UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE AGRONOMIA

S

BTALERE FLANMAM ]
" VERITATIS |}

EVALUACION FENOTI'PICA’Y BIOQUIMICA DE GENOTIPOS DE MAIZ (Zea mays
L) BAJO LA APLICACION DE NANOPARTICULAS DE NANOTUBOS DE
CARBONO Y MgO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE MAESTRIA EN

CIENCIAS EN PRODUCCION AGRICOLA

PRESENTA

JUAN ANGEL ESPINOZA ALONSO

General Escobedo, N.L. Noviembre 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE AGRONOMIA

EVALUACION FENOTIPICA Y BIOQUIMICA DE GENOTIPOS DE MAIZ (Zea mays
L) BAJO LA APLICACION DE NANOPARTICULAS DE NANOTUBOS DE
CARBONO Y MgO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE MAESTRIA EN

CIENCIAS EN PRODUCCION AGRICOLA

PRESENTA

JUAN ANGEL ESPINOZA ALONSO

General Escobedo, N.L. Noviembre 2021



ESTA TESIS FUE REVISADA Y APROBADA POR EL COMITE PARTICULAR
COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGRICOLA

CQMITE PARTICULAR

Ph. D. Francisco Zavala Garcia
Asesor Principal

é,tw—,&w Miza A
Ph. D. Guillermo Nino Medina

Asesor Auxiliar

4+

W)

Ph. D. Sugey Sinagawa Garcia
Asesor Auxiliar

g
Ph. D. Marlsol Galicia Juarez
Asesor Auxiliar

Ph. D. Josué Israel Garcia Lopez
Asesor Auxiliar

~h. D. Jua;r htonio Vidales Contreras
Subdirector de Estudios de Posgrado e Investigacion




DEDICATORIA.

Dedico esta tesis a las personas que me acompafian en la vida, a mi madre Maria
Juana Alonso Mata, quien me ha ensefiado todo lo que sé, ella me ha impulsado a
estar siempre en paz y disfrutar la vida, madre eres la persona que yo mas amo y me
es placentero sentirte a mi lado terminando esta maestria, en la que participaste
siempre presente.

A mi esposo Emilio Araujo, quien me ha acompafiado y apoyado en este camino,
gracias, porque a pesar de estar tan ajeno a esta rama del conocimiento, nunca
dudaste en decir si, cuando necesitaba de tu ayuda y ademas por impulsarme a seguir.
A mi asesor de Tesis, Francisco Zavala, con quién ademas de relacionarme como
estudiante, me permitié hacerlo como ser humano, con dudas e inseguridades qué él,
siempre ahuyenté.

A mi asesora Marisol Galicia, por estar al pendiente de mi desarrollo y ser un pilar en
mi formacion, dandome seguridad y alentandome, gracias por motivarme.

A mi asesora Sugey Sinagawa, por estar al pendiente de las ausencias en mi trabajo
de tesis, al técnico de laboratorio, Jesus Lara, por apoyarme en la realizacién de los
trabajos asociados y sobre todo a todas las personas, compaferos y empleados

involucrados.



AGRADECIMIENTO

Agradezco a mi familia, principalmente a mi madre, a mi padre y a mi esposo.

A mi director de Tesis, el Dr. Francisco Zavala Garcia, quien me acompafio en el
camino de estos dos afios y me ayudo a crecer académicamente, siempre confié en
mis capacidad y las alenté de la manera mas positiva que pudo encontrar.

A mis comparfieros de la facultad de Agronomia, quienes, al ver la necesidad de
cualquier proyecto, participan activamente con gusto y entusiasmo.

Agradezco también a mis asesoras de Tesis, las Dras. Sugey Sinagawa y Marisol
Galicia, por su amable atencion en el desarrollo de mi tesis y los trabajos que de ella
emanaron y por siempre estar en contacto con el lado humano de la actividad.

A todas las personas que conoci y convivieron conmigo durante estos dos afios de

maestria.

A la vida.



INDICE DE CONTENIDO

1 INTRODUGCCION ....ooouiieeeeeeeeeeee ettt ettt et eeteeaeeaeeae e eee e 17
HIPOTESIS .. 19
1.2. ODJEtIVO GENETAL ... 19

1.2.1 ODbjetivoS ESPECITICOS ...uuuiiiiiieiiiiiiiiiiiie e 20

2 REVISION DE LITERATURA ....ootiieiece ettt ettt 21

2.1 Perspectivas del MaIZ ........ccooooiiiiiiiiii e 21

2.2 Uso de Nuevas Tecnologias, Efectos de Nanoparticulas en Ecosistemas23
2.3 Ejemplos de la Aplicacion de Nanoparticulas en los Cultivos................... 25

2.4 Metabolismo Secundario y el Efecto de la Aplicacion de Nanoparticulas 27

2.5 Actividad ANIOXIAANTE ....ooiiiiiiiiiii e 31

3 MATERIALES Y METODOS.......coi ettt ettt ete e eeane e 34
.1 Material Vegetal ......ccooo i 34
3.2 Material N0 Vegetal. .......ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 35
IS T 1Y 1= (oY [ 1SR UP R UPPRRRR 35
3.3.1 Establecimiento del Ensayo de CampoO ............euuuueviiimiiimimiiiiiiiiiiinninnnnns 35
3.3.1.1. Aplicacion de 10S TratamientoS...........uuuuurumiuimniiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeneaaees 37
3.3.1.2 TOMA UE MUBSTIAS ....uuvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiiibibb bbb 37
3.3.1.3 Variables AQronNOMICAS .........uuuuuuuuiiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiaeibeiebeeeaeeeaeaees 38

3.3.2 Establecimiento del Ensayo en Charolas de Germinacion. ................. 40



3.3.2.1 Variables AgQronNOmMICAS .....ccoieeeiiiiiiiiiiie e 40

3.3.3 Establecimiento del Ensayo de Charolas de Germinacién con

Aplicacion de Estrés de Sequiay Alta Temperatura .........ccccvveeeeeeeeenniinnnnee. 44
3.3.3.1 Variables AgQronNOmMICAS .......uuueiiiiiiiiiiiiiiiieee e 45

3.4 ANAlISIS ESTAUISTICO .coiiiiiiiieiiiee e 47
3.5 Analisis de Enzimas AntioXidantes .......ccccccviiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeee e 49
3.5.1 Extraccion de la Enzimas AntioXidantes ...........ccccvvvieeiieeiiiiiiiiiiieeeeeenn 49
3.5.2 Evaluacion de actividad enzimatica CAT .........ooiiiiiiiiiiiiieee e 49
3.5.3 Cuantificacion de Polifenoles Totales........cccccooviiiiiiiiiiiiiiieeeen 50

4 RESULTADOS Y DISCUSION ....coviiiiiiecieciectecee ettt 52
o T O ESY= 1Yo o L= O Y1 ] o o 1SRN 52

4.1.2 Determinacion de Compuestos Fendlicos y Actividad Antioxidante.. 63
4.2 Ensayo en Charolas de Germinacion. ..........ccoovvviiiiiiiiii e eeeeanns 64

4.3 Ensayo de Charolas de Germinacién con Aplicacion de Estrés de Sequiay

F N - (= T o L=T = LU - U URRPPPRRN 75
4.3.1 Genotipo Morado San LUIS .....ccooviiiiiiiiiie e 75
4.3.2. Genotipo Blanco HUalahUiSes .........cccoeeeiiiiiiiiiiiiii e 86

5 CONCLUSIONES ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnenees 95
6 RECOMENDACION .....oiiiiitiieie ettt ettt eee s 96

7 BIBLIOGRAFIA. ..ot 97



INDICE DE CUADROS
Cuadro 1. Valores de cuadrados medios de las variables agronémicas y de

rendimiento en el analisis de varianza (p S 0.05). ...ccccccoveiieiicieieecece e 53

Cuadro 2. Comparaciones de medias (p £0.05), de la doble interaccion

Genotipo X NP X Concentracion de la variable peso seco de 100 semillas....... 54

Cuadro 3. Comparaciones de medias (p £0.05), de la doble interaccion

Genotipo X NP X Concentracién, de la variable volumen de 100 semillas ........ 56

Cuadro 4. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la doble interaccion

Concentracion X NP X Genotipo, de la variable Didametro de mazorca............... 57

Cuadro 5. Comparaciones de medias (p £0.05), de la interaccién entre Genotipo

X Concentracién, de la variable Longitud de la mazorca............ccceeevvvvvvveceneeennn. 58

Cuadro 6. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion entre NP X

Concentracion, de la variable Longitud de la mazorca........cccccceeeeeeeeeeeeeeeevinnnnnnn. 59

Cuadro 7. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion entre NP X

Concentracion de la variable Rendimiento por mazorca.......ccccceeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnn. 61

Cuadro 8. Comparacién de medias del factor principal Genotipo de la variable

NUMero de Mazorcas (P S 0.05) ... 62

Cuadro 9. Comparacion de medias del factor principal Concentracion (p < 0.05),

de lavariable NUMEro @ MaAZOTCaS . .c..en e 62

Cuadro 10. Comparacion de medias del factor principal Genotipo de la variable

alturade lamazorca (P S0.05) ... s 63



Cuadro 11. Valores de cuadrados medios de las variables agronémicas y de

rendimiento (P S 0.05). it nra e 64

Cuadro 12. Valores de cuadrados medios de las variables consideradas en el

SIS A0 Lo [To X0 [N o] a 1= 0 ] F= KPR 66

Cuadro 13. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interacciéon simple

Genotipo X NP de la variable Masa seca de la semilla (MSS)............ccovvvvvvvnnnnnn. 67

Cuadro 14. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X

Genotipo de la variable reduccién de reservas de lasemilla.....................o.o. 68

Cuadro 15. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X
Genotipo de la variable Eficiencia de conversién de reservas de la semilla

(12553 YT OO 69

Cuadro 16. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X

Genotipo de la variable tasa de movilizacion de reservas a la plantula (TMRP) 70

Cuadro 17. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X

Genotipo de la variable gasto energeétiCo ........cooeeeeeeeeeee e 70

Cuadro 18. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X

Concentracion de la variable peso seco de raiz (PSR) ......cccvvveeeeeeiiniiiiiiiiiieeeen. 72

Cuadro 19. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X

Concentracién de la variable reduccion de reservas de las semillas................. 72

Cuadro 20. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X

Concentracion de la variable tasa de reduccién de la reservas de la semillas . 73



Cuadro 21. Comparacion de medias del factor principal Concentracion de la

variable peso seco de plantula (P S0.05) ... 74

Cuadro 22. Valores de cuadrados medias del genotipo morado San Luis en la

comparaciéon de condiciones de sequiay condiciones normales...................... 77

Cuadro 23. Comparaciones de medias de la interaccion simple Concentracion X

Condicién de la variable largo total de plantula (p £0.05) ....cccccoviiiiiiiiciiincn 78

Cuadro 24. Comparaciones de medias de la interaccion simple Concentraciéon X

Condicién de la variable largo de plantula...........cccceeeeiiiiiiiii e 78

Cuadro 25. Comparacion de medias del factor principal Condicién de la

variable peso seco de semilla (P S 0.05).....cccciiiiiiiciiiiciecce e 80

Cuadro 26. Comparacién de medias del factor principal Condicién de la

variable peso seco de raiz (P S 0.05)....cccoiiiiiiiiiiie e 80

Cuadro 27. Comparacién de medias del factor principal Condicion de la

variable actividad enzimatica catalasa (P £0.05) ....ccccceciiiiiiiiiinrne e 81

Cuadro 28. Valores de cuadrados medios del genotipo morado San Luis en la

comparacién de condiciones de alta temperaturay condiciones normales ..... 82

Cuadro 29. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple

Concentracion X Condicién de la variable largo total de plantula...................... 83

Cuadro 30. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple

Concentracion X Condicién de la variable largo plantula ...........c.coooooooivviinnnnnnnn. 83



Cuadro 31. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple

Concentracion X Condicién de la variable largo deraiz.......ccccccceeeeeeeeeiieieiinnnnnnn. 85

Cuadro 32. Comparacion de medias del factor principal Concentraciéon de la

variable actividad enziméatica catalasa (P £ 0.05).....ccccccevveiiiiiiiicii s 86

Cuadro 33. Valores de cuadrados medios del genotipo Blanco Hualahuises en

la comparacion de condiciones de sequiay condiciones normales.................. 87

Cuadro 34. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple

Concentracion X Condicion de la variable peso seco de semilla...........cccc....... 88

Cuadro 35. Comparacion de medias del factor principal Condicién de la

variable largo total de plantula (p S 0.05) ... 89

Cuadro 36. Comparacién de medias del factor principal Condicién de la

variable largo de plantula (P S0.05)....c.ccoiiiiiiie e 89

Cuadro 37. Comparacién de medias del factor principal Concentracion de la

variable Peso SeCO de 1a SeMIIA ..., 89

Cuadro 38. Comparacién de medias del factor principal Concentracion de la

variable actividad enzimatica catalasa (P £0.05) ....ccccoiiiiiiiiiiinine e 90

Cuadro 39. Comparaciéon de medias del factor principal Nanoparticula de la

Variable PES0 SECO U@ MaIZ . cn oo, 90

Cuadro 40. Valores de cuadrados medios del genotipo Blanco Hualahuises en

la comparaciéon de condiciones de alta temperaturay condiciones normales. 92



Cuadro 41. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple

Concentracion X Condicién de la variable compuestos fenélicos .....................

Cuadro 42. Comparacion de medias del factor principal Concentracion de la

variable actividad enzimatica catalasa



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Vias del metabolismo secundario de las plantas .......cccccccceeeeiiieeeeennnns

Figura 2. Anillo de fenol e hidroxilo que conforma principalmente a todos los

COMPUESTOS FENOIICOS ... e



RESUMEN

La importancia del cultivo de maiz en México se debe a que es el cultivo con mayor
extension territorial sembrada y es el motor econdmico del pais por su importancia en
el mercado. México es el centro de origen y diversidad del maiz, debido a esto, la gran
diversidad de maices nativos y principalmente pigmentados toma importancia para su
estudio, pues las razas pigmentadas producen compuestos fendlicos, que son
metabolitos secundarios de importancia econémica por los beneficios en actividades
del ser humano; pero que, ademas, promueven la resistencia del cultivo a condiciones
de estrés abidtico. Diversas investigaciones han demostrado que la aplicacion de
nanoparticulas, promueven la produccion de metabolitos secundarios y del complejo
enzimatico regulador del estrés oxidativo. En esta investigacion se analizo el efecto de
la aplicacion de nanoparticulas funcionalizadas, especificamente con nanotubos de
carbono de pared mdltiple funcionalizados con un grupo OH para una de ellas y para
la otra con 6xido de magnesio, ademas de una nanoparticula metalica de 6xido de
magnesio, en la concentracién de compuestos fendlicos y su relacion con la resistencia
a estrés abiotico, llevandose a cabo en tres fases: 1) ensayos de campo y aplicacion
foliar de las nanoparticulas mencionadas, 2) dos ensayos en charolas de germinacion,
aplicando las nanoparticulas como pretratamiento en el proceso de germinacion de las

semillas de maiz, aplicando estrés abiotico a plantulas de 14 dias. Entre los resultados



sobresalen que la aplicacion de nanoparticulas con componentes metalicos generaron
cambios en las variables que se asocian al rendimiento y cambios fisiologicos en las
plantas, ademas los resultados indican que la aplicacion de nanoparticulas en un
cultivo agricola, deben realizarse de manera especifica, describiendo previamente la
interaccion entre el cultivo y la nanoparticula, es por eso la importancia que tienen
investigaciones como esta, ya que describen la interaccion especifica de ciertas
nanoparticulas con genotipos especificos; ademas la aplicacién de las nanoparticulas
utilizadas en este ensayo no provocaron efectos toxicos o negativos para el desarrollo

vegetal.



ABSTRACT

The relevance of corn production in Mexico lies on it being the crop with the largest
territorial extension and being an economic engine due to its importance in the market.
Mexico is the center of origin and diversity of corn, this is the reason why the native
and pigmented corns are relevant to being studied, these kinds of corns produce
phenolics compounds, secondary metabolites, these compounds have economic
importance because the benefits in human health and are associated to abiotic stress

resistance in plants.

