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RESUMEN

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Fisiologia de Semillas
del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con el objetivo de
evaluar el efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de Nanotubos
de Carbono (NTC), en semilla de una variedad comercial de pepino (Cucumis
sativus), sobre la germinaciéon de la semilla y variables relacionadas con la
fisiologia de plantulas. Se establecio un bioensayo con ocho tratamientos (0, 50,
100, 200, 300, 400, 500 y 1000 ppm). Cada tratamiento const6 de 100 semillas,
dividido en cuatro repeticiones, cada uno de 25. Las semillas se depositaron en
cajas de Petri, se aplico 30 ml de cada concentracion de NTC de acuerdo con el
tratamiento, dejando de esta manera imbibir durante 24 horas. Después del
tratamiento las semillas fueron sembradas entre dos hojas de papel Anchor,
humedecidas con anterioridad con agua destilada, siendo estas enrolladas en
forma de taco, posterior a la siembra fueron introducidos en bolsas de polietileno,
dentro de un contenedor de plastico, y se colocaron en una camara germinadora
a una temperatura de 25°C, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas obscuridad, a
una humedad relativa de 75%. Mediante un analisis de varianza, se determinaron
diferencias estadisticas entre concentraciones (0, 50, 100, 200, 300 400, 500 y
1000 ppm), asi se realizdé una comparacion de medias, utilizando la Prueba de
Tukey (P<0.01), con el fin de determinar la eficiencia de cada tratamiento. Los
resultados demostraron que la aplicacion de NTC a una concentracion de 200
ppm, durante el periodo de imbibicion en semillas de pepino (Cucumis sativus),
tuvo efecto positivo en la variable vigor de germinacion, teniendo un 17% mas
de vigor mostrando que la aplicacion de NTC es favorable en el proceso de
imbibicion de las semillas, a concentraciones adecuadas, pueden favorecer su
uniformidad, velocidad de germinacion, y sobre todo el desarrollo de las mismas
en campo, y por ende su calidad, siendo esta una alternativa para la agricultura

demandante de la actualidad.

Palabras clave: Nanotecnologia, Nanoparticulas, Germinacion, Vigor, Semilla.
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l. INTRODUCCION

La agricultura actual es muy demandante en cada uno de sus procesos, debido
a la gran importancia que tiene en el mundo, causado principalmente por el
incremento acelerado de la poblacion en las ultimas décadas, y para ello es

necesario la implementacion de nuevas tecnologias.

Para lograr un aumento en la produccion agricola, es necesaria la adopcién de
tecnologias emergentes, ya que estas ofrecen ventajas en cuanto a tratamientos
guimicos y fisicos, por ejemplo: reducir la cantidad de pesticidas para disminuir
el impacto en el medio ambiente y en los seres vivos, ofrecer una baja desviacion
genética en las semillas, y proteger semillas para un mayor tiempo de vida y
evitar alguna infeccion antes de ser sembradas (Ojha et al., 2021; Rifna et al.,
2019).

Es bien sabido que el principal insumo en la agricultura es la semilla, la cual debe
cumplir con los atributos de calidad, para tener los mejores resultados en campo,

gue incluye el Fisioldgico, el Fisico, el Sanitario y el Genético.

La calidad fisiologica de la semilla abarca la suma de todas las propiedades o
caracteristicas relacionadas con la viabilidad, el vigor y la germinacion, las cuales
determinan el nivel potencial del comportamiento de las semillas y el
establecimiento del cultivo (Velazquez, 2014). Dicha calidad puede mantenerse
y mejorarse a través de tratamientos, los cuales son aplicados directamente a la

semilla, en precosecha contribuyendo directamente en el proceso germinativo.

La germinacion es el proceso fisiologico donde se desarrollan las estructuras
indispensables para la formacién de la nueva planta (Morales-Santos et al.,
2017). El agua, la temperatura, la luz, la composicion de la atmdsfera son
factores externos primordiales que influyen en la germinacién dado que son el
arranque del metabolismo embrionario, su control en el proceso y el
comportamiento y composicion espectral (Morales-Santos et al., 2017,
Rodriguez et al., 2010)



Para obtener un mayor porcentaje de germinacion, podemos visualizar a la
nanotecnologia, pues en la Ultima década ha incrementado sus aportaciones a

diferentes areas incluyendo la agricultura.

Actualmente la agronanotecnologia se define como la ciencia de producir
nanoparticulas (NPs) y nanoelementos (NE) de materiales diversos para generar
productos agricolas como nanosensores, nanoplaguicidas, nanoherbicidas y
nanofertilizantes encapsulados para una liberacion controlada (Rodriguez-
Fernandez, 2016).

El uso de NPs en diferentes cultivos ha evidenciado que incrementan la
germinacion y crecimiento de plantulas, su actividad fisioldgica, la expresion de
los genes y el nivel bioquimico de proteinas y enzimas en las plantas, indicando
eso asi potencial para mejorar de manera sustentable el rendimiento de cultivos

agricolas (Saldivar et al., 2018).

