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SUMMARY

Background: Agave potatorum, commonly called tobala or papalomé, is used for mezcal production in different states
of the Mexican Republic, with Oaxaca being the main producer. This species depends exclusively on sexual
reproduction for its propagation, since it does not produce vegetative propagules, so its conservation and perpetuation
depend entirely on seeds, which have reported a low viability rate, placing this species in a state of vulnerability.
Objective: To evaluate the effect of multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) and gibberellic acid (AGs) on
germination, initial development and greenhouse adaptability of 4. potatorum. Methodology: Seven concentrations
of MWCNT (0, 25, 50, 75, 100, 125 & 150 mg L") and two of AGs (250 & 500 ppm) were chosen at two imbibition
times (24 and 48 h), within a two-phase experimental design. Data were analyzed by ANOVA and Tukey's test (p <
0.05). Results: The highest germination percentage was 32% with 125 mg L' at 48 h of imbibition, being significantly
higher than the control (p < 0.05). AGs inhibited germination with percentages <7%, showing phytotoxic effects.
Structural growth of seedlings was 19.6 mm leaf and 5.6 mm root with 25 mg L at 48 h of imbibition. Greenhouse
survival was 100% with 50 and 100 mg L! at 48 h of imbibition. Correlation analysis showed a moderate positive
relationship (r=0.62, p <0.05) between initial root length and survival. Implications: The use of carbon nanomaterials
(50-125 mg L' at 48 h) contributes to increased seed germination, which can be used for field establishment.
Conclusions: MWCNTs improved the germination of A. potatorum seeds, while the use of AGs had negative effects
on the seeds under the evaluated conditions.

Key words: Agave potatorum; multi-wall carbon nanotubes; gibberellic acid; germination; phytotoxicity;
conservation.

RESUMEN
Antecedentes: El Agave potatorum, llamado cominmente tobald o papalomé, es utilizado para la produccion de
mezcal en diferentes estados de la Republica Mexicana, siendo Oaxaca el principal productor. Esta especie depende
exclusivamente de la reproduccion sexual para su propagacion, ya que no produce propagulos vegetativos, por lo que
su conservacion y perpetuacion depende enteramente de las semillas, las cuales han reportado una baja tasa de
viabilidad, lo que pone a esta especie en un estado de vulnerabilidad. Objetivo: Evaluar el efecto de nanotubos de
carbono de pared multiple MWCNT) y 4cido giberélico (AGs) sobre la germinacion, desarrollo inicial y la adaptacion
en invernadero de 4. potatorum. Metodologia: Se evaluaron siete concentraciones de MWCNT (0, 25, 50, 75, 100,
125 y 150 mg L) y dos de AGs (250 y 500 ppm) a dos tiempos de imbibicion (24 y 48 h), dentro de un disefio
experimental bifasico. Los datos se analizaron mediante ANOVA y prueba de Tukey (p <0.05). Resultados: Se mostro
que el mayor porcentaje de germinacion fue del 32% con 125 mg L' a 48 h de imbibicion, siendo significativamente
superior al control (p < 0.05). El AGs inhibi6 la germinacion con porcentajes <7%, presentando efectos fitotoxicos. Se
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observo un crecimiento estructural de las plantulas de 19.6 mm de hoja y 5.6 mm de raiz con 25 mg L' a 48 h de
imbibicion. La supervivencia en invernadero fue del 100% con 50 y 100 mg L' a 48 h de imbibicion. El analisis de
correlacion mostrd una relacion positiva moderada (r = 0.62, p < 0.05) entre la longitud de raiz inicial y la
supervivencia. Implicaciones: El uso de nanomateriales de carbono (50-125 mg L' a 48 h) contribuye a un aumento
en la germinacion de las semillas, lo que puede ser utilizado para el establecimiento en campo. Conclusiones: Los
MWCNT mejoraron la germinacion de las semillas de A. potatorum, mientras que el uso de AGs tuvo efectos negativos

sobre las semillas en las condiciones evaluadas.

Palabras clave: Agave potatorum; nanotubos de carbono de pared multiple; acido giberélico; germinacion;

fitotoxicidad; conservacion.
INTRODUCCION

El Agave potatorum, llamado cominmente maguey
tobala o papalomé, es utilizado principalmente para la
produccion de una bebida alcohodlica conocida como
"mezcal", la cual es producida fundamentalmente en el
estado de Oaxaca (Garcia Mendoza, 2010), seguido
por Puebla, Michoacan, Durango, San Luis Potosi,
Guerrero, Zacatecas, Tamaulipas y Guanajuato
(Consejo Mexicano Regulador de la Calidad de
Mezcal, 2024). El COMERCAM seiiala que la
produccion nacional de mezcal en el afio 2023 fue de
12,239,655 litros, con un valor aproximado de 36,162
millones de pesos (MDP), lo que recalca la
importancia econoémica del A. potatorum. Sin
embargo, se requieren entre 8 y 12 afios para su
aprovechamiento (Martinez Ramirez ef al., 2013). Por
la alta demanda de mezcal tobala y la lenta maduracion
de las plantas, las poblaciones silvestres han estado
bajo intensa presion antropogénica (Ruiz Mondragén
etal.,2023).

El A. potatorum es una especie que depende
exclusivamente de la reproduccion sexual para su
propagacion, ya que no produce propagulos
vegetativos (Torres et al., 2015), por lo que su
conservacion y perpetuacion depende enteramente de
las semillas. Esta especie ha registrado porcentajes de
germinacion del 53% (Villavicencio Gutiérrez et al.,
2024) y 51.7% (Curiel Lopez, 2022). De acuerdo con
Gutiérrez Hernandez et al., (2020), las semillas de A.
potatorum son oleoproteaginosas y recalcitrantes. Las
semillas oleoproteaginosas presentan un alto contenido
de grasas y proteinas (Espinoza de Arenas, Tarazona
Delgado y Silvera Pablo, 2022), y las semillas
recalcitrantes no toleran largos periodos de
almacenamiento (William, 1991).

Para estimular la germinacion en semillas de diferentes
especies como tomate, maiz y trigo, se han realizado
estudios usando nanotubos de carbono. Los nanotubos
de carbono son alotropos del carbono, con una
estructura como una lamina de grafeno enrollada sobre
si misma. Se clasifican de acuerdo con el total de capas
que lo forman, en nanotubos de carbono de pared
sencilla (SWCNT) y nanotubos de carbono de pared
multiple MWCNT) (Andrade Guel, 2012).

Los MWCNT promueven la germinacion mediante dos
mecanismos principales: a) Fisico: al interactuar con la

testa de la semilla, los nanotubos generan
nanoperforaciones que aumentan la permeabilidad y
facilitan la entrada de agua y oxigeno (Khodakovskaya
et al., 2009; Ratnikova et al., 2015); y b) Fisiologico:
una vez dentro, activan la expresion de genes
relacionados con acuaporinas (proteinas de membrana
que regulan el transporte de agua) y con sistemas de
defensa antioxidante, lo que reactiva el metabolismo
del embrién (Yan et al., 2013).

En maiz (Tiwari ef al., 2014), soja, cebada e hibridos
de maiz (Lahiani ef al., 2013) se ha reportado un
aumento en la germinacién con tratamientos de
MWCNT, influyendo positivamente en la elongacion
y ramificacion de raices en Brassica oleracea, Daucus
carota, Cucumis sativus, Allium sp. (Cafas et al.,
2008) y Cicer arietinum (Tripathi, Sonkar y Sarkar,
2011).

Por su parte, el acido giberélico (AGs) es una
fitohormona que forma parte del grupo de las
giberelinas (Taiz, 2002), teniendo como principal
funcion la promocion de la germinacion. El AGs
induce la sintesis de o y P-amilasas mediante la
descomposicion de las reservas de almidon,
estimulando la sintesis de enzimas que proporcionan
energia al embrion (Gupta y Chakrabarty, 2013). En
lechuga (Lactuca sativa L.), el AGs aumentd la
germinacion entre 0.5 y 15.8% (Velasquez Baldizon,
2009). No obstante, Amador Alférez et al., (2013)
sefialaron que el AGs en dos especies de Cactaceae
(Ferocactus histrix 'y F. latispinus) inhibié la
germinacion. De igual forma, Deaquiz Oyola y Burgos
Avila, (2013), encontraron que el AGs en tomate
(Solanum Iycopersicum L.) inhibidé la germinacion.
También se han registrado efectos tdéxicos en
concentraciones elevadas, como los reportados por Gil
y Miranda, (2008) en semillas de papaya (Carica

papaya L.).