Many recents investigations have proved the application of nanoparticles promotes
secondary metabolites production and the oxidative stress enzymatic complex. In this
investigation the effects of application of nanoparticles was analyzed specifically with
Multi-walled Carbon Nanotube functionalized with an OH group for one of them and
Magnesium oxide for the other one, additionally a metal nanoparticle of magnesium
oxide, in concern of phenolics compounds concentration and its association with the
stress abiotic resistance carrying on three phases: 1) Field trial with foliar application
of the nanoparticles described above, 2) two assays at seedlings of 14 days, applying

nanoparticles as pretreatment in germination process of corn seeds.
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The results stood out that nanoparticles application with metalics components generate
changes in physiological and yield variables, also the results indicate the nanoparticles
application in crops should be realized specifically between the target crop and the
nanoparticle as the analysis made in this investigation, also the nanoparticles used

don't generate negattive effects for the vegetable development.
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1 INTRODUCCION

La importancia del cultivo de maiz en México se debe a que es el cultivo con mayor
extensidon sembrada y ademas es motor econdmico en el pais, por su importante
participacion en la dieta de los mexicanos. México es el centro de origen y
diversificacion del maiz y es debido a esto, la focalizada atencién puesta en la
conservacion de su diversidad y en su produccion, pues en los ultimos afios, con el
incremento en las temperaturas en las zonas agricolas, la escasez de agua, la alta
temperatura y la susceptibilidad a nuevas plagas, han provocado pérdidas en el
rendimiento y calidad del grano de este cereal (Kato et al., 2009). Diversos programas
de mejoramiento genético se llevan a cabo para desarrollar nuevas variedades, con
caracteristicas que puedan mitigar los efectos de las condiciones climaticas adversas,
como el desarrollo de organismos genéticamente modificados, mejoramiento genético
utilizando la diversidad de los centros de origen y el uso de la maquinaria bioguimica

de la planta. (Calanca, 2017)

Dentro de la diversidad en el cultivo del maiz, se cuenta a los maices de granos
pigmentados de color morado, amarillo, naranja y blanco, entre otros. Las diferentes

pigmentaciones que se presentan toman importancia dentro de este estudio y en
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particular la de los maices de granos morados debido a la presencia de compuestos
fendlicos, que son pigmentos hidrosolubles y se encuentran en diferentes plantas
cumpliendo diversas funciones bioquimicas, por ejemplo: confieren resistencia a la
radiacion ultravioleta y también actlan atrayendo insectos polinizadores (Chalker-
Scott, 1999), entre muchas otras. Las antocianinas se encuentran en los tejidos de la
planta y los granos, son un metabolito secundario con una gran importancia economica
por los beneficios en diferentes actividades del ser humano, como lo son su uso en
cosméticos y en la dieta humana como estabilizadores de radicales libres; su presencia
se ha visto relacionada con la capacidad de promover en los cultivos, la resistencia a

condiciones de estrés abidtico, incluyendo al cultivo de maiz.

De acuerdo a los resultados de Adhikari et al. (2012), la expresion fenotipica en la
produccion de estos pigmentos pueden afectarse por la aplicacién de nanoparticulas
a las plantas; las nanoparticulas son ampliamente utilizadas en la industria y la
comercializacién de productos, lo que ha ocasionado su entrada a los ambientes
naturales causando efectos potenciales en las funciones de los ecosistemas y su
estructura, por esta razén han tomado relevancia en la agricultura, y los efectos en los
cultivos de alto interés agricola. Hoy en dia diversas investigaciones tales como las de
Fox et al. (2020) y Haghighi et al. (2014) han demostrado que la aplicacién de
nanoparticulas, mediante agregados en suelo, soluciones hidroponicas y aplicacion
foliar, promueven incrementos en la produccion de biomasa producida, por lo que se

busca utilizarlos como fertilizantes en cultivos de interés como cereales y hortalizas.
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Ademas, parece que su aplicacion produce un aumento en la concentracion de
metabolitos secundarios como en los compuestos fendlicos, lo cual pudiera ayudar a
conferir respuestas favorables en las plantas bajo condiciones de estrés abidtico y
disminuir los efectos negativos del cambio climatico, manifestado a través de un

aumento de la temperatura y menores cantidades de precipitacion, entre otros.

Debido a las evidencias presentadas para el desarrollo de este trabajo, se plantea la

siguiente hipétesis.

1. Hipétesis.
La aplicacion de nanoparticulas tales como los nanotubos de carbono de pared
multiple funcionalizados con un grupo OH, nanotubos de carbono de pared mdiltiple
con 6xido de magnesio y nanoparticulas metalicas de 6xido de magnesio a las plantas
de maiz induce un aumento en la produccién de compuestos fendlicos generando una

respuesta favorable al estrés por sequia y alta temperatura.

Para la prueba de esta hipotesis se desarroll6 el presente trabajo con el siguiente

objetivo.

1.2. Objetivo General
Comparar el efecto de la aplicacion de tres nanoparticulas, tales como nanotubos de

carbono de pared mudltiple funcionalizados con un grupo OH, nanotubos de carbono
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de pared mdultiple con 6xido de magnesio y nanoparticulas metalicas de Oxido de
magnesio en diferentes concentraciones tales como 100, 150 y 250 mg L en la
produccion de compuestos fenélicos en genotipos de maiz y su posible relacion con

resistencia a sequia y alta temperatura.

1.2.1 Objetivos Especificos.

1. Evaluar la aplicacion de las tres nanoparticulas mencionadas en la
concentracion de compuestos fendlicos en tejidos vegetales de la planta
de maiz.

2. ldentificar la respuesta de la plantula de maiz a la aplicacion de las

nanoparticulas y la resistencia al estrés por sequia y alta temperatura.
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REVISION DE LITERATURA.

2.1 Perspectivas del Maiz
El cereal mas importante para México es el maiz, debido a que se encuentra
involucrado en la alimentacion humana, ganadera y procesos industriales; fue
evolucionando a partir del teocintle desde hace mas de 10 mil afios y por eso se dice
gue nuestra nacion es denominada como centro de origen de esta especie, pues se
domesticd en cuatro zonas del territorio nacional, siendo el mas reconocido el que
comprende el centro y sur del pais llegando hasta América central. EI maiz pertenece
a la familia Poaceae, conocida también como “gramineas”. Su nombre cientifico es
Zea mays y se reporta que en México tenemos un poco mas de 60 razas distintas de
maiz; es una planta anual, de porte robusto sin ramificaciones y puede alcanzar 4 m
de altura, de flores son monoicas, lo que significa que su polinizacion es cruzada por
manipulacion fisica o mediante el transporte del polen por el viento. Posee hojas
lanceoladas, alternas, de raices fasciculadas y llegan a salir del suelo. Como
requerimientos ambientales tolera temperaturas de entre 14 y 40 °C, sin capacidad de
sobrevivencia a 0 °C por mas de 8 horas en el desarrollo vegetativo, con un
requerimiento de 5 mm de lamina de agua por dia, dependiendo de la etapa de
crecimiento, destacando la etapa de floracién como la mas critica. La temperatura del

suelo para germinar oscila entre los 15 a 20 °C (Arce, 2017).
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Segun el ultimo reporte publicado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, la produccidon de cereales secundarios (considerado el
maiz uno de ellos) en el afio 2020 se ha incrementado en 6.9 millones de toneladas
en el mundo (FAO, 2021) y segun el reporte del mercado del maiz de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, la estimacion de consumo aument6 en México 0.7 % en

el 2019/2020 en comparacion al ciclo 2017/2018

México ocupa el séptimo lugar en la produccion de maiz a nivel mundial y su principal
ciclo productivo es el de primavera-verano con el 71.5 % de la produccién anual; en
este ciclo, alrededor del 70 % se siembra bajo condiciones de temporal. Con relacién
a los tipos de maiz, la mayor produccién corresponde para el maiz blanco, el cual se
destina principalmente para la alimentacion humana en la produccion de tortillas,
tamales, aceites. El maiz amarillo se utiliza principalmente para la alimentacién animal
y en menor medida para consumo humano. La produccién de los maices pigmentados
se reduce a la produccion para el consumo comunitario, aunque en los ultimos afios

ha cobrado mayor relevancia por sus propiedades nutracéuticas (CIMA, 2020).

En el afio 2019, el maiz tuvo una produccién de 27.6 millones de toneladas y se estima
gue debido a las sequias del ultimo periodo de produccién del ciclo otofio/invierno del
2019/2020, los reportes de produccion del 2020, cierren con 4.5 % menos, con un
aproximado de 26.4 millones; las repercusiones que esto tiene en la economia

mexicana, se ven reflejadas en la cantidad de maiz que es necesario importar y de
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como se aleja de la autosuficiencia, quedando a la expectativa del precio del maiz a
nivel internacional; esta tendencia de altibajos, se observa desde afios atras, haciendo
responsable al cambio climético y a la ausencia en la inversion dirigida a combatir
estos efectos en materia de adaptacion abiotica de este cultivo en el pais (Del Pilar-

Martinez, 2020).

2.2 Uso de Nuevas Tecnologias, Efectos de Nanoparticulas en Ecosistemas
Hoy en dia, entender el mundo y sus problematicas se ha vuelto un desafio, por lo
tanto, el uso de nuevas tecnologias permite encontrar soluciones novedosas para
mitigar las consecuencias de las actividades humanas. La nanotecnologia forma parte
de estas nuevas tecnologias, es un campo multidisciplinario combinando diferentes
disciplinas como la quimica, fisica y biologia. Las nanoparticulas (NP’s), se presentan
en el ambiente de forma natural, en la formacion de minerales en suelos y como
productos bacterianos; las nanoparticulas tienen caracteristicas que no estan
presentes en el elemento en dimensiones normales, y su generacion implica mezclar
diferentes materiales, ademas se pueden producir en tamafios, formas, superficies,
con distintas propiedades Opticas, térmicas, eléctricas, de pureza y estabilidad,

responsables de su reactividad con la biomoléculas.

Las NP’s son agregados atémicos o moleculares con dimensiones de entre 1 a 100
nanometros (nm), que pueden modificar drasticamente sus propiedades fisicoquimicas

comparadas con el elemento a escala macrométrica. Dependiendo de su origen, se
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pueden distinguir tres tipos segun Salama (2012): Naturales, incidentales y por disefio.
Las nanoparticulas que se encuentran en la primera clasificacion han existido desde
los inicios de la Tierra y siguen presentandose en el ambiente, pueden ser: polvo
volcanico, lunar, mineral, entre otros. Las nanoparticulas incidentales, provienen del
desecho generado por actividades antropogénicas, toma lugar como resultado de
procesos industriales. La ultima clasificacion y en la que se enfoca en esta
investigacion, seran las nanoparticulas especialmente disefiadas para cierto uso, las

cuales se clasifican en cuatro tipos o grupos (Ju y Lead, 2008):

1. Los basados en materiales de carbono como los furellenos, nanotubos de

carbono de pared simple y los de pared mdltiple.

2. Los basados en metales como los puntos cuanticos, hanoparticulas de oro,

plata, zinc, aluminio, 6xido de zinc, etc.

3. Dendrimeros, los cuales son nano polimeros construidos a partir de

estructuras complejas, capaces de funcionar bajo cierta funcién quimica.

4. Los compuestos, los cuales combinan las nanoparticulas con materiales que
no se encuentran a escala nanométrica y presentan diferentes

morfologias como esferas, tubos, etc.

Las NP’s son ampliamente utilizadas en la industria y la comercializacion de productos,
lo que ha ocasionado su entrada a los ecosistemas afectando a plantas y animales;

sin embargo, sus efectos en ellos no estan del todo descritos (Rana y Kalaichelvan,
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2013). Las industrias dedicadas a las pinturas, materiales semiconductores eléctricos,
automoviles, cosméticos y medicina son las que liberan mas nanoparticulas al
ambiente debido al mal manejo de los desechos industriales y domeésticos. Hay tres
grupos de nanoparticulas mayormente distribuidas en el ambiente por las actividades
industriales, las oxido metalicas (TiO2), metalicas (Ag, ZnO, CeOz2, Cu, CuO, Al, Ni) y
las no metdlicas: fullerenos, nanotubos de carbono unicapa y multicapa (Rastogi et al.,

2017).

La aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura incluye su uso en la formulacién
de fertilizantes para incrementar el crecimiento, produccion y promover la resistencia
de la planta a condiciones ambientales; ademas, como pesticidas para el control de
enfermedades y plagas y como sensores para monitorear condiciones ambientales
como la calidad del suelo (Servin et al., 2015); las NP’s mayormente estudiadas son
las metalicas y 6xido metalicas por su extenso uso en la industria; un ejemplo de ellas
son las compuestas por dioxido de titanio, plata, 6xido de zinc, diéxido de cerio, cobre,
aluminio, niquel y hierro; algunas NP’s no metalicas como los nanotubos de carbonos
y los fullerenos también han sido estudiados para evaluar su efecto téxico en las
plantas, aunque otros estudios han demostrado ademas un efecto benéfico (Tripathi

et al., 2015).

2.3 Ejemplos de la Aplicacién de Nanoparticulas en los Cultivos
En un estudio con arroz (Oryza sativa), se evalud la aplicacion de nanoparticulas de
plata de 18 nm, con periodos de tres riegos constantes durante siete dias. Los
resultados demostraron que una alta concentraciéon de NP’s penetran la pared celular
y generan dafios en las vacuolas, a diferencia que cuando se tenian en una baja
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concentracion. Las NP’s de plata a concentraciones de 30 yg mL™, aceleraron el
crecimiento de las raices, mientras que en concentraciones de 60 ug mLtinhibieron
la capacidad de la raiz para crecer (Mirzajani et al., 2013). Otro estudio realizado por
Cvjetko et al. (2017) demostraron una relacion inversa entre el tamafio de las NP’s de
plata y la toxicidad, ya que las NP’s pequefias provocaron mayor toxicidad en

comparacion con aquellas de tamafio mayor.

En otro estudio donde se expusieron plantas de maiz a nanotubos de carbono, el
cultivo no manifestd sintomas de estrés ligado a la exposicién de dicha nanoparticula;
sin embargo, presentaba translocacion de los nanotubos del suelo a la raiz, tallo y
hojas. Un futuro enfoque de estudio es agregar grupos funcionales activos en la
superficie de estos nanotubos para la toma de nutrientes en las plantas, haciendo una

funcién de transporte de dichas NP’s (Cano et al., 2016).

En un estudio realizado por Lahiani et al. (2013) se analizaron tres concentraciones de
nanotubos de carbono de pared multiple de 15-40 nm de didmetro, suplementando el
medio MS con los nanotubos de carbono a 50, 100 y 200 yg mL1y por aspersion a la
semilla de maiz a 25, 50 y 100 ug mL™. Las evaluaciones para el primer experimento
resultaron al 10° y 11° dia, donde la tasa de germinacion y crecimiento se incremento
significativamente en las concentraciones de 100 y 200 yg mL", comparadas con el
control (sin tratamiento de nanoparticulas) y la menor concentracién a 50 ug mL™,

estos mismos resultados se observaron en el segundo experimento de esta
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investigacion, donde la aspersion de la semilla se evalu6 para las mismas variables,

teniendo mejores resultados en las dos concentraciones mas altas.

2.4 Metabolismo Secundario y el Efecto de la Aplicacion de Nanoparticulas
El metabolismo se define como el conjunto de reacciones quimica realizadas por las
células de los seres vivos, para sintetizar sustancias complejas o para degradar
sustancias complejas y obtener las simples, esto con el fin de llevar a cabo su ciclo de
vida. Las plantas, ademas del metabolismo primario, el cual se presenta en todos los
seres vivos, poseen un metabolismo secundario (Figura 1), lo que les permite producir
compuestos que desempeiian funciones ecologicas, medicinales, pesticidas, de
pigmentacibn y aroma, entre muchas otras, estos se denominan metabolitos
secundarios; los metabolitos secundarios no presentan una funcién Unica y definida y
se encuentran distribuidos en el reino vegetal, presentandose indistintamente en los

grupos de plantas.
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Figura 1. Vias del metabolismo secundario de las plantas que producen los tres tipos
generales de compuestos secundarios: productos nitrogenados, productos fendlicos,
y terpenoides. También se muestra su relaciébn con el metabolismo primario.
"Secondary Metabolites and Plant Defense". En: Plant Physiology, Fourth
Edition. Sinauer Associates, Inc. 2006. Capitulo 13.

Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales:

1) Terpenos.
2) Compuestos fenalicos.
3) Glicésidos.

4) Alcaloides.
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Los compuestos fenodlicos contienen al menos un grupo fenol y un grupo hidroxilo en
su estructura (Figura 2) comprende moléculas sencillas como acidos fendlicos hasta
polimeros como lignina y taninos. Las rutas basicas implicadas en su formacién, son
la del acido maldnico (poco empleada por plantas) y la del acido siquimico (ruta que
desencadena la produccién de compuestos fendlicos derivados de aminoacidos
aromaticos); en esta ruta se sintetizan la mayor parte de los compuestos fenélicos en
las plantas, los precursores de &acido siquimico son la eritrosa-4-P y &cido
fosfoenolpiravico, posterior al acido siquimico se producen aminoacidos aromaticos

como la fenilalanina, de donde se derivan la mayoria de los compuestos fendlicos.

OH
[

Figura 2. Anillo de fenol e hidroxilo que conforma principalmente a todos los
compuestos fendlicos.

Este aminoacido se incorpora a la dieta animal, clasificado como aminoacido esencial
(Garcia y Carril, 2011). Estos compuestos se denominan comercialmente como
antioxidantes y tienen como funcion proteger del deterioro que causan los radicales
libres oxidantes y son reconocidos por prevenir enfermedades y mejorar la salud
humana. El maiz, contiene una gran variedad de compuestos antioxidantes y se

producen tanto en el grano, el cual es el producto de interés en la produccion comercial
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de maiz, como en el rastrojo que queda una vez cosechada la mazorca y es
considerado desecho; de este rastrojo, que en México asciende a mas de 25 millones
de toneladas, es posible encontrar fuentes de compuestos fendlicos, el cual pueda dar
valor agregado a productos comerciales como cosméticos, alimentacion y en la

industria farmacéutica (Vazquez et al., 2017).

En cuanto a la funcionalidad de este metabolismo secundario y su relacién con la
aplicaciéon de nanoparticulas, autores como Tripathi et al. (2017) demostraron un
efecto benéfico ocasionado por las NP’s de plata, el cual se vio reflejado en la
produccion de enzimas oxidantes y moléculas antioxidantes como un mecanismo de
adaptacion. Las NP’s de cobre y 6xido de cobre son otro modelo de estudio importante,
pues una alta concentracion de estas provoco un desarrollo deficiente de la raiz de
ciertos cultivos (Adhikari et al., 2012). Por otra parte, las NP’s de cobre han mostrado
tener incidencia en la mejora de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en plantas de cebada (Shaw et al., 2014) y diferentes compuestos antioxidantes se
incrementaron significativamente en plantas de lenteja y cebada (Song et al., 2016).
La exposicién a nanotubos de carbono de pared multiple en concentracion de 100 y
250 yg mL?t en Satureja khuzestanica provocaron cambios en la biosintesis de
metabolitos secundarios, con mayor énfasis en compuestos fendlicos totales con
relacion al control. En conclusion, los contenidos totales de flavonoides y fendlicos
alcanzaron un valor de hasta 2.6 a una concentracién de 100 ug mL*de MWNT, en

comparacion con el control (Lahiani et al., 2013; Ghorbanpour y Hadian, 2015).
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Con base a esta secuencia de aplicar nanoparticulas y observar cambios en la
produccion de metabolitos secundarios, es que los enfoques en la produccion de
nuevos fertilizantes incluyen el uso de nanoparticulas, ya que el uso de enzimas
antioxidantes, alta producciéon de metabolitos secundarios, ajustes osmoticos y
cambios en la elasticidad de los tejidos celulares han sido las estrategias utilizadas
para aquellas especies vegetales que se encuentran en la clasificacién de “Plantas
tolerantes a sequia” (Varela et al., 2016), por lo que en esta investigacion se busca
poder sentar las bases en el control este mecanismo, a través del factor externo de la

aplicacion de nanoparticulas en el cultivo de maiz.

2.5 Actividad Antioxidante
El desarrollo de una planta esta estrechamente relacionado con un 6ptimo ambiente,
considerando aspectos nutrimentales, bidticos y abioticos; cuando uno de estos se ve
alterado, se presenta lo que denominamos, estrés. La respuesta de la planta al estrés
varia segun la intensidad de este y se manifiesta en el metabolismo de la planta, en el
incremento de la fotorrespiraciéon, alteracion en la cadena transportadora de
electrones, inhibiciéon en la fotosintesis y reduccion en la produccién de biomasa,
también los ciclos celulares se ven alterados y la estructura celular se altera para
amortiguar los efectos del estrés. Los estrés de tipo abidtico, principalmente son los
relacionados al déficit de agua, salinidad, congelacion, altas temperaturas y estrés
oxidativo; en esta investigacion toma importancia el relacionado al estrés hidrico y de
altas temperaturas, ya que son las principales causas de pérdidas y déficit en la
produccion de maiz a nivel nacional (Pandey et al., 2017). Un aspecto importante del
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estrés en la planta es la presencia de las especies reactivas de oxigeno (ERO), ya que
en bajas concentraciones, juegan un papel importante en las actividades funcionales
en la planta en diferentes estados fenologicos; sin embargo, cuando su concentracion
aumenta como resultado de alteraciones en el organismo en respuesta del estrés, se
llega a lo que conocemos como estrés oxidativo, el cual se define como el dafio
provocado por el efecto de especies quimicas reactivas, producto de la reduccion del

oxigeno molecular que pueden ser radicales libres (Peralta y Volke, 2012).

Las plantas tienen un sistema antioxidante el cual se encarga de mantener la
homeostasis de las ERO, este sistema tiene dos componentes: 1) no enzimaticos
como los compuestos de acido ascorbico, carotenoides, compuestos fendlicos, etc.
Los cuales tienen efectos antioxidantes estabilizando las altas concentraciones de
ERO. 2) enziméticos en los que se incluyen las enzimas superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), Ascorbato peroxidasa (APX), glutation s transferasa (GST) entre las

mas conocidas (Silva et al., 2019).

Una vez formadas las especies reactivas de oxigeno, el complejo sistema de actividad
antioxidante y la producciéon de diferentes metabolitos son los encargados de
desintoxicar a la planta de estas moléculas, las cuales provocan los dafios a nivel
celulares que en muchos casos llevardn a la muerte celular y afectaciones en los
cultivos (Feitosa et al., 2009). El alivio del estrés abidtico, el cual incluye efectos de

sequia y altas temperaturas es frecuentemente asociado al uso de nanoparticulas en
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la mejora de los sistemas enzimaticos. Sun et al. (2020) probaron que la aplicacion de
nanoparticulas de 6xido de zinc (100 mg L) en el sustrato del cultivo de maiz inducen
una tolerancia a sequia, teniendo efectos en el incremento de la actividad enzimatica
SOD, CAT y APX, las cuales redujeron los niveles de la molécula de peroxido de
hidrogeno bajo condiciones de sequia. Por otro lado, Shah et al. (2021) confirmaron
gue el pretratamiento de semillas maiz con nanoparticulas de éxido de titanio a 60 mg
L1 resultaron con una incremento en el contenido de metabolitos secundarios,

actividad CAT y SOD bajo condiciones de estrés salino.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Material Vegetal

Se utilizaron tres genotipos mejorados de maiz para la fase de experimentacion 1y 2
con el fin de disminuir la variabilidad genética dentro de la poblacion y poder determinar
con mayor precision las variaciones causadas por la aplicacién de las nanoparticulas;
los genotipos utilizados fueron:

1) Hibrido de maiz morado: Negro carioca.

2) Hibrido de maiz amarillo: Amarillo zanahoria.

3) Hibrido de maiz blanco: Pioneer P3057W

Para el tercer experimento en charolas de germinacion, se utilizaron dos genotipos los
cuales se describen a continuacion:
1) Maiz morado: Morado San Luis

2) Maiz blanco: Blanco Hualahuises
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3.2 Material no Vegetal.
En los experimentos, tanto de campo como los de charolas de germinacion, se
utilizaron tres nanoparticulas: 1) Nanotubos de carbono de pared multiple (MWNT’s)
funcionalizados con OH, 2) Nanotubos de carbono de pared multiple (MWNT’s)
funcionalizados con Magnesio y 3) Una nanoparticula metalica de MgO. Las

nanoparticulas fueron adquiridas de la empresa Galippsso Trading®.

3.3 Métodos

3.3.1 Establecimiento del Ensayo de Campo

Los trabajos se realizaron en las instalaciones de la Facultad de Agronomia, tanto en
la Unidad Académica de Marin ubicada en Marin, N.L. asi como en los Laboratorios
de Biotecnologia y de Quimica y Bioquimica en el campus de Ciencias Agropecuarias
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, ubicada en

el municipio de General Escobedo, N.L.

En esta primera fase se utiliz6 un disefio experimental de parcelas subdivididas,
utilizando como parcela grande los tres genotipos ya mencionados (Amarillo HIT-24,
Negro coriaca y Pioneer P3057W), como parcela mediana se utilizaron las
nanoparticulas, desde ahora, se mencionaran como MWNT’s-OH, MWCNT’s-MgO y
Np-MgO (Nanotubos de carbono de pared mudltiple funcionalizados con OH, Mg y

metalica de MgO, respectivamente); y como parcela chica se utilizaron las
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concentraciones (100 mg L, 150 mg Lty 250 mg L) seleccionadas con base a los

trabajos de Lahiani et al. (2013) y Hatami et al. (2016).

Previo a la siembra, se aplicé gallinaza al suelo a una concentracién de 3 ton ha'. Se
realizd una aplicacion de herbicida preemergente con 2 kg de atrazin en 300 L de agua
ha' (6.6 g L'1). Después de la siembra se colocé un sistema de riego por goteo y el 2
de marzo se aplic6 Lambda cyhalotrina con una dosis de 30 g ha! (En una
concentracion de 0.2 g L!) para mantener al cultivo libre del ataque de patégenos
como el gusano cogollero, arafia roja, y gusano trozador, que pudieran afectar al buen

desarrollo del cultivo.

Para llevar a cabo la aplicacion de las NP’s, se inicié con la imbibicion de la semilla en
cada uno de los tratamientos durante 24 h. Este Proceso de imbibicion se llevé a cabo
el dia 30 de enero de 2020 y posteriormente la semilla se puso a germinar en charolas
de germinacion de 20 X 10 (200 plantas por charolas) bajo condiciones controladas
para mitigar los efectos de bajas temperaturas en la Unidad Académica Marin. A los
18 dias después (17 de febrero del 2020) se realiz6 el trasplante de las charolas de
germinacion al lote experimental, correspondiente al ciclo de otofio-invierno del 2019-
2020. El trasplante se realizo en surcos a 0.8 m de separacion y una distancia entre
plantas de 0.20 m. La unidad experimental fue de 4 surcos de 5 m de largo utilizando

tres repeticiones.
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3.3.1.1. Aplicacién de los Tratamientos

Posteriormente, para las aplicaciones de las NP’s en campo, se prepararon
suspensiones utilizando agua corriente; las suspensiones se homogeneizaron con un
sonicador de sonda (Qsonica, CT, USA) durante 30 min a 120 voltios, 3 amperios y 50
a 60 GHz, tal como lo realiz6 (Garcia-Lopez et al. 2018) Estas actividades se realizaron
en el laboratorio de Quimica y Bioquimica en el campus de Ciencias Agropecuarias de
la Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, ubicada en el

municipio de General Escobedo, N.L.

Las aplicaciones de las nanoparticulas en campo después del trasplante se realizaron
en las siguientes etapas del desarrollo: 1) Etapa V3-V4 y 2) Etapa V7-V8, (segun la
clasificacion de la Universidad de lowa, 2008) mediante aplicacion foliar segun la
metodologia usada por Ghorbanpour et al. (2015) y Lahiani et al. (2013) quiénes
evaluaron la aplicaciéon de MWNT'’s, a 250 mg L. La aplicacién de las nanoparticulas

se realiz6 utilizando atomizadores comerciales con capacidad de un litro.

3.3.1.2 Toma de Muestras

El 7 de junio de 2020 se realizaron muestreos de las laminas y vainas de la hoja de la
mazorca de 10 plantas por unidad experimental formandose una muestra compuesta
de las 10 hojas y vainas, de tal manera que se tuvo una muestra compuesta de cada

unidad experimental para la determinacion de actividad antioxidante catalasa.
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Para su posterior analisis, las laminas de la hoja de la mazorca, por cada unidad
experimental se mezclaron y se prepardé un compuesto de 3 g a partir del cual se
realizaran los ensayos de extraccion de compuestos fendlicos y de actividad

enzimatica catalasa.

3.3.1.3 Variables Agronémicas
Se consideraron como variables de respuesta, las siguientes caracteristicas
agronomicas, las cuales resultaron de la siguiente metodologia:

2. NUumero de mazorcas: Una vez obtenido el nimero total de mazorcas de cada

unidad experimental, se dividié entre el nUmero de plantas.

N° Mazorcas U.E./N° de plantas U.E

3. Rendimiento por mazorca (RM gmz1): Una vez desgranadas las mazorcas de

la unidad experimental, se dividi6 el peso del grano (g) entre el nimero de
mazorcas.

g de grano obtenido por U.E/N° de mazorcas

4. Peso seco de 100 semillas (P100s q): Contabilizadas 100 semillas obtenidas

por unidad experimental se secaron a 80 ° C durante 72 h y se dejaron enfriar

durante 24 h, se pesaron las semilla y se registré6 como variable.
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5. Volumen de 100 semillas (V100s mL): Contabilizadas 100 semillas obtenidas

por unidad experimental se agregaron a una probeta, se agregd agua y se
registro el desplazamiento del agua observado en la probeta, el cual indica el

volumen inicial de la semilla (principio de Arquimedes).

6. Longitud de la mazorca (LM cm): Se registré la distancia en cm, de la base de

la mazorca hasta la punta de esta, de 10 mazorcas por unidad experimental y
se calculé un promedio, en aquella unidad experimental dénde el nimero de
mazorca se vio comprometido, el célculo se realiz6 con el mayor numero de

mazorcas obtenido.

7. Diametro de la mazorca (DM cm): Se registré el diametro en cm, de la parte

mas ancha de la mazorca, de 10 mazorcas por unidad experimental y se calcul6
un promedio, en aquella unidad experimental donde el nimero de mazorca se
vio comprometido, el célculo se realizé con el mayor nimero de mazorcas

obtenido.

8. Altura de la planta (AP _cm): En campo y habiendo transcurrido la floracion

masculina, se registro en cm la altura desde la base de la planta en el suelo
hasta el extremo de la espiga de 10 plantas por unidad experimental, se calculd

un promedio y se utilizé el dato obtenido.
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9. Altura de la mazorca. (AM cm): En campo y habiendo transcurrido la floracion

masculina, se registré6 en cm la altura desde la base de la planta en el suelo
hasta la base de la mazorca primaria (en caso de que se presentaran mazorcas
secundarias) de 10 plantas por unidad experimental, se calculé un promedio y

se utilizé el dato obtenido.

3.3.2 Establecimiento del Ensayo en Charolas de Germinacion.

Se desarroll6 un experimento en charolas de germinacién. Este trabajo consistio en la
aplicacion de las NP’s, al momento de la imbibicion de la semilla en cada uno de los
tratamientos durante 24 h el 25 de agosto 2020; posteriormente la semilla se puso a
germinar en charolas de germinaciéon de 5 X 10 (50 plantas por charolas) bajo
condiciones controladas en la Unidad Académica Marin y a los 10 dias se midieron 11
variables las cuales se describen a continuacién: La unidad experimental de cada
tratamiento estuvo compuesta por 20 plantulas y el disefio experimental utilizado fue

el de parcelas subdivididas con el fin de homologar los analisis estadisticos.

