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ABSTRACT

In the present work it has been possible to know more in detail the
nanomaterials from their synthesis, characterization and their different
applications, being of importance for this work the applications in agrobiology.
It is of our interest to evaluate the effect of climate change on the vigor and
development of corn seeds (Zea mays) hybrid "Albatros" (it is considered a
hybrid because it presents homogeneity in its germination process and is
considered the ideal model to measure the variables of interest for this study),
in addition to evaluating the effect and interaction of AuUNPs and MWCNT with
the interest of generating a proposal for the use of nanomaterials in
agrobiotechnology with bases based on clear evidence of the behavior

between nanomaterial-soil-seed- seedling

Seeds are among the organisms most vulnerable to the extreme
temperatures predicted in certain models of global warming. The objective of
this work is to examine the possibility of nanomaterial-assisted restoration of
germination and vigor of heat-damaged hybrid maize (Zea mays "Albatros")
seeds through a study of the percentage of germination and growth after a
treatment of aging at high temperatures. The thermal treatment or dose of
exposure to high temperatures was dry heat at 60, 65, 70 and 80°C, from 1 to
21 days of exposure. After treatment, the germination capacity of the seeds
was evaluated. Seed germination percentage and seedling growth rates were
studied in the presence/absence of multi-walled carbon nanotubes (MWCNT)
and our laboratory synthesized and characterized (SEM, DLS, FTIR, UV-Vis)
MWCNT nanoparticles. gold (AuNPs). In general, the MWCNTSs outperformed
the AuNPs. The apparently erratic results of germination were rationalized from
the point of view of the biomechanics of water ingress in seeds with heat-
damaged seed coats. Ficksian diffusion calculations applied to the interstitial
channels of the seed coat and cell wall showed that the former, but not the
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latter, was an effective barrier to MWCNT entry and that both readily allowed
water ingress. For seeds exposed to long-duration heat exposure at 60°C, the
MWCNT treatments appear to catalyze seed and seedling recovery, promote
biomass and root-to-shoot water transport, while the parabolic biomass trend
for 40-60°C, suggests opposing temperature-regulated factors that possibly
involve reactive oxygen species. In summary, the growth indices of heat-
damaged seeds show a strong non-monotonic dose dependence in which
MWCNT significantly altered the response, catalyzing the recovery of the high-
heat "dose" ensemble. These results are promising for the application of
nanoagrobiotechnology in agriculture in the scenario of global warming.

Keywords: carbon nanotubes, gold nanoparticles, Maize - Thermal

aging - Diffusion - Nanoagrobiotechnology .
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RESUMEN

En el presente trabajo se ha logrado conocer mas a detalle los
nanomateriales desde su sintesis, caracterizacion y sus diferentes
aplicaciones, siendo de importancia para este trabajo las aplicaciones en la
agrobiologia. Es de nuestro interés evaluar el efecto del cambio climatico en
el vigor y desarrollo de semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” (se
considera un hibrido debido a que presenta homogeneidad en su proceso de
germinacion y se considera el modelo ideal para medir las variables de interés
para este estudio), ademas de evaluar el efecto e interacciébn de AuNPs y
MWCNT con el interés de generar una propuesta para la utilizacion de
nanomateriales en la agrobiotecnologia con bases fundamentadas en
evidencias claras del comportamiento entre nanomaterial-suelo-semilla-

plantula.

Las semillas se encuentran entre los organismos mas vulnerables a las
temperaturas extremas previstas en ciertos modelos de calentamiento global.
Este trabajo tiene como objetivo examinar la posibilidad del restablecimiento
de la germinacién y vigor asistido por nanomateriales de semillas hibridas de
maiz (Zea mays "Albatros") dafiadas por el calor a través de un estudio del
porcentaje de germinacion y crecimiento después de un tratamiento de
envejecimiento a altas temperaturas. El tratamiento térmico o dosis de
exposicidn a altas temperaturas fue de por calor seco a 60, 65, 70 y 80°C, de
1 a 21 dias de exposicion. Tras el tratamiento, se evallo la capacidad
germinativa de las semillas. El porcentaje de germinacion de las semillas y los
indices de crecimiento de las plantulas se estudiaron en presencia/ ausencia
de nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNT) y nuestro laboratorio
sintetiz6 y caracterizd6 (SEM, DLS, FTIR, UV-Vis) nanoparticulas de oro
(AuNPs). En general, el MWCNT super6 al AuNPs. Los resultados

aparentemente erraticos de la germinacion se racionalizaron desde el punto
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de vista de la biomecanica de la entrada de agua en las semillas con cubiertas
dafiadas por el calor. Los célculos de difusion ficksiana aplicados a los canales
intersticiales de la cubierta de la semilla y la pared celular mostraron que el
primero, pero no el segundo, era una barrera eficaz para la entrada de MWCNT
y que ambos permitian facilmente la entrada de agua. Para las semillas que
han estado expuestas al calor a 60°C durante mucho tiempo los tratamientos
MWCNT parecen catalizar la recuperacion de las semillas y plantulas,
promueven la biomasa y el transporte de agua de la raiz al brote, mientras que
la tendencia de la biomasa parabdlica para 40—60°C durante corto tiempo,
sugiere factores opuestos regulados por la temperatura que posiblemente
involucren especies reactivas de oxigeno. En resumen, los indices de
crecimiento de las semillas dafiadas por el calor muestran una fuerte
dependencia de la dosis no monoténica en la que el MWCNT alteré
significativamente la respuesta, catalizando la recuperacion del conjunto de
"dosis" de calor alto. Estos resultados son prometedores para la aplicacién de
la nanoagrobiotecnologia en la agricultura en el escenario del calentamiento

global.

Palabras clave: nanotubos de carbono, nanoparticulas de oro, Maiz -

Envejecimiento térmico - Difusién - Nanoagrobiotecnologia.
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CAPITULO |I. INTRODUCCION.
1.1 INTRODUCCION.

En el presente trabajo se ha logrado conocer mas a detalle los
nanomateriales desde su sintesis, caracterizacion y sus diferentes
aplicaciones, siendo de importancia para este trabajo las aplicaciones en
la agrobiologia. Es de nuestro interés evaluar el efecto del cambio climatico
en el vigor y desarrollo de semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros”
(se considera un hibrido debido a que presenta nula variabilidad genética
y es el modelo ideal para medir variables para este estudio), ademas de
evaluar el efecto e interaccion de AuNPs y MWCNT con el interés de
generar una propuesta para la utlizacion de nanomateriales en la
agrobiotecnologia con bases fundamentadas en evidencias claras del

comportamiento entre nanomaterial-suelo-semilla-plantula.

1.2 ANTECEDENTES.
1.2.1 Cambio climaético.

Por "cambio climatico" (CC) se entiende un cambio de clima atribuido
directa o indirectamente a la actividad humana que altera la composicion de la
atmosfera mundial y que se suma a la variabilidad natural del clima observada
durante periodos de tiempo comparables y por "efectos adversos del cambio
climatico” se entiende los cambios en el medio ambiente fisico o en la biota
resultantes del cambio climatico que tienen efectos nocivos significativos en la
composicién, la capacidad de recuperaciébn o la productividad de los

ecosistemas naturales o sujetos a ordenacion, o en el funcionamiento de los
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sistemas socioecondmicos, o en la salud y el bienestar humanos (Convencién

marco de las naciones unidas sobre el cambio climatico, 1992).

El clima es el factor dominante que interviene en la produccién agricola
y determina los rendimientos finales de la cosecha, (Vazquez-Montenegro et.
al., 2014). Los efectos de las variaciones en el clima sobre la produccién de
cultivos se presentan ampliamente de una region a otra, se espera que los
cambios tengan grandes efectos, principalmente en zonas tropicales de paises
en desarrollo con regimenes de precipitacion que se encuentran entre
semiarido y hiamedo (Cline, 2007), Citado por Iglesias & Medina (2009);

(Morales -Casco y Zuniga-Gonzalez. 2016).

El Panel Intergubernamental del Cambio Climatico (IPCC) advirtié que
el calentamiento para el 2100 sera el peor que se haya esperado con un
incremento de la temperatura probablemente de 1.8 a 4°C y un posible

aumento de hasta 6.4°C.

El cambio climatico es uno de los retos para los paises en desarrollo y
para la gente en condiciones de pobreza y de vulnerabilidad social, econémica
y ambiental, quienes con frecuencia se encuentran expuestos a desastres

climatolégicos y estrés climatico.
Los riesgos por regiones
El IPCC identifica los siguientes riesgos clave para las diferentes regiones:

Africa: estrés hidrico, reduccion de la produccion de alimentos, expansion de

las enfermedades.

Europa: inundaciones, disponibilidad de agua dulce, eventos de calor

extremo.



| CIICAp
DOCTORADO EN INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Asia: inundaciones, mortalidad causada por el calor, escasez de alimentos y
agua debido a sequias.

Australia: dafos y pérdidas en las barreras de coral y otras especies, dafios

por inundaciones, dafios costeros.
América del Norte: incendios forestales, extremos de calor, inundaciones.

América central y sur: escasez de agua, inundaciones urbanas, produccién

de alimentos.

Islas pequefias: pérdida de modos de vida e infraestructuras, aumento del

nivel del mar.

Las condiciones de vida y bienestar de millones de personas estaran en peligro
en América Latina debido al cambio climético, algunos escenarios bajo esas
condiciones proyectan una reduccion en la produccion de maiz para el 2055
de cerca de 15%, en promedio (Stern, 2006) (Morales -Casco y Zuniga-
Gonzalez, 2016).

La reduccion de la productividad agricola ya es un hecho, y no solo en
el maiz, sino que en la mayor cantidad de rubro que forman parte de la
produccién basica de alimentos, como el ajonjoli, sorgo, frijoles, arroz, café
entre otros, de igual forma la proliferaciéon de plagas y enfermedades son
evidentes y resistentes en los cultivos antes mencionados (Morales -Casco y

Zuniga-Gonzalez, 2016).

En el afio 2009 el Banco Mundial sefialé el impacto mas directo e
importante por los cambios graduales en la temperatura y la precipitacion sera

en la agricultura en México (De la Torre, 2009).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la

Alimentacion (FAO por sus siglas en inglés) seguridad alimentaria “cuando
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todas las personas tienen en todo momento acceso fisico y econdémico a
suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades
alimenticias y sus preferencias en cuanto a los alimentos a fin de llevar una
vida activa y sana” (FAO, 2006).

El maiz es uno de los cultivos mas importantes de México, la superficie
cosechada al afio 2006 fue de 13,7 millones de hectareas, de las cuales el
90% es de maiz blanco, principalmente destinado al consumo humano
(Peinado-Guevara, 2010).

México, por su ubicacidbn geografica, topografia y aspectos
socioeconémicos, es especialmente vulnerable a los impactos de la
variabilidad climatica y al cambio climéatico. Los escenarios de clima para el
afo 2020 implican reducciones moderadas en la aptitud para el cultivo de maiz
de temporal e incrementos en la superficie no apta de hasta 4.2% (Conde et.
al. 2006; SEMARTAN-INE, 2006).

El laboratorio de la Dra. Vivechana Agarwal CIICAP - Universidad
Autonoma del Estado de Morelos, Cuernavaca, México tiene una amplia
experiencia en la sintesis, caracterizacion y aplicacion de nanomateriales. En
colaboracién con el Laboratorio de Biofisico-quimica y Estudios de Radiacion
(BER), de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH.
Por otro lado, el trabajo previo realizado en el laboratorio BER-UMSNH ha
demostrado que los Nanotubos de Carbono de Pared Mdltiple (MWCNT, por
sus siglas en inglés) es capaz de transportar agua y nutrientes idnicos a través
de las barreras celulares de las plantas (Tiwari et al., 2014; Tiwari et al. 2017),
ademas de la colaboracion de los laboratorios de Edafologia “Martha Bustos

Zagal” y Genética y Fisiologia Vegetal “Dr. Miguel Martinez Truijillo”
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pertenecientes a la Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

Se han realizado estudios para conocer el efecto de nanomateriales en
las plantas, algunos resultados sugieren que los nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT) aumentan la internalizacion a las células vegetales
de agua y nutrientes, suponemos que, MWCNT pueden restablecer el dafio
causado por envejecimiento acelerado en las semillas, lo cual abre una
posibilidad para evitar la pérdida de especies vegetales, ademas, algunos
nanomateriales no han sido estudiados en este tipo de escenario lo cual
genera una nueva linea de investigacion para conocer la aplicacion de algunos
nanomateriales generando nuevo conocimiento y la posibilidad de mitigar los

efectos del cambio climatico en esta area de estudio.

1.3 JUSTIFICACION.

El envejecimiento y la mortalidad de las semillas se ven acelerados por
el calentamiento climéatico con graves consecuencias en el futuro para el
suministro de alimentos, especialmente para los paises del tercer mundo que
se encuentran en la region tropical. Se han aplicado métodos fisicos para el
fortalecimiento de las semillas (De Sousa et al., 2016). Pero hasta la fecha no
se ha realizado ningun estudio sobre el rejuvenecimiento de las semillas

envejecidas mediante el uso de nanomateriales.

1.4 HIPOTESIS.

El cambio climatico tiene como consecuencia el incremento de la

temperatura, generando estrés termico en las semillas de maiz (Zea mays)
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inhibiendo su germinacion, el envejecimiento acelerado por calor seco en las
semillas de maiz (Zea mays) puede restablecerse por la aplicaciéon de

nanomateriales mejorando la internalizacion de agua y nutrientes.

1.5 OBJETIVOS.

1.5.1 Objetivo general.

Sintetizar, caracterizar y evaluar las aplicaciones biofisicas de

nanomateriales en semillas de maiz (Zea mays).

1.5.2 Objetivos especificos.

(1) Sintetizar y caracterizar Titania mesoporosa por el método de Sol-
Gel.

(2) Sintetizar y caracterizar Nanotubos de Titania (TNT) mediante el
meétodo de anodizacién electroquimica.

(3) Sintetizar y caracterizar AUNPs por el método de Turkevich.

(4) Estandarizacion del envejecimiento acelerado por calor seco en
semillas de maiz (Zea mays).

(5) Evaluar el efecto de MWCNT y AuNPs en la germinacion de
semillas de maiz.

(6) Estudiar las aplicaciones biofisicas y los efectos de los MWCNT y
AuNPs en el proceso de germinaciéon de semillas de maiz (Zea

mays) con envejecimiento acelerado.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 NANOTECNOLOGIA Y NANOMATERIALES.

La demanda alimenticia de la poblacion cada vez es mayor, cada region
poblacional tiene como base alimenticia algin cereal, entre los mas
importantes se encuentra el arroz, trigo y el maiz, asi como el garbanzo, entre
otros. Un gran desafio es cumplir con esta demanda, existen varios factores
que pueden modificar la produccion mundial de alimentos, como, por ejemplo,
la perdida de suelos fértiles, las reservas de aguas de riego no son suficientes
debido a la contaminacién de las mismas, el cambio climatico, viabilidad y vigor
de las semillas, son algunos. Para afrontar este reto es necesario un estudio
colaborativo entre diferentes ciencias que en conjunto puedan dilucidar
herramientas eficientes y sustentables, que, ademas de aumentar la

produccion, sea de alto contenido nutrimental y sustentable.

La nanotecnologia es una ciencia que manipula la materia a una
escala atomica y molecular, permite crear tecnologia emergente para la
resolucién de problemas. Es una ciencia aplicable en diferentes campos como
la medicina, la ingenieria, la informatica, Optica, electronica y mas
recientemente la agricultura y alimentos. La nanobiotecnologia se refiere ala
aplicacion de la nanotecnologia en los biosistemas con el fin de comprender
de los procesos bioldgicos a escala nanométrica y molecular, mejorando los
nanomateriales para su uso en sistemas biolégicos. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que el uso de nanomateriales puede generar algunos riegos

en la salud.
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2.1.1 Nanomateriales.