A pesar de estos reportes contradictorios, se decidio
incluir AGs en el experimento porque: 1) No existen
estudios previos sobre su interaccion con MWCNT en
especies del género Agave, 2) Investigaciones en la
misma especie (Curiel Lopez, 2022; Villavicencio
Gutiérrez et al., 2024) reportaron efectos positivos con
500 ppm, y 3) Era necesario verificar si la combinacion
con MWCNT potenciaba o inhibia el efecto hormonal
en semillas recalcitrantes.
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Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNT) vy acido giberélico (AGs) sobre Ila
germinacion, desarrollo inicial y la adaptacion en
invernadero de A. potatorum.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron semillas de A. potatorum limpias y
visiblemente libres de plagas y enfermedades,
almacenadas en contenedores herméticos con silica gel
y en condiciones de refrigeracion a 4-6°C desde el afio
2022 al afio 2025, en el que se realiz6 la experimento,
en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Autéonoma del Estado de México, ubicado en el
Campus "El Cerrillo Piedras Blancas".

Morfometria de las semillas

El analisis morfométrico consistié en la seleccion de
100 semillas de 4. potatorum. Con ayuda de un vernier
digital se midieron la altura (mm), el ancho (mm) y el
grosor (mm) de cada una. Para el volumen (mm?®) se
multiplicaron las variables anteriores entre si, como lo
mencionan Gutiérrez Hernandez et al., (2020).
Posteriormente se calculd la relacion Altura-Ancho
dividiendo la altura de las semillas sobre el ancho de
estas. Para obtener el peso (mg), las semillas se pesaron
en una balanza analitica Sartorius Entris.

Prueba de viabilidad

La viabilidad se midié mediante una prueba de cloruro
de tetrazolio al 1%. Se utilizaron 100 semillas con
cuatro repeticiones, como lo establecen las normas
ISTA. Con un punzén se hizo una perforacion en la
testa de la semilla (sin dafiar el embrion) para facilitar
el ingreso de la solucion. Después, se colocaron en
frascos de vidrio y se agrego la cantidad necesaria de
cloruro de tetrazolio para cubrir las semillas.
Posteriormente se cubrieron con papel aluminio para
evitar la degradacion por luz. Los frascos se dejaron
por 72 h a una temperatura de 25°C. Transcurridas las
72 h, las semillas fueron retiradas de la solucién y se
extrajeron los embriones con ayuda de un bisturi y un
punzon, colocandolos en una placa de Petri para su
posterior analisis. Se tomaron como viables todos
aquellos embriones que presentaron una coloracioén
roja intensa y homogénea, mientras que los embriones
no viables a todos aquellos que contaran con
coloracion parcial o carecieran del mismo. (ISTA,
2020).
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Desinfeccion de semillas

Las semillas de A. potatorum se desinfectaron
mediante el protocolo mencionado por Alvarez-
Aragon et al., (2020). Se utilizaron 800 semillas para
la primera fase y 960 semillas para la segunda fase.

Tratamientos

Primera fase: Solucion de nanotubos de carbono de
pared miiltiple

Para la evaluacion del efecto de nanotubos de carbono
de pared multiple (MWCNT) en la germinacion, se
evaluaron siete concentraciones: 0, 25, 50, 75, 100,
125y 150 mg L. Para ello se pesaron 1.25, 2.5, 3.75,
5.0, 625 y 7.5 mg de MWCNT en una balanza
analitica Sartorius Entris, se colocaron en tubos tipo
Falcon y se aforaron a 50 mL con agua destilada.
Posteriormente se llevaron a un sonicador ultrasonico
SONICS VCX-130PB a 180 kHz durante 15 minutos
para evitar la precipitacion de la solucion.

En tubos Eppendorf de 1.5 mL se colocaron las
semillas previamente desinfectadas, se agregd 1 mL de
solucion de MWCNT (cada tratamiento con cinco
repeticiones) y se etiquetaron. Después se colocaron en
frascos de vidrio, se taparon con papel aluminio y se
llevaron a un agitador orbital OS-100 a una velocidad
de 200 revoluciones por minuto (RPM) por 24 h y 48
h.

Para evaluar si el proceso de agitacion causaba dafio
fisico a las semillas, se realiz6 una inspeccion visual al
microscopio estereoscopico (20X) antes y después de
la imbibicion, buscando signos de abrasion, ruptura de
testa o deterioro mecanico. No se observaron dafios
atribuibles a la friccion en ninguno de los tratamientos,
probablemente debido a que las semillas de A.
potatorum tienen una testa gruesa y resistente.

Segunda fase: Solucion de nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT) y acido giberélico (AGs)

Las concentraciones de AGs (250 y 500 ppm) se
seleccionaron con base en estudios previos en la misma
especie: Curiel Lopez, (2022) reportd germinacion del
51.7% usando 500 ppm, mientras que Villavicencio-
Gutiérrez et al., (2024) obtuvieron 53% con la misma
concentracion. La dosis de 250 ppm se incluy6 para
evaluar un posible efecto de dosis-respuesta y
determinar si concentraciones mas bajas reducian la
fitotoxicidad observada en otros estudios.

Para la solucion de MWCNT con AGs, se pesaron 250
y 500 ppm de AGs en una balanza analitica Sartorius
Entris. En un matraz Erlenmeyer se colocaron 5 mL de
agua de osmosis, del cual se extrajo 1 mL colocandolo
en un vaso de precipitado para posteriormente agregar
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el AGs, llevandose a un termoagitador CIMAREC
SP131325 por 30 segundos aproximadamente.
Posteriormente se vertid6 al matraz Erlenmeyer,
aforando a 10 mL. Se repitié el procedimiento para
cada concentracion a evaluar para obtener 250 ppm y
500 ppm de AGs a una proporcion p/v.

Las concentraciones de MWCNT utilizadas en la
segunda fase fueron las mismas que en la primera fase
(0, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 mg L), con el fin de
evaluar la interaccion con AGs en todo el rango
previamente estudiado.

Al igual que con las soluciones de MWCNT, en tubos
Eppendorf se colocaron las semillas de 4. potatorum
previamente desinfectadas, se agregé 0.5 mL de
MWCNT (0, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 mg L") y 0.5
mL de AGs, para obtener una solucion de 1 mL. Cada
tratamiento contd con tres repeticiones. Se etiquetaron
cada uno de los tubos Eppendorf, se colocaron en
frascos de vidrio, se cubrieron con papel aluminio y se
llevaron a un agitador orbital a una velocidad de 200
RPM por 24 hy 48 h.

Germinacion en Placas de Petri

Después de someter las semillas a los tratamientos, se
enjuagaron con agua destilada para eliminar residuos
de los nanomateriales y se colocaron en Placas Petri
con papel filtro Whatman hidratado con agua destilada.
Se etiquetd cada Placa Petri acorde al tratamiento
dado. Las semillas se dejaron en condiciones de 25°C,
bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de
oscuridad, ademas de hidratar las mismas con 1 mL de
agua destilada cada tercer dia.

Disefio experimental

El estudio consistio en un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial, y estuvo
compuesto por dos fases:

Primera fase: Se evaluaron siete concentraciones de
MWCNT (0, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 mg L") (factor
1) con dos tiempos de imbibicion (24 y 48 h) (factor
2). Se incluyeron dos testigos: a) Control positivo
(Control +; agua destilada), el agua destilada se
considera un Control + porque representa la condicién
natural de imbibicion sin agentes externos,
permitiendo establecer la linea base de germinacion de
la especie (Valdivia-Medina, Pedro-Valdés y Laurel-
Goémez, 2010). y b) Control negativo (Control -;
peroxido de hidrogeno al 3%), el H20: se utilizé como
Control - porque, aunque en concentraciones bajas
puede romper latencia, a concentraciones altas (3%) y
tiempos prolongados (24-48 h) genera estrés oxidativo
que inhibe la germinacion, permitiendo evaluar el
efecto de compuestos potencialmente tdxicos
(Dolatabadian y Modarres Savany, 2008; Escobar
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Zuniga, 2018). Se evaluaron un total de 16
tratamientos con cinco repeticiones para cada uno.
Cada repeticion cont6 con 10 semillas (16 x 5 x 10 =
800 semillas).

