembra;

A) sin estrés hidrico y B) en condiciones de estrés hidrico.

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina.
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Figura 32 Germinacion de la semilla de maiz cultivada con ferrita dopada con magnesio
suplementada con 0, 5, 10 y 20 pg/ml con y sin glicina-betaina a las 54 h después de la siembra;

A) sin estrés hidrico y B) en condiciones de estrés hidrico.

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina
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Figura 33 Germinacion de la semilla de maiz cultivada con ferrita dopada con magnesio
suplementada con 0, 5, 10 y 20 pg/ml con y sin glicina-betaina a las 68 h después de la siembra;

A) sin estrés hidrico y B) en condiciones de estrés hidrico

Nota: G-B (+) = Glicina-betaina; G-B (-) = Sin glicina-betaina
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En la Tabla 6 se muestra el analisis cuantitativo de la velocidad y porcentaje de
germinacion de la semilla de esta graminea con los distintos tratamientos y expuestas
a las condiciones de déficit hidrico y sin estrés hidrico. Los resultados mostraron que,
en las semillas cultivadas sin estrés hidrico con los distintos tratamientos, no mostraron
diferencias en porcentaje o velocidad de germinacion significativamente considerables
entre ellos o con las semillas control. Por el contrario, se observé que al suplementar
de forma individual la glicina-betaina y las diferentes concentraciones de NPs de
MgFe204, asi como la sinergia de NPs con glicina-betaina estimularon la germinacién
desde las primeras 24 h después de la siembra y este efecto se mantuvo consistente
durante las 68 h posteriores a la simbra, lo que demuestra que estos tratamientos estan

contrarrestando los efectos negativos causados por el déficit hidrico.
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Tabla 6 Porcentaje de germinacion de semillas de maiz suplementadas con ferritas de

magnesio en interaccion con glicina-betaina con y sin estrés hidrico.

Germinacion de la Semilla de maiz (%)

MgFe204 Horas después de la siembra
Tratamientos
(ug/ml) 0 42 54 68
o Control (-) estrés 0 0 4519.6 5515 7015.8
3
5 Glicina-Betaina 0 0 40+11.6 70+5.8 70+5.8
P 5 0 | 70£10 | 70%10 | 75125
F MgFe204 10 0 55¢9.6 | 80+8.1 | 8545
7 20 0 7045.8 | 7045.8 | 7545
5 0 55+9.6 65+9.6 | 7015.8
MgFe204/ Glicina- 10 0 45+12.5 70£10 755
Betaina 20 0 90+5.8* | 9045.8 9545
Control (+) estrés 0 0 70£12.9 7515 8519.6
Glicina-Betaina 0 6519.6 6519.6 | 75+12.6
8 5 0 95t5 | 95&5 | 1000
% MgFe204 10 0 755 9515 9515
5 20 0 | 50458 | 75:12.6 | 8014.1
5 5 0 60+21.6 | 8018.1 8515
° MgFe204/ Glicina- 10 0 5515 6519.6 755
Betaina 20 0 60+16.3 | 80+11.5 | 90+5.6

Los datos fueron procesados con un analisis de supervivencia adaptado a la germinacién con una distribucion
binomial n=5 y p<0.05. Para la se evalué la velocidad de germinacién con ANOVA de una via. En una columna,

el valor con un asterisco representa diferencias significativas.

Los resultados del analisis que fueron examinados para la fase | sin condiciones de

estrés hidrico por porcentaje de germinacion con X?=12.5609, G.L.=7, P=<0.0836

(Diferencia marginal) y una velocidad de germinacion F=1.18, G.L.=7, P=0.032

(diferencia estadisticamente significativa). Asimismo, en condiciones de estrés hidrico el

porcentaje de germinacion

con X?%=13.6222,

G.L=7,

P=<0.0583

(Diferencia

marginalmente significativa) y una velocidad de germinacion F=0.72 G.L.=7, P=0.65.
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7.2.2.2. Biomasa de semillas de maiz suplementadas con nanoparticulas de
MgFe204 o la interaccion MgFe204/G-B en condiciones de déficit hidrico.