Diversas definiciones de nanomateriales han sido propuestas por
diferentes organismos internacionales (Lizarazo-Salcedo et al.) Sin embargo,
aun no se cuenta con una definicion carente de ambigtiedad y dotada de todos
los elementos necesarios, la cual logre correlacionar la definicion con los
comportamientos y propiedades que han sido identificados como diferenciales
de los nanomateriales. En la Tabla 1 se evidencian algunas de las definiciones

propuestas por estos entes internacionales.

Tabla 1. Definiciones de nanomaterial establecidas por entes internacionales.

Organizacion / Pais

Definicion propuesta

Fuente

International Standardization
Organization (ISO)

Material con cualquier dimensién
externa en escala nano o que
tiene una estructura interna

0 superficial en la escala nano.

ISO. Nanotechnologies -

- Terminology and definitions
for nano-objects -

- Nanoparticle, nanofibre an
d nanoplate - ISO/TS
27687:2008.

International Organization fo
r Standardization. [Standard
en Internet]. Agosto 2008
[consultado 14 de febrero de
2016]. Disponible en:
https://www.iso.org/standard
44278. html

Comité Cientifico de la Union
Europea sobre Riesgos
Sanitarios Emergentes y
Recientemente Identificados
(SCENIHR)

Cualquier forma de un material
gue se compone de partes
funcionales diferenciadas,
muchas de las cuales tienen una
0 mas dimensiones del orden de
100 nm 0 menos

SCENIHR. Scientific Basis f
or the Definition of the Term
<nanomaterial». European C
ommission, Scientific Commi
ttee on Emerging and Newly
Identified Health Risks.
[Articulo de Internet].
Diciembre 2010 [consultado
14 de febrero de 2016].
Disponible en:
http://ec.europa.eu/health/sci
entific_committees/ emergin

g/docs/scenihr_o_032.pdf.
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Food and Drug Administration
(FDA)

El término de nanomaterial se

a ingenieria (manipulacion
deliberada, fabricacién o
seleccién) de materiales que
tienen al menos una dimensién
en el intervalo de tamafio de 1 a
100 nm
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FDA. Guidance for Industry

utiliza cominmente en relacion a [Considering Whether an FD

Regulated Product Involves t

he Application of Nanotechn
logy. Guidance for Industry,
Food and Drug Administrati
n.

U.S. Department of Health a
nd Human Services [Articulo
n internet]. Junio de 2014
[consultado 14 de febrero de

016]. Disponible
n: https://www.fda.gov/Req
ulatorylnformation/Guidance

5/ucm257698.htm.

Australia: The National Indust
rial Chemicals Notifi cation an
d Assessment Scheme (NICN
AS

Los nanomateriales industriales
son aquellos materiales
producidos intencionalmente,
fabricados o disefiados para
tener propiedades especificas o
composicion especifica, y una o
Iméas dimensiones tipicamente
entre 1 nm y 100 nm. Este rango
de tamafio se refiere al tamafio
de las particulas individuales y
no tiene en cuenta la
aglomeracion de particulas

Nanomaterials and nanotec
hnology. Australian Govern
ment, Department of Health,
national Industrial Chemicals
Notification and Assessmen
t Scheme (NICNAS).
Disponible en:
https://www.nichas.gov.au/ ¢
hemical-information/Topics-
of-
interest2/subjects/nanomater
jals-nanotechnology

Canada: Health Canada

Cualquier producto
manufacturado, material,
sustancia, ingrediente,
dispositivo, sistema o estructura
es nanomaterial, si: a) Esen o
dentro de la escala hanométrica
en al menos una dimension
espacial; b) Es mas pequefio o
mas grande que

a nanoescala en todas las
dimensiones espaciales y exhibe
uno o mas fenémenos

a nanoescala

Health Canada. Policy State
ment on Health Canada’s W
orking Definition for Nanoma
terial. Government of Canad
a. [Articulo de Internet].
Mayo 2011 [consultado 14
de febrero de 2016].
Disponible en: https://
www.canada.ca/en/health-
canada/services/science-
research/reports-
publications/nanomaterial/po
licystatement-health-canada-

working-definition.html.
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Colombia: Guia Técnica Material con cualquier dimension
Colombiana exterior en la nanoescala o que
ISO/TC229/GTC1 tiene una estructura interna o

estructura de la superficie en

a nanoescala». Este término
genérico incluye nano-objetos y
material nano estructurado. Se
ncluyen tres categorias
principales, los de origen natural
como productos de
condensacion, los inducidos por
el hombre, y los artificiales o
manufacturados.

Reino Materiales estructurados con al
Unido: The Royal Society & T jmenos una dimensién menor

he Royal Academy of Engine gue 100 nm o que tienen una
ering dimensién en la nanoescala (y
Sse extienden en las otras dos
dimensiones) o capas, como una
fina pelicula o

recubrimiento superficial. Los
materiales a nanoescala en dos
dimensiones (y ampliado en una
dimension)

ncluyen nanocables y
nanotubos. Los materiales a
escala nanométrica en tres
dimensiones son nanoparticulas,
al igual que los

materiales nanocristalinos forma
dos por granos de tamafio
nanomeétrico.

Los nanomateriales generalmente se clasifican en funcion de su
dimensionalidad, morfologia, composicion, uniformidad y aglomeracién.
Basado en la dimensionalidad de las nanoparticulas, Los nanomateriales se
pueden clasificar en 0-D, 1-D, 2-D y 3-D.
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Clasificacion de los nanomateriales de acuerdo a sus dimensiones.
0-D

Tienen las tres dimensiones insignificantemente pequefias. También se
conocen como atomos artificiales (0 puntos cuanticos) porque sus niveles de

energia son discretos.
1-D

Tienen dos dimensiones de particulas en la escala nhanométrica y la
tercera dimensién es significativa en comparaciéon con las otras dos
dimensiones, es decir, tienen una longitud de varios micrémetros (0> 100 nm)

y un didmetro de s6lo unos pocos nanémetros.
2-D

Tienen una dimension en la escala nanométrica y otras dos
dimensiones son significativas. considerablemente grande en comparacion

con la tercera dimension (es decir, espesor).
3-D

Todas las dimensiones de estos materiales estan fuera del rango
nanometrico. Son generalmente denominadas nanoparticulas o nanocristales
equiaxiales, Los nanomateriales 3-D también se conocen como
nanomateriales a granel, que no se limitan a nanoescala en cualquier
dimension. Estos materiales tienen las tres dimensiones > 100 nm. Estos los

materiales poseen una estructura nanocristalina.
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Figura 1. Clasificacion de los nanomateriales basado en su dimensionalidad. Tomado de
https://nuevastecnologiasymateriales.com/clasificacion-de-los-nano-materiales/

2.1.2. NANOMATERIALES DE INTERES PARA ESTA LINEA DE
INVESTIGACION.

2.1.2.1. Nanoparticulas de oro (AuNPs por sus siglas en inglés).

Las nanoparticulas se caracterizan por tener un tamafio muy pequefio,
en el orden de 1 a 300 nm. Son utilizadas en diversos a&mbitos como la
industria, medicina, cosméticos, y otros productos comerciales, siendo
liberadas potencialmente en diversas concentraciones al medio
ambiente (Weiss & Diabaté, 2011).

Las nanoparticulas de metales nobles y, mas especificamente, las
nanoparticulas de oro (AuNPs), exhiben excelentes propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas, intrinsecas a su tamafio nanométrico. Ademas, las
AuNPs pueden ser producidas en distintos tamafos, formas y pueden

ser facilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos
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(anticuerpos, polimeros, sondas de diagnéstico, farmacos, material genético,
entre otros) ver figura 2. Todo esto hace que las AuNPs despierten un gran
interés en multitud de campos, pero especialmente en los sectores biomédico
y alimentario. Hoy en dia, las AuNPs destacan especialmente por sus

propiedades fototerapéuticas (Auffan etal., 2009).
"TEEseses

Figura 2.- Colores de nanoparticulas de oro monodispersos de varios tamafios. Tomada de Kummar 2020.

Ademas de su extraordinario potencial como agentes fototerapéuticos,
las AuNPs pueden utilizarse en la elaboracion de particulas nanoestructuradas
para el transporte y la vectorizacion selectiva de farmacos y macromoléculas
terapéuticas, asi como en terapia génica (vehiculizacion de plasmidos, DNA,
RNA, etc.) (Connor, 2005). También destaca el empleo de las AuNPs en la
elaboracién de sistemas transportadores inteligentes que permiten controlar,
en el espacio y en el tiempo, la liberacion del compuesto terapéutico asociado,
ya sea por activacion de un estimulo biolégico interno o externo. Sin embargo,
existe cierta controversia en torno a los posibles efectos citotoxicos en lineas
celulares alveolares humanas, en macréfagos y en fibroblastos de piel tras su

exposicion a las AuNPs (Lanone, et al., 2009).
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2.1.2.2. Nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT).

Esta forma 1-D de carbono fue observada accidentalmente en 1991 por
S. lijima bajo un microscopio electronico de transmisién. Los nanotubos de
carbono se pueden considerar como cilindros hechos de laminas de grafito, en
su mayoria cerrados en los extremos, con 4&tomos de carbono en los vértices
de los hexagonos, como en una lamina de grafito ver figura 3 (Sulabha K.
Kulkarni, 2015).

Plegamiento Plegamiento
p | b L v ‘b Oy A
’ o
; 8
, d

Figura 3. Enrollamiento de la Iamina de carbonos para obtener un nanotubo de carbono. Tomada de (Sulabha K.
Kulkarni, 2015).

Es posible que muchos cilindros concéntricos puedan formarse como
un nanotubo, dichos nanotubos concéntricos se denominan nanotubos de
carbono de paredes multiples (MWCNT). La distancia entre sus paredes es de
0,334 nm. Esto es similar a lo que se obtiene entre dos capas de grafito en un
solo cristal. Los MWCNT son los mas comunes y faciles de formar. Sin
embargo, bajo ciertas condiciones, es posible obtener incluso nanotubos de
carbono de pared simple (SWCNT). La figura 4 ilustra el concepto de SWCNT
y MWCNT.
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Son posibles tres tipos de nanotubos de carbono (consideraremos aqui
solo el SWCNT en aras de la simplicidad), a saber. sillon, en zigzag y

helicoidal, en condiciones adecuadas de crecimiento ver figura 4.

Sillén Zigzag

Figura 4. Se muestran los tres tipos de nanotubos de carbono tomada de Rajendra Kumar Goyal. 2018 (De Dervishi
E. et al. 2009. Particul. ciencia Tecnologia 27: 107-125. Reproducido con autorizacion de Taylor & Francis Group.

Los CNT poseen una conductividad eléctrica mas alta que el cobre
debido a su baja resistencia y muy pocos defectos. Los nanotubos de carbono
(CNT) tienen propiedades mecéanicas, eléctricas y quimicas Unicas debido a
su nanoestructura de dimension baja y su relacion de aspecto extrema. Desde
el descubrimiento de los CNT (ljima, 1991), se han realizado amplias
investigaciones sobre sus propiedades fundamentales de la estructura, el
comportamiento eléctrico, 6ptico, mecanico y fisicoquimico, asi como sobre la
investigacion y el desarrollo orientados a las aplicaciones. Un area particular
donde ha visto un aumento de desarrollo reciente, es en su aplicacion como

un dispositivo biofisico o biomédico, por ejemplo, para el suministro de
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medicamentos, terapia genética, biosensores e ingenieria de tejidos (Alshehri
et al., 2016).

2.1.2.3. Puntos cuanticos (C-Dots).

Los puntos cuanticos de carbono (C-Dots) se descubrieron por primera
vez en 2004 durante la purificacion de nanotubos de carbono de pared simple.
Los C-Dots poseen propiedades de fluorescencia muy fuertes y ajustables que
permiten sus aplicaciones en biomedicina, optrénica, sensores y aplicaciones
cataliticas. Tiene excelente fotoestabilidad, tamafio pequefio, propiedad de
fotoluminiscencia (PL) altamente ajustable, biocompatibilidad,
electroquimioluminiscencia, propiedad excepcional de excitacion multifotonica
(conversion ascendente). Estos materiales se pueden funcionalizar con
biomoléculas y son menos toxicos y quimicamente inertes, por lo que se
utilizan como vehiculos eficaces para la administracion de farmacos y la
obtencion de imagenes biolégicas. Los C-Dots también tienen aplicaciones
prometedoras en sensores, optrénica y luminiscencia electroquimica (Shen et
al., 2012; Li et al., 2013; Zhang et al., 2012).

En su forma de bulto son insolubles al agua, pero al disminuir su tamafio
a escalas nanométricas incrementan su compatibilidad con el agua para
formar suspensiones coloidales. Los C-Dots han logrado captar el interés de
quimicos, fisicos, nanotecnélogos y biélogos para posicionarse como una

alternativa de generacion de nanomateriales (Solorio et al., 2018).

Los C-Dots son cristales semiconductores tridimensionales en escalas
de 1-10 nm que producen luminiscencia de color diferente debido a los efectos
de confinamiento cuantico. La longitud de onda de la fluorescencia (color)

depende del tamafio de la particula. Los espectros de emision de C-Dots
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pueden estar en varias regiones; desde el UV cercano hasta el infrarrojo
cercano, lo que se puede lograr cambiando el tamafio y composicién de los
nacleos de los C-Dots (Gao et al., 2002; Klarreich 2001; Mittal and Kumar,
1999).

Al ser nanocristales formados por materiales semiconductores poseen
una banda de valencia (llena de electrones) y una banda de conduccion
(banda de energética vacia) separada por una diferencia energética llamada
gap (Cigales, 2016).

El proceso luminiscente se produce cuando los electrones de la banda
de valencia son excitados con un haz de determinada energia a la banda de
conduccion dejando huecos en la banda de valencia. Cuando dicha excitaciéon
finaliza, se produce una combinacion radiativa entre los electrones y los
huecos generados lo que provoca la emision de fotones con una energia
definida que viene determinada por la separacion entre ambos niveles
energéticos y, por tanto, dicha radiaciéon tiene una longitud de onda
caracteristicas. Se debe destacar que las nanoparticulas de mayor tamafio
tienen gaps méas pequefios, aumentando al disminuir el tamafio de las
nanoparticulas. Este es el motivo, uno de los mas interesantes en aplicaciones
biomédicas, ya que, controlando el tamafio de las nanoparticulas, se puede

controlar la longitud de onda de emision (Juarez, 2011).
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Figura 5. Fluorescencia de C-Dots de diferentes tamarios.

2.1.3. SINTESIS DE NANOMATERIALES.

Existen varios métodos para sintetizar nanomateriales, con ciertas
caracteristicas importantes para su uso, como la forma geométrica, tamafio,
entre otras. Algunos métodos de sintesis se consideran convencionales, sin
embargo, siguen en constante desarrollo de técnicas para optimizar el

proceso.

Los métodos antes mencionados se pueden clasificar de acuerdo al
ensamble del nanomaterial y/o a la técnica utilizada de obtencién. Para el
primer caso, de acuerdo al ensamble del nanomaterial se pueden agrupar en

2 grandes categorias o enfoques ver ilustracionl:

e "De arriba hacia abajo”. Se refiere a la reduccién del tamafio del

material utilizando métodos mecanicos o quimicos.
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e "De abajo hacia arriba’. Se refiere a la construccién de una estructura
atomo por atomo, molécula por molécula. En este tipo de enfoque se
primero se forman las nanoparticulas y posteriormente se ensamblan

en el material final si es requerido.