Segunda fase: Estuvo compuesta por las mismas
concentraciones de MWCNT (factor 1) con los
mismos testigos, agregando dos concentraciones de
AGs (250 y 500 ppm) (factor 2) y dos tiempos de
imbibicion (24 y 48 h) (factor 3). Se evaluaron 32
tratamientos con tres repeticiones cada uno. Cada
repeticion contd con 10 semillas (32 x 3 x 10 = 960
semillas).

Variables evaluadas

Porcentaje de germinacion: El conteo comenzo a los
8 dias después de la siembra (dds) tomando en cuenta
la aparicion de la cofia de la raiz y la plamula para
determinar la germinacion. Se hicieron cuatro conteos
adicionales a los 8, 11, 15 y 21 dds. Para calcular el
porcentaje se dividio el total de semillas germinadas
(X) sobre el niimero total de semillas, multiplicado por
100. Ecuacion: (X/50) x 100 para la primera fase y
(X/30) x 100 para la segunda fase.

Plantulas normales y anormales: Se tomaron como
plantulas normales (PN) todas aquellas que contaran
con ambas estructuras de raiz y hoja, ademas de no
presentar alguna anormalidad visible. Por otro lado, las
plantulas anormales (PA) fueron aquellas que carecian
de alguna de las estructuras principales, incluyendo un
crecimiento discordante de las mismas, es decir un
crecimiento irregular en alguna de sus estructuras. El
conteo se realizo a los 28 dds, siendo el periodo 6ptimo
para el desarrollo vegetativo completo de las plantulas.

Toxicidad de las semillas: Esta variable se midi6 para
todos los tratamientos de ambas fases experimentales
(incluyendo  testigos) utilizando los indices
establecidos por Bagur Gonzilez et al., (2011) y
Rodriguez-Romero et al., (2014). Se calcularon:
Germinacion Relativa de Semillas (GRS), Crecimiento
Relativo de la Radicula (CRR), indice de Germinacion
(IG), Indice del porcentaje de Germinaciéon Residual
Normalizado (IGN) y Elongacion Radical Residual
Normalizado (IER). La clasificacion del grado de
toxicidad se realizo segin los rangos: toxicidad muy
alta (-0.75 a -1.0), muy toxico (-0.5 a -0.75), toxicidad
moderada (-0.25 a -0.5) y baja toxicidad (0 a -0.25).

Longitud de raiz: Se midieron las raices con ayuda de
un vernier digital (mm), tomando como punto inicial la
intercepcion (cuello) de la raiz y el hipocétilo hasta el
extremo de la raiz principal. Se midi6 a los 28 dds. El
calculo se determind sumando la longitud de las raices
de cada plantula por tratamiento y posteriormente
sacando el promedio.
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Longitud de hoja: Se midieron con un vernier digital
(mm) desde la intercepcion (cuello) de la raiz con el
hipocotilo hasta el extremo de la hoja. Se midi6 a los
28 dds. El calculo se hizo sacando el promedio de la
suma total de las plantulas.

Supervivencia: A los 32 dias después del trasplante
(ddt), se hizo un conteo a todas las plantulas de todos
los tratamientos. El porcentaje se calculd dividiendo el
numero de plantulas supervivientes sobre el nimero
total de plantulas ingresadas a invernadero.

Adaptabilidad en invernadero: Para la adaptabilidad
se tomaron la longitud de raiz (mm) y longitud de hoja
(mm), ademas de la aparicion de una segunda e incluso
una tercera hoja, las cuales se midieron con un vernier
digital a los 32 ddt. La temperatura maxima fue de
35°C, minima de 12.7°C, con humedad relativa de
62%. El célculo se hizo sacando el promedio de la
suma total de las plantulas, realizando una
comparacion antes y después de llevarse a invernadero.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante un disefio
experimental completamente al azar con arreglo
factorial. Para la primera fase, los factores fueron:
concentracion de MWCNT (7 niveles) y tiempo de
imbibicion (2 niveles). Para la segunda fase, se incluy6
un tercer factor: concentracion de AGs (2 niveles),
contando con dos testigos para cada fase (Control +y
Control -).

Los datos de porcentaje de germinacion se
transformaron con arco seno (Vx/100) para cumplir
con los supuestos de normalidad. Se realizd un
Analisis de Varianza (ANOVA) de dos y tres vias,
segun la fase, y las medias se compararon mediante la
prueba de Tukey (p < 0.05). Para las variables de
longitud de raiz y hoja, asi como para supervivencia,
se realizaron analisis de correlacion de Pearson para
evaluar la relacion entre el crecimiento inicial y la
adaptabilidad en invernadero. Todos los analisis se
realizaron con el software estadistico SAS (Statistical
Analysis System, version 9.4).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfométrica y viabilidad de las
semillas

El analisis morfométrico de las semillas de 4.
potatorum (Tabla 1) muestra una longitud promedio de
6.1 mm, un ancho de 4.4 mm, una relacioén longitud-
ancho de 1.40, un peso de 6.8 mg y un volumen de 11.5
mm?. Estos valores son similares a los reportados por
Lechuga-Campuzano et al., (2025), quienes
encontraron una longitud promedio de 5.08 mm, ancho
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de 3.59 mm, relacion longitud-ancho de 1.42, peso de
6.56 mg y volumen de 14.37 mm?® para la misma
especie. La concordancia entre ambos estudios sugiere
que las caracteristicas morfométricas evaluadas
presentan una relativa estabilidad en A. potatorum, lo
que permite proponer estos valores como parametros
de referencia morfologica para futuros estudios de la
especie, particularmente en investigaciones enfocadas
en la calidad de semilla y su respuesta a tratamientos
pregerminativos.

El peso de las semillas (6.8 mg promedio) es un
indicador importante de la calidad fisiologica, ya que,
como seflalan Pérez Mendoza et al., (2006); Curiel
Lopez, (2022), semillas de mayor tamafio y peso
tienden a acumular una mayor cantidad de reservas, lo
que se traduce en un mayor suministro de nutrientes
durante la fase heterotrofa del crecimiento. Este
fenomeno es crucial, ya que una mayor disponibilidad
de recursos favorece una reactivacion mas vigorosa del
crecimiento embrionario y un desarrollo inicial mas
robusto de las plantulas (Villavicencio Gutiérrez et al.,
2024).

La prueba de viabilidad con tetrazolio revel6 un 55.7%
de semillas viables y un 44.3 % de semillas no viables.
Este porcentaje es consistente con el 57.9% reportado
por Lechuga-Campuzano et al., (2025) para la misma
especie, pero inferior al 71% encontrado por Curiel
Loépez, (2022) en un lote con menor tiempo de
almacenamiento (un afio). Esta disminucion en la
viabilidad con el tiempo de almacenamiento (3 afios)
confirma la naturaleza recalcitrante de las semillas
de A. potatorum, tal como lo sefialaron Gutiérrez
Hernandez et al., (2020). Las semillas recalcitrantes, a
diferencia de las ortodoxas, no toleran la desecacion ni
el almacenamiento prolongado, perdiendo viabilidad
gradualmente (William, 1991). Este hallazgo es
fundamental para interpretar los resultados de
germinacion que se presentan a continuacion, ya que el
potencial maximo de germinacion del lote estaba
limitado al 55.7% desde el inicio del experimento.

Primera fase: Efecto de nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT) en la germinacién

La cinética de germinacion de las semillas de A4.
potatorum tratadas con MWCN mostré6 un inicio
tardio, con las primeras radiculas emergiendo a los §
dias después de la siembra (dds) y un pico de
germinacion concentrado a los 21 (dds) (Tabla 2). Este
patron de germinacion lenta y asincronica es
consistente con lo reportado para diversas especies del
género Agave, las cuales frecuentemente presentan
mecanismos de latencia fisica o fisioldgica que regulan
la germinacion en el tiempo como una estrategia
adaptativa para la supervivencia en ambientes aridos
(Villavicencio Gutiérrez ef al., 2024).