Los nanotubos de carbono (NTC) son nanomateriales ampliamente usados en
ciencias biologicas y de materiales, por lo que los NTC de pared simple o de
pared multiple son usados para transportar agua, nutrientes y medicamentos.
Como los NTC poseen una extensa superficie, tienen el potencial de regular la
humedad bajo condiciones de estrés, por lo que pueden llegar a resolver el
problema en sistemas de siembra en temporal. Los efectos positivos de los NTC
en el crecimiento y desarrollo de las plantas han sido descritos por varios grupos
de investigacion, habiendo reportado que incrementan el crecimiento de las
raices en plantas de cebolla y pepino (Cafas et al., 2008), asi como de zacate

rye grass (Lin y Xing, 2007).

Se ha demostrado que los nanotubos de carbono de pared mduitiple (NTCM)
pueden activar el crecimiento de plantas de tomate y afectar a la expresion de
genes que son esenciales para la divisién celular y el desarrollo de la planta
(Khodakovskaya et al., 2011; Villagarcia et al., 2012). Sin embargo, es también
conocido, que se debe tener una dosis para su aplicacion, para evitar alguna

reaccion adversa, y poder asi explotar al maximo el potencial en la semilla. Como



lo mencionan Razzaq et al. (2016) “Se requiere la experimentacion exhaustiva

para establecer la concentracién adecuada, el tamafio y la forma de aplicacion”.

Actualmente se siguen realizando investigaciones para conocer a profundidad el
efecto de estos nanomateriales, para la mejora de la produccion mundial. Por lo
antes mencionado, se evaluaron diferentes concentraciones de Nanotubos de
Carbono (NTCs) en semilla de pepino (Cucumis sativus), y de esta manera
observar el efecto, sobre su germinacién vy fisiologia de plantulas, mediante la
imbibicién de las semillas en suspensiones de NTCs, para obtener una mejora
en los procesos de germinacion, desarrollo de plantulas y acumulacion de

materia seca en (Cucumis sativus).



. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de Nanotubos
de Carbono (NTC), en semilla de pepino (Cucumis sativus), sobre el vigor, la
germinacion y la fisiologia de plantulas.

2.2 Objetivos especificos
Determinar la respuesta de la germinacion y desarrollo de plantulas, a la

aplicacion de NTC durante la imbibicion de semillas de Cucumis sativus,

Determinar si existen diferencias en la expresion del vigor de germinacion y de
la acumulacidon de materia seca en plantulas de Cucumis sativus, como

respuesta a la aplicacion de diferentes concentraciones de NTC a semillas.



[l HIPOTESIS

Hi: La aplicacion de NTC a semillas de Cucumis sativus, en la fase de imbibicién,
tiene un efecto positivo sobre el vigor, la germinacion, el crecimiento de plantulas

y la acumulacion de materia seca.

Ho: La aplicacion de NTC a semillas de Cucumis sativus, en la fase de imbibicion,
no tiene efecto sobre el vigor, la germinacion, el crecimiento de plantulas y la

acumulacién de materia seca.



V. REVISION DE LITERATURA

4.1 Nanotecnologia

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

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

En términos sencillos, se refiere a la tecnologia practicada sobre los materiales

a nivel molecular (Lira 'y Méndez, 2018).
4.2 Origen de la nanotecnologia

Los origenes de la nanotecnologia (NT) obtenidos por el fisico estadounidense
Richard Phillips Feynman, ganador del premio Nobel de Fisica, en 1959, ante la
Sociedad Americana de Fisica, impartiendo la conferencia “Hay mucho sitio en
el fondo”. En aquella conferencia, Feynman propuso manipular y fabricar
artefactos con la precision de unos pocos atomos, a pesar de dicho
razonamiento, esas ideas permanecieron estancadas por mucho tiempo (Hulla
et al., 2015).

Las inversiones en agricultura y alimentacion nanotecnoldgica van en aumento
debido a sus beneficios potenciales, los cuales incluyen desde la mejora en la
calidad e inocuidad de los insumos agricolas, hasta un mejor procesamiento y

mayor valor nutricional de los mismos (Dasgupta et al., 2015)



Entre los avances de la NT para la agricultura se pueden destacar los siguientes:
encapsulamiento de ingredientes activos como fertilizantes, herbicidas,
fungicidas, insecticidas y nutrientes, los cuales se pueden incorporar en matrices
de liberacién lenta o controlada en materiales naturales como la zeolita (Lateef
et al., 2016).

4.3 Usos de nanotecnologia

La NT es un campo de investigacion con un enorme potencial de innovacion para
la resolucion de los problemas actuales en &reas tan contrastantes como la
medicina, la electronica, la remediacion ambiental, la produccién de energia, los

textiles o los cosméticos (Camarillo et al., 2019).