Clasificacion de acuerdo al
ensamble del nanomaterial

“arriba hacia abajo” “abajo hacia arriba”
/" Evaporacién térmica. ) /" Método coloidal.
Deposicion quimica en Reduccion fotoquimica y
fase vapor (CVD) radioquimica.
Preparacion de clusters Irradiacion con
gaseonsos. microondas.
Implantacién de iones. Utilizapién de
L Molienda. ) , der\drlmeros.
Sintesis solvotermal.
Método sol-gel.

N /

llustracion 1.Muestra la clasificacion de los métodos de sintesis de acuerdo al ensamble del nanomaterial.

Para la clasificacion de métodos de sintesis de acuerdo a la técnica de
obtencion existen varias técnicas fisicas, quimicas, biolégicas e hibridas
disponibles para sintetizar nanomateriales. En la ilustracién 2 se puede ver
que, para cada tipo, hay un gran numero de posibilidades. La lista no esta
completa, pero da algunas técnicas utilizadas. La técnica a utilizar depende
del material de interés, tipo de nanomaterial cero dimensional (0-D),
unidimensional (1-D) o bidimensional (2-D), sus tamafios y cantidad.
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llustracion 2. Muestra la clasificacion de los métodos de sintesis de nanomateriales de acuerdo a las diferentes
técnicas de obtencion. Tomada de Nanotechnology: Principles and Practices. Sulabha K. Kulkarni p.56.

Al conocer la clasificacion de los diferentes métodos de sintesis de
nanomateriales podemos darnos cuenta de que hay infinidad de técnicas, en

este trabajo, se describen las técnicas utilizadas en esta investigacion.

2.1.3.1. Método coloidal.

Los coloides se conocen desde hace mucho tiempo. Una clase de
materiales, en la que dos o mas fases (sdlido, liquido o gas) del mismo o
diferentes materiales coexisten con las dimensiones de al menos una de las
fases de menos de un micrébmetro se conoce como coloides. Los

nanomateriales son una subclase de coloides, en la que una de las
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dimensiones de los coloides esta en el rango de nanémetros (Sulabha K.
Kulkarni, 2015).

La sintesis de coloides es un método muy antiguo. La fabricacion de
nanoparticulas por via coloidal se remonta al siglo XIX cuando M. Faraday
sintetizd nanoparticulas de oro por via quimica humeda (Sulabha K. Kulkarni,
2015).

Las nanoparticulas de metales coloidales a menudo se sintetizan
mediante la reduccion de algunos metales: sal o &cido (Sulabha K. Kulkarni,
2015). Los precursores mas comunes que incluyen elementos metales, sales
inorganicas y complejos metalicos son Ni, Co, HAuCls, H2PtCls, RhC13y PdCl2.
Los reactivos reductores comunmente utilizados son citrato de sodio, peroxido
de hidrégeno, hidroxi clorhidrato de ilamina, acido citrico, monoxido de
carbono, fésforo, hidrégeno, formaldehido hyde, metanol acuoso, carbonato
de sodio e hidroxido de sodio (Rajendra Kumar Goyal, 2018). Por ejemplo, se
pueden obtener particulas de oro altamente estables reduciendo &cido
cloroaurico (HAuCls) con citrato trisédico (NasCsHs07). La reaccién toma
nucleacion homogénea. Esto se puede entender de la siguiente manera, lugar
de la siguiente manera (Fig. 6): Las nanoparticulas de oro metalico exhiben
rojo intenso, magenta y otros colores, segun el tamafio de la particula. El
tamafio de las particulas, la distribucién del tamafio y la forma dependen en
gran medida de los parametros de reaccion y se pueden controlar para
resultados También es posible sintetizar nanoparticulas de aleacién usando

precursores apropiados (Sulabha K. Kulkarni, 2015).
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Figura 6. Estabilizacion por formacion de doble capa electroquimica Tomada de Nanotechnology: Principles and
Practices. Sulabha K. Kulkarni p.92.

Las reacciones quimicas en las que se obtienen particulas coloidales
se llevan a cabo en algun reactor de vidrio de tamafio adecuado. El reactor de
vidrio generalmente tiene una disposicion para introducir algunos precursores,
gases y medir la temperatura y el pH durante la reaccién. La figura 7 ilustra
una sintesis quimica simple configurada para obtener nanoparticulas por ruta
coloidal.

/

/ " Salidade gas inerte
Entrada de gas inerte #

Termémetro o
eringa para
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Mezcla de
reactivos

Agitador magnético

Figura 7. Un reactor quimico tipico para sintetizar nanoparticulas Tomada de Nanotechnology: Principles and
Practices. Sulabha K. Kulkarni p.88.

A principios de los afios 50 del siglo pasado, Turkevich reporto el primer

meétodo estandar y reproducible para la preparacion de coloides metalicos
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(particulas de oro de 20 nm por medio de la reduccion de &cido cloroaurico
(HAUCl4) con citrato trisddico (NasCeHsOv7). Adicionalmente fue el primero en
proponer un mecanismo paso a paso de la formacion de nanocluster basado

en la nucleacion y crecimiento (Turkevich et al., 1951; Turkevich y Kim, 1970).

2.1.3.2. Anodizacion electroquimica.

Masuda y Fukuda fueron pioneros en la obtencién de recubrimientos
porosos con morfologia nanotubular. En 1995 demostraron que bajo ciertas
condiciones de anodizado (electrolito, voltaje y tiempo) eran capaces de
obtener estructuras hexagonales a escala nanométrica en un sustrato de
aluminio. En 1999, Zwilling et al. observaron por primera vez que era posible
obtener estructuras nanotubulares en un sustrato de titanio, empleando un

electrolito compuesto por HF y acido cromico.

El mecanismo béasico para la formacion de los nanotubos esta
compuesto por dos procesos, el primero es el ataque quimico y el segundo es
la disolucion quimica. EI mecanismo comienza con la formacion de una capa
inicial de 6xido en la superficie de la aleacion de titanio, debida a la interaccion
de Ti4+, Nb5+, Ta5+ y Zr4+ y los iones O2- . Sigue con la aparicion del
fendbmeno de corrosion por picadura; éste se produce por la disolucién
localizada de los iones F-. Las picaduras en la superficie del implante se
convierten en poros de mayor tamafo, este crecimiento ocurre por el
desplazamiento de la capa de 0xido hacia el interior (Fig. 8). El avance de esta
oxidacion selectiva, que separa unas picaduras de otras, permite la formacién

de los nanotubos (Minagar et al., 2012).
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Figura 8. Formacion regular de nanotubos de TiO2. A) Reaccion catddica. B) Reaccion anodica. C) Estado de
transicion de la capa de TiO2. D) Formacidn de los nanotubos. (e) Nanotubos de TiO2. Fuente: Minagar et al., 2012
“A review of the application of anodization for the fabrication of nanotubes on metal implant surfaces”.

2.1.3.3. Deposicién Quimica de Vapor (CVD por sus siglas en inglés).

La deposicion quimica de vapor, un método hibrido que usa productos
quimicos en fase de vapor, se usa convencionalmente para obtener
recubrimientos de una variedad de materiales inorganicos u organicos. Es
ampliamente utilizado en la industria debido a la instrumentacion relativamente
simple, la facilidad de procesamiento, la posibilidad de depositar diferentes
tipos de materiales y la viabilidad econdmica (Sulabha K. Kulkarni, 2015).

La CVD se realiza en una cdmara de reaccion (o reactor). En el reactor,
se da una presion tipica de los productos quimicos es ~104 Pa y el
calentamiento se logra mediante energia eléctrica. El sustrato generalmente
se mantiene a temperaturas tipicas de 300-1200°C (Rajendra Kumar Goyal,
2018).

El proceso CVD basico puede considerarse como un transporte de
vapor reactivo o gas reactivo hacia el sustrato (ver fig. 9) mantenido a una
temperatura alta donde el reactivo se rompe en diferentes productos que se
difunden en la superficie, experimentan alguna reaccion quimica en sitio

apropiado, nuclearse y crecer para formar la pelicula de material deseada. Los
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subproductos creados en el sustrato deben transportarse de regreso a la fase
gaseosa Yy eliminarlos del sustrato (Sulabha K. Kulkarni, 2015).

Horno (300- 1200°C

Tubo de cuarzo

> Catalizador Producto

Entrada de gas => -y Y m) Salida de gas
% i , < Sustrato

Figura 9.- Configuracion bdsica del proceso de CVD tomada de (Rajendra Kumar Goyal. 2018). p.91

Variando la temperatura y la sobresaturacion de los precursores se
puede depositar materiales en diversas formas: materiales monocristalinos,
policristalinos, amorfos, y epitaxiales (Qin, L.C., 1997). Estos materiales
incluyen: silicio, fibra de carbono, nanofibras de carbono, filamentos,
nanotubos de carbono, SiO2, silicio - germanio, tungsteno, carburo de silicio,
nitruro de silicio, 6xinitruro de silicio, nitruro de titanio, diamantes sintéticos, etc

(Investigacion, 2009).

2.1.3.4. Hidrotermal.

Es una técnica muy antigua, probablemente utilizada por primera vez
por el cientifico aleman Robert Bunsen en 1839. Este método de sintesis es
atil para hacer una produccién a gran escala de particulas de tamafio nano a
micro. En esta técnica, los precursores quimicos adecuados se disuelven en
agua y se colocan en un recipiente de acero o cualquier otro metal adecuado
gue pueda soportar altas temperaturas, normalmente de hasta 300°C, y altas

presiones superiores a 100 bares. El recipiente, conocido como autoclave,
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suele estar provisto de control de temperatura y presion, asi como medidores
de medicion, como se ilustra en la figura 10 (Sulabha K. Kulkarni, 2015).

Se ha vuelto popular entre los nanotecnologos debido a las ventajas,
como el gran rendimiento y las formas y tamafios novedosos que se pueden

obtener con esta técnica.

Tapa de acero inoxidable

. —n

Disco de ruptura

Solvente

Taza de teflon / ket

de aprox. 25
mL.

/

Capa de acero inoxidable

Figura  10.- Esquema de una autoclave para la  sintesis  hidrotermal  tomada  de
https://www.researchgate.net/figure/A-schematic-diagram-of-solvothermal-synthesis-setup_fig4_337944364

2.1.4 CARACTERIZACION DE NANOMATERIALES.

La caracterizacion de materiales es muy importante, ya que, al conocer
las caracteristicas del material se puede inferir el comportamiento de los

mismos en un determinado escenario. Algunas veces, se conocen las
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caracteristicas que se requieren cumpla el material para su aplicacion. Por lo

tanto, dependiendo de las caracteristicas buscadas se elige el tipo de técnica

a utilizar para conocerlas. Los datos de mayor interés son: el tamario, la

composicion quimica, los grupos funcionales, propiedades Opticas y su

morfologia.

Existen varias técnicas de caracterizacion de materiales las cuales se

enumeran enseguida:

Técnicas de microscopia. Microscopio (SEM), Microscopio
electronico de transmisién (TEM), Microscopio de efecto tunel (STM),
Microscopio de fuerza atémica (AFM), Microscopio 6ptico de campo
cercano (SNOM).

Los microscopios son utiles para investigar la morfologia, el tamafio, la
estructura e incluso la composicién de los sélidos segun el tipo de
microscopio. Algunos de los potentes microscopios pueden resolver

estructuras hasta una resolucion atbmica.

Espectroscopias. Absorcion UV-Vis-IR (modos de transmision vy
reflexion), Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR),
Espectroscopia de absorcién atdomica (AAS), Resonancia de espin
electréonico (o paramagnética) (ESR o EPR), Resonancia magnética
nuclear (NMR), Raman Espectroscopia, varias espectroscopias de
luminiscencia, espectroscopia de electrones para analisis quimico
(ESCA) o espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS),

espectroscopia de electrones Auger (AES).
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e Técnicas de difraccion. Difraccion de rayos X (XRD), difraccion de
electrones, difraccion de neutrones, dispersion de rayos X de angulo
pequefio (SAXS), dispersion de neutrones de angulo pequefio (SANS)
y dispersion de luz dinamica (DLS).

Las técnicas de dispersion o difraccidon se utilizan a menudo en forma
de particulas y analisis de tamafo de particula promedio, asi como

determinacion estructural.

Las espectroscopias son Utiles para el andlisis del estado quimico
(enlace o transferencia de carga entre los atomos), la estructura
electronica (brechas de energia, niveles de impurezas, formacion de
bandas y probabilidades de transicion) y otras propiedades de los
materiales (Sulabha K. Kulkarni, 2015).

2.1.4.1 Microscopio electronico de barrido.

La microscopia electrénica se convirti6 en una de las técnicas mas
importantes para caracterizar la morfologia del material desde el nanémetro
hasta la escala atdmica. Hay dos tipos principales de microscopios
electréonicos: SEM y TEM. Cuando un haz de electrones primario de alta
energia entra en una muestra, los electrones experimentan dispersion elastica
e inelastica junto con el haz transmitido (en el caso de una lamina fina). Las
interacciones de los electrones primarios con los atomos de una muestra
generan varias sefiales, como electrones secundarios (SE), electrones
retrodispersados (BSE), electrones Auger, rayos X Bremsstrahlung
(continuos), rayos X caracteristicos, etcétera, ver figura 9 (Rajendra Kumar
Goyal, 2018).
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Figura 11Diagrama esquemadtico tipico que muestra la zona de interaccion entre el haz de electrones primario y la
superficie de la muestra tomada de Rajendra Kumar Goyal. 2018.

En un microscopio electronico, normalmente se utilizan electrones
emitidos por un filamento caliente. En un microscopio electronico de barrido se
detectan electrones retrodispersados o electrones secundarios (en algunos
casos también es posible utilizar corriente de muestra). El haz fino es
escaneado o rasterizado en la superficie de la muestra usando un generador
de escaneo y los electrones retrodispersados son recolectados por un detector
apropiado. La sefial del generador de escaneo junto con la sefial la imagen de
la superficie de la muestra. Por lo general, se necesita un vacio de 10.2-10.3

Pa para el mejor funcionamiento del microscopio (Sulabha K. Kulkarni, 2015).

2.1.4.2. Espectroscopia UV-vis.

La espectroscopia UV-vis se usa ampliamente para caracterizar

cuantitativamente los nanomateriales. Se basa en la medicidn de la absorcién
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de luz debido a transiciones electrénicas en una muestra. La longitud de onda
(y) de la luz requerida para las transiciones electronicas se encuentra
tipicamente en la region ultravioleta (y = 200—-390 nm) y visible (y = 390-780
nm) del espectro de radiacion electromagnética. Por lo tanto, la espectroscopia
de absorcion electronica a menudo se denomina espectroscopia UV-vis. El
espectro UV-vis de los nanomateriales es generalmente diferente al de sus

contrapartes a granel (Rajendra Kumar Goyal, 2018).

Una expresion comun y practica de la ley de Beer-Lambert relaciona la
atenuacién Optica de un material fisico que contiene una sola especie
atenuante de concentracion uniforme con la longitud del camino éptico a través
de la muestra y la capacidad de absorcion de la especie. Esta expresion es:
A= ¢ | c; donde, ¢ es el coeficiente de atenuacion molar o la capacidad de
absorcion de las especies atenuantes, | es la longitud del camino 6ptico, y c es
la concentracion de las especies atenuante. Se muestra el espectrofotometro
Perkin-Elmer Lambda 950 de doble haz ver figura 12 (Reddy Bogireddy, 2020).
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Figura 12. Muestra imdgenes fotogrdficas digital de la configuracion del instrumento de Espectroscopia de
absorbancia UV-Visible, (b) componentes principales en linea de luz, y el recuadro muestra los diferentes volumenes
de cuarzo cubetas para mediciones de absorbancia (Reddy Bogireddy,2020).
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2.1.4.3 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una
de las herramientas mas utilizadas para la deteccion de grupos funcionales en
compuestos puros y mezclas. La espectroscopia infrarroja esta asociada con
la energia vibratoria de los atomos o grupos de atomos en un material. La
posibilidad de que dos compuestos tengan el mismo espectro infrarrojo es
extremadamente pequefia el espectro FTIR se denomina huella dactilar de una
molécula (Rajendra Kumar Goyal, 2018).