3.3.2.1 Variables Agronémicas
Se consideraron como variables de respuesta, las siguientes caracteristicas
agronomicas en tres partes de las plantulas, (parte aérea, resto del endospermo y

raiz), las cuales resultaron de la siguiente metodologia,
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10.Largo de plantula (LP cm): Se consider6 el promedio de 10 plantas por unidad

experimental en funcion de aquella fraccion de la planta que se encuentra al
extremo superior al endospermo, incluyendo el mesocotilo de la planta y en

direccién a la ultima hoja de la plantula, el resultado se registré en cm.

Largo de raiz (LR cm): Se considero el promedio de 10 plantas por unidad experimental

en funcién de aquella fraccidn de la planta que se encuentra al extremo inferior al

endospermo y en direccidn a la punta de las raices, el resultado se registré en cm.

Peso seco de plantula (PSP _mq): Se considerd el promedio del peso en mg de 10

plantulas por unidad experimental en funcion de aquella fraccion de la planta que se
encuentra al extremo superior al endospermo incluyendo el mesocotilo de la planta y

en direccién a la ultima hoja de la plantula, al secarse por 80°C durante 72 h.

11.Peso seco de raiz (PSR mq): Se consideré el promedio del peso en mg de 10

plantas por unidad experimental en funcidén de aquella fraccidén de la planta que
se encuentra extremo inferior al endospermo y en direccion a la punta de las

raices, al secarse por 80°C durante 72 hh.

12.Materia seca de la semilla (MSS, mg): Dato obtenido en mgesemilla’ resultado

del peso de 20 semillas menos el % de humedad (se registro el peso en fresco
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de la semilla y se secaron a 80 ° durante 72 h y nuevamente se registro el peso
en mg, la diferencia en pesos hace referencia al % de agua contenido en la
semillas fresca y el cual fue removido después de las 72 h), este dato se dividio

entre 20 para obtener las unidades mencionadas.

13.Materia seca del endospermo (MSE, mgeendospermo): se expresd en

mgeendospermo'y es el resultado de la diferencia entre el peso de la seccién
de 10 endospermos por unidad experimental, antes y después antes de incubar

a 80 °C.

14.Reduccidn de reservas de la semilla (RRS, mq): Utilizando los datos obtenidos

de la variable MSE y MSS se calculd la diferencia entre cuanta materia seca
tiene la semilla y cuanta materia seca tiene el endospermo, determina cuanto
se redujeron las reservas de la semilla para producir al endospermo, los

resultados se expresan en mgemg-1.

RRS = MSS — MSE

15.Materia seca de plantula (DMSL mgeplantula): Es el valor obtenido del peso

seco de la parte aérea y las raices de las plantas, sin el endospermo.

16.Eficiencia de conversion de la reserva de la semilla (ECRS, mgemg?l):

Determinacion de cuanta materia seca tenia la semilla al comienzo de la prueba
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y qué cantidad de esa masa se convirtid en materia seca de plantula, es la
relacion entre la materia seca de la plantula y la reduccion en las reservas de la

semilla, los resultados se expresan en mgemg-1.

ECRS = MSP/RRS

Tasa de reduccién de reservas de las semillas (TRRS %): Esta relacion permite la

identificacion de la cantidad de masa que se ha eliminado del tejido de reserva para
mantener el metabolismo y para el desarrollo de la plantula durante el periodo de dias
en las que se mantuvieron en las charolas las plantulas. Evalla la reduccién real de
las reservas, siendo una variable mas confiable y comparable, ya que no esta

influenciada por factores externos como la masa seca de la semilla.

RRS
TRRS = * 100
MSS

17.Tasa de movilizacién de reservas a la plantula (TMRP %): Representa cuanto

se uso realmente para el crecimiento y desarrollo del eje embrionario durante la
germinacion. Se obtiene de la relacion de la materia seca de la plantula (MSP)

y la materia seca de la semilla (MSS) y el resultado se expresa en porcentaje.

* 100

MSP
TMRP =
MSS

18. Gasto energético (GE %): Se refiere a la resta de Materia seca del endospermo

(MSE), la materia la plantula (MSP) de la materia seca de la semilla (MSS). Este

dato se expresa en mg y se transforma a porcentaje.
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GE = MSS — MSE — MSP/MSS * 100

3.3.3 Establecimiento del Ensayo de Charolas de Germinacion con Aplicacion de
Estrés de Sequia y Alta Temperatura.

Se desarrolld un experimento en charolas de germinacion. Este trabajo inici6 con la
aplicacion de las NP’s, en la imbibicién de la semilla en cada uno de los tratamientos
durante 24 h el 27 de marzo de 2021; posteriormente la semilla se puso a germinar en
charolas de germinacion de 5 X 10 (50 plantas por charolas) bajo condiciones
controladas en la Unidad Académica Marin y a los 15 dias, se dividieron en tres grupos
de charolas, grupos a los cuales se les aplicaron los siguientes tratamientos:

1. Alta temperatura: Los genotipos de maiz para este experimento fueron dos, el Maiz
Blanco Hualahuises y Maiz Morado San Luis, las altas temperaturas que se manejaron
fueron para el periodo de la noche, debido a que es cuando las temperaturas tienen
mayor efecto en el crecimiento de las plantas. Las temperaturas nocturnas registradas
al ambiente fueron de 17 + 3 °C; durante esta investigacion el estrés de alta
temperatura fue aplicado durante la noche con el uso de calentadores, provocando un
ambiente con una temperatura de 25 £2 °C. Tratamiento aplicado durante periodos de
12 horas nocturnas, ya que, durante el dia, las plantas eran movidas al exterior para

mantener en igualdad de condiciones con respecto al tratamiento testigo.

2. Sequia: Tratamiento que consistio en pausar el riego desde el 12 de abril hasta el

23 de abiril, fecha en la que se registraron las variables agronémicas.
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3. Condiciones normales, grupo control de plantulas donde la temperatura y el riego

no se vieron afectados a las condiciones ambientales.

3.3.3.1 Variables Agronémicas

Se consideraron como variables de respuesta, las siguientes -caracteristicas

agronomicas en tres partes de las plantulas (parte aérea, resto del endospermo y

raiz), las cuales resultaron de la siguiente metodologia:

19.

20.

21.

22.

Largo total de plantula (LTP cm): Se consideré el promedio de 10 de plantas por

unidad experimental, incluye la medida de extremo a extremo de la plantula

(incluyendo Raiz y parte aérea), el resultado se registré en cm.

Largo de plantula (LP cm): Se consideré el promedio de 10 plantas por unidad

experimental en funcién de aquella fraccidon de la planta que se encuentra al
extremo superior al endospermo, incluyendo el mesocotilo de la planta y en

direccién a la ultima hoja de la plantula, el resultado se registré en cm.

Largo de raiz (LR cm): Se consider6 el promedio de 10 plantas por unidad

experimental en funcion de aquella fraccion de la planta que se encuentra al
extremo inferior al endospermo y en direccion a la punta de las raices, el

resultado se registroé en cm.

Peso seco de plantula (PSP mq): Se considerd el promedio del peso en mg de

10 plantas por unidad experimental en funcién de aquella fraccion de la planta
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gue se encuentra al extremo superior al endospermo incluyendo el mesocotilo
de la planta y en direccion a la ultima hoja de la plantula, al secarse por 80°C

durante 72 h.

23.Peso seco de raiz (PSR mq): Se considero el promedio del peso en mg de 10

plantas por unidad experimental en funcion de aquella fraccion de la planta que
se encuentra extremo inferior al endospermo y en direccion a la punta de las

raices, al secarse por 80°C durante 72 h.

24.Peso seco de semilla: se expresé en mgeendospermo'y es el resultado del

promedio de 10 endospermos por unidad experimental después de incubar a

80 °C.
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3.4 Andlisis Estadistico

El disefio experimental utilizado en los tres ensayos fue de un parcelas

subdivididas, utilizando como parcela grande los genotipos, parcela mediana las

nanoparticulas y la parcela chica las concentraciones evaluadas. El modelo estadistico

utilizado en los tres experimentos fue el siguiente: Yik= p + fi + SSj +

+ hkhk +

(shsh)j + gik(b) + mimi + (smsm)j + (hm)x + (shmshm)jx + gik; Sin embargo, debido al

uso de un testigo absoluto, es decir sin aplicacion de nanoparticulas, el modelo

estadistico utilizado fue el correspondiente a un parcelas divididas: Yik=pu + Bi+ Fj+

eij (@) + Vk + (FV)ik + eik(b)

Para parcelas subdivididas:

Yijk: Es la observacion correspondiente

al i-ésimo tratamiento principal.

u: Es la media general.

Bi: Es el efecto del i-ésimo tratamiento

principal.

ssj: Es el efecto del j-ésimo bloque.

gij: Es el error (a) nivel de la parcela

principal.

hkhk: Es el efecto del k-ésimo

tratamiento secundario.
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(shsh)jk: Es el efecto de la ik-ésima

interaccion t X t.

gijk(b): Es el error (b), a nivel de la

subparcela.

mimi: Es el efecto del I-ésimo

tratamiento terciario.

(smsm)jl: Es el efecto de la il-ésima

interaccion t X t.

(hm)kl: Es el efecto de la kl-ésima

interaccion t X t.



(shmshm)jkl: Es el efecto de la ikl-ésima

interaccion.

Para parcela divididas:
Yijk es la observacion en la labranza
j, en la humedad k, en el bloque i

W: es la media verdadera general

Bi: es el efecto del bloque i

Fij: es el efecto del nivel j de fechas

eij(a): es el error experimental de la i |-

ésima parcela grande para fechas
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gijkl: Es el error (c) a nivel de la

subparcela.

Vk: es el efecto del nivel k de
variedades

FVjk: es el efecto de la interaccion de
la labranza j y humedad k

eijk(b): es el error experimental de la i j

k-ésima subparcela



3.5 Analisis de Enzimas Antioxidantes

3.5.1 Extraccion de la Enzimas Antioxidantes.

Para llevar a cabo el analisis de actividad de enzimas antioxidantes, se generd una
muestra compuesta de las 10 hojas de la mazorca y se macer6 en nitrogeno liquido
para cada unidad experimental. Se pesaron 200 mg de la muestra en un tubo
eppendorf de 2 mL y posteriormente se agregaron 1.2 mL de buffer de fosfato de
potasio [0.2 M, pH 7 con EDTA 0.01M] y se centrifugé a 15,000 rpm durante 20 minutos
a 4 °C. El sobrenadante se recuperd y almacené en refrigeracion, mientras que el pellet
fue suspendido en 0.8 mL del mismo buffer y se centrifugé nuevamente a 15,000 rpm

durante 15 minutos a 4 °C.

3.5.2 Evaluacién de actividad enzimatica CAT
La actividad antioxidante se determin6 de acuerdo con la metodologia de Nakano y
Asada (1981). Previo al andlisis, se ajusté el espectrofotometro a 240 nm, y se

programo para hacer lecturas a intervalo de 30 s, por un tiempo de 90 s.

La solucion de la reaccion fue de 1 mL, estuvo compuesta de 15 pL de extracto de
proteina, 965 L del buffer y 20 uL de solucion de H20:2. Las lecturas obtenidas se
registraron y se obtuvieron las medias para utilizarse en la siguiente formula (AABS,

ABS a los 90 segundos y ABS a 0)

ACT CAT = AABS * dilucion = (VTotal/Vmuestra)/Coeficiente * [Proteina]
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Doénde:
ACT CAT= mmol mg prot*
[Proteina]= Concentracion de proteina en mg mL-1: Para llevar a cabo la cuantificacion
de proteina, se establecié una curva de calibracion por triplicado, utilizando una
solucién de albimina bovina (2 mg mL™?) utilizando concentraciones de 0 a 2 mg mL™?,
con intervalo de 0.2 mg mL™, reactivo de Lowry (carbonato sédico al 2 % en NaOH a
0.1 M, sulfato cuprico al 1 % y tartrato sddico — potasico al 2 %) y reactivo de Folin-
Ciocalteu en una relacién 1:2 utilizando agua destilada, con tiempos de reposo de 10
antes del reactivo Folin-Ciocalteu y 45 minutos una vez aplicado este Gltimo a completa
oscuridad, se realizan lecturas a 700 nm en un volumen de 1.2 mL; técnica de Lowry,
estandarizada en el laboratorio de biotecnologia de la Facultad de Agronomia, de la
UANL, donde los ensayos fueron realizados (Lowry et al., 1951)
VTotal= Equivale al volumen de la muestra + volumen del medio de reaccion.AABS
min-: Variacion de la absorbancia por 90 segundos.
Coeficiente= Coeficiente de extincion molar del H202 de= 40 Mcm (moles por

centimetro)

3.5.3 Cuantificacion de Compuestos Fendlicos Totales.
Para llevar a cabo la cuantificacion de polifenoles totales, se establecié una curva de
calibracién por triplicado, utilizando una solucién de &cido gélico (0.1 mg mL%)

utilizando concentraciones de 0 a 160 mg mL, con intervalo de 20 mg mL.
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La determinacion de fenoles se realiz6 diluyendo el extracto de proteina (1:10)
obtenido con la técnica anteriormente mencionada; se utilizaron 20 uL de esta soluciony
se agregaron 1980 uL de agua destilada. Se prepar6 una solucion a 1 N del reactivo
Folin-Ciocalteu tomando 10 mL del reactivo 2 N y se diluy6é en 10 mL de agua destilada.
A cada uno de los estandares y muestras previamente preparados, se adicionaron 250
uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1 N. Seguido del procedimiento anterior, se adicionaron
1250 pL de Na2COs al 20 % y se dejo reposar por 2 h en la oscuridad, posteriormente
se midié la absorbancia a 760 nm. Los resultados se reportaron en mg equivalentes

de acido galico por g de muestra (mgEAG g?)
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ensayo de Campo
De acuerdo con los resultados del andlisis de varianza (Cuadro 1), se observa que
todas las variables, excepto la altura de la planta, resultaron con diferencia altamente
significativa para el factor Genotipo, mientras que el factor Nanoparticula (NP) no
resulté con significancia estadistica para ninguna de las variables. Para el factor
Concentracion, el numero de mazorcas, rendimiento por mazorca, la longitud y el
diametro de la mazorca tuvieron significancia estadistica. Para las interacciones
simples, se presentd significancia en la interaccion Concentracion X NP en las
variables rendimiento por mazorca, peso de 100 semillas, longitud y diametro de la
mazorca (RM, P100s, LM, DM, respectivamente); para la interaccion Concentracion X,
Genotipo, las variables con significancia estadistica fueron, peso de 100 semillas,
volumen de 100 semillas y la longitud de la mazorca (P100s, V100s, LM,
respectivamente) y por ultimo la interaccion doble, Genotipo X NP X Concentracion
mostro significancia para las variables peso de 100 semillas, volumen de 100 semillas

y diametro de la mazorca (P100s, V100s y DM, respectivamente) .
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Cuadro 1. Valores de cuadrados medios de las variables agronémicas y de rendimiento
en el andlisis de varianza (p < 0.05).

N RM? P100s?  V100s* LM* DM°  AP®  Am’

N° Mazorcas gmz?! g mL cm cm cm cm

Genotipo 1972.99%* 31300.14** 758.48** 491.39** 38.19* 14.26* 566 899.1*

Error a 71.34 425.2 1491 906 18 021 9949 66.41

NP 230.51 918.48 1.91 019 139 052 57.16 10.78

Genotipo*NP 206.81 712.02 13 827 403 019 23234 8672

Error b 109.51 28212 2277 1747 155 014 109.33 3858

Concentracién 161.79*  2.89.82** 506 378 27* 110%* 11412 8833

Concentracién* NP 30.81 779.08** 16.84* 11.22  2.38** 0.28** 39.5 114.12

Concentracion* 38.46 18217  23.83** 1541* 254* 006 14.84 24.97
Genotipo

Concentracion”NP* 11.98 137.89  37.44** 30.64** 121 0.8* 141.76 30.3
Genotipo

Error ¢ 37.76 131.45 5.33 519 061 006 113.04 5251

* p< 0.01 ** p< 0.05. RM: rendimiento por mazorca: P100s: Peso seco de 100 semillas, V100s: volumen de 100 semillas. LM:
Largo de la mazorca. DM: Diametro de la mazorca. AP: Altura de la planta. Am: Altura de la mazorca.