La NT tiene también el potencial de revolucionar los sistemas agroalimentarios,
a través de la utilizacion eficiente del agua, la proteccion contra insectos y
enfermedades, proporcionando nuevas herramientas para la biologia molecular
y celular, creando nuevos materiales para la deteccion y proteccion del medio
ambiente. Esta observacion se centra en las estrategias modernas utilizadas
para el manejo del agua, el uso de pesticidas sintéticos tradicionales y el
potencial de los nanomateriales en la agricultura sustentable como un enfoque

moderno en la nueva revolucion verde (Lira-Saldivar et al., 2014).

4.4 Aplicacion de nanotecnologia en agronomia

En la actualidad la NT ha generado interés en el desarrollo de productos de uso
agricola, ya que representa una oportunidad para disminuir el uso de
agroguimicos sintéticos, con la posibilidad de reducir el impacto ambiental que
se ha venido dando en las ultimas décadas. Es asi como la NT aplicada a la
agricultura tiene por objetivo formular productos con ingredientes activos de
tamafo nanométrico, lo cual los hace mas eficientes y de facil disponibilidad,
ademas de minimizar las pérdidas al aplicar el producto (Ruiz-Torres et al.,
2016).

Chinnamuthu y Boopathi (2009) indican las diversas areas de aplicacion de la

NT en la agricultura: 1. Almacenamiento de energia, produccién y conversion
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(mo6dulos fotovoltaicos), 2. Incremento de la productividad agricola (zeolitas
nanoporosas para la liberacion prolongada y eficiente de fertilizantes), 3.
Nanocépsulas para la liberacién puntual de pesticidas, 4. Nanosensores para
monitorear la calidad del suelo y la vitalidad de la planta, 5. Nanosensores para

la deteccion de plagas y de fitopatdgenos y 6. Uso como pesticidas.

4.5 ¢, Qué son las Nanoparticulas (NPs)?

Las NPs son materiales organicos, inorganicos o hibridos con al menos una de
sus dimensiones que van de 1 a 100 nm (a nanoescala). Las NPs que existen
en el mundo natural pueden producirse a partir de procesos de reacciones
fotoquimicas, erupciones volcanicas, incendios forestales, erosion, plantas y

animales o incluso por los microorganismos (Dahoumane et al., 2017).

Son particulas microscopicas de tamafio menor a 100 nm en forma de
nanopolvos, nanoracimos o nanocristales,. Hoy, las NPs son un area de intensa
investigacion cientifica debido a una amplia variedad de aplicaciones potenciales
en los campos de la biomedicina, Optica electrénica, en la agricultura y la

industria de alimentos (Kulkarni et al., 2015).

Los investigadores sefalan tanto efectos positivos, como negativos en el
crecimiento y desarrollo de las plantas al utilizar NPs y el impacto de estas
depende de la composicidn, concentracion, tamafio y propiedades quimicas y

fisicas, asi como, la especie de planta (Ma et al., 2010)

Las NPs, dependiendo de sus propiedades, interacttan con las plantas
provocado diversos cambios morfolégicos vy fisioldgicos. La eficiencia de las NPs
esta determinada por su compaosicion quimica, tamafio, cubierta de la superficie,
reactividad, y lo mas importante, la dosis a la cual son efectivas (Khodakovskaya
et al., 2012).

4.6 Efectos de Nanoparticulas sobre la germinacion de semillas

Savithramma et al. (2012) demostraron que la tasa de germinacion de semillas
tratadas con NPs de plata fue 28 % mayor que la del control. De acuerdo con los

autores, la contribuciéon de las NPs fue facilitar el movimiento de agua y
8



nutrientes a través de la cubierta de la semilla para acelerar la germinacion de

semillas y crecimiento de plantulas.

Los resultados obtenidos por Ghavam et al. (2018), mostraron que las
nanoparticulas de plata aumentaron el porcentaje de germinacién de Thymus
vulgaris bajo condiciones de estrés por salinidad, encontrando que la tasa de
germinacion y la longitud de la raiz se mejoraron con la aplicacién de 10 mm/L
de nano-plata.

Asimismo, estudios realizados por Ruiz Torres et al. (2017), indicaron que al
imbibir semillas de Cucurbita pepo var. Grey zucchini con NPs compuestas por
Zn+Fe (NPszZnOFe) por 48 horas a una concentracion de 10 ppm, promueve de
manera positiva el vigor de germinacion y la longitud de tallo, por otro lado,
imbibir semillas de la variedad anteriormente mencionada a una concentracion
de 5 ppm, presenta un efecto similar, incrementando el vigor de germinacion y la

longitud de la radicula.