La espectroscopia FTIR se utiliza principalmente para identificar los
elementos y la fase de los elementos. Es una herramienta eficaz para detectar
la forma de materiales de tamafio nanométrico. A medida que aumenta el
tamafo de particula, disminuye el ancho del pico y aumenta la intensidad. La
disminucién en el ancho de los picos de los espectros indica un cambio en la
transformacién de fase y un aumento en la cristalinidad. También se utiliza
para estudiar la naturaleza de los adsorbentes superficiales en nanoparticulas
(Rajendra Kumar Goyal, 2018).

Se muestra el espectrofotdmetro de infrarrojos por transformada de
Fourier Varian 660 (FT-IR) con accesorio ATR, ver figura 13.
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Figura 13.- Imdgenes fotogrdficas digital de la configuracion del instrumento de espectrofotometria infrarroja
por transformada de Fourier, y (b) componentes principales del camino dptico (Reddy Bogireddy, 2020).

2.1.4.4. Dispersioén de luz dindmica.

Es una técnica capaz de determinar el tamafio ‘hidrodindmico' de las
particulas. El tamafio hidrodinAmico se puede definir para una particula de
forma irregular como el tamafio efectivo de una particula cuando se dispersa
en un liquido. La técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) también se
conoce con varios hombres, como espectroscopia de correlacion de fotones
(PCS), dispersion cuasi elastica, dispersion de luz difusiva, dispersion de luz
dinamica 3-D, espectroscopia de batido, espectroscopia homodina y
espectroscopia de fluctuacion de intensidad. Sin embargo, DLS y PCS son los

nombres de uso mas comun.

La técnica DLS es capaz de determinar el tamafio de las particulas o la
distribucion de tamafios solo cuando las particulas estan dispersas en algun
liguido. La técnica depende de las fluctuaciones de intensidad de la luz visible
dispersada por las particulas mientras realizan un movimiento browniano

aleatorio en el liquido (Sulabha K. Kulkarni, 2015).
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Es una técnica relativamente simple basada en la dispersion elastica de
Rayleigh a partir de particulas de tamafio nanométrico y/o submicronico
dispersas en un liquido adecuado. Mide la velocidad a la que se mueven las
particulas bajo el movimiento browniano al monitorear la intensidad de la luz
dispersada por la muestra en un angulo fijo. El movimiento browniano provoca
interferencias constructivas y destructivas de la luz dispersada. Utiliza el
método de autocorrelacion para descubrir informacion contenida en las

fluctuaciones de la intensidad de la luz (Rajendra Kumar Goyal, 2018).

Si la intensidad de la luz dispersada se registra en funcion del tiempo
desde varias direcciones, el método se denomina método DLS. DLS mide el
movimiento browniano y correlaciona esa informacion con el tamafio de las
particulas, el tamafio de particula de esfera equivalente se calcula a partir de
la ecuacion de Stokes-Einstein:

_ kT
2nnD

Donde, d(H) = didametro hidrodindmico, D = coeficiente de difusién traslacional,

k = constante de Boltzmann, T = temperatura absoluta y n =viscosidad.

La D depende del tamafio y estructura superficial de la particula, y de la
concentracion y tipo de iones en el medio. La D se obtiene de la funcion de

correlacion utilizando varios algoritmos (Rajendra Kumar Goyal, 2018).
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2.2 ENVEJECIMIENTO ACELERADO DE SEMILLAS DE MAIZ (ZEA
MAYS).

2.2.1 El maiz y sus generalidades.

El maiz es una especie monocotiledénea que pertenece a la familia
Poaceae, de gran valor comercial y cultural en Mesoamérica. Recientemente,
el maiz se ha establecido como un organismo modelo en la investigacion
basica para generar informacion sobre la biologia de los cereales
(Demostrables y Scanlon 2009). El ciclo de vida del maiz puede dividirse en
dos grandes etapas: i) un estadio vegetativo y ii) la fase reproductiva. La
primera, comprende desde la germinacion hasta la emergencia de las
inflorescencias masculinas (panoja), mientras que la etapa reproductiva
involucra el desarrollo de las inflorescencias femeninas (espigas).
Posteriormente la polinizacion de las espigas da lugar a la formacion de los

granos de la mazorca (Monasterio et al., 2007).

La raiz del maiz al igual que en otras plantas, participa en la captacion
de agua y nutrientes del suelo, ademas provee soporte estructural y es el sitio
de interaccién con factores bidticos y abiéticos que con frecuencia determinan
la productividad del cultivo (Liedgens et al. 2000; Hochholdinger et al., 20044a;
Lépez-Bucio et al., 2003). El desarrollo del sistema radicular del maiz puede
ser embrionario y post-embrionario. ElI primero ocurre por una serie de
divisiones asimétricas en las células del zigoto dando lugar a la formacion del
suspensor y al embridon. Después de las divisiones antes indicadas aparece el
eje embrionario formado por el meristemo apical-foliar y radicular en el
coleoptilo. Finalmente, se desarrollan estructuras embrionarias tales como el

primer primordio de la hoja, la raiz primaria (RP) y las raices escutelares
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seminales (RES) ver figura 14 (Chandler et al., 2008; Nardmann y Werr, 2009;
Sheridan y Clark, 1994).

Primordio de

hoja
Escutelo - Primordio de
MAF RES
Embrién .[ it o . @S ie
ey \ ‘ k, -
@ MRP :
Y5 - Primordio de
Suspensor RP

Pre-embrién Transicién Coleoptilo Estado 1

Figura 14. Representacion esquemdtica del desarrollo embrionario de la raiz primaria y de las raices escutelares
seminales en maiz. Formacion de los diferentes tejidos y drganos a partir de las divisiones asimétricas del zigoto en
el estado embrionario.

La raiz del maiz muestra una estructura radicular compleja comparada
con el sistema radicular mas simple de Arabidopsis thaliana figura 15. En el
primer caso, las raices se forman enddégenamente en el embrién y consisten
de la raiz primaria y de las raices escutelares que aparecen durante la
germinacion. Las raices escutelares seminales son una parte importante para
la captacion inicial de agua, nutrientes y para el establecimiento de la plantula
en el suelo. Las raices post-embrionarias se forman después de la
germinacién y contindan creciendo hasta formar un sistema radicular
altamente ramificado en las plantas adultas. El sistema radicular post-
embrionario esta formado por raices de corona o nodales (RC) y de raices
aéreas (RA) que surgen tardiamente en los nodos del tallo figura 16. (Singh et
al., 2010; Hochholdinger y Feix, 1998).

Las raices laterales (RL) emergen de los diferentes tipos de raices

(Hochholdinger et al., 2004b). Las raices escutelares y las raices de corona
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forman la estructura de anclaje de la raiz, mientras que las raices laterales

aumentan el area de absorcién en el suelo (Grzesiak, 2009).

Figura 15. Fotografia comparativa de la plantula de maiz (Zea mays) (A) y Arabidopsis thaliana (B) de 14 dias de
edad. Las fotografias muestran la complejidad de la arquitectura de la raiz de la plantula de maiz comparada con
A. thaliana. RP:Raiz primaria; RES: Raiz escutelar seminal; RC: Raiz de corona; RL: Raiz lateral. Fotografia adaptada
de Hochholdinger y Zimmermann (2008).

Figura 16. Desarrollo del sistema radicular del maiz. Notar la emergencia de los diferentes tipos de raices. (A)
Germinacion de semillas por 48 hrs, se puede apreciar la salida de la radicula (R). (B) A los tres dias de edad se
puede observar la emergencia de la raiz primaria (RP) a través de la coleorriza (CO) y de las rai ces escutelares
seminales (RES) que se desarrollan a partir del nodo escutelar (NE). (C) A los ocho dias de edad se observa la
formacion de las raices de corona o nodales (RC) en el nodo del coleoptilo (NC) y de raices laterales sobre la RP. (D)
A las seis semanas de edad se aprecia la formacion de las raices aéreas (RA) en los nodos del tallo.
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2.2.2 Estructura de la semilla.

El maiz goza de gran importancia econémica mundial ya sea como
alimento humano, para el ganado o como materia prima de un gran nimero
de productos industriales. El fruto es indehiscente, cada grano se denomina
cariopside, no presentando latencia la semilla. El pericarpio esta fundido con
la testa de la semilla formando la pared del fruto. El fruto maduro consta de
pared, embrion diploide y endosperma triploide. El pericarpio constituye
alrededor del 5 a 6 % de peso total del grano, la aleurona en torno al 2 o 3 %,
el embridn alrededor del 12-13%, y el endospermo, mayoritario, presenta unos
valores en torno al 80-85%. EIl resto lo constituye la pilorriza que es una
pequefia estructura conica encargada junto con el pedicelo de unir el grano a
la espiga (Paliwal, 2001b; FAO, 1993) ver figura 17.
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Figura 17. Corte transversal del grano de maiz (Zea mays). Tomada de
http://www.gopixpic.com/655/estructuradelgranodemaiz/http: | [www*fao*org |docrep |t0395s | TO395S00*GIF/

El embrion llamado también germen, representa entre 8 a 12 % del peso

total del grano, el embrion es la Unica parte viviente del grano del maiz. En el
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germen esta la informacion genética imprescindible, enzimas vitaminas y
minerales esenciales para el crecimiento del maiz que habria de transformarse
en planta (manual del ciclo del maiz, Andes.center 2019/10). ElI embrion
compuesto por un eje embrionario, integrado por epicotilo, mesocotilo,
hipocétilo, y el escutelo, que ocupa el 11% de la masa total de la semilla y el
90% del embridn. El escutelo esté cubierto por un grupo de células que forman
el epitelio, el cual produce durante la germinacién un gran nimero de proteinas
hidroliticas, un parénquima, compuesto por células con un denso citoplasma,
en el cual granulos de fitato almacenan minerales, P, K, Mg, S, Fe, Zn, Ca, una
epidermis y tejido pro-vascular. El escutelo parece controlar la productividad y
vigor requerido durante la germinacion y la estabilidad genética ver figura 18
(Quero., et al., 2018).
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Figura 18. Muestra una representacion esquemdtica de un embrion de maiz (Zea mays) maduro. Tomada de Quero
E. 2018.
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Resumiendo, la semilla constituye el o6rgano de dispersion y
perpetuacion de las angiospermas y representa la culminacion de la evolucion
reproductiva de las plantas (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

La semilla se forma mediante una embriogénesis cigética que
comprende los cambios morfologicos, estructurales y de expresion génica que
tienen lugar desde la formacion del zigoto hasta el final del desarrollo y la
maduracion del embrion. Este podra germinar cuando las condiciones
endodgenas y medioambientales sean las apropiadas (Azcon-Bieto y Talon,
2013).

2.2.3 Proceso de germinacion.

La germinacion es el proceso que se inicia con la toma de agua por la
semilla seca (imbibicién) y termina cuando una parte de ésta (eje embrionario
en dicotiledoneas o radicula en monocotiledéneas y gimnospermas) atraviesa
las estructuras envolventes que la rodean (emergencia) ver figura 19. Las
semillas endospérmicas (como las de las gramineas), la resistencia que
oponen estas estructuras (testa y endos-permo) al embridn es tan grande que
para gue se produzca la emergencia es necesaria la degradacion enziméatica

de varias zonas de dichas estructuras (Azcén-Bieto y Talon, 2013).

Figura 19. Muestra semilla de maiz Zea mays hibrido “Albatros” a) sin germinar;
b) germinada.
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La toma de agua por una semilla madura es trifasica: toma rapida inicial,
fase de meseta (y entre 1 a 1.5 MPa) y nuevo incremento en la absorcién de
agua, que se corresponde con el periodo de elongacion del embrion o de la
radicula. La duracion de cada fase dependera de las caracteristicas de la
semilla (tamafio, contenido de sustratos hidratables, permeabilidad de la
cubierta seminal, toma de Og, etc.) y de las condiciones externas en las que
se produce la imbibicion: temperatura, composicion del sustrato del suelo,

contenido de humedad (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Una semilla seca (5-10% de contenido en agua) tiene un @ muy
negativo (aproximadamente, 100 MPa), por lo que tiende a imbibirse muy
deprisa (fase inicial), independientemente de que la semilla esté durmiente o
sea viable. una pérdida al medio circundante de solutos y diferentes
metabolitos de bajo peso molecular (azlcares, acidos organicos, iones,
aminoacidos, péptidos, etc.). La pérdida de los inhibidores de la germinacién
(p. €j., los fenoles) y el ABA también tiene lugar en esta fase de hidratacién
(Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Concluida la fase inicial de imbibicion, las membranas recobran su
configuracion mas estable y se reduce la pérdida de solutos; sin embargo, no
se conoce el mecanismo por el cual las membranas son reparadas una vez

finalizada esta toma de agua tan brusca (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Al momento de iniciar la fase de imbibicion, se reanuda la actividad
metabdlica el aspecto mas importante del metabolismo al inicio de la imbibicién
es la produccion de ATP y la actividad respiratoria, a los pocos minutos de
comenzar la imbibicion, empieza la desaparicion de los ribosomas libres,

porque éstos se integran en el complejo ternario de iniciacién de la sintesis
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proteica. Ello significa que la proteinosintesis inicial se efectia sobre los
ribosomas «almacenados» en la semilla seca. la transcripcion del mRNA se
produce bastante rapidamente. Resumiendo, podemos dividir en dos grupos
los genes expresados en el periodo de imbibicion de las semillas viables: 1)
los que codifican enzimas y otras proteinas necesarias para la actividad
metabdlica celular basico (p. ej., respiracion, sintesis de acidos nucleicos y
proteinas, sintesis de membranas) y que estan incluidas como proteinas de
housekeeping, y 2) los que pueden estar implicados en procesos especificos
de la germinacion. Finalmente, la hidratacion de la semilla provoca la hidrolisis
de algunas formas «conjugadas» de fitohormonas y su transformacion en
«libres». Con éstas y con las de nueva sintesis se inicia la acciéon hormonal del
programa de desarrollo que conduce a la germinacién de la semilla (Azcon-
Bieto y Talon, 2013).

La emergencia radicular el proceso por el cual la radicula o el eje
embrionario atraviesan los tejidos envolventes y pasan de un metabolismo
preferentemente anaerobio a otro tipicamente aerobio. La emergencia marca
el fin de la germinacion y el comienzo del crecimiento de la plantula. Este
proceso lo conduce basicamente la elongacion celular, y puede estar
acompafado de actividad mitética. El crecimiento radicular (proceso que
provoca la emergencia) debera estar desencadenado por un «ablandamiento»
de la pared celular y la accién posterior de la presién de turgencia de las
células localizadas en la region subapical (zona de elongacion). La sefial que
induce el inicio de la elongacion y el mecanismo intimo de ésta no se conoce
(Azcén-Bieto y Talon, 2013).

Los niveles, la sensibilidad tisular y la sefalizacion de varias

fitohormonas cambian drasticamente durante el proceso de germinacién. Dos
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tipos de fitohormonas, GAs y ABA, y probablemente el etileno, tienen
funciones clave en el inicio y el mantenimiento de la germinacioén. Sin embargo,
el mecanismo por el que las fitohormonas controlan la germinacion esta lejos

de conocerse con detalle (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

2.2.4 Envejecimiento acelerado de semillas.

El ensayo de envejecimiento acelerado es uno de los métodos mas
sensibles, eficientes y utilizados para evaluar el vigor de semillas en varias
especies cultivadas (Filho, 2015), permitiendo identificar el comportamiento de
las semillas sometidas a estrés provocado por alta temperatura y humedad

relativa durante un periodo determinado (Filho, 2005).