Tropical and Subtropical Agroecosystems 29 (2026): Art. No. 078

Gonzalez-Aranza et al., 2026

Tabla 1. Morfometria de las semillas de A. potatorum respecto a su longitud (mm), ancho (mm), relacion

longitud-ancho (mm), peso (mg) y volumen (mm?).

Variable Longitud (mm) Ancho (mm) Relacion Peso (mg) Volumen (mm?)
Longitud-Ancho
Promedio 6.1 4.4 1.4 6.8 11.5
Maximo 7.5 6.1 1.2 8.0 24.0
Minimo 4.7 2.5 1.9 6.0 2.8

Tabla 2. Porcentaje de germinacién (%) a los 21 dias después de la siembra (dds) en semillas de A. potatorum
tratadas con diferentes concentraciones d¢e MWCNT y dos tiempos de imbibicion.

Tratamiento

24 h de imbibicion (%)

48 h de imbibicion (%)

Agua destilada (Control +) 12d
H:0: (Control -) 22b
25mgL! 16 ¢
50 mg L™ 12d
75 mg L™ 18 be 18 be
100 mg L! 16 ¢
125mg L™ 32a
150 mg L! 26 ab

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba

de Tukey (p < 0.05).

El andlisis de varianza revel6 diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) en el
porcentaje de germinacion final, tanto para la
concentracion de MWCNT como para el tiempo de
imbibicion, asi como para la interaccion entre ambos
factores. Este hallazgo subraya que la respuesta
germinativa depende criticamente de un balance
optimo entre la dosis de nanoparticulas y la duracion
de la exposicion.

Con 24 h de imbibicién y concentraciones con 50, 125
y 150 mg L' de MWCNT se alcanzé un 26% de
germinacién, mostrando un  comportamiento
estadisticamente similar al testigo positivo (agua
destilada) y superando al control negativo con H20:
(Tabla 2). Este resultado sugiere que, en exposiciones
breves, los MWCNT no confieren una ventaja
significativa sobre la imbibicion convencional,
posiblemente porque el tiempo es insuficiente para que
los nanotubos interactiien plenamente con las barreras
estructurales de la testa.

En contraste, a las 48 h de imbibicidén se observo un
efecto notablemente diferenciado. El tratamiento con
125 mg L' de MWCNT indujo un porcentaje de
germinacion del 32%, superando significativamente (p
< 0.05) al testigo positivo (12%) y al control con Hz0:
(22%), ademas de mostrar un incremento relativo del
45% respecto al control con agua. Este resultado
evidencia que los MWCNT pueden potenciar la
germinacidn, pero requieren un tiempo minimo de
exposicion para ejercer su efecto. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Khodakovskaya et al.,
(2009); Ratnikova et al., (2015), quienes demostraron

que los MWCNT penetran la testa seminal creando
nanoperforaciones que facilitan la entrada de agua y
oxigeno. El hecho de que el efecto positivo se observe
unicamente a 48 h de imbibicién sugiere que los
nanotubos de carbono interactiian con los canales de
acuaporinas en la membrana celular, modulando el
transporte de agua y acelerando la reactivacion
metabolica del embrion, tal como lo proponen Yan et
al., (2013). Gilbertson et al., (2020) también sefialaron
que los MWCNT acthan sobre los canales de
acuaporinas, promoviendo una mejor absorcion de
agua, lo que explicaria la mayor germinacion en los
tratamientos con exposicion prolongada.

El comportamiento observado es consistente con
reportes previos en otras especies cultivadas. Tiwari et
al., (2014) encontraron que los MWCNT aumentaron
la germinacién en maiz entre 11.42 y 24.76%.
Martinez Gonzalez, (2021) observé un incremento del
8% en pepino (Cucumis sativus) con MWCNT a 24 h
de imbibicion, alcanzando el 90% de germinacion.
Lahiani et al,, (2013) también reportaron efectos
positivos en soja, cebada e hibridos de maiz,
atribuyéndolos a la activacion de genes relacionados
con el crecimiento y la division celular.

Sin embargo, es importante sefialar que el efecto de los
MWCNT no siempre es positivo. Juarez-Cisneros et
al., (2020) encontraron que en Eysenhardtia
polystachya los MWCNT disminuyeron la
germinacién hasta en un 30% comparado con el
control. Ese resultado comparado con los obtenidos en
el presente trabajo, permite inferir que la variabilidad
de germinacion es especie-dependiente al efecto de los



Tropical and Subtropical Agroecosystems 29 (2026): Art. No. 078

nanotubos y estd influenciado por la composicion
quimica de la testa, la presencia de compuestos
inhibitorios y la fisiologia particular de la semilla.

Un aspecto crucial para considerar en nuestro estudio
es que ninguno de los tratamientos supero el 50% de
germinacion. Este limite era previsible, dado que la
viabilidad inicial del lote de semillas, determinada
mediante la prueba de tetrazolio, fue del 55.7%. Este
hallazgo es de gran relevancia practica, ya que
confirma que, si bien los MWCNT pueden actuar
como agentes promotores al mejorar la permeabilidad
de la testa y la absorcién de agua, su efecto esta
acotado por la calidad fisiologica intrinseca de la
semilla. En otras palabras, los nanotubos no pueden
"revitalizar" embriones no viables, sino que optimizan
las condiciones para que las semillas viables expresen
su maximo potencial germinativo.

Finalmente, es necesario sefialar que no se presenta un
analisis detallado de la variable "plantulas normales y
anormales". Debido al porcentaje de germinacion
general moderado (méaximo 32%), el tamafio de
muestra obtenido para esta categoria fue insuficiente
para realizar un analisis estadistico robusto que
cumpliera con los criterios de validez recomendados
por la Asociacion Internacional de Analisis de
Semillas (ISTA, 2020). Esta limitaciéon metodologica
debera ser considerada en futuros estudios, donde se
sugiere aumentar el numero de repeticiones o la
cantidad de semillas por tratamiento para poder
evaluar el efecto de los MWCNT no solo en la
germinacion, sino también en la calidad y vigor de las
plantulas resultantes.

Gonzalez-Aranza et al., 2026
Toxicidad de los MWCNT

El analisis de los indices de toxicidad revel6 una
respuesta claramente diferencial de las semillas de 4.
potatorum a la exposicion con MWCNT, evidenciando
un desacoplamiento entre los procesos de germinacion
y el crecimiento radicular posterior (Tabla 3). Dado
que los indices de germinacion normalizado (IGN) y
de elongacion radical (IER) son variables derivadas y
normalizadas respecto al control, su interpretacion se
aborda desde una perspectiva descriptiva 'y
comparativa, permitiendo identificar tendencias y
patrones de respuesta sin la aplicacion de pruebas
estadisticas inferenciales directas.

A las 24 h de imbibicién, el IGN mostrd
predominantemente niveles de toxicidad bajos a
moderados en la mayoria de los tratamientos con
MWCNT. Notablemente, las concentraciones de 50,
125 y 150 mg L' presentaron un IGN de 0.00,
equivalente al control positivo, indicando que la
germinacion no se vio afectada negativamente en estas
dosis. Sin embargo, esta aparente inocuidad sobre la
germinacion contrasta drasticamente con los valores
del IER. En todos los tratamientos con MWCNT a 24
h, el IER reveld efectos toxicos significativos sobre el
crecimiento de la radicula (muerte celular),
clasificandose como alta o muy alta toxicidad para
concentraciones >50 mg L™". El tratamiento con 75 mg
L™ result6 particularmente inhibitorio, con un IER de
-0.76 (toxicidad muy alta) y un crecimiento relativo
radical (CRR) de apenas 24% respecto al control.

Tabla 3. Grado de toxicidad en semillas de A. potatorum con el uso de MWCNT (0, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 mg

L™) en 24 y 48 h de imbibicion.