Mushtaq (2011) estudio el efecto de FezOs4, TiO2 y NPs de carbdn en semillas de
pepino (Cucumis sativus), en la tasa de geminacion, elongacion de la semilla, e
indice de germinacién. Usaron concentraciones de 0 a 5000 pg/ml, encontraron
reduccion en el desarrollo de la raiz y en menor grado en el porcentaje de

germinacion

4.7 Nanotubos de Carbono y aplicacion en la Agricultura

Actualmente, los nanotubos de carbono (NTC) son considerados como una
nueva forma de carbono puro, como hojas enrolladas de grafito con una red
hexagonal unida por atomos de carbonos, las cuales existen de dos tipos: de
pared simple, pareciendo ser como un cilindro y de paredes mdultiples o
multiparedes, consistiendo en muchos cilindros anidados, cuyos radios

sucesivos difieren en el espacio entre capas de grafito (Ayutsede et al., 2006).

Los nanotubos de carbono (NTC) son nanomateriales ampliamente usados en
ciencias biologicas y de materiales, por lo que los NTC de pared simple o de

pared multiple son usados para transportar agua, nutrientes y medicamentos.
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Como los NTC poseen una extensa superficie, tienen el potencial de regular la
humedad bajo condiciones de estrés, por lo que pueden llegar a resolver el

problema en sistemas de siembra en temporal.

Los NTC promueven el crecimiento de las plantas debido a que se comportan
como canales de agua similares a las acuaporinas, o que promueve mayor
presion hidrostatica dentro de las células; induciendo absorcion de agua, flujo de
nutrientes y por consiguiente mayor crecimiento de la planta (Lira y Méndez,
2018)

Poseen una correcta combinacién de propiedades: un diametro nanométrico,
integridad estructural, alta conductividad eléctrica y estabilidad quimica, lo cual
los hace que tengan mdultiples usos potenciales incluyendo en células vegetales

y, por ende, en las plantas cultivadas (Serag et al., 2011).

En el campo de la agricultura, los NTC han sido utilizados para promover el
crecimiento de las plantas, tal como lo demostré Carfas et al. (2008) al estudiar
su efecto en seis especies de plantas (repollo, zanahoria, pepino, lechuga,
cebolla y tomate). Ellos encontraron que los NTC de pared sencilla estimularon
el crecimiento de algunas de esas especies. Otros resultados han sido
generados por investigadores de la Universidad de Arkansas en el Centro de
Nanotecnologia de Little Rock, Arkansas, E.E.U.U., quienes han descubierto que
células de plantas de tabaco se desarrollan con mayor velocidad
(Khodakovskaya et al., 2012), debido al efecto de los NTC multiparedes
(NTCPM).

4.8 NTC en la germinacién de semillas

La primera evidencia de efectos positivos de los NTCPM en plantas de cultivo
fue reportada por Khodakovskaya et al. (2009), quienes usaron soluciones de
riego a concentraciones variables de 10 a 40 mg L. A partir de sus resultados
pudieron observar que los NTCPM tienen la capacidad de penetrar las semillas
de tomate, provocando un aumento en las tasas de geminacién y estimulando el

crecimiento en plantulas jovenes.
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Otros estudios demostraron que la aplicacion de una concentracién adecuada
de nanotubos aumenta la longitud de las raices en Brassica juncea (Ghodake et
al., 2010) y el crecimiento de estas en plantas de cebolla y pepino (Cafas et al.,
2008).

Por otro lado, la exposicion de semillas de tomate a estos NTC hace que las
semillas germinen mas rapido y que las plantas de esta hortaliza crezcan mas y
alcancen mejores rendimientos (Khodakovskaya et al., 2013).

Duarte Garcia(2018) menciona que los NTC a una concentracion de 200 ppm,
aplicadas durante el periodo de imbibicién en semillas de calabaza (Cucurbita
pepo), tienen un efecto positivo en la variable vigor de germinacién, demostrando
tener el potencial para ser utilizados como promotoras del crecimiento, puesto
gue tienen efecto positivo al incrementar el indice de vigor en 6% con respecto
al testigo (0 ppm), asi como una concentracion de 50 ppm incrementaron el
porcentaje de germinacion en 5 %, con respecto al testigo, asi como la longitud

de vastago en 0.61 cm.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion del sitio experimental

El bioensayo se desarroll6 en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de
Semillas del Centro de Capacitacién y Desarrollo en Tecnologia de Semillas de
la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), situada
geograficamente a 25° 22’06.84”Latitud norte, Longitud Oeste de 101°01°49.58’,
con altura de 1784 msnm, en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

5.2 Material bioldgico utilizado

Se utilizé semillas de pepino (Cucumis sativus), de una variedad comercial,
proporcionada por el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de Semillas del
Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

La variedad era moderadamente vigorosa y adaptable a diversas condiciones
climaticas. Frutos monoicos, 19 x 6 cm, de forma cilindrica y color verde oscuro,
con porcentaje de germinacion de 90% (de acuerdo con las especificaciones de

la etiqueta).

5.3 Preparacion de soluciones con Nanotubos de Carbono

Se establecieron cuatro repeticiones para cada concentraciéon (Testigo, 50, 100,
200, 300, 400,500 y 1000 ppm).