El estrés por calor se define como la serie de dafios irreversibles en el
metabolismo y el desarrollo de las plantas que pueden causar las altas
temperaturas y es un fenémeno complejo que involucra la duracion del estrés,
la tasa de incremento y la temperatura maxima alcanzada (Porch y Hall, 2013).
El estrés por alta temperatura afecta el establecimiento de los cultivos desde
la germinacion de las semillas, y tiene efectos inmediatos sobre el vigor de las
plantulas. La germinacién de semillas se puede ver afectada por altas
temperaturas (>35°C), como sucede en el tomate, en aji, en apio, en lechuga
y espinaca, lo cual es conocido como termo-inhibicién. Las altas temperaturas
pueden disminuir o inhibir totalmente la germinacién de las semillas
dependiendo de las especies y de la intensidad del estrés. Ademas, la
respuesta al estrés por calor esta constituida por la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), de proteinas de choque térmico, y de otras
proteinas relacionadas con el estrés que afectan el crecimiento y desarrollo de
plantas (Wahid et al., 2007)
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De manera transitoria o constante, el estrés por calor causa cambios
morfo-anatdémicos, fisiolégicos y bioquimicos en las plantas, que afectan su
crecimiento y su desarrollo y puede conducir a una drastica reduccion del
rendimiento econdémico de las plantas cultivadas (Wabhid et al., 2007). Uno de
los efectos primarios del estrés por temperatura es el aumento en la fluidez de
la membrana plasmaética y la pérdida de electrolitos (Wahid et al., 2007; Porch
y Hall, 2013).

Las plantas poseen diferentes mecanismos para sobrevivir bajo altas
temperaturas, como adaptaciones a corto o largo plazo, adaptaciones
fenolégicas o morfolégicas y mecanismos de ajuste como cambios en la
orientacion foliar (paraheliotropismo) (Fu y Ehleringer, 1989). Otros
mecanismos de tolerancia incluyen alteraciones en la composicion lipidica de
las membranas (Wahid et al., 2007), la produccién de antioxidantes, la
acumulacion de osmolitos compatibles y pigmentos, y la sintesis de proteinas
de choque térmico (HSPs) (Schwacke et al., 1999; Iba, 2002; Mittler, 2002,
Wang et al., 2004; Almesenmani et al., 2006; Taiz y Zeiger, 2006; Nagesh y
Deveraj, 2008).

La termotolerancia es otro de los mecanismos de tolerancia al estrés
por altas temperaturas y se refiere a la habilidad de adquirir tolerancia
rapidamente, en horas incluso, y sobrevivir a temperaturas que de otro modo
serian letales. La adquisicion de termotolerancia es un fendmeno celular
autbnomo que normalmente resulta de la exposicibn previa a altas
temperaturas, pero subletales (Vierling, 1991), y es coordinada a través de la
sefalizacion por medio de sustancias como el acido abscisico (ABA), las ROS,
el etileno y la expresion de las HSPs (Iba, 2002).
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La calidad fisiologica de la semilla esta relacionada directamente con la
capacidad que tiene para emerger en diversas condiciones de campo; la
prueba de germinacion es la mas comun y aceptada para evaluar la calidad
de la semilla, sin embargo, no es adecuada para conocer en toda su dimensién
el potencial de establecimiento en el campo, por lo que se ha sugerido al vigor
de la semilla como un factor adicional (Delouche y Caldwell, 1962). El vigor de
un lote de semillas se define como el conjunto de propiedades que determinan
el nivel de actividad y capacidad de las semillas durante la germinacion y
posterior emergencia de las plantulas. El vigor de un lote de semillas es el
resultado de la interaccion de una serie de caracteristicas de las semillas,
como constitucién genética, condiciones ambientales y nutricionales que ha
estado sometida la planta madre durante el periodo de formacién, grado de
madurez, tamafo, peso, integridad mecéanica, grado de deterioro y

envejecimiento, asi como contaminacion por organismos patégenos.

Los ensayos de vigor utilizados mas frecuentemente son: i) ensayos de
crecimiento y evaluacion de plantulas dénde se mide la longitud de diversas
partes de la plantula al cabo de un determinado periodo de desarrollo,
i) ensayo de frio, que se utiliza principalmente en maiz (Zea mays), y en él
se evalua el vigor indirectamente, a través del efecto que tiene el tratamiento
de las semillas a bajas temperaturas, sobre el posterior crecimiento y
desarrollo de las plantulas, iii) ensayo de conductividad eléctrica: se basa en
el deterioro de las semillas y su pérdida de vigor esta asociado a alteraciones
de las membranas celulares, que implican un incremento de la salida de
compuestos solubles (lixiviados) desde las semillas, iv) ensayo de
envejecimiento acelerado de las semillas: el cual se logra sometiéndolas a
condiciones en las que se produce un deterioro muy rapido: temperaturas

elevadas (40-45°C) durante periodos variables segun la especie (48 a 72
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horas) y alta humedad ambiental. Tras el tratamiento, se evalla la capacidad

germinativa de las semillas (Garcia y Villamil., 2001).

Para evaluar el vigor en semillas de maiz en ensayos de envejecimiento
acelerado se sugiere una temperatura de 42°C, con una humedad relativa de
100% durante 84 horas, en una camara de envejecimiento artificial (Delouche

y Baskin, 1973); Baskin en 1981 sugiere para maiz 96 horas de exposicion.
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CAPITULO Ill. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOTUBOS DE TITANIO POR
ANODIZACION ELECTROQUIMICA.

La obtencion de TNT es por el método de anodizacion electroquimica
descrito por (Rahman MA, 2016). Este método es una reaccion de oxidacion-
disolucidn electroquimica. La lamina de titanio se pule primero mecanicamente
con diferentes lijas, se enjuagan en un bafio a temperatura ambiente (20 +
2°C) con agua desionizada durante 10 minutos, las laminas de titanio se
enjuagan con acetona y etanol en un bafio ultrasonico durante 10minutos,
respectivamente. La anodizacion electroquimica se llevo a cabo a temperatura
ambiente en una celda con dos electrodos a un potencial constante de 15 V.
La placa de titanio actia como anodo y el catodo es el platino. Se utiliz6 el
Fluoruro de amonio (NH4F) como electrolito en solucion de 0.5% en peso.

La solucién del electrolito de 0.5% en peso de Fluoruro de amonio NHaF
(Sigma-Aldrich) se disolvié en una solucién del sulfato de amonio (NH4)2SOa4
al 1M. Los electrodos estuvieron a una distancia de aproximadamente 2 cm.
La agitacion fue de 4.5 rpm. El potencial fue incrementado de 0 a 15 volts

gradualmente a posterior se mantuvo constante durante 10 minutos.

El material obtenido después de la anodizacion fue caracterizado en el
microscopio de barrido SEM Hitachi SU5000 obteniendo las imagenes que se

muestran el capitulo IV.
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3.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE ORO
(AUNPS).

La sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) fue realizada por el
meétodo quimico descrito por Turkevich et al. Las AuNPs se sintetizaron por
reduccion de HAuCls en agua desionizada con citrato de sodio. Para este
proposito, se disolvieron 19.73 mg de HAuCls en 50 ml de agua desionizada
(~ 18.2 MQ cm). La solucion se calent6 hasta 80°C y se agitd vigorosamente,
se adiciond una solucién compuesta de 57.05 mg de citrato de sodio en 5 ml
de agua desionizada (~ 18,2 MQ cm). Se mantuvo la solucién de reaccion a
una temperatura constante de 80°C durante 15 minutos adicionales, en una
parrilla manteniendo la agitacion vigorosa hasta que la solucion de reaccién
virG a un color vino, se retir6 del calor se dejé agitando durante 1 h para que

se enfriara. La solucion se almacen6 a 4° C hasta su uso.

Espectros ultravioleta-visible (UV-Vis) correspondientes a las AUNPs se
midieron utilizando un Perkin EImer Lambda 900 espectrofotdmetro equipado
con deuterio-halégeno lampara (Perkin-Elmer Inc., EE. UU.). Dispersion
dinamica de la luz/ Las mediciones de espectroscopia de correlacién de
fotones (DLS) fueron realizadas utilizando el espectrémetro Malvern Zetasizer
(nano ZS) (Malvern Panalytical Ltd., Reino Unido) para determinar el tamafio
hidrodindmico promedio de los AUNPs coloidales. La superficie de los grupos
funcionales se registraron utilizando el Accesorio de reflectancia (ATR) en el
Varian 660 Fourier Espectrofotometro Transform Infrared (FTIR) [Varian
(Agilent) Inc., EE. UU.]. Las caracteristicas morfol6gicas adicionales de AuNPs
y se midieron utilizando un Microscopio electronico de barrido (SEM) Hitachi
SU5000.
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3.3 INTERACCION DE SEMILLAS DE MAIZ (ZEA MAYS) “ALBATROS”
VIABLES Y ENVEJECIDAS ARTIFICIALMENTE POR CALOR CON CNT.

Para conocer los efectos de CNT comerciales en la germinacion y
crecimiento de semillas de maiz (Zea mays) se realiz6 una prueba en la
variedad hibrida denominada “Albatros” ya que tiene un porcentaje de
germinacion del 93.3%. Las semillas de maiz envejecidas fueron expuestas a
calor el primer grupo fue el grupo control, los otros tres grupos recibieron
tratamiento térmico en un horno, los tratamientos que se les dio a cada grupo
fueron los siguientes: se coloco el primer grupo en un horno a 40°C por un
periodo de 4 h. El segundo grupo se colocé en el horno a 50°C por un periodo
de 2 h 47 min. El tercer grupo se coloco en el horno a 60°C por un periodo de
2h 05 min. Los periodos de tiempo de los tratamientos térmicos a 50°C y 60°C
fueron los que corresponden a la igualacién de la potencia térmica impartida a
las semillas a 40°C. El cuarto grupo se colocé el horno a 60°C por un periodo
de 14 horas para tenerlo como blanco positivo a envejecimiento como se

muestra en la siguiente tabla 2.

Tabla 2.Muestra los tratamientos térmicos para cada grupo de semillas seleccionadas para la prueba de
germinacion.

TIEMPO
TEMPERATURA HRS
40°C 4
50°C 2:47'
60°C 2:05'
60°C 14

El disefio experimental consta de 10 tratamientos: Blanco positivo a
envejecimiento (MS+), blanco negativo a envejecimiento (MS-), MS 40°C, MS

50°C, MS 60°C, blanco positivo a envejecimiento con nanotubos de carbono
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(NTC +), blanco negativo a envejecimiento con nanotubos de carbono (NTC-),
NTC 40°C, NTC 50°C, NTC 60°C.

Se realizaron 4 réplicas de cada tratamiento con 5 individuos. Se
colocaron las semillas previamente esterilizadas a germinar en cada
tratamiento en cajas petri estériles, las cajas se colocaron en una camara de

crecimiento Percival AR95L durante 15 dias.

3.4. EFECTO DE MWCNT Y AuNPs EN EL PROCESO DE GERMINACION
DE SEMILLAS DE MAIZ (ZEA MAYS) CON ENVEJECIMIENTO
ACELERADO CON CALOR SECO.

3.4.1 Material bioldgico.

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays) hibrido de la variedad
“Albatros” (Asgrow®) esta linea hibrida es sugerida para el cultivo en los valles

altos de México.

3.4.2 Desinfeccién de las semillas.

Las semillas fueron colocadas en una solucién al 20% v/v de cloro
(cloralex) durante 7 minutos y se enjuagaron e veces con agua purificada

estéril.

3.4.3 Envejecimiento artificial de semillas por calor seco.

El tratamiento de envejecimiento térmico se realizo en el horno de
secado marca Binder el cual fue calibrado a la temperatura de envejecimiento

40°C, 50°C y 60°C en diferentes tiempos como se muestra en la tabla 1, se
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sacaron las muestras del horno, se dejaron a temperatura ambiente para que

se estabilice la temperatura para la prueba de germinacioén ver tabla 1.

3.4.4 Disefio experimental.

Consta de 15 tratamientos: Blanco positivo a envejecimiento (MS+),
blanco negativo a envejecimiento (MS-), MS 40°C, MS 50°C, MS 60°C, blanco
positivo a envejecimiento con nanotubos de carbono (NTC +), blanco negativo
a envejecimiento con nanotubos de carbono (NTC -), NTC 40°C, NTC 50°C,
NTC 60°C, blanco positivo a envejecimiento con nanoparticulas de Oro
(NPsAu +), blanco negativo a envejecimiento con nanoparticulas de Oro
(AuNPs), AuNPs 40°C, AuNPs 50°C, AuNPs 60°C. Se haran 4 réplicas de
cada tratamiento con 5 individuos. Las concentraciones de los tratamientos
suplementados con NTC y NPsAu es de 20 ppm y 127.29 ppm

respectivamente.

3.4.5 Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPSs).

La sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) fue realizada por el
método quimico descrito por Turkevich et al. Las AuNPs se sintetizaron por
reduccion de HAuCls en agua desionizada con citrato de sodio. Para este
propdsito, se disolvieron 19.73 mg de HAuCls en 50 ml de agua desionizada
(~ 18.2 MQ cm). La solucion se calentd hasta 80°C y se agitd vigorosamente,
se adicion6 una soluciéon compuesta de 57.05 mg de citrato de sodio en 5 ml
de agua desionizada (~ 18,2 MQ cm). Se mantuvo la solucién de reaccion a
una temperatura constante de 80°C durante 15 minutos adicionales, en una
parrilla manteniendo la agitacién vigorosa hasta que la solucién de reaccién
vird a un color vino, se retird del calor se dej6 agitando durante 1 h para que

se enfriara. La solucion se almacen6 a 4° C hasta su uso.
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3.4.6 Germinacién de las semillas.

Las semillas de maiz (Zea mays) se colocaron en placas de Petri que
contenian 20 ml de medio MS (Murashige y Skoog 1962) suplementado con
1% de sacarosa y otra muestra de semillas en 20 ml de agua purificada estéril.
Las placas de Petri con semillas se mantuvieron en una camara de crecimiento
(Percival AR95L) a 24°C con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad
durante 13 dias. El conteo de las semillas germinadas se realiz6 diario hasta
los 13 dias después de la siembra expresando los resultados en porcentaje.

3.5 ESTANDARIZACION DEL ENVEJECIMIENTO POR CALOR SECO EN
SEMILLAS DE MAIZ (ZEA MAYS).

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays) hibrido de la variedad
“‘Albatros” (Asgrow®). Esta linea hibrida es sugerida para el cultivo en los

valles altos de México.

3.5.1 Desinfeccién de las semillas.

Las semillas fueron colocadas en una solucién al 20% v/v de cloro
(Cloralex) durante 7 minutos y se enjuagaron 7 veces con agua purificada

estéril.

3.5.2 Envejecimiento artificial de semillas por calor seco.

Para evaluar el efecto del envejecimiento artificial por calor seco en
semillas de maiz (Zea mays), el disefio experimental consté de 14 tratamientos
y un blanco, cada tratamiento con 2 repeticiones y cada repeticion con 10

individuos para el envejecimiento por calor a diferentes temperaturas: 60°C,
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65°C, 70°C y 80°C. Los tratamientos variaron segun el tiempo de exposicion a
las diferentes temperaturas y el sustrato en el cual se llevd a cabo la
germinacion; los tratamientos se muestran en la tabla 3. El tratamiento de
envejecimiento térmico fue en cadena; es decir, el horno de secado marca
Binder fue calibrado a la temperatura de envejecimiento a evaluar, el primer
tratamiento que fue colocado en el horno de secado fue el tratamiento T1, a
las 24 horas se coloc6 el T2 y asi sucesivamente; al cumplirse el tiempo
especificado para el T1 se sacaron todas las muestras del horno y se dejaron
a temperatura ambiente para que se estabilizara la temperatura para la prueba

de germinacion.