Tiempo (h) Tratamiento @GRS CRR IGN Clasificacion IGN IER Clasificacion IER
) ()

24 Control + 100 100 0.00 Sin toxicidad 0.00 Sin toxicidad
Control - 77 56 -0.23 Baja -0.44 Moderada
25mg L™ 62 51 -0.38 Baja -0.49 Moderada
50 mg L™ 100 46 0.00 Sin toxicidad -0.54 Alta
75 mg L 69 24 -0.31 Moderada -0.76 Muy alta
100 mg L! 77 26 -0.23 Baja -0.74 Muy alta
125 mg L! 100 38 0.00 Sin toxicidad -0.62 Alta
150 mg L! 100 37 0.00 Sin toxicidad -0.63 Alta

48 Control + 100 100 0.00 Sin toxicidad 0.00 Sin toxicidad
Control - 157 40 0.83 Estimulacion -0.60 Alta
25mg L™ 114 77 0.33 Sin toxicidad -0.23 Baja
50 mg L™ 86 83 0.00 Sin toxicidad -0.17 Baja
75 mg L™ 129 90 0.50 Estimulacion -0.10 Baja
100 mg L! 100 73 0.33 Sin toxicidad -0.27 Moderada
125mg L™ 229 63 1.67 Alta estimulacion -0.37 Moderada
150 mg L! 186 49 1.17 Estimulacion -0.51 Alta

GRS = germinacion relativa; CRR = crecimiento relativo radical; IGN = indice de germinacion normalizado; IER =
indice de elongacion radical. La clasificacion de toxicidad se basa en la magnitud y signo del indice respecto al control.
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Este desacoplamiento entre los procesos germinativos
(emergencia de la radicula) y el crecimiento posterior
de la misma es un hallazgo relevante. Sugiere que, si
bien los MWCNT no impiden la reactivacion
metabolica inicial que culmina en la protrusion de la
radicula, si interfieren con los mecanismos celulares
responsables de la elongacion y el desarrollo radicular
temprano. La division celular rapida y la expansion
celular en el meristemo apical de la raiz parecen ser
particularmente sensibles a la presencia de estos
nanomateriales. Este patron de toxicidad diferencial ha
sido documentado previamente por Hatami, (2017),
quien reportd que los MWCNT causaron efectos
toxicos en Cucurbita pepo L., disminuyendo el
crecimiento de raices, mientras que Ikhtiari et al.,
(2013) observaron toxicidad en raices de lechuga
(Lactuca sativa) expuestas a MWCNT, limitando su
elongacion. Asimismo, Cafias et al, (2008)
encontraron que los efectos en la elongacion radicular
de Brassica oleracea, Daucus carota, Cucumis
sativus y Allium sp. fueron mas pronunciados a las 24
h que a las 48 h, lo que coincide con la mayor
inhibicion observada a las 24 h en nuestro estudio.

El panorama cambia notablemente al prolongar el
tiempo de imbibicion a 48 h. El IGN mostré una
tendencia general hacia la estimulacion, destacando
especialmente el tratamiento con 125 mg L', que
alcanz6 un IGN de 1.67, clasificado como "alta
estimulacion". Este valor excepcional se corresponde
con un GRS del 229%, lo que indica que la
germinacion relativa mas que se duplicod respecto al
control. Este hallazgo refuerza la hipotesis de que, con
un tiempo de exposicion suficiente, los MWCNT
pueden actuar como potentes elicitores de la
germinacion, probablemente a través de la mejora en
la permeabilidad de la testa y la activacion de vias de
sefializacion hidrica (Khodakovskaya et al., 2009; Yan
etal., 2013).

Sin embargo, a pesar de esta notable estimulacion de
la germinacion, el IER continué evidenciando efectos
negativos sobre la elongacion radical, aunque con una
magnitud ligeramente atenuada en comparacion con
las 24 h. Las concentraciones bajas e intermedias (25—
75 mg L") presentaron toxicidad baja (IER entre -0.10
y -0.23), mientras que las concentraciones superiores
(>100 mg L') mantuvieron niveles de toxicidad
moderada a alta. El tratamiento con 125 mg L', a pesar
de su excepcional IGN, presenté un IER de -0.37
(toxicidad moderada) y un CRR del 63%, confirmando
que el efecto promotor sobre la germinaciéon no se
extiende al desarrollo posterior de la plumula y la raiz.

Este patron sugiere que los mecanismos de accion de
los MWCNT son temporal y funcionalmente distintos.
Mientras que a las 48 h se maximiza su capacidad para
promover la germinacion (posiblemente por una mayor
interaccion con la testa y las acuaporinas), el sistema
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radical en desarrollo sigue siendo vulnerable a los
efectos toxicos, que podrian estar mediados por la
induccién de estrés oxidativo, la adsorcién de
nutrientes esenciales en la superficie de los nanotubos,
o el dafio fisico a las células meristematicas en
division.

El tratamiento con H20: (control negativo) mostrd un
comportamiento contrastante que merece un analisis
aparte. A las 24 h, exhibié inhibicién tanto en
germinacién (IGN = -0.23) como en crecimiento
radical (IER = -0.44), actuando como un agente
estresante. Sin embargo, a las 48 h, se observo un
fenémeno inverso: una estimulacion en la germinacion
relativa (GRS = 157%, IGN = 0.83) acompafada de
una marcada reduccion en la elongacion radical (IER
= -0.60, toxicidad alta). Esta respuesta dual del
peroxido de hidrogeno es consistente con la literatura,
que lo describe como una molécula sefializadora con
efectos bifasicos: a bajas concentraciones o tiempos de
exposicion cortos puede actuar como elicitior de
respuestas de defensa y promover la germinacion
(Dolatabadian y Modarres Savany, 2008), mientras
que a altas concentraciones 0 exposiciones
prolongadas induce dafio oxidativo (Morales Pizarro et
al., 2025). En nuestro caso, el tiempo de imbibicion de
48 h parece haber permitido que el H20: ejerciera un
efecto estimulante sobre la germinacion, pero no logro
revertir el dafio oxidativo sobre el apice radical en
desarrollo.

Crecimiento de plantulas

El analisis del crecimiento de las plantulas de A.
potatorum  reveld  diferencias  estadisticamente
significativas (p <0.05) en funcion de la concentracion
de MWCNT vy el tiempo de imbibicion (Tabla 4),
evidenciando una respuesta diferencial y organo-
especifica que refleja la compleja interaccion entre el
nanomaterial y los procesos fisiologicos del desarrollo
temprano.

A 24 h de imbibicién, la elongacion radical fue
significativamente mayor en el testigo positivo (20.7
mm), superando a todos los tratamientos con
MWCNT. En contraste, las semillas expuestas a
nanotubos presentaron una reduccioén generalizada en
la longitud de raiz, con valores que oscilaron entre 5.0
mm (75 mg L")y 10.5 mm (25 mg L), sin diferencias
significativas entre la mayoria de las concentraciones.
Este patréon indica un efecto inhibitorio temprano de
los MWCNT sobre el crecimiento radicular,
posiblemente asociado a alteraciones en la division y
elongacion celular.

A 48 h de imbibicidn, se observd una disminucién
general en la longitud de raiz en todos los tratamientos,
incluyendo el control (6.8 mm), lo que sugiere que el
tiempo prolongado de inhibicion ejerce un efecto negativo
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Tabla 4. Crecimiento de la longitud de la raiz y hoja (mm) de plantulas de A. potatorum con diferentes
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concentraciones de MWCNT a 24 y 48 horas de imbibicion a los 28 dias después de la siembra (dds).

24 h de imbibicion

48 h de imbibicion

Tratamiento Longitud de raiz Longitud de hoja Longitud de raiz Longitud de hoja
(mm) (mm) (mm) (mm)
Control + 207+12a 272+15a 6.8+0.6a 187+13a
Control - 11.7£09b 119+1.0¢ 27+04b 6.2+0.7d
25mgL™! 10.5+0.8 be 183+1.2b 56+05a 196+14a
50 mg L™ 9.5+£0.7cd 11.7+£09¢ 64+06a 8.7+£0.8 cd
75 mg L™ 50£05f 8.6+0.7d 52+05a 6.9+0.6d
100 mg L! 54+0.6ef 8.5+0.6d 4.7+0.4 ab 58+0.5d
125mg L 7.9+0.7 de 151+£1.1b 37£04b 145+12b
150 mg L! 7.7+0.6 de 139+ 1.0 bc 35+£0.3b 12.44+ 1.0 bc

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba
de Tukey (p < 0.05). Los valores representan la media + error estandar.

sobre el desarrollo radicular. No obstante, dentro de
este contexto, las concentraciones intermedias (25—75
mg L') mostraron valores relativamente mayores, sin
diferencias estadisticas entre ellas, mientras que las
concentraciones mas altas (125 y 150 mg L)
presentaron los menores valores. Estos resultados
confirman parcialmente los indices de toxicidad,
donde el crecimiento radicular se identifico como el
parametro mas sensible a la exposicion a MWCNT.