Se peso el producto de acuerdo con la concentracion deseada, en una balanza
analitica (AND modelo HR-200), y se colocaron en tubos tipo Falcon, aforando
con agua destilada a 50 ml. Se coloc6 cada tubo durante un periodo de 5 minutos
en un Sonicador Banson (AS2060B Ultrasonic Cleaner) en dos tiempos, 15y 20

min para para lograr la maxima dispersion de los NTC.

54 Imbibiciéon

Se establecieron 8 tratamientos (0 (testigo), 50, 100, 200, 300, 400, 500 y 1000

ppm), y cuatro repeticiones de 25 semillas cada una.
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Se esterilizaron con algodén y alcohol 8 cajas de Petri, en donde se colocaron
100 semillas en cada una, se aplicaron 30 ml de suspensiéon de NTC, por
tratamiento. Posteriormente se dejaron imbibiendo las semillas durante 24 horas,
dentro de una camara bioclimética a 25 °C.

Pasando las 24 horas, se procedio a la siembra utilizando el método “entre papel”
(ISTA, 2004), utilizando papel Anchor. Cada hoja de papel Anchor, se humedecio
con agua destilada, con ayuda de pinzas de diseccion se colocaron 25 semillas
en hilera por repeticion, dejando 2.5 cm de ambos lados y aproximadamente 8
cm en la parte superior. Se colocd una segunda capa de papel Anchor encima
de las semillas, y se envolvié en forma de taco, dicho proceso se repitié para
cada repeticion de su respectivo tratamiento.

Posteriormente los tacos con las semillas se colocaron en bolsas de polietileno
transparente, siendo etiquetadas y con el embrién hacia abajo, se acomodaron
en un recipiente de plastico de forma vertical, para su posterior ubicacién en una
camara bioclimatica marca Thermo Scientific a una temperatura de 25°C y un

fotoperiodo 16/8 h, luz/obscuridad.

5.5 Variables evaluadas en el bioensayo

Porcentaje de vigor de germinacion (%), porcentaje de germinacion (%),
porcentaje de plantulas anormales (%), porcentaje de semillas sin germinar,
longitud de plumula (cm), longitud de radicula (cm), peso seco de plantulas
(mg/plantula), e indicie de LR/LP y LP/LR.

5.5.1 Vigor de germinacion

Pasados cuatro dias después de la siembra, se realizo el conteo de plantulas
normales. Este conteo fue para obtener el vigor de la semilla, es decir la
capacidad de germinacion y uniformidad, en cual se ve reflejado en el desarrollo

de plantulas, el resultado fue expresado en porcentaje.
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5.5.2 Porcentaje de germinacion

Al octavo dia se determind el niumero de plantulas normales, las cuales
representan porcentaje de germinacion (GER), son consideradas normales
aquellas que poseen todas sus estructuras (radicula y tallo y/o plumula),
hipocétilo sin dafios en tejidos, un cotiledbn en monocotiledéneas y dos
cotiledones en dicotiledéneas sin ninguna anormalidad o deformacion, bajo

condiciones 6ptimas de luz, agua, aire y temperatura.
5.5.3 Porcentaje de plantulas anormales

Son plantulas dafiadas que no cuentan con alguna de las estructuras esenciales
0 en su defecto estan mal e irreparablemente dafiadas, de tal modo que no se
espera un desarrollo balanceado de ellas. También plantulas deformadas o
desequilibradas, que han tenido un desarrollo débil, alteraciones fisiologicas o
presentan estructuras esenciales deformes o desproporcionadas. Plantulas
podridas, que tienen estructuras esenciales enfermas o podridas, debido a una
infeccion primaria, lo cual evita un desarrollo normal. Incluye plantulas

fracturadas.
5.5.4 Porcentaje de semillas sin germinar

La contabilizacién de semillas sin germinar (SSG), es basada en la incapacidad
de poder emerger, pliumula o radicula de la semilla, incluyendo aquellas semillas

duras o muertas, el resultado se expreso en porcentaje.
5.5.4 Longitud de la plumulay de radicula

En todas las plantulas normales, se determiné la longitud de plumula (LP) y la
longitud de radicula (LR), con la ayuda de tabla milimétrica, expresandose en

cm.
5.5.5 Peso seco de plantulas

El peso seco (PS) de plantulas normales, se inicid con la colocacion de todas las

plantulas normales de cada repeticion (taco) en una bolsa de papel estraza,
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previamente etiquetadas, estas se introdujeron en una estufa marca Riosa H-48,
durante 24 horas a 72 °C. Pasado dicho tiempo se extrajeron de la estufa, y se
colocaron dentro de en un desecador, que ayudo a evitar que las muestras
adquieran humedad del ambiente, después se pesaron en una balanza analitica
marca Precisa BJ610C, el resultado fue expresado en mg/plantula.

indices de crecimiento (LP/LR y LR/LP). Para su determinacion se usaron las
longitudes de plumula y radicula, obteniendo el cociente respectivo.
5.6 Disefio experimental y andlisis estadistico

El diseiio experimental utilizado fue un completamente al azar, para determinar
diferencias estadisticas entre tratamientos, se realizaron comparaciones de
medias, por medio de la Prueba de Tukey, utilizando el paquete estadistico SAS
(2004).