Tabla 3.- Tabla que muestra los diferentes tratamientos térmicos a los que fueron expuestas las semillas de maiz
(Zea mays) hibrido “Albatros”.

T|(T|T|T|T|T|T|T|T1|T1|T1|T1|T1

TRATAMIENTO T1{2|3|4|5|6|7|8|9| 0| 1| 2] 3| 4 | BLANCO

DIAS DE

TRATAMIENTO
TERMICO 21120(19|16|15|14|13|9 |8 | 7 | 4 | 3 | 2 1 0

3.5.3 Extraccién, tincién y observacion del embridon al microscopio.

Para la visualizacion del dafio en el embridn se realizé un tratamiento
térmico de envejecimiento acelerado por calor seco en las semillas de maiz;
el TT fue de 70°C durante 4 dias, ya que con los resultados anteriores
sabemos que el porcentaje de germinacion disminuyé drasticamente y se
compararon con semillas sin tratamiento térmico. Las semillas de maiz (Zea
mays) con y sin TT se hidrataron una hora en agua corriente, se extrajo el
embrién, se hicieron cortes finos del mismo con bisturi con el apoyo del

estereoscopio marca Zeigen; los cortes se tifieron con azul de metileno y se
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visualizaron tanto en el estereoscopio marca Zeigen, como en el microscopio

compuesto marca Zeigen.

3.5.4 Germinacién de las semillas.

Las semillas de maiz (Zea mays) se colocaron en placas de Petri que
contenian 20 ml de medio MS (Murashige y Skoog 1962) suplementado con
1% de sacarosa y otra muestra de semillas en 20 ml de agua purificada estéril.
Las placas de Petri con semillas se mantuvieron en una cdmara de crecimiento
(Percival AR95L) a 24°C con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad
durante 7 dias. El conteo de las semillas germinadas se realiz6 diario hasta
los 7 dias después de la siembra, expresando los resultados en porcentaje.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOTUBOS DE TITANIO POR
ANODIZACION ELECTROQUIMICA.

El material obtenido después de la anodizacion fue caracterizado en el
microscopio de barrido SEM Hitachi SU5000 obteniendo las siguientes

imagenes.

Figura 20. Imdgenes SEM de TNT a diferentes ampliaciones a) 30000x, b) 100000x, c) 200000x. Se observa que el
didmetro interno es de entre 30 y 50 nm y el espesor de las paredes es de 20 nm.

4.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE ORO
(AUNPSs).

Se presentan los resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas
de oro (AuNPs). Se tomaron imagenes en el microscopio de barrido SEM

Hitachi SU5000 ver figura 1 letra A. Con ayuda del programa imagej se evalué
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el tamafio de las AuNPs el tamafio promedio de las nanoparticulas es de
20.408 nm *= 2.64 nm. Para complementar la caracterizacion se utilizo la
técnica de difusion dinamica de la luz (DLS), para realizar una estimacion del
diametro de las nanoparticulas de oro, se obtuvo el tamafio del diametro la
particula es de 17.94 nm ver figura 21 letra B. Se tomo un espectro por el
equipo de FTIR para corroborar los grupos funcionales en la figura 21 letra D
se observa claramente las AuNPs y el citrato de sodio.
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Figura 21. A) Imagen de SEM de las nanoparticulas de oro (AuNPs). B) Distribucion del didmetro de las nanoparticulas
de oro (AuNPs) caracterizado por la técnica DLS. C) Espectro del UV-Vis. D) Espectro del FTIR.
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4.3 INTERACCION DE SEMILLAS DE MAIZ (ZEA MAYS) “ALBATROS”
VIABLES Y ENVEJECIDAS ARTIFICIALMENTE POR CALOR CON CNT.

Los CNT tuvieron un efecto en la germinacién de las semillas de maiz
(Zea mays) hibrido “Albatros” diferente para cada caso; se puede observar en
la grafica 1 que los CNT tuvieron un efecto positivo en la germinacién en
aguellas semillas viables (aquellas que no fueron expuestas al calor que
corresponden al tratamiento negativo) superando el nimero de semillas
germinadas en el blanco (Murashige & Skoog (MS)); para el caso de aquellas
gue fueron expuestas a 40°C la cantidad de semillas germinadas fue menor
con CNT que en MS y se repite este comportamiento en el tratamiento de
50°C, algo interesante ocurri6 en aquellas semillas que fueron expuestas a
60°C ya que los CNT tuvieron un efecto positivo al aumentar la cantidad de
semillas germinadas en comparacion con aquellas que se sembraron en agar
MS logrando un comportamiento parecido al blanco negativo (aquellas
semillas que no fueron expuestas al calor), por tal motivo podemos inferir que
los CNT tienen un efecto positivo en el restablecimiento de la viabilidad de las
semillas envejecidas expuestas a calor a 60°C.Para las semillas que fueron
expuestas a 60°C pero por un periodo de tiempo mas prolongado tratando de
obtener un blanco positivo al envejecimiento en este caso particular para este
tipo de hibrido no fue el esperado ya que germinaron un gran numero de
semillas en agar MS y las expuestas a CNT también germinaron una
considerable cantidad pero no superé a las sembradas en agar MS aunque si
fue el menor nimero de semillas germinadas en el caso de las expuestas a
CNT.
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Grdfica 1.- Muestra el porcentaje total de semillas germinadas en nueve dias.
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Grdfica 2.- Muestra la cantidad de agua captada promedio en plantas de maiz (Zea mays) sembradas en MS y
MS+CNT (en barras) y la biomasa promedio de plantas sembradas en MS y MS+CNT (lineas).

Como se puede observar en la gréafica 2 la cantidad captada de agua

fue mayor en las plantas sembradas en MS y expuestas a 60°C aun superando
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el blanco negativo para envejecimiento por calor. En cuanto a la biomasa fue
mayor en el blanco negativo a envejecimiento por calor que se encuentra
marcado como el tratamiento (-). En cuanto aquellas plantas que fueron
sembradas en MS+CNT el tratamiento en el cual captaron mayor cantidad de
agua fue en el blanco positivo a envejecimiento por calor marcado como (+)
superando el blanco negativo a envejecimiento por calor, lo cual nos permite
comprobar que los CNT aumentan el transporte de agua y nutrientes a través
de membranas. Sin embargo, se puede observar que no existe una correlacion
positiva entre la captacion de agua y el tratamiento de envejecimiento;
respecto a la cantidad de biomasa también fue mayor en el tratamiento
marcado como (+) que es el blanco positivo a envejecimiento por calor por tal
motivo podemos afirmar que fueron las plantas que alcanzaron una mayor talla
de raiz y follaje. De tal manera que con los resultados obtenidos podemos
afirmar que el efecto de los CNT en plantas de maiz es variable para cada

variedad.

En la figura 22 (a) se muestra una fotografia del crecimiento de plantas
sembradas en MS+CNT a los 15 dias después de la siembra y se puede
observar que las plantas pertenecientes al tratamiento + (60°C durante 14 hrs)
expuestas a CNT son las de mayor talla en comparacion con aquellas que

fueron sembradas en MS (b).
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Figura 22.- Fotografia tomada a los 15 dias después de la siembra. Se muestra las plantas de maiz (Zea mays)
sembradas en MS+CNT (a); plantas sembradas en MS (b). Las etiquetas muestran el tratamiento al cual fueron
envejecidas artificialmente.

4.4 PRUEBA DE GERMINACION DE SEMILLAS DE MAIZ (ZEA MAYS)
HIBRIDO “ALBATROS” EXPUESTAS A NTC Y AuNPs.

Los resultados obtenidos de la prueba de germinacion de las semillas

expuestas a NTC y AuNPs se muestran a continuacion ver tabla 4.

Tabla 4. Muestra el numero de semillas germinadas de un total de 20 a diferentes tratamientos de envejecimiento
y expuestas a MWCNT y a AuNPs.

TRATAMIENTOS SEMILLAS SEMILLAS SEMILLAS
GERMINADAS | GERMINADAS | GERMINADAS
EN MS CONNPsAu | CON MWCNT
(-) 15 15 19
40°C 16 12 15
50°C 16 9 14
60°C 10 15 18
(+) 18 3 14

El porcentaje de germinacion para cada tratamiento se muestra en la

grafica 3. El porcentaje de germinacion para el blanco negativo a

envejecimiento en agar MS fue de un 75% se puede observar que los
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nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) tienen un efecto
estimulante en el proceso de germinacion aumentandolo hasta en un 95%, por
otro lado, las nano particulas de oro (AuNPs) no tienen ningun efecto pues el
porcentaje se mantiene igual. Para el caso del tratamiento en el que las
semillas fueron envejecidas artificialmente a 40°C se encontr0 que esta
temperatura es estimulante para la germinacion de las semillas en agar MS
pues aumento en un 5%, en caso contrario las AuNPs tienen un efecto
inhibitorio en el porcentaje de germinacion reduciéndolo en un 60% y los
MWCNT no tienen ningun efecto. Para el tratamiento de envejecimiento a 50°C
la temperatura es estimulante para la germinaciéon aumentando un 5%
mientras que tanto los MWCNT como las AuNPs son inhibitorios pues
disminuye el % de germinacion a 70% y 45% respectivamente. Para el
tratamiento de envejecimiento a 60°C de acuerdo a los datos obtenidos se
observé que la temperatura es inhibitoria ya que disminuye el % de
germinacion de un 75% a 50%, sin embargo, los MWCNT y las AuNPs
presentan un efecto estimulante en la germinacion con un 90% y 75%
respectivamente se debe enfatizar que esta temperatura el dafio puede ser
restablecido por las AUNPs ya que mantiene el mismo valor del porcentaje con
el blanco negativo a envejecimiento. En el tratamiento considerado como
blanco positivo a envejecimiento se encontré que el tratamiento térmico a 60°C
durante 14 horas es estimulante ya que aumento de un 75% a un 90% la
germinacién en el agar MS, mientras que MWCNT tuvieron un efecto inhibitorio
muy pequeiio pues redujo el porcentaje de germinacion de un 75% a un 70%
y las AuNPs tuvieron un efecto altamente inhibitorio reduciendo de un 75% a

15% de germinacion.
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Grdfica 3.- Muestra el porcentaje de germinacion de las semillas de maiz hibrido “Albatros” a diferentes
tratamientos de envejecimiento y expuestas a MWCNT y AuNPs.
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Figura 23.- Fotografia tomada a los 13 dias después de la siembra donde se puede apreciar las semillas germinadas
para cada tratamiento.
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4.5 ESTANDARIZACION DEL ENVEJECIMIENTO POR CALOR SECO EN
SEMILLAS DE MAIZ (ZEA MAYS).

El efecto de los diferentes tratamientos de envejecimiento por calor seco
en la capacidad germinativa de semillas de maiz hibrido “Albatros” se puede
observar en la grafica 4. Los datos fueron obtenidos a los siete dias después
de la siembra en H20 y MS respectivamente representando asi un porcentaje

de germinacion total o acumulada.

Se encontré que la temperatura y el tiempo a la cual son expuestas las
semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” modifican la capacidad
germinativa expresada como porcentaje de germinacion. El porcentaje de
germinacion de esta variedad de maiz con un tratamiento de envejecimiento
por calor seco a una temperatura de 60°C en diferentes periodos de tiempo (0
a 21 dias) no es lineal o proporcional, es oscilatorio (transformada de Fourier)
para ambos sustratos liquidos H20 y MS.

Para la prueba de germinacién usando como sustrato H20 se obtuvo el
valor mas alto después del envejecimiento acelerado fue de 80% que
corresponde a las semillas que fueron envejecidas durante 15 y 21 dias, el
mas bajo fue de 55% para las semillas que se envejecieron 13 dias, para las
semillas que tuvieron un periodo de tiempo de envejecimiento de 8 y 9 dias
fue de 70%, para las semillas envejecidas de 1 a 7, 14, 19 y 20 dias fue de
75% disminuyendo un 25% la germinacion en comparacion con aquellas que
no fueron envejecidas, éstos resultados son similares a los reportados por
Duran et al. (2011) sus resultados mostraron un aumento del porcentaje de
semillas muertas por calor seco de 65 a 78% siendo evidente el dafio causado
por este tipo de envejecimiento acelerado, Gutiérrez e al (2011) reporta que el

calor seco redujo la cantidad de plantulas potencialmente productivas y la
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acumulacion de materia seca, a la vez que incrementd la proporcion de
semillas muertas en maiz, en otros cereales concuerdan con Suarez-
Castellanos et al. (2018) en semillas de triticale reporta que en un
envejecimiento acelerado tradicional (EAT) a 48, 72 y 96 horas se da una
disminucién del porcentaje de germinacion (que a medida que aumenta el
tiempo disminuye el % de G) proporcional con respecto al tiempo los cuales
también concuerdan con los resultados obtenidos por Tunes et. al. (2009) en
semillas de cebada envejecidas tradicionalmente a 42°C por 96 horas y por
Pedroso et. al. (2010) en semillas de trigo envejecidas a 41°C por 96 horas.
Para la prueba de germinacion usando como sustrato MS el valor méas
alto después del envejecimiento acelerado fue de 95% que corresponde a las
semillas que fueron expuestas 2 y 14 dias, las semillas expuestas durante 19
y 20 dias fue de 90%, para las semillas expuestas durante 4, 9 y 13 dias fue
de 80%, las expuestas durante 8, 15 y 21 dias fue de 75%, las semillas
expuestas durante 3 y 16 dias fue de 60 y 55% respectivamente, el porcentaje

mas bajo de germinacién fue para las semillas expuestas 7 dias a 60°C.

En los estudios tradicionales con envejecimiento acelerado por calor
seco se han probado en un periodo de tiempo de 0 hasta 96 horas de
exposicién al calor como lo sugiere Baskin (1981) para evaluar la calidad de
semillas en su funcion de longevidad y capacidad de almacenamiento, sin
embargo, en este estudio se aumento el intervalo de la variable del tiempo
hasta los 21 dias para evaluar el efecto del envejecimiento en la germinacion
de la variedad de maiz hibrido “Albatros”. Otra variable que se amplié con el
fin de encontrar el nivel de tolerancia de las semillas de maiz (Zea mays)
hibrido “Albatros” al envejecimiento acelerado por calor seco fue la

temperatura, las pruebas se hicieron dejando fija la variable del tiempo 21 dias,
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pero modificando la temperatura de envejecimiento las cuales fueron: 60°C,
65°C, 70°C y 80°C.

Se obtuvieron resultados importantes los cuales muestran que esta
variedad de maiz hibrido es tolerante al envejecimiento acelerado por calor
seco a una temperatura de 60°C hasta los 21 dias de exposicion al calor en
H20 y MS ver gréfica 4 barras blancas. Por lo cual se infiere que para lograr
tener un efecto inhibitorio de la germinacion hay 2 posibles escenarios: 1)
aumentar el tiempo de exposicién de tratamiento térmico a la temperatura de
60°C, 2) aumentar la temperatura de tratamiento térmico en el mismo periodo
de tiempo. Para fines de practicidad y de eficiencia en el tiempo se opt6 por el

caso 2, los resultados se observan en la grafica 4 y se explican a continuacion.
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Grdfica 4.- Efecto del tratamiento térmico en el porcentaje de germinacion total acumulada. A) H;0, B) MS.
Muestra la germinacion acumulada al séptimo dia después de la siembra de las semillas de maiz con diferente
tratamiento térmico. Muestra la disminucion del porcentaje de germinacion respecto al control para cada
tratamiento térmico.