En cuanto al crecimiento foliar, a 24 h de imbibicion el
testigo positivo alcanzé la mayor longitud de hoja
(27.2 mm), seguido por 25 mg L' (18.3 mm) y 125 mg
L' (15.1 mm), los cuales fueron significativamente
superiores al resto de los tratamientos con MWCNT.
Las concentraciones mas altas (>75 mg L ') mostraron
una reduccion notable en el crecimiento foliar,
evidenciando un efecto negativo dependiente de la
dosis.

A 48 h de imbibicion, el patrén de respuesta fue mas
heterogéneo. Destaca la concentracion de 25 mg L,
que alcanzo valores comparables al testigo (19.6 vs
18.7 mm), lo que sugiere un posible efecto estimulador
bajo condiciones de mayor tiempo de exposicion. De
manera similar, 125 y 150 mg L' mostraron valores
intermedios, mientras que concentraciones de 50—-100
mg L™ mantuvieron un efecto inhibitorio.

Un aspecto relevante fue el desacoplamiento entre el
crecimiento radicular y foliar en varios tratamientos. A
48 h, concentraciones como 25, 125 y 150 mg L
promovieron mayor elongacion foliar en comparacion
con la radicular, mientras que en 50—-100 mg L' se
observd una tendencia opuesta o proporcionalmente
mas equilibrada. Este comportamiento sugiere una
redistribucion diferencial de recursos o sensibilidad
tisular frente a los MWCNT.

Estos resultados indican una respuesta tipo hormética,
donde bajas concentraciones de MWCNT pueden
estimular el crecimiento, mientras que concentraciones
elevadas generan efectos inhibitorios. Dubon Morales,
(2025) menciona que los MWCNT pueden mejorar el
potencial hidrico y favorecer el crecimiento vegetal;
sin embargo, nuestros resultados sugieren que este
efecto positivo depende criticamente de la dosis y del
tiempo de exposicion, manifestandose principalmente
en el crecimiento foliar bajo condiciones especificas.

Finalmente, el balance entre crecimiento radicular y
foliar es un factor clave para el establecimiento de
plantulas. Nelson et al., (2022) sefialan que el
crecimiento proporcional entre raiz y hoja es
importante para la supervivencia de las plantulas, ya
que permite un equilibrio entre la absorcion de agua 'y
la captacion de luz. En nuestro estudio, los
tratamientos que mostraron crecimiento
desproporcionado (raiz mucho mas larga que hoja o
viceversa) podrian tener desventajas en etapas
posteriores, como se discute en la seccion de
supervivencia.

Supervivencia y adaptabilidad en invernadero

La fase de aclimatacion en invernadero representa el
verdadero desafio para las plantulas provenientes de
tratamientos con nanomateriales, ya que integra todos
los procesos previos (germinacion, crecimiento inicial)
y los somete a las condiciones ambientales. El analisis
de la supervivencia mostro diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p <
0.05), evidenciando un efecto combinado y complejo
de la concentracion de MWCNT y el tiempo de
imbibicion (Tabla 5), que no siempre se correspondid
con los patrones observados en las fases previas de
germinacién y crecimiento.
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Tabla 5. Supervivencia y desarrollo post-trasplante de pliantulas de A. potatorum provenientes de semillas
tratadas con MWCNT a 24 y 48 horas de imbibicion a los 32 dias después del trasplante (ddt).

Tratamiento Supervivencia (%)* Longitud de raiz Longitud de hojas
(mm) (mm)
24 h de 48 h de 1* hoja 2% hoja 3% hoja
imbibiciéon  imbibiciéon

Control + 45+ 3 cd 67 +4bc 207+15a 46.5+28a 245+20a 7.0+08a
Control - 50+4c¢ 0+0e¢ 141+12b 62+09e¢ 20+03d 00£0.0b
25mgL! 75+5b 60 £+ 4 be 22.1+1.7a 196+1.5¢ 253+21a 50%+06a
50 mg L™ 50+3¢ 100+0a 16.1+1.3b 273+2.0D 253+20a 00%£00b
75 mg L™ 80+t4a 0+0e¢ 103+09¢ 69+08¢ 7.1+£07c 0.0£00b
100 mg L 67+3Db 100+0a 13.0+£1.1b 345+25ab 253+21a 6.0+07a
125mg L™ 60 £ 4 be 63 +3 be 73+£08¢ 23.9+18bc 152+14b 0.0+0.0b
150 mg L! 67+3Db 57+3¢ 64+0.7c 286+£22Db 59+£0.6¢ 0.0+0.0b

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba
de Tukey (p < 0.05). Los valores representan la media + error estandar.

A las 24 h de imbibiciéon, la mayoria de los
tratamientos con MWCNT presentaron valores de
supervivencia iguales o superiores al 50%, destacando
significativamente las concentraciones de 75 mg L™
(80%) y 25 mg L' (75%), que superaron al control
positivo (45%) y al control negativo (50%). Este
resultado sugiere que, con un tiempo de exposicion
moderado, concentraciones bajas a intermedias de
MWCNT pueden ejercer un efecto positivo en la
capacidad de establecimiento, posiblemente al inducir
respuestas fisiologicas que preparan a la plantula para
enfrentar el estrés del trasplante.

En marcado contraste, a las 48 h de imbibicion se
observd una respuesta diferencial mucho mas
pronunciada y, en algunos casos, diametralmente
opuesta. Los tratamientos con 50 y 100 mg L™
alcanzaron el 100% de supervivencia, un resultado
excepcional que casi duplica o triplica los valores del
control positivo (67%) y supera ampliamente a los
demas tratamientos. Sin embargo, de manera
igualmente notable, el tratamiento con 75 mg L' y el
control negativo (H20:) presentaron mortalidad total
(0% de supervivencia) a las 48 h.

Este comportamiento contrastante es un claro ejemplo
de respuesta hormética dependiente del tiempo de
exposicion: concentraciones especificas (50 y 100 mg
L") que a 24 h mostraban supervivencias moderadas
(50% y 67%, respectivamente), se convirtieron en
tratamientos optimos al prolongar la imbibicion a 48 h.
Por el contrario, la concentracion de 75 mg L™, que a
24 h habia mostrado la mayor supervivencia (80%),
resulto letal al duplicar el tiempo de exposicion. Este
patrén sugiere la existencia de ventanas temporales
criticas en las que la interaccion de los MWCNT con
los tejidos seminales y embrionarios puede inclinar la
balanza hacia la adaptacion o hacia el dafio
irreversible.
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La mortalidad total observada en el tratamiento con 75
mg L' a 48 h de imbibicion resulta particularmente
relevante y, en apariencia, paraddjica. Este tratamiento
habia mostrado, en fases previas, un indice de
elongacion radical (IER) de -0.10 (toxicidad baja,
Tabla 3) y un crecimiento radicular a 48 h de 5.2 mm
(estadisticamente similar al control positivo, Tabla 4).
Es decir, desde la perspectiva del crecimiento
temprano, no habia indicios claros de que esta
combinacion dosis-tiempo fuera a resultar letal en la
fase de invernadero. Este hallazgo tiene implicaciones
metodologicas y fisiologicas profundas. Indica, en
primer lugar, que la longitud de raiz por si sola no es
un predictor suficiente de la capacidad de
supervivencia a mediano plazo. Es probable que
factores fisiologicos adicionales, no capturados por las
métricas morfométricas simples, hayan contribuido a
la pérdida de viabilidad. Este fendomeno subraya la
importancia de realizar evaluaciones integrales que
incluyan no solo parametros de germinacion y
crecimiento temprano, sino también el seguimiento
hasta fases avanzadas del desarrollo, ya que los efectos
de los nanomateriales pueden manifestarse de manera
diferida o sinérgica con estresores ambientales
posteriores.