Los resultados obtenidos sobre la biomasa de las semillas de maiz cultivadas con y sin
déficit hidrico suplementadas con las NPs y su interaccidn con glicina betaina se muestran
en la figura 34. Los resultados obtenidos mostraron que el peso fresco de las semillas sin
exposicion al déficit hidrico no mostro diferencias entre las semillas control y los distintos
tratamientos (Figura 34A), mientras que, al exponer las semillas a una deficiencia de agua,
pudimos observar que los distintos tratamientos tampoco mostraron diferencias
significativas entre ellos o la semilla control, a excepcion del tratamiento con glicina
betaina, que mostro estimular el peso fresco de esta semilla (Figuras 34B). Por otro lado,
al evaluar el peso seco de las semillas, al igual que con el peso fresco, las semillas sin
exposicion a déficit hidrico no reportaron diferencias entre los distintos tratamientos
(Figuras 34C), sin embargo, pudimos observar que los tratamientos en las semillas
expuestas a déficit hidrico mostraron un mayor peso seco, siendo significativamente
superior el tratamiento con 10 uyg/ml de nanoparticulas de MgFe>O4 en sinergia con la
glicina-betaina (Figuras 34D).
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Figura 34 Biomasa de las semillas de maiz suplementadas con 5, 10 y 20 ug/ml de nanoparticulas
de MgFe»O., con y sin interaccién glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin estrés.

Los resultados fueron analizados con Fisher (LSD) con p < 0.05, n=20, la barra representa el error estandar.

7.2.2.3. Determinacion del peréxido de hidrégeno (H202) de en semillas de maiz
suplementadas con MgFe204 0 MgFe204-GB en condiciones de déficit hidrico.

Para la localizacion y cuantificacion de H202 en las semillas se realizé un analisis
histoquimico con DAB al 0,1% (p/v). En la figura 35A se muestran Imagenes
representativas de las semillas de maiz tefiidas. Mientras que en la figura 35B se muestra
el analisis cuantitativo del H2O> en las semillas que no fueron expuestas a déficit hidrico,
donde se observé que la deteccion de H202 fue similar en todos los tratamientos (Figura
35C). En contraste, cuando las semillas estuvieron con deficiencia de agua, se observo

que en los tratamientos con 5y 10 pg/ml de NPs en combinacién con glicina betaina, se
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estimulé significativamente la presencia de H20. en las semillas, mientras que con 10
ug/ml de estas ferritas, se inhibi6 fuertemente la sintesis de este compuesto (Figura 35C).

A
-Control G-B MgFle2°4 MgFe;0, G-B
(ugimL) O 0 ' 5 10 20 5 10 20 |
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~e o
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=GB Bl MgFe,0, 20 (ug/m) =1 MgFe,0, 20 (ug/mi) G-B

H o
&

Sin estrés hidrico Con estrés hidrico

Figura 35 Peroxido de hidrégeno en semillas de maiz suplementados con 5, 10 y 20 ug/ml de
MgFe20.4 con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin estrés. A)
Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con DAB para deteccion de H>O»; B)
Cuantificacion de H.O2 en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacion de H.O2 en semilla
de maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via/ LSD con p <0.05, n=6, 4 réplicas. Con valor de F=0.73, G. L=7 P=0.65
para B) y F=5.39, G. L=7, P=0.0002 (diferencia significativa) para C), La barra indica error estandar.
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7.2.2.4. Determinacion de deshidrogenasas en semillas de maiz suplementadas con
MgFe204 o la interaccion MgFe204/G-B en condiciones de déficit hidrico

Para la localizacion y cuantificacion de deshidrogenasas en las semillas se realizo un
analisis histoquimico con TTC al 0,1% (p/v). En la figura 36A se muestran imagenes
representativas de las semillas tefiidas con TTC para deteccion de deshidrogenasas.
Mientras que en la figura 36B se muestra el analisis cuantitativo de las deshidrogenasas
en semillas sin exposicion a déficit hidrico, donde los resultados mostraron que la
aplicacién de 10 y 20 pg/ml de ferritas estimularon la produccion de deshidrogenasas en
las semillas. Por otro lado, con la exposicion de las semillas a una deficiencia de agua se
observo que las deshidrogenasas se incrementaron significativamente en el tratamiento
con 20 yg/ml de ferritas, en contraste, la adicion de glicina-betaina de forma individual

inhibid la produccion de estas enzimas (Figura 36C).
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Figura 36 Intensidad de deshidrogenasas de la semilla de maiz suplementadas con 5, 10 y 20
pg/ml de MgFe2O.4 con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y sin
estrés; A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con TTC para intensidad de
deshidrogenasas; B) Intensidad de deshidrogenasas en semilla de maiz sin déficit hidrico; C)
Intensidad de deshidrogenasas en semilla de maiz con déficit hidrico.