5.6.1 Modelo estadistico
Yij=u+Titgj
Doénde:

Y= Valor observado.
M = Media.
Ti = Efecto de los tratamientos.

&ij = Error experimental.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base a los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (Cuadros 1y 2),
en el bioensayo de semilla de pepino (Cucumis sativus), tratadas con nanotubos
de carbono (NTC), indican que en las variables porcentaje de vigor de
germinacién, peso seco de plantula, longitud de plumula, indice LR/LP, se
encontraron diferencias altamente significativas (P<0.01) entre tratamientos.
Mientras que para las variables porcentaje de germinacion e indice LP/LR, se

obtuvieron diferencias significativas (P<0.05).

Por el contrario, para las variables, plantulas anormales, porcentaje de semillas

sin germinar no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.

Los resultados del bioensayo demuestran que la aplicacion de NTC, tienen
efecto positivo en algunas de las variables evaluadas dentro del mismo,
aportando de esta manera a la calidad fisiolégica de las semillas, pues estas
variables estan ligadas a la misma calidad, teniendo un efecto directo en el

proceso de germinacion.

Ratnikova et al. (2015) evaluaron la sonicacion de semillas en conjunto con
nanotubos de carbono de pared multiple (NTPM) (50 mg L), en semillas de
tomate, y reportaron aumentos en la germinacion de semillas, crecimiento de

raices, y mayor biomasa.

Lo anterior indicia que las respuestas a la aplicacion de NTC son efectivas,
existiendo diferentes respuestas fisioldégicas en las plantas expuestas a los
nanomateriales de carbono (CNMs), esto podria deberse a las distintas

propiedades de los CNMs (Lopez et al., 2021).
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Cuadro 1. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de
pepino (Cucumis sativus), tratadas con NTC.

FV GL VIGOR GERMINACION PA SSG
(%) (%) (%) (%)
Concentracion 7 213.07* 63.71* 29.64 NS 49.64 NS
Error 24 54.16 20.0 37.16 28.16
Total 31 72.7 83.71 66.8 77.8
CV.% 27.38 5.43 79.95 52.41

** = Significativo al 0.01% de probabilidad; * = Significativo al 0.05% de probabilidad; FV = Fuente de variacion; GL= Grados libertad;

GER = Germinacion; PA = Plantulas anormales; SSG = Semillas sin germinar.
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Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las variables fisioldgicas evaluadas en el bioensayo de germinacion
semillas de pepino (Cucumis sativus), tratadas con NTC.

PS Lp LR LR/LP LP/LR
GL ]
FV (mg/plantula) (cm) (cm)

Concentracion 7 14.87** 2.13* 0.66NS 0.034** 0.012*
Error 24 1.97 0.45 1.16 0.009 0.003
Total 31 16.84 2.58 1.82 0.043 0.015

CV.% 10.11 9.20 11.23 7.39 7.86

** = Significativo al 0.01% de probabilidad; * = Significativo al 0.05% de probabilidad; FV = Fuente de variacion; GL= Grados libertad;
PS= Peso seco de plantula; LP= Longitud de plumula; LR= Longitud de radicula; LR/LP=Relacién longitud radicula y longitud de

plumula; LP/LR= Relacién longitud de plumula y longitud de radicula.
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En el Cuadro 3 se muestra la comparacion de medias entre tratamientos, para
variables fisioldgicas de la prueba de germinacién, donde se observo que para
la variable porcentaje de vigor de germinacién, las concentraciones de 200 y 400
ppm, fueron las que demostraron mejores resultados con 36% y 34%, en
comparacién con el testigo, que tuvo un 19%, y ambas concentraciones se
encuentran en el mismo grupo estadistico, lo anterior indica que al imbibir las
semillas en NTC, la respuesta fisiologica fue diferente, incrementando el
porcentaje de semillas germinadas al quinto dia (Cuadro 3, y Anexo 1).

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

El vigor en términos sencillos es el potencial que tiene la semilla para germinar
y establecerse de manera uniforme aun en condiciones desfavorables. “El vigor
en las semillas es el potencial bildgico de esta que favorece el establecimiento
rapido y uniforme bajo condiciones, incluso desfavorables de campo” (Gonzélez
et al., 2008). Sin embargo, Hernandez (2012) menciona que la semilla presenta
su mas alto nivel de vigor y potencial germinativo, cuando alcanza la madurez

fisiologica.

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

Para la variable porcentaje de germinacion, la concentracion de 50 ppm mostro
un mayor porcentaje con un 90%, lo cual lo hace estar arriba del testigo por un

8% mas (Cuadro 3 y Anexo 1).