El porcentaje de germinacién con tratamiento de envejecimiento por
calor seco a 65°C en semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” en
diferentes periodos de tiempo (0 a 21dias) muestra un comportamiento
oscilatorio en ambos sustratos H20 y MS. Los datos obtenidos para H20 como
sustrato muestran el porcentaje de germinaciéon de 79% para las semillas
envejecidas durante 3 dias que es el mas alto para los tratamientos con
envejecimiento reduciendo un 21% la germinacion en comparacion con el
testigo, las semillas envejecidas durante 7, 2 y 1 dia fue de 64, 43 y 29%
respectivamente, las semillas envejecidas 8 y 9 dias fue de 7%, las semillas
envejecidas durante 4, 13-16, y de 19-21 dias el tratamiento fue letal

reduciendo a 0% el porcentaje de germinacion.
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En la prueba usando MS como sustrato se obtuvieron los siguientes
datos para las semillas que fueron envejecidas durante 7, 9, 1, 2, 3y 8 fueron
de 63, 58, 53, 53, 47 y 47% respectivamente, mientras que para las semillas
envejecidas a 4, 13-16 y 19-20 dias fue de 0% obteniendo el mismo
comportamiento, para este caso, cuando se us0 H20O como sustrato. De
acuerdo a los datos obtenidos para esta variedad de maiz se encontré que a
partir de los 9 dias de ser expuestas las semillas a envejecimiento acelerado

por calor seco a la temperatura de 65°C es letal en ambos sustratos H20 y MS.

El porcentaje de germinacion con tratamiento de envejecimiento por
calor seco a 70°C en semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” en
diferentes periodos de tiempo (0 a 21dias) muestra un comportamiento
oscilatorio en ambos sustratos H20 y MS. Los datos obtenidos para H20 como
sustrato para las semillas expuestas al envejecimiento por calor seco a 70°C
durante 4, 1, 2, 3y 7 dias fue de 25, 17, 17, 8 y 8% respectivamente, para las
semillas envejecidas durante 8, 9, 13-16, y 19-21 fue de 0% de germinacion.
Los datos obtenidos para MS como sustrato para las semillas expuestas al
envejecimiento por calor seco a 70°C durante 1, 2, 4 y 3 dias fue de 39, 29, 14
y 7% respectivamente, para las semillas expuestas a envejecimiento

acelerado de 7-9, 13-16 y 19-21 dias fue 0% de germinacion.

El porcentaje de germinaciéon con tratamiento de envejecimiento por
calor seco a 80°C en semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” en
diferentes periodos de tiempo (0 a 21dias) en H20 y MS fue de 0% de
germinacion lo cual concuerda con Whaid et al. (2007) menciona que altas
temperaturas pueden disminuir o inhibir totalmente la germinacion de las
semillas, dependiendo de las especies y de la intensidad del estrés; ademas,

la respuesta al estrés por calor esta constituida por la produccion de especies
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reactivas de oxigeno (ROS), de proteinas de choque térmico y otras proteinas
relacionadas con el estrés que afectan el crecimiento y desarrollo de las
plantas. La germinacion de las semillas, se puede ver afectada por altas
temperaturas (>35°C), como sucede en tomate, aji, apio, lechuga y espinaca,
lo cual, es conocido como termo- inhibicion; sin embargo, la termo-tolerancia
puede diferir entre cultivares de una misma especie, a causa del grado de
actividad de la endo-Bmannanase en la semilla (Nascimiento et al., 2000;
Carter & Vavrina, 2001).

Los métodos de andlisis de la germinacion pueden diferenciarse en dos
tipos: descriptivos y analiticos. Los descriptivos o graficos permiten hacer una
evaluacion preliminar de los resultados, mientras que los analiticos consisten
en la aplicacion de funciones mateméaticas que describen el comportamiento

germinativo de las semillas.

En los descriptivos tenemos como resultado las graficas de germinacion
diaria que muestran el nimero de semillas germinadas por dia. Describen la
distribucién de la germinacion en el tiempo y el dia en el que se logra el maximo

namero de semillas germinadas como se muestra en las graficas 5,6 Y 7.

En la gréfica 5 se observa que en el segundo dia después de la siembra
a 60°C germinan el mayor nimero de semillas en ambos sustratos H20 y MS
exceptuando a las semillas que fueron tratadas con un envejecimiento
acelerado por calor seco a una temperatura de 60°C en un periodo de tiempo
de 20 dias, por lo cual podemos asegurar que a un tratamiento térmico de
envejecimiento por calor seco a 60°C el tiempo de latencia es menor, en otras
palabras, la temperatura de 60°C disminuye el tiempo de latencia el cual no se

ve afectado por el periodo de tiempo al cual son expuestas las semillas desde
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1 a 21 dias, asi como del sustrato en el que se lleve a cabo la siembra para
dicha prueba.

Por lo cual se puede inferir que para este tipo de envejecimiento
acelerado con dichos parametros el 50% de semillas germinadas se alcanza
en el dia 2. Ademas, se observa que hasta el dia 6 después de la siembra las
semillas siguen germinando, sin embargo, ya en el dia 7 no germinan. Por lo
cual para este tipo de envejecimiento las semillas de maiz hibrido “Albatros”
son muy tolerantes ya que no modifica el porcentaje de germinacion ademas
de que el periodo o tiempo de latencia no se ve afectado, mostrando un
comportamiento muy parecido al control negativo a envejecimiento al cual
denominamos también blanco y que en las graficas se observa como el

tratamiento 0.
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Grdfica 5.- Muestra la germinacion diaria de semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” después del
tratamiento térmico de envejecimiento por calor seco a 60°C; a) H,0, b) MS.
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Grdfica 6.- Muestra la germinacion diaria de semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” después del
tratamiento térmico de envejecimiento por calor seco a 65°C; a) H,0, b) MS.
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Grdfica 7.- Muestra la germinacion diaria de semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” después del
tratamiento térmico de envejecimiento por calor seco a 70°C; a) H,0, b) MS.

Para el caso de la germinaciéon diaria de la prueba a 80°C no se
presenta grafica ya que como se comentd anteriormente el porcentaje de
germinaciéon con tratamiento de envejecimiento por calor seco a 80°C en
semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” en diferentes periodos de

tiempo (0 a 21dias) en H20 y MS fue de 0% de germinacion.

La respuesta oscilatoria observada en la germinacion de las semillas de maiz
puede en parte estar relacionada con el fendbmeno conocido como hormesis,
gue consiste en una respuesta incrementada de las plantas a agentes que
generan estrés, como son: compuestos, algunos quimicos y la luz. Se
considera que esta respuesta es adaptativa y precondiciona a la planta para
prepararse para una condicidon de estrés mayor. Las respuestas pueden ser

en el crecimiento de las plantas, pero también se ha observado para la
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germinacion, en la que compuestos como el hipoclorito de sodio la
incrementan (Calabresse y Baldwin, 1999). Se ha reportado que en la
hormesis estan implicadas especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, que
originan cambios en la expresion de los genes (Antoniou et al., 2016). Las
dosis pequefias de estrés que precondicionan a las plantas pueden ser
utilizadas con propdésitos ecoldgicos y agricolas, para adaptar las plantas a
condiciones altas de estrés, como puede ser el incremento de temperatura
debido al cambio climatico (Agathokleous et al., 2019). Lo anterior, aplicado a
nuestro trabajo, permitiria usar dosis de temperatura no letales para
preadaptar semillas de maiz para su cultivo en sitios de altas temperaturas.

Se analizaron los parametros de Velocidad de Germinacion (VG) que
consiste en relacionar la capacidad de germinacion con el tiempo de
germinacion, también conocido como el indice de Maguire (Maguire, 1962) con

el cual se obtiene el nimero de semillas que germinan por dia.

o= Y1

Dénde: VG= Velocidad de Germinacion, ni= numero de semillas
germinadas el dia i, t= tiempo de germinacién desde la siembra hasta la

germinacion de la ultima semilla.

Otro parametro que se estudi6 fue el tiempo promedio de Germinacion
(tG) que es una medida del tiempo promedio de germinacién que necesitan

las semillas para germinar el cual se obtiene con la siguiente férmula.

_ 20ut)

tG _—
xn
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Donde tG= tiempo promedio de Germinacion, t= numero de dias

después de la siembra, ni numero de semillas germinadas el dia i.

Para este tipo de analisis fue necesario obtener los datos diarios de
germinacion desde el dia 1 hasta el dia 6 después de la germinacion. Los

resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5.- Muestra los valores obtenidos de VG y tG para las semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” con los
datos obtenidos del numero de semillas germinadas por dia hasta los 6 dias después de la siembra.

H20 MS
60°C 65°C 70°C 80°C 60°C 65°C 70°C 80°C
TRATAMIENTO| VG tG VG tG VG tG | VG tG VG | tG | VG tG | VG | tG | VG | tG
0 3.3 2.4 2.3 3.0 20 (30| 17| 30| 33 (27|32 )31 |23|30]|18] 3.0

2.5 2.5 0.7 3.0 03 |3.0] 00| 0.0 18 |28 | 17| 37 |08 ) 30]0.0] 0.0

2.5 2.7 1.0 [ 33 03 [30] 00| 00 ) 32 29|17 )35 |07 ]30]f0.0]0.0
2.5 2.1 1.8 | 34 02 {[30]00| 00) 20 20| 15 )33 |02]|30]|0.0] 0.0

2.5 2.7 1.5 4.0 0.2 | 3.0} 0.0 | 0.0 15 |29| 20| 33]00)| 00| 0.0] 0.0
2.3 2.3 0.2 3.0 0.0 | 00| 0.0 | 0.0 25 ]121] 15| 33]100(|00])00]) 0.0

1
2
3
4 2.5 2.2 0.0 | 0.0 05 [30]00| 00)] 27 25| 00 ) 00| 03] 3.0]|0.0] 0.0
7
8
9

2.3 24 | 0.2 | 3.0 00 [00)| 00| 00 )] 27 |26 | 1.8 | 42 ] 0.0 | 0.0 | 0.0 | 0.0

13 1.8 34 ]1 00 | 00 00 [00) 00| 00 ) 28 [22]00)00]00]00]O00]O00
14 2.5 2.6 0.0 | 0.0 00 [00) 00| 00]) 32 (30}]00)00|]00]00]O00]0O00
15 2.7 2.9 0.0 | 0.0 00 [00)00| 00]) 25 (21]00)00|]00]00]O0.0]O00
16 2.3 3.1 0.0 | 0.0 00 [00) 00| 00 ) 18 [22] 00| 00|00 00]O00]O00
19 2.5 2.6 0.0 | 0.0 00 [00) 00| 00 ) 30 |24]00)00|]00]00]O0.0]0O00
20 2.5 3.8 0.0 | 0.0 00 [00) 00| 00 ) 30 |31]00)] 00|00 O00]|O0.0] 0.0
21 2.7 3.2 0.0 | 0.0 00 |[00) 00| 00] 25 |28]00)00]00]00]00]0O00

A medida que aumenta la temperatura del tratamiento térmico, la
velocidad de germinacion (VG) decrece y se mantiene en su comportamiento
oscilatorio a medida que aumenta el tiempo del tratamiento térmico, sin
embargo, se observa que existe una mayor variabilidad en ambos parametros
cuando se usa MS como sustrato, lo cual puede ser atribuido el aumento de la
fluidez de la membrana plasmatica y la pérdida de electrolitos (Wahid et al.,
2007; Porch y Hall, 2013) de tal manera que las membranas se ven afectadas

por el transporte de nutrientes a través de ellas.
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La velocidad mas alta a la que germinaron usando H20O como sustrato
fue de 3.3 semillas por dia en aquellas semillas que no fueron expuestas a
tratamiento térmico mientras que el valor mas alto de VG para aquellas
semillas con tratamiento térmico fue de 2.7 semillas por dia en aquellos
tratamientos expuestos a 60°C durante 15y 21 dias, el valor mas bajo es de 0
semillas por dia para las semillas que fueron expuestas a 65°C durante 4, 13

- 21 dias, a 70°C durante 8 - 21 dias, a 80°C se inhibe la germinacion.

En MS como sustrato el valor mas alto fue de 3.3 semillas por dia en
las semillas por dia en aquellas semillas que no fueron expuestas a tratamiento
térmico mientras que el valor mas alto de VG para aquellas semillas con
tratamiento térmico fue de 3.2 semillas por dia en aquellos tratamientos
expuestos a 60°C durante 2 y 14 dias, el valor mas bajo fue de 0 semillas por
dia para las semillas que fueron expuestas a 65°C durante 4, 13 - 21 dias, a

70°C durante 7 - 21 dias, a 80°C se inhibe la germinacion.

En cuanto al tiempo promedio de Germinacion (tG) aumenta a medida
gue aumenta la temperatura y el tiempo del tratamiento térmico, el valor mas
alto usando como sustrato H20 es de 3.8 dias que son los necesarios para
que germinen las semillas que fueron expuestas a 65°C durante 7 dias, el valor
mas bajo fue de 0.0 dias para las semillas que fueron expuestas a 65° durante
4,13 - 21 dias, a 70°C durante 8 - 21 dias, a 80°C se inhibe la germinacion.

En MS como sustrato el valor mas alto fue de 4.2 dias que son los
necesarios para que germinen las semillas que fueron expuestas a 65°C
durante 9 dias, el valor mas bajo fue de 0.0 dias para las semillas que fueron
expuestas a 65°C durante 4, 13 - 21 dias, a 70°C durante 7- 21 dias, a 80°C
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se inhibe la germinacion. Las altas temperaturas pueden disminuir o inhibir
totalmente la germinacion de las semillas, dependiendo de las especies y de
la intensidad del estrés (Wabhid et al., 2007).

4.5.1 Analisis de dafio fisico en embrion de semillas de maiz (Zea mays)
hibrido “Albatros” causado por envejecimiento acelerado por calor seco.

El efecto de los diferentes tratamientos térmicos (TT) de envejecimiento
acelerado por calor seco en semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros
modifica el porcentaje de germinacion. Es importante para este estudio
documentar el dafio causado por TT en las semillas de maiz (Zea mays)

hibrido “Albatros” a nivel celular especificamente en embrion.

Para la visualizacion del dafio en el embridn se realizé un tratamiento
térmico de envejecimiento acelerado por calor seco en las semillas de maiz,
el TT fue de 70°C durante 4 dias ya que con los resultados anteriores sabemos
qgue el porcentaje de germinacion disminuyo drasticamente y se compararon
con semillas sin tratamiento térmico. Las semillas de maiz (Zea mays) cony
sin TT se hidrataron 1 hora en agua corriente para hacer mas facil la extraccion
del embrién, se extrajo el embrién, se hicieron cortes finos del mismo con
bisturi con el apoyo del estereoscopio marca Zeigen, los cortes se tifieron con
azul de metileno y se visualizaron tanto en el estereoscopio marca Zeigen,
como en el microscopio compuesto marca Zeigen. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:



| CIICAp
DOCTORADO EN INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS I

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

4.5.2. Apariencia de la semilla con y sin tratamiento térmico.

El dafio se puede apreciar a simple vista, sin embargo, se analizaron
las muestras en el estereoscopio marca Zeigen, la evidencia se muestra en la
figura 22. La semilla con TT se observa mas deshidratada en comparacion con

la semilla que no recibié TT.

Figura 24.- Muestra la apariencia de las semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” vistas en el estereoscopio
marca Zeigen (A) sin tratamiento térmico, (B) con tratamiento térmico a 70°C durante 4 dias.