Considerando las interacciones dobles (Concentracion X NP X Genotipo) para la
variable de peso seco de 100 semillas (P100S, g), la comparacion de medias se
presenta en el Cuadro 2. En este cuadro se observa la gran variaciéon en el
comportamiento de los resultados en funcién de los tratamientos. El genotipo morado,
presentd los mayores valores de la variable peso seco de 100 semilla a la aplicacion
de nanoparticulas, sobresaliendo el MWCNT-OH, aplicado a 250 mg L' comparado
con el testigo (42.38 gy 17.51 g, respectivamente). Sin embargo, los datos demuestran
gue estas concentraciones tuvieron efectos negativos para NP-MgO, ya que la
aplicacion de 100 mg L™ resulté estadisticamente superior a la otras dos
concentraciones (37.74, 13.64 y 17.34 para 100, 150 y 250 mg L™, respectivamente)
y al control, denotando un posible efecto de toxicidad al incrementar las

concentraciones (Cuadro 2).

53



Cuadro 2. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la doble interaccion Genotipo X
NP X Concentracion de la variable peso seco de 100 semillas, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias estan presentados en gramos.

Maiz morado negro carioca

OmglL? 100 mg L? 150 mg L? 250 mg L?
MWCNT-OH 17.51bab Occc Ocbb 42.38aaa
MWCNT-MgO 17.51aab 7.67cbb 13.2bab 12.15bcb
NP-MgO 17.51bab 37.74aaa 13.64bab 17.34bbb
Maiz amarillo HIT-24
OmglL? 100 mg Lt 150 mg ! 250 mg L?
MWCNT-OH 20.53aaa 223aaa 21.37aaa 21.2aab
MWCNT-MgO 20.53aaa 22.74aaa 2393aaa 20.55aaa
NP-MgO 20.53aaa 2033 baa 22.6aaa 23.6aaa
Maiz blanco P3057W
OmglL? 100 mg L? 150 mg Lt 250 mg L?
MWCNT-OH 214aaa 216aaa 21.8aaa 21.63aab
MWCNT-MgO 214aaa 1944 baa 2487 aaa 23.83aaa
NP-MgO 21.4aaa 22.6bab 21.27aaa 22.13aaa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacion de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y ¢, corresponden a la comparacién de la concentracion entre las diferentes nanoparticulas y por dltimo las diferencias
representadas con a b y c corresponden a la comparacién entre los genotipos.

En los que respecta a los otros dos genotipos (maiz blanco y amarillo) la aplicacion de
las nanoparticulas y las concentraciones no resultaron con significancia estadistica,
aunque los valores para esta caracteristica fueron mayores comparadas con el

genotipo morado.

Considerando la expresion de esta variable de peso seco de 100 semillas (P100s), los
mayores valores se asocian mas con la adaptacion de los genotipos, ya que el genotipo
morado (Negro Carioca) proviene de una zona ecolégicamente diferente; estas
respuestas a la aplicacion de nanoparticulas son similares a las reportadas por Kana

et al. (2021), quienes reportaron que los efectos de la aplicacion de nanoparticulas alfa
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en Vigna unguiculata, provoc6 un incremento en la produccién de nimeros de hojas,
asi como para la materia seca de la planta; sin embargo, este efecto no se presento

en término de rendimiento en la produccion de semilla o el peso de las mismas.

Para el caso de la variable volumen de 100 semillas (V100s, mL), se observa en los
valores medios (Cuadro 3), que la aplicacion de nanoparticulas y sus concentraciones,
manifestaron el mismo comportamiento que la variable P100s. En el genotipo Negro
Carioca, la MWCNT-OH presentd los mayores valores estadisticamente en la
concentracion de 250 mg L (38.51 mL) comparados con el tratamiento control y las
concentraciones de 100 y 150 mg L. Para el caso de MWCNT-Mg no se observé una
tendencia definida, ya que los valores medios mas altos de los en las concentraciones
150 y 250 mg L fueron estadisticamente igual al testigo. Para el caso de la
nanoparticula metalica (NP-MgO), los valores medios mas altos fueron para la
concentracion de 100 mg L (30.49 mL) que resulté estadisticamente superior a la
media del testigo y de las concentraciones de 150 y 250 mg L; probablemente en
este Ultimo caso a la toxicidad que pudo presentar las altas concentraciones de esta

nanoparticula.

Para el genotipo HIT-24 (Amarillo), la comparacion de medias no presento diferencias
significativas entre NP’s o0 entre concentraciones; sin embargo, para el genotipo
P3057W (Blanco), la comparacion de medias para las nanoparticulas y sus

concentraciones se observo que la NP MWCNT-MgO presentd diferencias

55



significativas en las concentraciones a 150 y 250 mg L, resultando con mayores
valores que el testigo o la concentracion de 100 mg L (Cuadro 3). Estos resultados
contrastan con una reciente investigacion donde se analizé la aplicacion de
nanoparticulas metalicas (Cu, Fe y Co) y se observé que la aplicacion de estas
nanoparticulas se relaciona con un incremento en términos de rendimiento y en la

resistencia a sequia (Son et al., 2019).

Cuadro 3. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la doble interaccion Genotipo X
NP X Concentracion, de la variable volumen de 100 semillas, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias se encuentran expresados en
mililitros.

Maiz morado negro carioca

OmglL? 100 mg L* 150 mg L? 250 mg L?

MWCNT-OH 16.44baa Occb Ocbb 3851aaa
MWCNT-MgO 1644aaa 7.07bbb 13aab 11.73abb
NP-MgO 16.44baa 3049aaa 11.49bab 12.49bbb

Maiz amarillo HIT-24
OmglL!  100mgL?! 150 mg L! 250 mg L!

MWCNT-OH 18aaa 20.67aaa 18.67aaa 19aab
MWCNT-MgO 18aaa 19.83aaa 20.33aaa 18.33aaa
NP-MgO 18aaa 18.67aab 22aaa 21aaa
Maiz blanco P3057W

OmglL? 100 mg L? 150 mg L! 250 mg L?
MWCNT-OH 19.33aaa 1833 aaa 20aaa 19aab
MWCNT-MgO 19.33abaa 17baa 22.39aaa 20.67aaa
NP-MgO 19.33aaa 19.33aab 18.33aaa 20aaa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacion de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y ¢, corresponden a la comparacién de la concentracion entre las diferentes nanoparticulas y por dltimo las diferencias
representadas con a b y c corresponden a la comparacion entre los genotipos.

Para el caso de la variable diametro de mazorca, en el genotipo negro carioca no fue
posible determinar la comparacién de medias, ya que las mazorcas de este genotipo
no se desarrollaron correctamente. Para los otros dos genotipos, no hubo una

tendencia clara en la aplicacion de las NP’s, ya que presentaron un comportamiento,
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en general, igual que el testigo sin la aplicacion de NP, con la excepcién del genotipo
amarillo HIT-24 con la NP-MgO, ya que las tres concentraciones aplicadas (100, 150
y 250 mg L1) resultaron estadisticamente superior al control, lo que pudiera indicar un
posible uso benéfico de esta nanoparticula (Cuadro 4). Resultados similares se
presentaron en el trabajo de Hoang et al. (2019), quienes observaron en maices de
pigmentacién amarilla, que la aplicaciéon de NP de cobre tuvo efectos en la longitud de
la mazorca, mientras que nanoparticulas de cobalto, produjeron mazorcas mas cortas,
lo que indica que esta caracteristica es sensible a la aplicacion de nanoparticulas
metalicas. Para el genotipo blanco P3057W, no se observaron diferencias entre los
tratamientos y el control, por lo que es posible que la aplicaciéon de diferentes
concentraciones de estas nanoparticulas no tiene un efecto significativo en la variable
diametro de mazorca. Es importante destacar que, para esta variable, al hacer la
comparacion entre genotipos, el P3057W presentdé valores mas altos

estadisticamente, comparadas con los otros genotipos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la doble interaccion Concentracion
X NP X Genotipo, de la variable Diametro de mazorca, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias estan dados en centimetros.

Maiz morado negro carioca
OmglL? 100 mg L? 150 mg L! 250 mg L?

MWCNT-OH Oaac Obac Obac Obac
MWCNT-MgO Oaac Obac Obac Obac
NP-MgO Oaac Obac Obac Obac
Maiz amarillo HIT-24

OmglL? 100 mg L* 150mgL?  250mglL?
MWCNT-OH 3.17aab 297bbb 34aab 3.33aab

MWCNT-MgO 3.17aab 3.38aab 3.67aab 33aab
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NP-MgO 317bab  3.53aab  3.33aab 3.68aab
Maiz blanco P3057W

OmglL? 100 mg Lt 150 mg Lt 250 mg L?

MWCNT-OH 447aaa 443aaa 42aba 42aba
MWCNT-MgO 447aaa 443aaa 447aaa 48aaa
NP-MgO 447aaa 4.57aaa 467aaa 477aaa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacion de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y ¢, corresponden a la comparacion de la concentracién entre las diferentes nanoparticulas y por ltimo las diferencias
representadas con a b y ¢ corresponden a la comparacion entre los genotipos.

Las variables que presentaron significancia estadistica en la interaccion simple (dos
factores), fueron: longitud de la mazorca y rendimiento por mazorca,; los resultados de
las comparaciones de medias de la primer variable se presentan en los Cuadros 5y 6.
Para el caso de la interaccion Genotipo X Concentracion (Cuadro 5), las NP’'s MWCNT-
MgO y NP-MgO fueron las Unicas que mostraron una mayor expresion de esta variable
en las diferentes concentraciones comparadas con el testigo y siempre el genotipo

P3057W fue el mayor comparativamente con los otros genotipos de todas las

concentraciones.

Cuadro 5. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion entre Genotipo X
Concentracion, de la variable Longitud de la mazorca, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan en
centimetros.

0OmgL? 100 mg L 150 mg L 250 mg L!

Negro Carioca 12.37aa 13.44ab 13.46ab 13.02ab
HIT-24 12.37ba 14.41aab 13.97ab 14.19ab
P3057W 12.37ba 15.68aa 16.56aa 16.21aa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacién de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion de la concentracién entre los diferentes genotipos.
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Para el caso de la comparacion de medias de longitud de la mazorca para la
interaccién Concentracion X NP, se observé que dos de las NP’s (MWCNT-OH y
MWCNT-MgO) resultaron estadisticamente superior en todas las concentraciones
comparadas al tratamiento control, no asi entre ellas (Cuadro 6), demostrando con ello
los efectos positivos en la aplicacion de las NP’s, asociadas con los nanotubos de

carbono.

Cuadro 6. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccién entre NP X
Concentracion, de la variable Longitud de la mazorca, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan en
centimetros.

OmglL? 100 mg L'? 150 mg L? 250 mg L

MWCNT-OH 8.66ba 15.13aa 14.83 aa 14.13aa
MWCNT-MgO 8.66ba 13.29ab 14.13aa l46aa
NP-MgO 8.66ca 15.17 aa 1293 bb 134ba

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacién de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacién de la concentracion entre las diferentes nanoparticulas.

Para el caso de NP-MgO, la concentracion que manifestd estadisticamente los valores
medios mas alto fue la de 100 mg L1; aunque se mostraron valores medios mas altos
estadisticamente, comparadas con el control en las otras concentraciones (150 y 250
mg L), estos valores resultaron menores que el de 100 mg L, probablemente por un
efecto de toxicidad ocasionado por estas concentraciones mas altas. Resultados por
toxicidad con Nanotubos de carbono de pared mdultiple han sido reportados por otros
autores como Stampoulis et al. (2009), el cual reportd una disminucién en el 60 % en

la produccion de biomasa en la aplicacion de los MWCNT a una concentracion de 1
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gmL2, en comparacion con el control, sin esta nanoparticula. Por otro lado, Mondal et
al. (2011) concluyeron que la toxicidad parece depender de las dosis probadas en
semilla de mostaza, donde los MWCNT oxidados para su dispersion, aplicados a 6.9
mg L* provocd una reduccién en el porcentaje de germinacion del 7.6 % y una
disminucién en la produccion de biomasa de 2.2 veces menor a aquellos MWCNT

funcionalizados con pristina.

Los resultados para la variable Rendimiento por mazorca (RM), mostraron en su
comparacion de medias de la interaccion NP X Concentracion, que los nanotubos de
carbono funcionalizados con OH y MgO aplicados a altas concentraciones tienen
mejores efectos en comparacion al control (Cuadro 7); sin embargo, para la
nanoparticula metalica (NP MgO) la concentracion mas baja fue la que present6 los
valores méas altos. El uso de los nanotubos de carbono concuerda con algunos
trabajos relacionados en la evaluacion del rendimiento en maiz, arroz, etc., donde la
aplicacion de nanoparticulas de cobre produjo incrementos del rendimiento de hasta
el 20 % en el caso del maiz (Hoang et al. 2019; Chernikova et al. 2019), aunque para
la nanoparticula metalica, las altas concentraciones pudieran haber tenido efectos de
toxicidad, ya que las bajas concentraciones fueron las mejores estadisticamente

hablando.
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Cuadro 7. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccién entre NP X
Concentracion de la variable Rendimiento por mazorca, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias estan representados en gramos.

OmglL? 100 mg L 150 mg L? 250 mg L!

MWCNT-OH 246aba 17.81bb 31.71aba 3731aa
MWCNT-MgO 246ba 32.5abab 40.62 ab a 448aa

NP-MgO 246ba 45.16aa 36.16 aba 41.78 ab a

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacién de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacién de la concentracion entre las diferentes nanoparticulas.

Al hacer las comparacién entre nanopatrticulas, la media de NP-MgO fue la més alta
en la concentracion baja (45.16 g), mientras que, a concentraciones altas, la NP
asociada a Nanotubos de carbono funcionalizada fue la que expreso la media mas alta

(44.8 Q).

Para el caso de los efectos principales, los andlisis de varianza detectaron significancia
para Numero de mazorcas por unidad experimental, en el factor Genotipo y
Concentracion, y las comparaciones de medias se presentan en los Cuadros 8 y 9.
Para el factor genotipos, esta variable mostro valores estadisticamente igual entre los
genotipos P3057W y el Amarillo HIT-24, y diferentes al maiz negro carioca; esto quizas

por los efectos causados por la falta de adaptacion al ambiente de Marin, N.L.
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Cuadro 8. Comparaciéon de medias del factor principal Genotipo de la variable nUmero
de mazorcas (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima significativa, los
valores de medias de esta variable estan en nimero de mazorcas por planta.

Numero de mazorca

Genotipo Medias n E.E.
P3057W 18.79 34 1.48 a
HIT-24 13.10 26 3.87 a
Negro carioca 1.69 22 453 b

Para el caso de factor concentracion, aunque el analisis de varianza mostro
significancia, la prueba de medias no result6é con significancia estadistica, esto debido
probablemente a la diferencia en el promedio de mazorcas entre los genotipos que
mantienen un numero de medias constantes y aquel que considerablemente no
produjo mazorcas debido a su falta de adaptacion, aunque se reconoce por otros
autores, como Orak & Iptas (1999), que las diferencias para esta caracteristica pueden
atribuirse a las condiciones ambientales, al genotipo y a las aplicaciones agricolas de

fertilizante, riego, aclareo, entre otras (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion de medias del factor principal Concentraciéon (p < 0.05), de la
variable numero de mazorcas, utilizando el método de diferencia minima significativa,
los valores de medias de esta variable estan en numero de mazorcas por planta.

Numero de mazorcas

Concentracién Medias n E.E.
150 mg L'? 0.23 24 0.03 a
250 mg L 0.23 26 0.03 a
OmglL? 0.23 8 014 a
100 mg L? 0.21 25 0.03 a

62



Por ultimo, la variable altura de mazorca resulté con significancia estadistica en el
factor genotipo y su comparacion de medias muestra (Cuadro 10) que, al estar
influenciada por el genotipo (Hallauer & Miranda, 1987), el maiz blanco P3057W vy el
Negro carioca superan estadisticamente al maiz amarillo HIT-24, esto muy relacionado

al comportamiento segun los factores abiéticos de la zona donde son cultivados.

Cuadro 10. Comparacion de medias del factor principal Genotipo de la variable altura
de la mazorca (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima significativa, los
valores de medias de esta variable estan en centimetros.