05, n=6, 4 réplicas. Para B) Con un valor de F=4.29,

Los datos se analizaron con ANOVA de una via/ LSD con p < 0.
L=7, P=0.005 (diferencia significativa). La barra indica

G. L=7 P<0.002 (diferencia significativa) y para C) F=3.52, G.
error estandar.
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7.2.21. Cuantificacion histoquimica de superéxidos (O2-) en semillas de maiz
suplementadas con MgFe204 o MgFe204/G-B

Se evaluaron los efectos de las nanoparticulas y su interaccion con glicina-betaina sobre
la semilla de maiz expuesta a condiciones de estrés hidrico, sobre la sintesis de
superoxidos mediante una tincion de nitroblu de tetrazolium NBT. Los resultados
obtenidos se presentan en la figura 37, donde se muestran imagenes representativas de
la acumulacion de esta ROS en distintas zonas de las semillas (Figura 37A).

Asimismo, se muestra el analisis cuantitativo de la produccion de O, donde las semillas
fueron cultivadas sin estrés hidrico (Figura 37B), donde se observé que la adicion de 5y
20 pg/ml de ferritas estimularon significativamente la formacién de Oz, mientras que la
adicion de 20 pyg/ml de NPs con la interaccion con glicina-betaina significativamente
disminuyeron la formacién de esta ROS. Por otro lado, observamos que en las semillas
cultivadas con déficit hidrico la adicion de tanto la adicion de 20 ug/ml de NPs, asi como
la adicion de estas ferritas en sinergia con glicina betaina a las concentraciones probadas,
inhibieron significativamente la produccion de Oz".
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Figura 37 Produccion de O, en semillas de maiz suplementados con 0, 5, 10 y 20 pg/ml de ferritas
dopadas con magnesio con y sin interaccion glicina-betaina, bajo condiciones de estrés hidrico y
sin estrés. A) Imagenes representativas de las semillas de maiz tefiidas con DAB; B)
Cuantificacion de O2- en semilla de maiz sin déficit hidrico; C) Cuantificacién de O, en semilla de
maiz con déficit hidrico.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via/ LSD con p < 0.05, n=6, 4 réplicas. Para B) Con un valor de F=5.8947,
G. L=7 P=0.0001 (diferencia significativa) y para C) F=3.9534, G. L=7, P=0.0023 (diferencia significativa). La barra
indica error estandar.
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8. DISCUSION

Diversas investigaciones han documentado el efecto de las nanoparticulas en la
promocion del crecimiento de las plantas y su contribucion a reducir el impacto del estrés
hidrico de estas (Vazquez-Nunez, 2022). Recientemente, se ha documentado el papel de
nanomateriales de biocarbon en aplicaciones relacionadas con la nanoagricultura y se ha
demostrado que dichas dichos nanomateriales estimulan el crecimiento de las plantas
(Yue et al., 2023), aceleran la germinacion de las semillas, mejorando la resistencia de
las plantas al estrés tanto abiético como bio6tico (llyas et al., 2023).

8.1.Nanomateriales de Carbono

Nuestros resultados mostraron, que en la fase | existieron diferencias significativas
importantes en los tratamientos adicionados con las diferentes concentraciones de
nanoparticulas solas o combinadas con Glicina-Betaina sobre los procesos de
germinacion en condiciones de estrés. Nuestros resultados coinciden con los reportes de
la literatura que documentan la contribucion tanto de de nanomateriales como del tandem
Glicina-Betaina en la germinacion de Z. mays. Las semillas de maiz pueden ver afectadas
sus caracteristicas de germinacion y su potencial de vigor, bajo condiciones de estrés por
sequia (Mahakham et al., 2017)y nuestros resultados sugieren que el tratamiento de las
semillas con los compuestos antes mencionados puede llegar a revertir los efectos

inhibitorios producidos por dicho estrés.

Nuestros resultaron mostraron una falta de respuesta a la adicion de nanoparticulas en

los tratamientos sin estrés en la Fase |.

Los efectos positivos de las nanoparticulas de carbono sobre el crecimiento y desarrollo
de los cultivos han sido bien documentados (Ali et al., 2020; Martinez-Ballesta et al.,

2020). Las diferencias entre nuestros resultados de germinacién, en los ensayos sin
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estrés de la fase |, con los documentados en condiciones sin estrés, durante la
germinacion, pudieron ser la consecuencia, de la baja movilidad de las nanoparticulas de
biocarbon adicionadas, que impidiera que penetraran de una forma adecuada al tejido,
teniendo por lo tanto una menor contribucion sobre la fisiologia del cultivo en general en

condiciones de no estrés.

Una explicacion similar puede existir para el caso de las especies reactivas de oxigeno
evaluadas, donde no se presentaron variaciones por efecto de la adicién de

nanoparticulas en esta fase.