4.5.2.1. Apariencia del embrion.

Como se ha comentado el embrién es la Unica parte viva de la semilla
y es de suma importancia conocer el dafio causado con y sin tratamiento
térmico, como se aprecia en las imagenes de la figura 25. En la imagen
denotada con la letra A se aprecia un embrion saludable y himedo; mientras
que, en la imagen denotada con la letra B se observa el embrién dafiado con

un aspecto deshidratado.
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Figura 25.- Muestra la apariencia de los embriones de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” vistas en el estereoscopio
marca Zeigen. A) sin tratamiento térmico, B) con tratamiento térmico a 70°C durante 4 dias.

Después de limpiar los embriones se observaron en el estereoscopio
marca Zeigen para diferenciar las partes que conforman el embrién: a)
Escutelo que es el érgano encargado de la alimentacién del embrién en el
momento de su germinacion la epidermis abaxial es un epitelio secretor,
segrega enzimas que solubilizan las sustancias de reserva, las absorbe y las
transporta al embrién; b) Eje embrionario: conformado por una plumula, que

posee de cinco a seis hojas y una radicula ver figura 26.

- Escutelo

»

Plimula

Radicula

Figura 26.- Muestra las partes que conforman al embrion de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” vistas en el
estereoscopio marca Zeigen (A) sin tratamiento térmico, (B) con tratamiento térmico a 70°C durante 4 dias.

Se hicieron cortes y tincién para cada una de las partes del embrién con

el fin de observar y comparar la apariencia de los diferentes tipos de células



, CIICAp
DOCTORADO EN INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS I

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

que conforman cada tipo de tejido celular para observar al microscopio
compuesto y obtener las micrografias como parte de la documentacion del

dafio causado por el envejecimiento acelerado por calor seco.

Se observaron las células que conforman el escutelo, las células de la
epidermis del escutelo las cuales se observan alineadas, con una forma ovoide
muy pegadas entre si en la figura 25 se indican con la flecha azul, se puede
observar que las células de la epidermis del escutelo en la semilla que sin TT
se encuentran ordenadas, alineadas y mas juntas entre si ver la figura 27 letra
A; mientras que en aquella semilla con TT se notan las células de la epidermis
del escutelo mas separadas y contraidas, lo cual se atribuye a la
deshidratacion térmica ver figura 27 letra B. Con respecto a las células propias
del escutelo nétese la granulacién intracelular como consecuencia de la
deshidratacion térmica (identificada con el circulo amarillo) ver figura 27 letra
B.

PAREDES
CELULARES

= EPIDERMIS :
i DEL ESCUTELO |

Figura 27. Micrografias tomadas en el microscépico compuesto marca Zeigen a 40 X muestra las células del tejido
del escutelo en una semilla de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” (A) sin tratamiento térmico, (B) con tratamiento
térmico a 70°C durante 4 dias.

Se observaron las células que forma la radicula, raiz rudimentaria o
meristemo apical de la raiz es evidente el dafio causado por el tratamiento
térmico se observa evidencias de desorganizacion celular producto de la
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desecaciéon provocada por el tratamiento de envejecimiento acelerado por
calor seco ver figura 28.

Figura 28. Micrografias tomadas en el microscépico compuesto marca Zeigen a 40 X muestra las células del tejido
del escutelo en una semilla de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” A) sin tratamiento térmico, B) con tratamiento
térmico a 70°C durante 4 dias.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES FINALES Y RECOMENDACIONES.

En el presente trabajo se ha logrado conocer mas a detalle los
nanomateriales desde su sintesis, caracterizacion y sus diferentes
aplicaciones, siendo de importancia para este trabajo las aplicaciones en la
agrobiologia. Es de nuestro interés evaluar el efecto del cambio climatico en
el vigor y desarrollo de semillas de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” (se
considera un hibrido debido a que presenta nula variabilidad genética y es el
modelo ideal para medir variables para este estudio), ademas de evaluar el
efecto e interaccion de AuNPs y MWCNT con el interés de generar una
propuesta para la utilizacion de nanomateriales en la agrobiotecnologia con
bases fundamentadas en evidencias claras del comportamiento entre

nanomaterial-suelo-semilla-plantula.

El estudio de la interaccion de los nanomateriales entre el suelo-semilla-
plantula es de suma importancia, abrir nuevas aplicaciones en la agricultura y
generar importante informacién para conocer como se relacionan entre éstos,
los efectos en cada caso y particularidades, nos llevaran a generar nuevas
opciones para mejorar las caracteristicas de los suelos, recuperacion de los
mMismos y nuevas herramientas para la germinacién, desarrollo, mejor y mayor
productividad de especies vegetales de importancia alimentaria y econémica;
que ademas, nos permita salvaguardar especies en peligro de extincion debido

al cambio climatico.

La variedad de maiz (Zea mays) hibrido “Albatros” demuestra una alta
tolerancia al envejecimiento acelerado por calor seco. Los MWCNT ayudan

sustancialmente a mejorar la capacidad de tolerancia al calor y recuperacion
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del dafio por calor seco en el proceso de germinacion y vigor. Las temperaturas
utilizadas en este trabajo simulan vagamente los prondsticos de algunos
escenarios de calentamiento global, esta variedad de maiz, actualmente
conocida y cultivada en el centro de México, puede ser el modelo ideal para
estudiar y generar informacion valiosa en otros escenarios. Finalmente, el
restablecimiento asistido por los MWCNT en semillas envejecidas por calor
seco parece ser prometedora y abre la posibilidad de generar lineas de

investigacion novedosas y aplicables.
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Abstract

Soods in soil soed-banks count amongst organisms that are the most vulnerable to the extreme temperatures predicted in
certain models of global warming. This work aims to examine the possibility of a nanomaterial-aided resuscitation of
heat-damaged hybrid maize (Zea mays L. “Albatross™) sceds through a study of their germinability and growth after high
heat exposures. Heat encrgy at constant "dose’ was delivered at the three temperatures of 40, 50 and 60 °C (40-60) and at
a much higher dose at 60 °C (+). Seed germinability and scedling growth indices were studied in the presence/absence of
multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) and our laboratory synthesised and characterised (SEM, DLS, FTIR, UV-Vis)
gold nanoparticles (AuNP). Overall, the MWCNT outperformed the AuNP. The scemingly erratic germination outcomes
were rationalised from the standpoint of the biomechanics of water entry into soods with heat-damaged socdcoats. Ficksian
diffusion calculations applied to the interstitial chunnels of the scedcoat and oliwall showed that the former but not the
Jatter, was an effective barrier to MWCNT entry and that both easily allowed water entry. The MWCNT treatments appear
to catalyse the recovery of the (+) soeds and soedlings, promote biomass and the root-to-shoot waser transport, whilst the
parabolic biomass trend for 40-60 sugpests opposing tempe rature-re gulated factors possibly involving reactive oxygen
spacies. Summarising, growth indices of heai-damaged soeds show a strong non-monotonic dose dependence where the
MWOCNT significantly alered the response, catalysing the recovery of the high heat ‘dose” set. These results hold promise
for the application of nano-biotechmology to agriculture in the global warming scenario.

Keywords Carbon nanotubes - Gold nanoparticles - Maize - Heat-ageing - Diffusion - Nano-agriculture

Introduction

According to the Intergovernmental Panel on Climate
Change (IRCC) the Earth’s climate is undergoing unprec-
odented change sinod the mid-twenticth contury with average

1< Nabanita Dasgupts-Schubert yearly planctary temperatures trending upwards (Allenet al.
mbisiashebenSumchms 2018). The decade that ended in 2019, saw the highest tem-
! Centrode Investigacié en Ingenieria y Ciencias pnuue.sco&nbsime recorded clim,ﬁc history (https//
Aplicadas (QICAp). Universidad Auténoma del Estado de www.climatecentral org/gallery/graphics/top- 10-warmest-
Morelos (UAEM), Av. Usivenidad 1001, Col. Chamily years-on-record). Whilst the impact of planctary warming
CP. 62209 Coemavaca, Marelos, Mevico has doep potential repercussions on a whole host of objects
2 m:'mbﬂﬂkmmy#ﬁ and activitics on a global scale, the risks to agriculture stand
go (UMS) . reitaris, amongst immediate important
Cll Pt ol e, - 000 Mol flacian c;n.nphms am ::s‘:l,co:rgtmm Mmdncoold. bcuu‘:c::
3 fhm‘ﬁmmw@ “"i: ';:fv"‘“‘“;& m peratures over land, specifically over agricultural land,
E. AMa.Cd Universitaria, Col. Felicitas del Rio, rise more quickly and to a higher degee than they do over
C P. 38060 Morlia, Mexio water (Cline 2008). The decrease in quantity and quality
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Chilpancingo, Gro. a 2 de septiembre de 2021.

M.C. Magdalena Gonzdlez Alejandre

Centro de Innovacidn y Desarrollo Agroalimentario de Michoacan
Presente

Apreciable M.C.,

La Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Autdnoma de Guerrero, a
través de la Coordinacion de la Maestria en Biociencias se dirige a usted de la manera mas
atenta para informarle que en el intéres de contribuir al conocimiento del desarrollo y
aplicacién de los avances en el campo de las Biociencias, ha organizado el Il Congreso
Internacional de Biocienclas que se llevard a cabo del 13 al 15 de Octubre, mismo que se
llevara a cabo de manera virtual.

Como parte del programa académico de este evento, me permito hacer la mas atenta
Iinvitacidn para participar como ponente de una Conferencia Magistral, misma que se llevara
a cabo el dia 13 de octubre de 16:00-17:00 horas (50 min de presentacién y 10 min de
preguntas).

Esta invitaddn obedece al reconocimiento a su experiencia profesional, interés y
compromiso con la ciencia en nuestro pais. Agradeciendo su participacién en este
importante evento, reciba un cordial y afectuoso saludo.
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Asunto: Certificado de aceptacion

Estimado participante

Por medio del presente, me permito informarle por parte del comité editorial del 3er
Congreso Internacional de Biociencias, que su trabajo de investigacion que lleva por titulo:

Tolerancia del maiz (Zea mays) al envejecimiento acelerado por calor seco en un
escenario de cambio climitico

Siendo los autores: Magdalena Gonzilez-Alejandre, Vivechana Agarwa, Miguel
Martinez Trujillo, Nabanita Dasgupta-Shubert

Ha sido ACEPTADO para su presentacion oral en la mesa ALIMENTOS del 3er
Congreso Internacional de Biociencias, durante los dias 13y 14 de octubre. La duracioén de
su participacion serd de 20 minutos. En los proximos dias, se le enviara los datos de acceso
para la sala correspondiente dentro del congreso.

Reciba un cordial saludo
Dr. Art aniirez Peralta Dra. Verénica lr%aﬂine: Santos
Presidente Comité editorial

3er Congreso Internacional de Biociencias  3er Congreso Internacional de Biociencias
Chilpancingo, Guerrero, México Chilpancingo, Guerrero, México
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Otorgan la presente

CONS TANCIA

Magdalena Gonzalez Alejandre
Por su participacion como:
Colaborador
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El Gobierno del Estado de Michoacin de Ocampo, a través del
Instituto de Ciencia, Tecnologia e Innovacién del Estado
otorgan la presente:

CONSTANCIA

A Nabanita Dasgupta-Schubert, Salomén Eduardo Borjas Garcia,

. Vivechana Agarwal, Miguel Martinez Trujillo

Por su coautoria en la "Mesa 1.- Ciencias Naturales y de Materiales”, titulada GERMINACION DE SEMILLAS DE
MAIZ (ZEA MAYS) EXPUESTAS A ENVEJECIMIENTO ACELERADO Y LA INTERACCION CON
NANOPARTICULAS

En el marco de las actividades académicas del 13° Congreso Estatal de Ciencia, Tecnologia
e Innovacién y el Séptimo Encuentro de Jévenes Investigadores del Estado de Michoacan.
Morelia, Michoacin a 19 de octubre de 2018.

i

Dr. José Luis Montanez Espinosa
Director General del Instituto de Ciencia,
Iecnologia ¢ Innovacién del Estado de Michoacin
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Alejandre, Magdalena Gonzalez Alejandre, Vivechana Agarwal,
Salomon Borjas Garcia
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La Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo a través del
Programa Institucional de Licenciatura en Ingenieria Ambiental

Otorga la presente

CONSTANCIA

a
M.C. Magdalena Gonzalez Alejandre

Por su participacion en la conferencia “Biorremediacién y Fotorremediacion”, llevada a cabo el dia 6 de mayo
de 2019, en el edificio del Multi-DES en Ciudad Universitaria.
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UARXs3JKPfB6n1dVoJrukER3bgPGI5RrxXn5ImgS4+nM4Vy5IHkOI5cFCK7+B+WWZzfygDj63+H0QCuUX7EIt4yqS/ynRisSWXF8IMImMJInTIo6txM2QSO09FqKZaphv4HQGX/q9XC
7Qd/Ep3ETuxQpOGWIN3M4MPCcAXXxGMFZY6PEQ7GXx8gEX3KbdWzoRTKr9jJk8BfiUOPIylzjRoFw==

EDGAR EDUARDO ANTUNEZ CERON | Fecha:2022-05-20 13:21:50 | Firmante
UFoMC6ys85LWgjdyXyPrlIFvj+WGgXFGipCiOWha/oVWqLXDFHQD1YzawOk5/2eKSBS383I0SUwpBIvJHO7aAarUM8pVhHUM9zeo01b5hwcG3C8jUxKYWyqwvDe8PfelOKhKuG
9Qh51aH8d4IEUzrCOeHTYM7GV/I2Ag9q6QjBLLKWK+hYQbfInYIEmhWeDzpZCKQQ29agaUOxQBVsIhTkpOndD26FT2kdtYaQQ327KYAEP7ct7gkimN9YFI1X3Px5XsiYMZEdy
GxV7YO0flyt+XKEAfCzfwexRu8QO5miYy3Btcxoc3dTg8Luvk7txJG3/VuOteo/QbIMuba53pV9ieA==

MIGUEL MARTINEZ TRUJILLO | Fecha:2022-05-23 18:41:44 | Firmante
tawHHHOEpgoOkZudmbrVOv+ugn09TyEktfTrRfgL38IX0iRiZYzn/Rj6so/QN3IjCeOlQHSN7JY40pgHeRKz1HVMsMg7oHKJAKAGBfeDm5KUGVy4wyqz9/BvsE3EdX2TAD8T|6+afb
Mb6H30gerNWy7XvYdcbOAg9bMHzXdhOTFFYfM6k3eiDchTYXZops5kOZxNxcXygROH/WwvIKbymO08j3umgnptANhSi1bVyiLcC45QiBOefnuDfpeK5MNt+8IIhiOdpkqYJOdriGiz3
x1EfaptUFMuxGNSdJzjgWoVRKu+ed6uoRH4KIZOKgPvi8mwxkbyicx6nCrQciEAlw==

NABANITA DASGUPTA SCHUBERT | Fecha:2022-05-23 22:54:33 | Firmante
1Upe9CO90XYNXxVR2B7e4qHV61DexJhsz1046A7Lc7AYRclIdfojHLEINY3HIQYsvVYrDg04W9yBdcmQ/O21c986b0Y9UmMoPUyyHa5Ld+FCLRAIXLYABGCCO9T+4i07aF5Wxx6P
zZRAghuRYtlc/Ajwd+0daQ+RjvIssnNhxJQL/ESuqWCSENnKLBEUkiOyZ5jCOWIQEGZpFq66VqSPSXwY9818bpno0R6UNpIdVZg9NZfiiHgJzRqIxkjPiFZSKKRSDfmI6mpKY+BFt5IhE
hOYWxwucgGx3xgV8geOpwSv4ME7Gu778jiVxQNtt7sPpTI3jftcZO7EEhKWiFmwGatHA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electronica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

zyjBmFfuA

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/BVQJIInwLPrOoueK7AyNyViBdV3qcRXUOu



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/BVQJJnwLPr0ueK7AyNyVfBdV3qcRXUOu