Altura de la mazorca

Genotipo Medias n E.E.
Negro carioca 98.33 26 359 a
P3057W 90.93 36 136 ab
HIT-24 85.92 27 3.59 b

4.1.2 Determinacion de Compuestos Fendlicos y Actividad Antioxidante

De acuerdo con los resultados del andlisis de varianza para la determinacion de
compuestos fendlicos totales, no se encontraron diferencias significativas ya sea para
los efectos principales o bien en las interacciones entre ellos; el mismo
comportamiento se observé en la determinacion de actividad antioxidante enzimética
CAT, donde los niveles de esta enzima no se alteraron durante la aplicacion de
nanoparticulas para este ensayo; esta enzima se encuentra asociada en los procesos
de adaptacion de los cultivos, como el maiz, al estrés de tipo abiotico, su sobre
expresion, se encuentra asociada como indicador de resistencia (Li, 2016), sin

embargo, este ciclo de cultivo no fue sometido a condiciones de estrés, por lo que no
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es posible asociarles la aplicacion sobre la resistencia a sequia o altas temperaturas,

como en el caso del cobre, cobalto o hierro (Hoang et al., 2019).

Cuadro 11. Valores de cuadrados medios de las variables agronomicas y de
rendimiento (p < 0.05).

F.V CF'mgEAG g! ActCAT? (mmol mgeprot?)

Genotipo 2.66 0.2

Error a 1.36 17.08
NP 2.71 39.7
Genotipo*NP 1.29 20.81
Error b 2.73 24.78
Concentracion 1.27 34.09
Concentracion*NP 3.53 21.03
Concentraciéon*Genotipo 3.05 9.47
Concentracion*NP* Genotipo 15.10 5.57
Error 1.98 16.05

CF! mg EAG g muestra’ Compuestos fendlicos en miligramos por gramos de acido gélico con relacién a los
gramos de la muestra inicial.
ActCAT? (mmol mgeprot?): Actividad enzimatica catalasa en milimoles por miligramos de proteina

4.2 Ensayo en Charolas de Germinacion.
De acuerdo con los resultados del analisis de varianza (Cuadro 12), se observa que
las variables: Peso seco de plantula (PSP), Reduccién de las reservas de la semilla
(RRS), Eficiencia de conversién de las reservas de la semilla (ECRS), Tasa de
reduccion de reservas de la semilla (TRRS), Tasa de movilizacion de reservas a la
plantula (TMRP) y el Gasto energético (GE) resultaron con diferencia altamente
significativa para el factor Genotipo, mientras que para el factor Nanoparticula, las
variables que resultaron con diferencias significativas fueron para el Peso seco de raiz

(PSR), Materia seca de la semilla (MSS), y la Reduccion de reservas de la semilla
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(RRS), y con diferencia altamente significativa se present6 en Peso seco de raiz (PSR)
y Materia seca de semilla (PSS). Por ultimo, para el factor Concentracion, el Peso seco
de plantula (PSP), Materia seca de la semilla (PSS), Reduccién de reservas de la
semilla (RRS), Eficiencia de conversion de reservas de la semilla (ECRS), la Tasa de
reduccion de reservas de la semilla (TRRS), Tasa de movilizacion de reservas a la

plantula (TMRP) y gasto energético (GE) tuvieron significancia estadistica.
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Cuadro 12.

Valores de cuadrados medios de las variables consideradas en el estudio de charolas.

1 2 3 3 5 . 8 9 10

Fv LP LR PSP PSR MSS MSE mg RRS mg Mspmg ECRS®  TRRS® TMRPY oy

mmeplantula mmeplantula mg mg mg endospermo mgemg-1. % %

Genotipo 3.64 0.26 148539 69192.66* 65192828.25¢  32374.7  637930007.88* 383669.84 0.0021**  0.02*  0.28* 0.32*
Error a 11.32 36.2 2040.55  6850.2 290847.24 13049.06 2512519  323609.88 0.0001 0.0027 001  0.01
NP 8.36 18.08 619.54 10338.03* 621423.92%* 163153 561844.06*  110421.4 0.000041 0.00044 0.0049 0.0045
NP*Genotipo 23.09 8.85 93412  1787.13  1035068.96**  2855.39 1015390.75* 374927.38 0.00025* 0.0011  0.02*  0.03*
Error b 8.09 9.26 350.15  923.41 93486.93 2660.99 105364.96  144004.16 0.000079 0.00079 0.01  0.01
Concentracién 7.71 2.37 1250.25¢ 34245  5284325.1** 365254  5513979.82** 19155596 0.00044** 0.01**  0.06**  0.08*
ﬁg”ce””ac"’” 4.85 5.1 47032  4011.29% 1729444.55%  4718.82 1617323.07*  95040.66 0.00013 0.00099* 0.01  0.01
gg’r‘]g‘;’;gac'on 4.07 0.54 115.32  340.08 72032.71 4966.59 97630.29 4229583 0.000016 0.0014 0.0024 0.0029
gg’;g‘fi;gfﬁ';,’”* 2.46 5.61 533.05  280.24 142034.3 2174.2 12488559  57134.08 0.000018 0.00048 0.0023 0.0023
Error 4.32 5.2 34712  599.63 91247.05 4696.1 96762.48  134139.36 0.000069 0.0013 0.01  0.01

1. (LP: Largo de plantula, cm. LR: Largo de raiz, cm. PSP: Peso seco de planta, g. PSR: Peso seco de raiz, g. PSS: Peso seco de semilla, g. PG: Porcentaje de germinacion, %. RRS:
Reduccién de reservas de la semilla. ECRS: Eficiencia de conversion de la reserva de la semilla, %. TRRS: Tasa de reduccion de reservas de la semilla. TMRP: Tasa de movilizacién
de reservas a la plantula. GE: Gasto energético.
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Para las interacciones simples, se presento significancia estadistica para Genotipo X
NP en las variables Materia seca de la semilla (PSS), Reduccion de reservas de la
semilla (RRS), Eficiencia de conversion de las reservas de la semilla (ECRS), la Tasa
movilizacion de reservas a la plantula (TMRP) y el gasto energético (GE); en la
interaccion Concentracion X NP las variables que resultaron con significancia
estadistica fueron Peso seco de raiz (PSR), Materia seca de la semilla (MSS) y la
Reduccion de reservas de la semilla (RRS). Por lo que discusion para esta fase de

experimentacion, al igual que la fase de campo, comenzarda con las interacciones.

En las comparaciones de medias (Cuadro 13) con respecto a la primera interaccion,
Genotipo X NP, en la variable Materia seca de la semilla (MSS) se observé para las
tres NP’s evaluadas, el genotipo blanco P3057W, resultd con los mayores valores,

seguido del genotipo Negro carioca y por ultimo con el maiz Amarillo HIT-24,

Cuadro 13. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple Genotipo X
NP de la variable Masa seca de la semilla (MSS), utilizando el método de diferencia
minima significativa, los valores de medias de esta variable estan en miligramos.

Negro Carioca HIT-24 P3057W

MWCNT-OH 5847.6bb  4597.07cb 7359.44ab
MWCNT-MgO 5956.47bb 4940.74cab 8290.91aa
MgO 6119 b a 5375.84ca 8l17.0l1aa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacién de cada nanoparticulas en los genotipos aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion del genotipo entre las diferentes nanoparticulas.
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Cuando la comparacion se hizo para cada genotipo comparando nanopatrticulas, los
valores mas altos estadisticamente fueron para la NP-MgO. Segun los datos
observados, esta nanoparticula metalica parece tener un efecto negativo en la
utilizacion de las reservas de la semilla, ya que, al mantener los valores mas altos,
significa poca utilizacion de las reservas de las semillas, comparadas con las otras dos
nanoparticulas a base de nanotubos de carbono. Es importante mencionar el origen
de los materiales genéticos utilizados, ya que el Amarillo y el Negro, provienen del
estado de México y el Blanco (P3057W) es un hibrido que esta representado para la

zona noreste del pais.

Con respecto a la variable reduccion de reservas de la semilla (RRS), se observa el
mismo comportamiento que la variable anterior, demostrando que el maiz P3057W, al
estar adaptado ambientalmente a la zona, se llevan a cabo las actividades primarias
de la germinacién de manera 6ptima diferente a los otros genotipos, este genotipo fue
donde hubo mayor reduccién de estas reservas e inclusive de esta manera fue el que
resultdé con mayores reservas en el endospermo, esto debido probablemente al alto

contenido y a la mejor estabilidad genética que este genotipo presenta (Cuadro 14).

Cuadro 14. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X
Genotipo de la variable reduccion de reservas de la semilla, utilizando el método de
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diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan en
miligramos+endospermo-!

Negro Carioca HIT-24 P3057W
MWCNT-OH 5560.86ba 4290.79cb 7091.56ab
MWCNT-MgO 5694.38ba 4652.12cab 7952.78aa
MgO 5835.08ba 5058.33ca 7794.00aa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacion de cada nanoparticulas en los genotipos aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion del genotipo entre las diferentes nanoparticulas.

Con respecto a la variable Eficiencia de conversion de reservas de la semilla (ECRS
%), se encuentra asociada con la capacidad del genotipo para remover nutrientes de
los tejidos de reserva. En las tres NP’s, el maiz amarillo mostré mejor eficiencia de
conversion de las reservas de la semilla, en comparacion con los maices Negro carioca
y el P3057W, con excepcion de la MWCNT-MgO, donde el maiz negro carioca y el
maiz amarillo Hit-24 comparten la superioridad estadistica en comparacion con el maiz
blanco P3057W. Esto indica que, aunque el maiz blanco P3057W, presentd el mejor
vigor en la semilla, la eficiencia de movilizacion no fue la mejor para este genotipo

(Cuadro 15).

Cuadro 15. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccién simple NP X
Genotipo de la variable Eficiencia de conversion de reservas de la semilla (ECRS),
utilizando el método de diferencia minima significativa, los valores de medias de esta
variable estan en miligramosemiligramos

Negro Carioca HIT-24 P3057W

MWCNT-OH 0.33ba 0.43aa 024ba
MWCNT-MgO 0.35aa 0.37aa 02ba
MgO 0.26ba 0.36aa 0.18ca

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacién de cada nanoparticulas en los genotipos aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion del genotipo entre las diferentes nanoparticulas.
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Para la variable tasa de movilizacion de reservas a la plantula (TMRP), se hace
referencia a la proporcion de los azucares de las semillas pasan a ser parte de la
planta; el comportamiento fue igual que para (ECRS) ya que el maiz amarillo resultd
con la mayor capacidad de movilizar las reservas a la plantula, seguido del maiz Negro
carioca y el maiz blanco P3057W; ambas variables representan la habilidad del
genotipo para remover los nutrientes de los tejidos, confirmando la tendencia de este
maiz amarillo a ser mas eficiente que los otros dos (Cuadro 16). Sin embargo, el Negro
carioca presentd con los nanotubos de carbono, una mayor eficiencia; mientras que

en los otros genotipos no hubo significancia en las diferencias entre las nanopatrticulas.

Cuadro 16. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X
Genotipo de la variable tasa de movilizacion de reservas a la plantula (TMRP),
utilizando el método de diferencia minima significativa, los valores de medias de esta
variable estan presentadas porcentaje (%).

Negro Carioca HIT-24  P3057W

MWCNT-OH 31.49bab 40.16aa 23.3ba
MWCNT-MgO 33.55aa 34.22aa 19.05ba
MgO 24.29b b 33.63aa 1741ca

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacién de cada nanoparticulas en los genotipos aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion del genotipo entre las diferentes nanoparticulas.

Por altimo, para la variable gasto energético (GE), el comportamiento fue lo contrario
a lo encontrado para las dos variables anteriores, ya que, en todas las nanoparticulas,
el GE fue menor en el Amarillo HIT-24, siendo los genotipos P3050W y Negro Carioca

los que presentaron ahora, los valores mas altos (Cuadro 17).

Cuadro 17. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccién simple NP X
Genotipo de la variable gasto energético, utilizando el método de diferencia minima
significativa, los valores de medias de esta variable estan presentadas porcentaje (%).
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Negro Carioca HIT-24  P3057W

MWCNT-OH 63.51aa 53.18ba 729aa
MWCNT-MgO 62.16ba 59.86ba 77.05aa
MgO 71.03aa 60.27ba 7863aa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacioén de cada nanoparticulas en los genotipos aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion del genotipo entre las diferentes nanoparticulas.

Este comportamiento estd acorde a los resultados anteriores, ya que, al haber una
mayor eficiencia en la movilizacion de las reservas, el costo estuvo asociado con el

gasto energético.

En lo que respecta a la interaccion de NP X Concentracion, la variable Peso seco de
raiz, las NP’s asociadas a los nanotubos de carbono, incrementaron el peso seco en
las diferentes concentraciones; mientras que la NP metalica, el comportamiento fue
inverso, ya que el peso seco de raiz fue mas bajo en las concentraciones que el testigo,
posiblemente por la probable toxicidad que se puede incurrir con las diferentes
concentraciones de esta NP (Cuadro 18). Segatto et al. (2020), explicando que las
nanoparticulas de 6xido de magnesio son absorbidas en las células fibrosas del
pericarpio de la semilla, y almacenado como aglomerado en las cavidades celulares,
lo que favoreceria la migracion de las nanoestructuras al endospermo de la semilla,
permitiéndole ser fuente de magnesio para la semillas, con disponibilidad durante el

desarrollo y el proceso de germinacion.
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Cuadro 18. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccién simple NP X
Concentracion de la variable peso seco de raiz (PSR), utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan
presentadas en miligramos.

OmglL? 100 mg Lt 150 mgL? 250mgL?

MWCNT-OH 80.29b b 12586 aa 127.15aa 125.04aa
MWCNT-MgO 3341bc 113.17aa 110.88aa 1l0545aa
MgO 211.02aa 134.61ba 132.23ba 126.11ba

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacion de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion de la concentracion entre las diferentes nanoparticulas.

Para la variable, reduccion de reservas de las semillas (RRS) (Cuadro 19), la NP
MWCNT-OH no present6 diferencias entre la aplicacion de diferentes concentraciones
y el tratamiento control, mientras que el MWCN-MgO, y el NP-MgO tuvieron menores
valores en las aplicaciones de las NP’s a las diferentes concentraciones comparadas
con el control, lo que significa que la NP ayudaron a disminuir las reservas en el
endospermo, consecuentemente a utilizarlas, posiblemente en otras partes de la

plantula.

Cuadro 19. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccién simple NP X
Concentracion de la variable reduccién de reservas de las semillas, utilizando el
método de diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan
en miligramoseendospermo-!

OmglL? 100 mg L'? 150 mgL'? 250 mgL?

MWCNT-OH 5768.06 ac 5639.08 a a 5665.01 aa 5518.79 aa
MWCNT-MgO 7324.76 ab 5651.5ba 5809.03ba 5613.75ba
MgO 818454 aa 5495.58ba 5582.25ba 5654.18ba

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacion de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion de la concentracién entre las diferentes nanoparticulas.
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Al comparar nanopatrticulas dentro de cada concentracion, la tendencia fue siempre a
gue las NP’s asociadas al Mg fueron las que tuvieron los valores mas bajos, indicando
un efecto en disminuir las reservas en el endospermo, consecuentemente siendo mas

efectivas en promover la movilizacién hacia otras partes de la planta.

Para el caso de la variable tasa de reduccion de reservas de la semilla (TRRS) (Cuadro
20), el MWCNT-OH, no present6 diferencias entre los tratamientos aplicados vy el
tratamiento control, mismo comportamiento tuvo la NP-MgO, no asi para el MWCNT-
MgO donde la aplicacién a las concentraciones de 100, 150 y 250 mg L muestran
valores inferiores estadisticamente al tratamiento control. Este comportamiento
demuestra los efectos de los nanotubos de carbono funcionalizado con el MgO, al

provocar una velocidad lenta en la reduccion de las reservas de las semillas.

Cuadro 20. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple NP X
Concentracion de la variable tasa de reduccién de la reservas de la semillas, utilizando
el método de diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable
estan en porcentaje (%).

OmglL? 100 mg L? 150 mgL? 250 mglL?