El analisis de correlacion de Pearson evidencidé una
relacion positiva moderada entre la longitud de raiz a
los 28 dds y la supervivencia a los 32 ddt (r=0.62, p <
0.05). Esta correlacion, aunque no es extremadamente
alta, confirma que un mayor desarrollo radicular
favorece la adaptacion en invernadero, probablemente
al mejorar la capacidad de exploracion del sustrato, la
absorcion de agua y nutrientes, y el anclaje mecanico
de la plantula.

En contraste, no se detectd correlacion significativa
entre la longitud de hoja y la supervivencia (r = 0.18, p
>0.05). Este hallazgo es de gran relevancia fisiologica,
ya que sugiere que, en las etapas tempranas del
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establecimiento de A. potatorum, el sistema radicular
constituye el principal determinante del éxito, por
encima del desarrollo foliar. Una plantula con hojas
grandes, pero raiz subdesarrollada puede ser mas
vulnerable al estrés hidrico post-trasplante, ya que su
superficie de transpiracion es alta pero su capacidad de
absorcion es limitada. Este desacoplamiento funcional
refuerza la hipdtesis planteada en la seccion anterior
sobre la importancia del balance raiz-hoja para el
establecimiento exitoso.

En términos de crecimiento posterior al trasplante, las
plantulas supervivientes mantuvieron un desarrollo
activo, reflejado en el incremento de la longitud de raiz
y hoja, asi como en la emision de segunda y tercera
hoja (Tabla 5). Sin embargo, este crecimiento no fue
homogéneo entre tratamientos, lo que permite
distinguir entre supervivencia "pasiva" (la plantula
logra mantenerse viva, pero con crecimiento limitado)
y supervivencia "activa" o adaptacion integral (la
plantula no solo sobrevive, sino que retoma un
crecimiento vigoroso).

Las concentraciones de 25 y 100 mg L ! destacaron por
promover tanto una alta supervivencia como un
desarrollo foliar robusto, incluyendo la formacion de
nuevas hojas (segunda y tercera). En particular, el
tratamiento con 100 mg L' a 48 h (100% de
supervivencia) produjo plantulas con longitud de
primera hoja de 34.5 mm y emision de tercera hoja en
6.0 mm, valores comparables o superiores al control
positivo en varios parametros. Esto indica que estos
tratamientos no solo permitieron la supervivencia, sino
que confirieron a las plantulas una mayor capacidad de
adaptacion integral, posiblemente al inducir cambios
fisiologicos beneficiosos que perduran mas alla de la
fase de tratamiento.

Por el contrario, concentraciones altas (>125 mg L),
aunque mostraron supervivencias moderadas (57-
63%), limitaron significativamente el crecimiento
posterior, particularmente en la formaciéon de nuevas
hojas (ausencia de tercera hoja en todos estos
tratamientos). Este patron sugiere efectos inhibitorios
persistentes sobre la actividad meristematica, incluso
en plantulas que lograron superar la fase critica del
trasplante. Los meristemos apicales y foliares parecen
ser especialmente sensibles a los efectos residuales de
altas concentraciones de MWCNT, lo que compromete
el potencial de crecimiento a mediano plazo.
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Segunda fase: Efecto de la combinacion MWCNT +
AGs

La aplicacion combinada de nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT) y acido giberélico (AGs)
provocd una inhibicion severa y altamente
significativa de la germinacion de 4. potatorum (p <
0.001) en comparacion con los resultados de la fase
previa, donde los MWCNT se aplicaron sin regulador
de crecimiento (Tabla 6). De manera generalizada, la
mayoria de los tratamientos presentaron germinacion
nula (0%), evidenciando un efecto marcadamente
fitotoxico bajo las condiciones experimentales
evaluadas, con una respuesta que sugiere una
interaccion antagonica entre ambos factores.

El valor maximo de germinacion registrado en toda la
segunda fase fue de apenas 7%, observado inicamente
en dos tratamientos: 50 mg L™ de MWCNT + 500 ppm
AG;a48hy 150 mg L' de MWCNT + 500 ppm AGs
a 48 h. Este porcentaje, extremadamente bajo,
contrastd de manera dramatica con los resultados de la
fase previa, donde se alcanzo hasta un 32% de
germinacion con MWCNT sin AGs. Incluso los
tratamientos control con AGs (sin MWCNT)
mostraron porcentajes minimos (<3%), lo que
constituye un hallazgo crucial: el efecto inhibitorio
estd fuertemente asociado al regulador de crecimiento
y no exclusivamente a su interaccién con los MWCNT.

Este comportamiento contrasta notablemente con
estudios previos en la misma especie, Curiel Lopez,
(2022) y Villavicencio Gutiérrez et al, (2024)
reportaron porcentajes de germinacion superiores al
50% con 500 ppm de AGs. La aparente contradiccion
encuentra una explicacion plausible en diferencias
metodologicas criticas, particularmente en el tiempo
de imbibicion. En los estudios citados, las semillas
fueron sometidas a tiempos de imbibicion cortos (1-2
horas), mientras que en el presente trabajo se evaluaron
periodos prolongados (24 y 48 h). Esta exposicion
extendida probablemente indujo una sobredosificacion
hormonal ya que al permanecer en contacto con la
solucion de AGs durante 24 0 48 h, el embridén acumuld
concentraciones supradptimas de la hormona,
activando respuestas de estrés o senescencia en lugar
de promover la germinacion. Este fendomeno de
inhibicion por sobredosis hormonal ha sido
previamente documentado en otras especies, donde
concentraciones elevadas o tiempos prolongados de
exposicion a giberelinas pueden revertir su efecto
promotor (Gil y Miranda, 2008).
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Tabla 6. Porcentajes de germinacion, indices de toxicidad y parametros de crecimiento de semillas de A.

potatorum tratadas con MWCNT y AGs (250 y 500 ppm) a 24 y 48 horas de imbibicion.

Tratamiento AGs  Imbibicion = Germinacion (%) GRS (%) CRR (%) 1G IGN IER
(ppm) 14 dds 21 dds
Control + 250 24 h 3£05b 3+£05b 8 36 0.0003 -1.00 -1.05
Control - 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
25mgL™! 3+£04b 3+£040b 8 15 0.0001 -1.00 -1.05
50 mg L™ 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
75 mg L™ 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
100 mg L! 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
125 mg L 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
150 mg L! 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
Control + 500 3£05b 3+£05b 8 15 0.0001 -1.00 -1.05
Control - 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
25mgL™! 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
50 mg L™ 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
75 mg L™ 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.05
100 mg L 3+04b 3+£04b 8 46 0.0004 -1.00 -2.00
125mg L 0+0c 0+0c 8 0 0.0000 -1.00 -1.11
150 mg L 0+x0c 3£03D 8 29 0.0002 -1.00 -1.11
Control + 250 48 h 3£05b 3£05b 8 23 0.0002 -0.72 -0.48
Control - 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
25mgL™! 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
50 mg L™ 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
75 mg L™ 3+£04b 0£0c 29 93 0.0027 -0.72 -0.06
100 mg L! 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
125mg L 3+04b 3+£04b 14 0 0.0000 -0.72 -1.00
150 mg L 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
Control + 500 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
Control - 0+x0c 3£03D 14 92 0.0013 -0.72 -0.08
25mg L 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
50 mg L™ 7+0.6a 7+0.6a 29 39 0.0011 -0.44 -0.61
75 mg L™ 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
100 mg L! 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
125mg L 0+0c 0+0c 0 0 0.0000 -1.00 -1.00
150 mg L! 7+05a 7+05a 29 129 0.0037 -0.44 0.29

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba
de Tukey (p < 0.05). GRS = germinacion relativa; CRR = crecimiento relativo radical; IG = indice de germinacion;
IGN = indice de germinacién normalizado; IER = indice de elongacion radical.

Un aspecto particularmente relevante es que, aunque el
AGs fue el factor dominante en la inhibicidn, los
MWCNT probablemente exacerbaron este efecto al
incrementar la permeabilidad de la testa seminal. Se ha
demostrado que los nanotubos de carbono tienen la
capacidad de generar nanoporos en la cubierta de la
semilla (Khodakovskaya et al., 2009), facilitando una
entrada mas rapida y masiva de solutos hacia el
embrion. Bajo este escenario, la combinacion
MWCNT + AGs operaria de la siguiente manera: los
MWCNT penetran la testa creando vias de entrada
adicionales; esta mayor permeabilidad permite que el
AG:s alcance el embrion mas rapidamente y en mayores
cantidades que en condiciones normales; como
resultado, incluso concentraciones moderadas de AGs
en la solucién externa se traducen en concentraciones
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internas supradptimas y potencialmente toxicas para el
embridn, intensificando el efecto inhibitorio.