En contraste en condiciones en condiciones de estrés, detectadas en la fase |, durante la
fase Il se observd una contribucion limitada tanto de los nanomateriales de nanocarbén
como del tandem Glicina-Betaina en la germinacién de Zea mays. Sin embargo, durante
el desarrollo temprano, en ciertos tratamientos se observaron incrementos significativos
en biomasa y una mayor actividad de peroxidos en condiciones de estrés, de
deshidrogenasas en las condiciones hidricas y en superdxidos en condiciones de no
estrés. Sin embargo, dichos cambien no se pudieron correlacionar con el desarrollo

general de la planta.

8.2.Nanomateriales de Ferrita de Magnesio

Se ha documentado la contribucion de nanoparticulas de ferrita para mejorar la
germinacion de las semillas (Ali et al., 2020; Yue et al., 2023). Sin embargo, ningun estudio
ha explorado aun la contribucion de nanoparticulas de ferritas dopadas con magnesio
solas y asociadas a la Glicina-Betaina en condiciones de estrés hidrico como un
mecanismo de proteccidn de la planta. En las condiciones de nuestros ensayos de la fase
|, durante la germinacion, las nanoparticulas de ferrita dopadas con magnesio mostraron
junto con los tratamientos afiadidos con glicina-betaina sola o la glicina-betaina mas la
nano ferrita de magnesio tazas de germinacién superiores que el tratamiento control.

Informes anteriores muestran que el estrés por sequia aumenta la acumulacion de glicina-
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betaina en las semillas y esta combinacién de osmolitos contribuye a la tolerancia de las
plantas a la sequia (Annunziata et al., 2019b) . En nuestro estudio los resultados coinciden
con los reportes anteriores y, a diferencia de las condiciones sin estrés, durante el estrés
hidrico se observaron respuestas estadisticamente significativas en comparacion con el
control. Nuestros resultados coinciden también con los reportes de la literatura que
documentan la contribucion tanto de nanomateriales de ferrita durante la germinacion.
Las semillas de Z. mays pueden ver afectadas sus caracteristicas de germinacion y su
potencial de vigor bajo condiciones de estrés por sequia (Nesmith & Ritchie, 1992) y la
impregnacion (Ahmed et al., 2019) de los compuestos antes mencionados pueden llegar

a revertirlo.

Ademas, nuestros resultados sugieren que, durante el crecimiento temprano de Z. mays
y en condiciones sin estrés, las nanoparticulas de ferrita sola presentan tendencia a
incrementar la presencia de peroxido y superdxidos en tanto que con estrés solo se vio

efecto en un tratamiento con superéxido.

En contraste, en condiciones de estrés durante la fase I, en la fase Il se observo una
contribucion menos marcada tanto de la ferrita dopada como del tandem Glicina-Betaina
en la germinacion de Zea mays. No obstante, los elevados porcentajes de germinacion
detectados en los nanomateriales conteniendo la ferrita sola, sugieren que la principal

contribucion en la germinacion de Z. mays proviene de la ferrita de magnesio.

Ademas, durante el desarrollo temprano del maiz, en ensayos de la fase Il y en
condiciones de no estrés se detectdé una actividad importante de perédxidos y
deshidrogenasas en semillas impregnadas unicamente con Ferrita de Magnesio en tanto
que en tratamiento sometidos a déficit hidrico, las nanoferritas solas estimularon la
actividad de las deshidrogenasas, finalmente, el hecho de el tandem glicina-betaina solo
incrementara la biomasa con respecto al control y tuviera una contribucién menor sobre
las ROS sugiere que los dos materiales utilizados en el ensayo pueden actuar en distintos

procesos de la fisiologia de la planta y no necesariamente tener un mismo proceso blanco.
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9. CONCLUSIONES

En conclusion, las nanoparticulas de carbono pueden contribuir a estimular
significativamente la germinacion de las semillas de maiz. Sin embargo, dichos materiales
no contribuyen a modificar la actividad de las ROS en los tejidos, durante el desarrollo
temprano de la planta y aparentemente funcionan en diferentes procesos que el tandem

glicina-betaina

Las nanoparticulas de ferritas dopadas con magnesio pueden contribuir a estimular
significativamente la germinacion de las semillas de maiz. Ademas, dichos materiales
generan una mayor respuesta de las ROS, lo que sugiere que la aplicacién de estos
nanomateriales promueve condiciones favorables para un mejor desarrollo temprano de
las plantas. Todo lo anterior indica que las nanoferritas de carbono pueden tener un

potencial importante para aplicaciones de nanoagricultura.
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