MWCNT-OH 94.98ab 9454 a a 95.12aa 9477 aa
MWCNT-MgO 96.89a a 95ba 94.78 b a 9451 ba
MgO 96.15aa 945aa 9496aa 94.73aa

Las diferencias representadas con a, b o ¢ corresponden a la comparacion de cada nanoparticulas en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a b y c, corresponden a la comparacion de la concentracién entre las diferentes nanoparticulas.

La variable peso seco de plantula, fue la Unica en las que el analisis de varianza no

resultdé con diferencias significativas en las interacciones simples, que pudiera
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responder la significancia en los factores principales, resultando con diferencia
significativa en el factor concentracion, las comparaciones de medias indican que las
tres concentraciones resultaron estadisticamente iguales entre ellas y mayores al

tratamiento control (Cuadro 21).

Cuadro 21. Comparacion de medias del factor principal Concentracion de la variable
peso seco de plantula (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima
significativa, los valores de medias de esta variable estan en miligramos.

Peso seco de plantula
Concentraciéon Medias n E.E.

250 mg L! 85.59 36 3.26 a

100 mg L*! 8424 36 3.26 a

150 mg L*! 8219 36 3.26 a
OmglL? 58.01 12 1632 b

Este comportamiento claramente demuestra la tendencia del efecto de las
nanoparticulas a dirigir, con mayor certeza, al efecto en el crecimiento de la raiz;
posiblemente por ser el principal érgano en desarrollo en las fases iniciales del

crecimiento.

Los anadlisis de las variables con relacion a la capacidad y la eficiencia de la semilla
para formar a la plantula, bajo la aplicaciéon de nanoparticulas, permiten concluir que
el vigor de las semillas se encuentra estrechamente relacionado al genotipo, es decir,
gue el genotipo mejor adaptado, en este caso el maiz P3057W y las nanoparticulas de

naturaleza de carbono, presentaron la mejor relacion de efecto-beneficio en
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comparacion con aquellos genotipos que no se encuentran adaptados a la zona de

Marin y a las nanoparticulas de 6xido de magnesio (Andrade et al.,2019)

4.3 Ensayo de Charolas de Germinacion con Aplicacion de Estrés de Sequiay
Alta temperatura.
Los analisis de esta seccion fueron realizados aplicando el mismo modelo estadistico
gue en los ensayos anteriores. Para llevar esto a cabo, se analizaron como niveles de
factores a las nanoparticulas (MWCNT-OH, MWCNT-MgO y NP-MgO), las
concentraciones aplicadas (0 y 250 mg L) y las condiciones ambientales, ya sea alta
temperatura o sequia. Cada andlisis se realiz6 por separado; es decir comparando
alta temperatura vs testigo y el otro analisis comparando sequia vs testigo. Estos
analisis de varianza ajustados al modelo de parcelas subdivididas se realizaron por

genotipos, por lo que la descripcion de los resultados se menciona en funcién de estos.

4.3.1 Genotipo morado San Luis

De acuerdo a los analisis de varianza para la condicion de sequia en este genotipo
(Cuadro 22), se observa que en el caso de efectos principales, para el factor
nanoparticulas no se obtuvo significancia para ninguna de las variables, no asi para
la fuente de variacion concentracion, donde el Peso seco de raiz y la actividad
enzimatica catalasa (PSR y Act Cat, respectivamente) resultaron con diferencias

estadisticamente significativas; por ultimo, en el caso de la fuente de variacion
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condicion, las variables Largo total de plantula, el Largo de plantula fresca y el Peso
seco de semilla (LTP, LPF y PSS) resultaron con significancia estadistica . En el caso
de las interacciones simples, la interaccion de efectos principales Nanoparticula X
Condicion tuvo significancia estadistica en la variable Largo total de plantula (LTP),
misma variable con significancia en la interaccidon doble NP X Concentraciéon X
Condicion, por lo que la comparacion de medias se hizo con las medias de esta
interaccion. Por ultimo, en la interaccion de Concentracion X Condicion las variables
de compuestos fendlicos, Largo total de plantula y el Largo de plantula (LTP y LP,
respectivamente), fueron las variables que demostraron significancia estadistica, por
lo que se procedio a trabajar con las comparaciones de medias para cada significancia

de estas variables.
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Cuadro 22. Valores de cuadrados medias del genotipo morado San Luis en la comparacion de condiciones de sequia y

condiciones normales.

FV. CF LTP LPF LR PSP PSR PSS Act Cat

mgEAG g* cm cm cm g g g mmol mg prot?

NP 0.0343 9.571 4.14555486 4.74793403 0.00000334  0.000056 0.0004 0.000000379

Error a 0.111 9.683 2.82 5.48272569 0.00194176 0.00105537 0.00071748  0.00000035
concentracion 0.0001 10.912 4.00333403 28.13418403 0.00089  0.01201216* 0.000081 0.00000984**
NP*Concentracion 0.0343 9.571 4.14555486 4.74793403 0.00000334  0.000056 0.00045 0.00000038
Error b 1.676 12.846 2.9124896 16.19595486 0.00746723 0.00242667 0.00062824  0.00000346

Condicién 0.004 486.1290028** 303.1371174** 21.50640625 0.01374756 0.0004 .00208* 1.35E-08

NP*Condicion 0.104 38.5764507* 3.6061799 18.88890625 0.00107106  0.000857 0.00027 0.000000289
Concentracién*Condicion 2.507 141.3324694**  58.5352507**  17.95640625 0.00091 0.000725 0.000026 0.00000112
NP*Concentracion*Condicion 0.208 38.5764507* 3.6061799 18.88890625 0.00107 0.000857 0.0002715  0.000000289
Error c 2.6113 8.25 2.2041396 6.8821354  0.00365302 0.00133969 0.000246442  0.00000051

1. CF: Compuestos fendlicos (MgEAG g); 2. LTP: Largo total de plantula (cm); 3. LPF: Largo de parte de aérea (cm); 4. LR: Largo de la raiz (cm); 5. PSP: Peso seco de plantula (g); 6.
PSR: Peso seco de raiz (g); 7. PSS: Peso seco de semilla (g); 8. Act cat (mmol mgprot?
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La comparacion de medias para la interaccion Concentracion X Condicion en las
variables de largo total de plantula y largo de plantula (parte aérea), muestran el mismo
comportamiento (Cuadro 23 y 24); es decir, se obtuvieron mayores valores de medias
cuando las plantulas se encontraron en condiciones ambientales normales, inclusive,
con y sin la aplicacién las nanoparticulas; sélo en el caso de la parte aérea de la
plantula se observd una diferencia, teniendo mayor longitud bajo la aplicacion de
nanoparticulas con respecto al control (31.4 y 28.53 cm, respectivamente), esta misma
diferencia se observo en el largo total de la plantula bajo condiciones de sequia, donde
la aplicacion de las nanoparticulas provocaron 5 cm de diferencia con respecto a la

ausencia de este tratamiento de nanoparticulas.

Cuadro 23. Comparaciones de medias de la interaccion simple Concentracion X
Condicién de la variable largo total de plantula (p < 0.05), utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan en cm.

C.\Vv.4.78
Sequia Riego
OmglL? 58.9333 b a 62.32aa
250 mg L* 53.8694 b b 65.1816 aa

Las diferencias representadas con a y b corresponden a la comparacién de cada condicién en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a y b, corresponden a la comparacion de la concentracion en cada condicién.

Cuadro 24. Comparaciones de medias de la interaccion simple Concentracion X
Condicion de la variable largo de plantula, haciendo referencia a la parte aérea de la
plantula (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima significativa, los valores
de medias de esta variable estan cm.

C.V5.50
Sequia Riego
OmglL? 25bb 28.253ahb
250 mg L* 23.1166 b b 31.470556 a a

Las diferencias representadas con a y b corresponden a la comparaciéon de cada condicién en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a y b, corresponden a la comparacion de la concentracion en cada condicién.
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Bajo condiciones de estrés de sequia, la alteracibn en la expresiéon de las
caracteristicas de crecimiento en las plantas es un fenédmeno comun (Chegah et al.,
2013). Para el caso de la presente investigacion, las alteraciones se presentaron en la
longitud total de la planta y en la parte aérea; estas caracteristicas presentaron una
disminucién en los valores en condiciones de sequia con y sin la aplicacion de
nanoparticulas, ubicandose en un grupo estadistico inferior a los valores obtenidos en
condiciones normales; esto mismo ocurrié en una investigacion realizada por Hatami
et al. (2016), en donde se imbibieron semillas de Hyoscyamus niger durante 24 h, en
soluciones diferentes concentraciones de SWCNT (0, 50, 100, 200, 400, 800 ug mL?)
bajo condiciones de sequia provocada mediante el uso de Polietilenglicol (-1.5 MPa). El
analisis de las variables de longitud de raiz y longitud de parte aérea de H. niger, en
plantulas a los 21 dias, el tratamiento control fue superior estadisticamente a los
valores observados en las concentraciones aplicadas de SWCNT, concluyendo que, a
una alta exposicion de condiciones de sequia, la aplicacion de las nanoparticulas no
genera un beneficio en la expresion de caracteristicas de interés para el crecimiento

de la plantula.

En lo que respecta a los resultados para el peso seco de semilla en la fuente de
variacion condicién, se aprecia en el Cuadro 25, que el tratamiento de sequia presento
valores medios mas alto para esta variable, esto debido probablemente, a que la
supresion en el suministro de agua interrumpe las actividades de crecimiento

normales, por lo que el peso restante del endospermo, presenta un mayor valor con

79



respecto a aquellas plantulas que tuvieron un desarrollo normal y utilizaron sus

reservas de manera adecuada.

Cuadro 25. Comparacion de medias del factor principal Condicion de la variable peso
seco de semilla (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima significativa, los
valores de medias de esta variable estan en gramos.

CV:42.71
Condicion Medias n
Sequia 0.044361 18 a
Riego 0.029139 18 b

Por ultimo, en lo que respecta a este genotipo morado San Luis, el analisis mostré
diferencias significativas para la fuente de variacion concentracion en la variable peso
seco de raiz, donde se observa que el tratamiento sin nanoparticulas provoco los
mayores valores de esta variable, este mismo comportamiento lo presenté la variable
Actividad Catalasa (Cuadros 26 y 27); resultado similares se presentaron en H. niger,
donde el tratamiento control, obtuvo también mayores valores de actividad catalasa
que las plantulas en tratamiento con nanoparticulas en todas las concentraciones
aplicadas (Hatami et al., 2016). Por lo que probablemente este ensayo enziméatico
realizado, no sea suficiente para asociar el efecto que las nanoparticulas pudieran
tener para mitigar los dafios por la exposicion a este estrés abiodtico, o que la
concentracion haya sido demasiado alta, como para causar un efecto negativo en el

crecimiento de la raiz.

Cuadro 26. Comparacion de medias del factor principal Condicion de la variable peso
seco de raiz (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima significativa, los
valores de medias de esta variable estan en gramos.

CV:18.35
Concentracion Medias n
OmglL? 0.21767 18 a
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250 mg L* 0.18113 18 b

Cuadro 27. Comparacion de medias del factor principal Condicion de la variable
actividad enzimatica catalasa (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima
significativa, los valores de medias de esta variable estan en mmol mgprot!

CV:92.71
Concentracién Medias n
OmglL? 0.0012894 18 a
250 mg L 0.0002438 18 b

De acuerdo con el analisis de varianza para el analisis de los efectos de la alta
temperatura en este genotipo (Cuadro 28), no se observaron diferencias significativas
para el factor nanoparticula en ninguna de las variables analizadas, mientras que para
el factor concentracion, las diferencias significativas se presentaron para la longitud
total de plantula, longitud de la raiz y la actividad antioxidante catalasa; finalmente para
el factor condicion se presento significancia para las variables largo total de plantula y
longitud de la raiz. En lo que respecta a las interacciones, so6lo la interaccion
Concentracion X Condicion presentd significancia para las variables largo total de
plantula, largo de plantula fresca (variable que hace referencia a la parte aérea de la

plantula, exceptuando la raiz) y para largo de la raiz.
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Cuadro 28. Valores de cuadrados medios del genotipo morado San Luis en la comparacion de condiciones de alta
temperatura y condiciones normales.

FV. CF LTP LPF LR PSP PSR PSS Act Cat

mQgEAG g* cm cm cm g g g mmol mg prot?

NP 0.008 6.704 5.61131458  8.47527778  0.00141058  0.0002479  0.00000658  0.00000042

Error a 1.362 24.145 6.13043542 8.5344444  0.00317923 0.0019791  0.00005708  0.00000119

concentracion 0.578 120.3226174* 868775625  193.673611** 0.00024492 0.00644006 0.00000756  0.00000482*
NP*Concentracion 0.008 6.704 5.61131458 8.4752778  0.00141058 0.0002479  0.0000658  0.00000042
Error b 3.390 30.619 5.46749097  16.7788889  0.0032466 0.00177566 0.00005237  0.00000462
Condicion 1.003 93.8153674* 374745069 60.0625*  0.00052823 0.00041684 0.00042367  0.0000003
NP*Condicion 0.153 16.91 1.86910903 11.8225 0.00009036 0.00063034 0.00001769  0.00000001
Concentracion*Condicion 0.658 382.3654340™  44.94585069*  165.1225**  0.0002346  0.00000584 0.00028617  0.00000001
NP*Concentracion*Condicion 0.306 16.90 1.86910903 11.8225 0.00009036 0.00063034 0.00001769  0.0000014
Error c 2.641 11.26 6.5763562 12.3566667  0.01108768 0.00469263  0.0003396  0.00000098

1. CF: Compuestos fendlicos (MgEAG g); 2. LTP: Largo total de plantula (cm); 3. LPF: Largo de parte de aérea (cm); 4. LR: Largo de la raiz (cm); 5. PSP: Peso seco de plantula (g); 6.
PSR: Peso seco de raiz (g); 7. PSS: Peso seco de semilla (g); 8. Act cat (mmol mg prot?)
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En respuesta a los resultados de analisis de varianza, se procedid a realizar las
comparaciones de medias de las interacciones, tal es el caso de la variable largo total

de plantula (Cuadro 29).

Cuadro 29. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple
Concentracion X Condicion de la variable largo total de plantula, utilizando el método
de diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan cm.

CV:5.13
Alta Temperatura Riego
OmgL? 72.06 aa 62.32ba
250 mg L? 61.892ab 65.18166 a a

Las diferencias representadas con a y b corresponden a la comparacién de cada condicién en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a y b, corresponden a la comparacion de la concentracion en cada condicion.

En este cuadro se observa que las altas temperaturas aplicadas provocaron un
incremento en el largo total de la planta cuando no se aplicaron nanoparticulas,
mientras que, en el tratamiento de nanoparticulas, los valores fueron estadisticamente
iguales para esta variable, posiblemente induciendo una respuesta positiva a la
aplicacién de nanoparticulas, disminuyendo el efecto negativo del estrés causado por

la alta temperatura. Un resultado similar se present6 para la longitud de la parte aérea

(Cuadro 30).

Cuadro 30. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple
Concentracion X Condicién de la variable largo plantula, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan cm.

CV:8.49
Alta Temperatura Riego
OmgL? 31.133aa 28.2533 b a
250 mg L? 29.8811ab 31.4705aa

Las diferencias representadas con a y b corresponden a la comparacién de cada condicién en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a y b, corresponden a la comparacion de la concentracion en cada condicién.
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Lindsay y Thomison (2012) mencionaron que la temperatura ideal para el éptimo
desarrollo del maiz varia de los 25/32 °C (durante el dia) y 15/21 °C (durante la noche)
y los efectos dependen del genotipo de maiz que se esté evaluando. Los dafios
ocasionados por los efectos de altas temperaturas nocturnas en el maiz se observan
en una disminucion de los azucares producidos por la planta durante el dia, lo que
provoca una maduracion temprana y con ello una mayor expresion del crecimiento,
aunque por un tiempo corto. Esto se puede observar con los resultados obtenidos de
las variables mencionadas anteriormente, sin embargo, el efecto de la nanoparticula
atenua los efectos de las altas temperaturas en las plantas que fueron sometidas a
este estrés, demostrado por la ausencia de diferencias estadisticas con respecto al
testigo. Probablemente las nanoparticulas pudieran tener un efecto en los sistemas de
regulacion del estrés ocasionado, en este caso por las altas temperaturas, y que fueron

mencionados por Khan et al. (2017).