Los dos tratamientos que alcanzaron un 7% de
germinacién merecen un analisis mas detallado. En el
caso de 50 mg L' MWCNT + 500 ppm AGs a48 h, se
observo un IGN de -0.44 (toxicidad moderada) y un
IER de -0.61 (toxicidad moderada-alta). En el
tratamiento de 150 mg L™ MWCNT + 500 ppm AG: a
48 h, el IGN fue también de -0.44, pero el IER mostro
un valor de 0.29, clasificado como "sin toxicidad" e
incluso ligeramente positivo. Este Ultimo dato es
particularmente interesante, ya que sugiere que, en esta
combinacion especifica, aunque la germinacion fue
minima (7%), las plantulas que lograron emerger
mostraron una capacidad de elongacion radical
comparable o incluso superior a lo esperado, indicando



Tropical and Subtropical Agroecosystems 29 (2026): Art. No. 078

que solo los embriones con una constitucion
particularmente robusta lograron no solo germinar,
sino también desarrollar un sistema radical funcional.

Resultados similares de inhibicion por AGs bajo
condiciones especificas han sido reportados en otras
especies, lo que contextualiza nuestros hallazgos
dentro de un patron mas amplio de respuesta especie-
dependiente a esta hormona. En  Solanum
lycopersicum, Deaquiz Oyola y Burgos Avila, (2013)
encontraron que concentraciones elevadas de AGs
podian inhibir la germinacion dependiendo del cultivar
y las condiciones de imbibicion. En cactaceas como
Ferocactus histrix y F. latispinus, Amador Alférez et
al., (2013) documentaron que la respuesta al AGs era
altamente variable y que, en algunos casos, la hormona
no mejoraba la germinacion o incluso la reducia.

Debido a los bajos porcentajes de germinacion
obtenidos en esta segunda fase (<7%), no fue posible
evaluar variables posteriores como longitud de hoja,
desarrollo de plantulas normales y anormales,
supervivencia en invernadero o capacidad de
adaptacion ex vitro. El tamafio de muestra resultante
fue insuficiente para realizar andlisis estadisticos
robustos que cumplieran con los criterios de validez
recomendados por la ISTA (2020).

Mecanismos de accién e implicaciones para la
conservacion de A. potatorum

Los resultados de esta investigacion, en su conjunto,
evidencian una respuesta dual en el uso de MWCNT
en A. potatorum, caracterizada por efectos tanto
promotores como inhibitorios dependiendo del
contexto experimental. Mientras que en la primera fase
los MWCNT a 125 mg L' y 48 h incrementaron la
germinacion hasta un 32%, en combinacion con AGs
generaron un efecto antagénico, reduciendo
drasticamente la viabilidad.

Este comportamiento coincide con lo reportado por
Gilbertson et al, (2020) para nanomateriales en
sistemas biologicos, donde su efecto depende de un
equilibrio critico entre concentracion, tiempo de
exposicion y la presencia de otros compuestos
bioactivos. En el presente estudio, se confirma la
existencia de una ventana Optima de aplicacién para
MWCNT en A. potatorum (50-125 mg L', 48 h), fuera
de la cual, o en combinacién con ciertos reguladores,
los efectos pueden volverse perjudiciales.

El efecto inhibitorio del AGs bajo estas condiciones
subraya la necesidad de ajustar finamente los
protocolos de imbibicion hormonal, considerando que
factores como la duracion de exposicion y la
integridad/modificacion de la testa pueden modificar
radicalmente la respuesta fisiologica. Lo que en
condiciones estandar (imbibicién corta) es un
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promotor eficaz, en condiciones de imbibicion
prolongada o con testa hiperpermeable puede
convertirse en un agente fitotoxico.

Desde una perspectiva aplicada, los resultados tienen
implicaciones relevantes para la conservacion y
propagacion de A. potatorum. Considerando una
viabilidad inicial del 55.7% y una germinacion basal
del 22-26%, el incremento observado con MWCNT
125 mg L™ a 48 h (32%) representa una mejora
sustancial de aproximadamente el 45% en Ila
germinacion relativa, potencialmente traducible en una
mayor produccion de plantulas para programas de
restauracion ecoldgica o propagacion comercial.

Asimismo, la supervivencia del 100% en invernadero
observada en tratamientos con 50 y 100 mg L™ de
MWCNT sugiere que estos nanomateriales no solo
favorecen la germinacion, sino que también
promueven la formacion de plantulas mas vigorosas y
mejor adaptadas. En este sentido, la correlacion
positiva entre longitud radicular y supervivencia (r =
0.62) respalda el uso del desarrollo radicular como un
indicador temprano de éxito en el establecimiento.

En el contexto de la segunda fase, aunque la
germinacion fue minima, los pocos individuos que
germinaron (especialmente en 150 mg L' + 500 ppm
AGs; a 48 h) mostraron un crecimiento radical notable,
lo que abre la pregunta sobre si estos tratamientos
extremos podrian utilizarse como herramientas de
seleccion temprana de genotipos particularmente
tolerantes al estrés, para su uso en programas de
mejoramiento genético o conservacion ex sifu.

En sintesis, este estudio demuestra que los MWCNT,
aplicados en dosis y tiempos precisos, pueden ser
herramientas eficaces para mejorar la propagacion de
A. potatorum, pero también advierte sobre los riesgos
de combinaciones subdptimas o de la interaccion con
reguladores de crecimiento como el AGs en
condiciones de imbibicion prolongada. La interaccion
entre nanomateriales y fitorreguladores es compleja y
no siempre predecible a partir de sus efectos
individuales, lo que subraya la importancia de evaluar
sistematicamente estas combinaciones antes de su
implementacién en protocolos de propagacidon, y
refuerza la necesidad de un enfoque fino y contexto-
dependiente en el uso de estas herramientas para la
conservacion de especies amenazadas o de interés
econdmico.

CONCLUSIONES

Los nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNT) demostraron un efecto significativo en la
germinacion y desarrollo de A. potatorum, el cual
estuvo determinado por la concentracion aplicada y el
tiempo de imbibicion. La concentracion de 125 mg L™
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de MWCNT con 48 h de imbibicién increment6 la
germinacion hasta un 32%, superando al control (22%)
y a los demas tratamientos evaluados.

En contraste, el crecimiento y desarrollo de las
plantulas, la concentracion de 25-75 mg L™
favorecieron el crecimiento, siendo equilibrado entre
raiz y hoja, esto propiciando una mejor supervivencia
en condiciones de invernadero. EIl andlisis de
correlacion de Pearson reveld una asociacion positiva
moderada (r = 0.62, p < 0.05) entre la longitud de raiz
inicial y la capacidad de adaptacion, confirmando que
un sistema radicular desarrollado es determinante para
el establecimiento exitoso de las plantulas.

Por otra parte, el 4acido giberélico (AGs) en todas las
concentraciones y tiempos evaluados (250 y 500 ppm;
24 y 48 h) inhibi6 severamente la germinacion, con
porcentajes <7%, y mostrd efectos fitotoxicos
evidentes que imposibilitaron el desarrollo de plantulas
normales.

En conjunto, los resultados demuestran que los
MWCNT constituyen una herramienta prometedora
para programas de conservacion y establecimiento
de A. potatorum, con una ventana 6ptima de aplicacion
que debe seleccionarse segun el objetivo: 125 mg L}
a 48 horas para maximizar la germinacion, o 50-100
mg L™ a 48 h para garantizar la supervivencia y
adaptabilidad de las plantulas. En contraste, el uso de
AG:s en las condiciones evaluadas debe evitarse por sus
efectos fitotoxicos, recomendandose explorar tiempos
de imbibiciéon mas cortos en futuros estudios si se
desea evaluar esta hormona.

Este trabajo constituye el primer reporte sobre el uso
de MWCNT vy la interaccion de MWCNT y AGs en el
género Agave, sentando las bases para investigaciones
futuras orientadas a optimizar protocolos de
germinacion asistida para la conservacion de especies
amenazadas.
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