Duarte Garcia (2018) durante su investigacion observé que los NTC a una

concentracion de 200 ppm, aplicadas durante el periodo de imbibicion en
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semillas de calabaza (Cucurbita pepo), presentaron un efecto positivo en la
variable vigor de germinacion, demostrando tener el potencial para ser utilizados
como promotoras del crecimiento, puesto que tienen efecto positivo al
incrementar el indice de vigor en 6% con respecto al testigo (0 ppm), asi como
una concentraciéon de 50 ppm incrementaron el porcentaje de germinacién en

5%, con respecto al testigo.

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

En contraste Saeid y Hojjat (2016), mencionan que la aplicacion de NPs de plata

no influy6 sobre la germinacion en semillas de genotipo de lentejas.

En cuanto a las variables plantulas anormales, semillas sin germinar y longitud
de radicula, no mostraron diferencias estadisticas, siendo la concentracion de
200 ppm con el menor porcentaje de PA (5%), respectivamente. Para longitud

de radicula se obtuvo una media de 9.59 cm (Cuadro 3y 4, y Anexos 2, 4).

En lo que respecta a la variable peso seco de plantula, se observé que, al aplicar
una concentracion de 400 ppm, se obtuvo el mayor valor (16.05 mg plantulat),
sin embargo, estadisticamente no existi6 una diferencia con el testigo pues
pertenecen al mismo grupo estadistico, dicha diferencia entre ambas es de 2.59

mg/plantula (Cuadro 4 y Anexo 3).

El Cuadro 4 muestra que en la variable longitud de plumula, si existe una
diferencia entre el testigo y la concentracion de 100 ppm, el cual tuvo un

incremento de 1.8 cm con respecto al testigo (Anexo 4).

Trabajos desarrollados en diversas especies de plantas confirman que al menos
las NPsZnO promueven la germinacién y crecimiento de plantulas (Siddiqui et

al., 2015).
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La relacion LR/LP tuvo un efecto positivo a la aplicacién de 1000 ppm de NTC,
teniendo un incremento respecto al testigo de 0.18, en la relacién LP/LR, se
observé que la concentracion 100 ppm, tuvo un incremento de 0.11 respecto al
testigo (0O ppm) (Cuadro 4, y Anexo 5).

Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables fisiologicas evaluadas en el
bioensayo de germinacion de semillas de pepino (Cucumis sativus).

VIGOR GERMINACION PA SSG
Concentracion
(%) (%) (%) (%)
0 19 ab 82 ab 11la 7a
50 28 ab 90 a 6a 4 a
100 29 ab 81l ab 9a 10 a
200 36a 83 ab 5a 12 a
300 14 b 83 ab 7a 10 a
400 34a 84 ab 7a 11a
500 29 ab 77 b 12 a 11a
1000 26 ab 78 b 6a 16 a
Media 27 82 10 11
Tukey 17.23 10.47 14.27 12.42

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

sin germinar.
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Cuadro 4. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el bioensayo de germinacion de semillas de pepino (Cucumis
sativus), tratadas con NTC.

Concentracion PS LP LR LR/LP LP/LR
(mg/plantula) (cm) (cm)
0 13.56 a 6.63 bc 8.78 a 1.32 ab 0.75 ab
50 1597 a 7.43 abc 9.78 a 1.31 ab 0.76 ab
100 13.61 a 8.43 a 9.86 a 1.71 b 0.86 a
200 10.04 b 7.32 abc 9.78 a 1.33 ab 0.74 ab
300 13.46 a 7.88 ab 9.79 a 123 b 0.81 ab
400 16.05 a 7.57 abc 9.78 a 1.28 ab 0.77 ab
500 15.11a 7.54 abc 9.81a 1.3 ab 0.77 ab
1000 13.27 ab 6.06 c 9.10 a 1.50 a 0.66 b
Media 13.88 7.36 9.59 1.31 0.76
Tukey 3.28 1.58 2.52 0.22 0.14

Valores con la misma literal dentro de una columna son estadisticamente iguales (Tukey = 0.05). PS=Peso seco de plantula, LR=
Longitud de radicula, LP=Longitud de plumula, LR/LP = Relacion longitud radicula y longitud de plumula, LP/LR = Relacién longitud
plumula y longitud de radicula.
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Cuadro 5. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables evaluadas en bioensayo de germinacion con NTC.