El analisis de la interaccion Concentracion X Condicién (Cuadro 31) para la variable
largo de raiz, se observo el mismo efecto mostrado en las variables anteriores, en
donde la aplicacion de altas temperaturas sin nanoparticulas provocdé mayor
crecimiento en la longitud de las raices, con efecto positivo al comparar condiciones

ambientales en la concentraciéon de 250 mg L.
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Cuadro 31. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple
Concentracion X Condicion de la variable largo de raiz, utilizando el método de
diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan cm.

CV:9.99
Alta Temperatura Riego
0OmgL? 40.9333 aa 34.066 b a
250 mg L?! 32.01bb 33.711aa

Las diferencias representadas con a y b corresponden a la comparacién de cada condicién en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a y b, corresponden a la comparacion de la concentraciéon en cada condicion.

Por ultimo, el analisis de la variable actividad enzimatica catalasa, que presento
diferencias estadisticamente significativa para la fuente de variacion concentracion
(Cuadro 32), presenté mayor actividad enzimatica sin la aplicacion de nanoparticulas
para las dos condiciones ambientales que se probaron en este experimento, resultados
similares fueron encontrados por Zhao et al. (2012) al evaluar los efectos de la
aplicacion de nanoparticulas de CeO:2 en el suelo en concentraciones de 400 y 800 mg
kg de plantulas de maiz. Los resultados que obtuvieron. indican que la aplicacién de
las nanoparticulas generaron altas concentraciones de la enzima Catalasa, en el dia
10 después de la aplicacion, mientras que el control se mantuvo sin niveles de
expresion; sin embargo, al avanzar los dias de exposicidn, se observo una regulacion
de estos niveles a la par de los niveles presentes en el tratamiento control,
demostrando que las nanoparticulas de CeO2 no generaron el estrés debido a la
acumulacion de la nanoparticula en las plantas, sino a la interaccion de las raices de
las plantas con la nanoparticula, por lo que la aplicacion de nanoparticulas no

representa una causa en el aumento de la actividad de esta enzima.
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Cuadro 32. Comparacion de medias del factor principal Concentracion de la variable
actividad enzimatica catalasa (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima
significativa, los valores de medias de esta variable estan en mmol mg prot™.

C.v.113.10
Concentracion Medias n
OmgL? 0.0012427 18 a
250 mg L? 0.0005111 18 b

4.3.2. Genotipo Blanco Hualahuises

De acuerdo con los andlisis de varianza (Cuadro 33), este genotipo resultdé con
diferencias estadisticamente significancia para el factor principal nanoparticula en las
variable peso seco de la raiz; para el factor concentraciéon, las diferencias se
presentaron para las variables, peso seco de la semilla y actividad enziméatica catalasa,;
para el factor condicién las diferencias estadisticamente significativas fueron para las
variables, largo total de plantula, largo de la porcion aérea de la planta y peso seco de
la semilla. En el caso de las interacciones, se observo significancia estadistica para

las variable peso seco de semilla en la interaccion de Concentracién X Condicion.
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Cuadro 33. Valores de cuadrados medios del genotipo Blanco Hualahuises en la comparacion de condiciones de sequia y
condiciones normales.

=Ry, CF 7 LTP LPF LR PSP PSR PSS Act Cat )

mgEAG g* cm cm cm g g g mmol mg prot™*
NP 3.154 15.866 2.4996 15.3378 0.00307 0.0025585*  0.00015903 1.29E-08

Error a 2.154 19.9295854 9.380984 7.7035944 0.0053402 0.00035161 0.00015803 0.0000001
concentracion 1.043 10.503 12.3962 45.720136  0.00293403 0.00212367 0.00586501** 0.00003466*
NP*Concentracion 3.154 15.8666 2.4996 15.33780278 0.00307284  0.0026653 0.0015903 0.00000001
Error b 2.626 41.4808099 8.9830813 22.2656083 0.00077532 0.0026653 0.00023265  0.00000474

Condicion 4.525 816.00683**  374.5837674** 84.85 0.00030625 0.00290701 0.00630701**  0.0000014
NP*Condicion 1.378 19.3969 2.277934 10.947 0.00010602 0.00164942 0.00049169  0.00000001
Concentracién*Condicion 3.132 99.351 0.4171007 86.8934 0.00021025 0.00701406 0.00563751** 0.00000218

NP*Concentracién*Condicion 1.378 19.3969 2.277934 10.947 0.00010602 0.00132315 0.00049169 0.0000001
Error c 1.405 27.98 11.5893174 21.2177287 0.00457693 0.00268945 0.00059805  0.00000154

1. CF: Compuestos fendlicos (MgEAG g?); 2. LTP: Largo total de plantula (cm); 3. LPF: Largo de parte de aérea (cm); 4. LR: Largo de la raiz (cm); 5. PSP: Peso seco de plantula (g); 6.
PSR: Peso seco de raiz (g); 7. PSS: Peso seco de semilla (g); 8. Act cat (mmol mg prot™?)
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Para la variable Peso seco de semilla (Cuadro 34), la interaccion Condiciéon X
Concentracion presento el mismo comportamiento que el genotipo morado San Luis,
donde bajo la aplicacion de este tipo de estrés abidtico, provocéd que las reservas de
las semillas no se hayan utilizado en su totalidad, por lo que, el peso seco restante se
acumulé en ausencia de las nanoparticulas, mientras que, en presencia de la

nanoparticula, no se observaron diferencias entre condiciones (riego-sequia).

Cuadro 34. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccion simple
Concentracion X Condicion de la variable peso seco de semilla, utilizando el método
de diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan en
gramos.

CV: 5497
Sequia Riego
OmglL? 0.083 aa 0.0315b a
250 mg L?! 0.0324ahb 0.031aa

Las diferencias representadas con a y b corresponden a la comparacién de cada condicién en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a y b, corresponden a la comparacion de la concentracion en cada condicién.

Por altimo, en el analisis de medias para efectos principales, fue solo en la fuente de
variacion “condicion” donde las variables largo total de plantula y largo de plantula

(Cuadros 35 y 36) presentaron diferencias estadisticamente significativas,
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demostrando que ambas variables tuvieron mejor comportamiento bajo condiciones
normales a diferencia de los valores obtenidos bajo condiciones de sequia,

demostrando que, en este caso, el efecto de la sequia en este genotipo.

Cuadro 35. Comparacion de medias del factor principal Condicion de la variable largo
total de plantula (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima significativa, los
valores de medias de esta variable estan en centimetros

CVv:8.11
Condicion Medias n E.E.
Riego 69.957 18 a
Sequia 60.435 18 b

Cuadro 36. Comparacion de medias del factor principal Condicion de la variable largo
de plantula (p < 0.05), utilizando el método de diferencia minima significativa, los
valores de medias de esta variable estan en centimetros.

CV:11.14
Condicién Medias n
Riego 33.772 18 a
Sequia 27.321 18 b

En lo que respecta al efecto principal concentracién (Cuadro 37), la variable peso seco
de semilla resultdé con mayores valores sin la aplicacién de nanoparticulas, esto como
resultado de una disminucion de reservas de la semilla de manera no tan eficiente a la

gue se llevo a cabo cuando las nanoparticulas fueron aplicadas Andrade et al. (2019);

Cuadro 37. Comparacion de medias del factor principal Concentracién de la variable
Peso seco de la semilla (p < 0.05) utilizando el método de diferencia minima
significativa, los valores de medias de esta variable estan en gramos

CV:54.97
Concentracion Medias n
OmglL? 0.05725 18 a
250 mg L 0.031722 18 b
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En lo que respecta a la actividad enzimatica catalasa, esta variable present6 el mismo
comportamiento, mostrando los valores de medias més altos cuando no se aplicaron
nanoparticulas, resultando en que la aplicacion de nanoparticulas interfiere con la

correcta expresion de esta enzima en la plantula (Cuadro 38).

Cuadro 38. Comparacion de medias del factor principal Concentracion de la variable
actividad enzimatica catalasa (p < 0.05) utilizando el método de diferencia minima
significativa, los valores de medias de esta variable estan en mmol mg prot*

CV:114.64
Concentracion  Medias n
OmglL? 0.0020653 18 a
250 mg L 0.0001027 18 b

Por ultimo, la comparacion de medias en la variable de peso seco de raiz, la cual
resulté con diferencias altamente significativas en el factor principal nanoparticula,
muestra que no hay diferencia significativa entre el uso de nanoparticulas y la
expresion de esta variable, pues las tres nanoparticulas resultaron estadisticamente

iguales (Cuadro 39).

Cuadro 39. Comparacion de medias del factor principal Nanoparticula de la variable
Peso seco de raiz (p < 0.05) utilizando el método de diferencia minima significativa,
los valores de medias de esta variable estan en gramos.

CV:29.32
Nanoparticula Medias n
MWCNT-MgO  0.19325 12 a
NP-MgO 0.17217 12
MWCNT-OH 0.16521 12
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De acuerdo con el andlisis de varianza para las condicion de alta temperatura en este
genotipo (Cuadro 40), no se observaron diferencias significativas en el factor
nanoparticula, mientras que en el factor concentracion las variables compuestos
fendlicos y la actividad enzimatica catalasa mostro significancia estadistica; por ultimo,
en el factor condicion se presento significancia en la variable de compuestos fendlicos.
En lo que respecta a las interacciones simples, sélo la Concentracion X Condicion

presento significancia en la variable compuestos fendlicos.
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Cuadro 40. Valores de cuadrados medios del genotipo Blanco Hualahuises en la comparacion de condiciones de alta
temperatura y condiciones normales.

FV. CF ) LTP LPF LR PSP PSR PSS Act Cat ]
mgEAG g cm cm cm g g g mmol mg prot*
NP 0.189 10.482 1.3433333 5.55201111 0.00625 0.0028284 0.00039608 4.33191E-07
Error a 3.539 41.936 20.20546667  16.2080111 0.00181652 0.00086673  0.00040867 0.00000046
concentracion 4.781* 21.437 36.6025 1.6129 0.00017556 0.000081 0.00015625  0.00001068**
NP*Concentracion 0.094 10.482 1.34333333 5.552011 0.00625515 0.0028284 0.00039608 0.00000043
Error b 0.975 53.075 13.5921889 38.4007518 0.00417766  0.00083558  0.00046495 0.00000699
Condicion 2.201* 113.139 16.67361111 41.0026778  0.00923201 0.0004669 0.000225 0.00000001
NP*Condicién 0.665 15.27 0.36777778 15.6610111  0.00118209 0.00451284  0.00049508 0.00000033
Concentracion*Condicion 2.068* 4.40 3.54694444 14.6689 0.00280017  0.00082178 0.000196 0.00000131
NP*Concentracion*Condicion 0.665 15.27 0.36777778 15.66 0.00118209  0.00451284  0.00049508 0.00000033
Error c 0.295 44.08 19.3735778 16.2202704  0.00541309 0.00303614 0.00041466 0.00000052

1. CF: Compuestos fendlicos (MgEAG g?); 2. LTP: Largo total de plantula (cm); 3. LPF: Largo de parte de aérea (cm); 4. LR: Largo de la raiz (cm); 5. PSP: Peso seco de plantula (g); 6.
PSR: Peso seco de raiz (g); 7. PSS: Peso seco de semilla (g); 8. Act cat (mmol mg prot?)
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En las comparaciones de medias para la interaccion concentracion X condicion, de la
variable “compuestos fendlicos” (Cuadro 41), se muestra como la aplicacion de
nanoparticulas no presenta diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de compuestos fendlicos en condiciones de alta temperatura y
temperatura normal representando probablemente interaccion con la planta para
generar una regulacion ante estrés de tipo abidtico ya que sin la aplicacion de
nanoparticulas, se observa una diferencia estadistica, observandose mayor
concentracion de fenoles bajo estrés de alta temperatura en comparacion de las
plantulas en condiciones normales. Este comportamiento probablemente se debe a
gue el estrés de alta temperatura promueve una sobre produccion de proteinas de
shock térmico, auxiliando a las demas proteinas en mantener su estabilidad bajo este
tipo de estrés, tomando un rol fundamental en la termo tolerancia, Khodakovskaya et
al. (2011) observo que los MWCNT regulan positivamente algunos genes asociados

con el estrés como el gen HSP9O0 el cual sintetiza una proteina de shock térmico.

Cuadro 41. Comparaciones de medias (p < 0.05), de la interaccién simple
Concentracion X Condicion de la variable compuestos fenélicos utilizando el método
de diferencia minima significativa, los valores de medias de esta variable estan mgEAG

gt

CV:14.31
Alta Temperatura Temperatura
normal
OmglL? 4.649 a a 3.675ba
250 mg Lt 344 ab 3425aa

Las diferencias representadas con a y b corresponden a la comparaciéon de cada condicién en las concentraciones aplicadas, las diferencias
representadas con a y b, corresponden a la comparacion de la concentracion en cada condicion.
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Por ultimo, la variable actividad enziméatica catalasa, la cual resultd con diferencias
estadisticamente significativas en la fuente de variacion concentracién (Cuadro 42), la
comparaciéon de medias mostré que hay mayor actividad enzimatica cuando las
nanoparticulas no fueron aplicadas, resultando que la aplicacion de estas
nanoparticulas, una vez aplicado los tratamientos de estrés tienen capacidad de
regular la expresion de esta enzima,; resultados similares obtuvieron Zhao et al., (2012)
quienes demostraron que la actividad enzimética se redujo al mismo grupo estadistico
que el tratamiento control, después de 15 dias de exposicion de nanoparticulas de

selenio en el sustrato de plantulas de maiz a una concentracién de 400 mg kg™.

Cuadro 42. Comparacion de medias del factor principal Concentracion de la variable
actividad enzimatica catalasa (p < 0.05) utilizando el método de diferencia minima
significativa, los valores de medias de esta variable estan en miligramos

CV:79.26
Concentracién Medias n
OmglL? 0.0014513 18 a
250 mg L! 0.0003622 18 b
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5 CONCLUSIONES
La aplicacion de nanoparticulas metélicas como la NP-MgO y el MWCNT-MgO en el
cultivo de maiz, a nivel de campo y a nivel de plantulas, resultdé con un incremento,
aunque no significativo de variables de rendimiento y fisiologia en la planta, a
diferencia del MWCNT-OH; en este caso la sinergia entre nanoparticulas depende
principalmente del genotipo y de su adaptacion en el ambiente que se desea llevar a
cabo, sin embargo los efectos de la aplicacidbn de nanoparticulas no provocaron
alteracion en el contenido de compuestos fendlicos en el tejido foliar del cultivo ni un
incremento en el actividad antioxidante, por lo que no se observé un efecto dafiino al
crecimiento de la planta de maiz cuando este cultivo se llevo hasta llenado de grano;
debido a que en algunas caracteristicas agrondémicas se observo un beneficio en la
aplicacién de nanoparticulas, se pudiera pensar en la posibilidad de utilizarlas como
fertilizantes, sin embargo es necesario determinar la especificidad de la nanoparticulas
con el cultivo de interés asi como las interacciones bioquimicas y genéticas de las

nanoparticulas y realizar investigaciones con este propadsito..
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6 RECOMENDACION
Esta investigacion sienta las bases para el uso de nanoparticulas a nivel de campo
para el cultivo de maiz, lo cual ha permitido definir las areas para obtener resultados
concluyentes en favor del incremento en el rendimiento de produccion del maiz

cultivado en México, las cuales se consideran a continuacion:

1. Analisis elementales de la materia seca del cultivo en evaluacién de la captacion

de la nanoparticula por via foliar.

2. Andlisis de clorofilas y tasa fotosintética para evaluar el efecto bioquimico in situ

de la nanopatrticula.

3. Analisis moleculares a nivel de transcriptoma para evaluar qué efectos tienen las

nanoparticulas a nivel génico.

4. Bloquear la investigacion con un determinado genotipo en el cual se tenga interés,
una nanoparticula metalica y una concentracion para llevarlo a cabo en un cultivo a

cielo abierto y determinar variables agronémicas.
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