NTC Vigor PA SSG PS LP LR LP/LR LR/LP
GER 0.10014 -0.49652 **  -0.43656 * -0.04872 0.14690 0.01772 0.15752 -0.2296
Vigor -0.13556 0.04526 -0.09542 0.12607 0.47086 ** -0.38052 * 0.33934
PA -0.56419**  0.35678 * -0.08939 -0.0444 -0.05498 0.34450
SSG -0.32344 -0.04707 0.03024 -0.09285 0.17213
PS 0.2030 0.04481 -0.00314 0.00109
LP 0.67265 ** 0.54855 * -0.55144 *
LR -0.24734 0.23673
LP/LR -0.98753 **

**= Correlacion significativa al 0.01% de probabilidad; * = Correlacion Significativa al 0.05% de probabilidad; GER = Germinacion; PA =

Plantulas anormales; SSG = Semillas sin germinar; PS=Peso seco de plantula; LR= Longitud de radicula; LP=Longitud de plumula, LR/LP

= Relacion longitud radicula y de plumula, LP/LR = Relacion longitud plimula y de radicula.
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El Cuadro 5 muestra las correlaciones entre las variables evaluadas de acuerdo
con el coeficiente de correlacion de Pearson, negativa y significativa entre GER
y PA (r=-0.49652**), PAy SSG (r= -0.56419*) y GER y SSG (r= - 0.43656). Por
otra parte, la relacién entre VIGOR y LR resulto altamente significativa (r =
0.47086**), por lo tanto, la correlacion con el indice LP/LR resulto negativo (r = -
0.38052), ya que este indica la proporcion de crecimiento de la plumula con

respecto a la raiz.

De acuerdo con el coeficiente de correlacion, la variable LP tiene una relacién
positiva con las variables LR (r = 0.67265 **) y LP/LR (r = 0.54855 *), sin
embargo, presento una correlacion negativa con el indice LR/LP (r = -0.55144%*).

De acuerdo con los coeficientes de correlacion, se observo un vinculo positivo
entre variables relacionadas con la calidad fisiol6gica de las semillas. La calidad
de la semilla es un concepto multiple que involucra todas aquellas caracteristicas
gue determinan su valor para la siembra (Hampton, 2002). Mientras que, la
calidad fisiologica se refiere a la viabilidad de las semillas o al potencial que éstas
tienen para la germinacion, incluyendo el vigor, como resultado de la expresion

de factores propios del genoma de la variedad (Basra, 1995).
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VILI. CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en el bioensayo permiten concluir que los NTC a una
concentracion de 200 y 400 ppm, aplicadas durante el proceso de imbibicion por
24 horas, en semillas de pepino (Cucumis sativus), tiene un efecto positivo en la
variable vigor de germinacion, teniendo un 17% y 15% respectivamente mas que
el testigo (Oppm), de esta manera, pueden considerase promotores del

metabolismo celular.

Los NTC a una concentracion de 50 ppm, aumentaron el porcentaje de
germinacién con un 8%, respecto al testigo (Oppm), e incremento la acumulacion

de materia seca.

Mayor peso seco se obtuvo al aplicar 400 ppm, sin embargo, estadisticamente
pertenece al mismo grupo que la mayoria de las concentraciones a excepcion

de 200 ppm, quien tuvo el menor peso seco.

Respecto a la longitud de plumula, la concentracion con mayor valor y efecto
positivo fue de 100 ppm, teniendo una diferencia de 1.8 cm con respecto al

testigo.

Respecto a la relacion longitud raiz/longitud de plimula, la concentracion de
1000 ppm tuvo los mejores resultados para el desarrollo de raiz. Sin embargo,
para el desarrollo de plumula, la imbibiciébn semillas con NTC a 100 ppm,

presento el valor mas alto.

Las semillas al ser sometidas a un proceso de imbibicion con NTC en suspension
son favorecidas en su porcentaje de vigor y germinacién, asi como el desarrollo

y crecimiento de plumula.

Los resultados demuestran que la aplicacion de NTC durante la imbibicién
impacta positivamente, favoreciendo la expresion del vigor y la germinacion, y
por ende los atributos de calidad de las semillas, siendo esta una alternativa para
la agricultura demandante de la actualidad, como un nuevo agroinsumo, al ser

aplicado a semillas en pequefias cantidades.
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IX. ANEXOS

Vigor y Germinacion
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Anexol: Porcentaje de vigor de germinacion y germinacién de semillas de pepino
(Cucumis sativus), tratadas con NTC a diferentes concentraciones.

Plantulas anormales y semillas sin germinar
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Anexo 2: Porcentaje de plantulas anormales y de semillas sin germinar,
obtenidas de semillas de pepino (Cucumis sativus), tratadas con NTC a

diferentes concentraciones.
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Peso seco de plantulas
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Anexo 3: Peso seco de plantulas normales obtenidas de semillas de pepino

(Cucumis sativus), tratadas con NTC a diferentes concentraciones.

Longitud de plumula y de radicula
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Anexo 4: Longitudes de plumula y de radicula de plantulas obtenidas de semillas

de pepino (Cucumis sativus), tratadas con NTC a diferentes concentraciones.
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Relacion Radicula/ Plimula y Plumula/Ra
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Anexo 5: Relacién Radicula/Plumula y Plumula/Radicula de plantulas obtenidas
de semillas de pepino (Cucumis sativus), tratadas con NTC a diferentes
concentraciones.
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