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Portada

El proceso comunitario de aprendizaje y aprovechamiento
sustentable de hongos comestibles a partir de residuos
agricolas, como rastrojo de maiz y frijol, representa una
alternativa agroecologica que fortalece la soberania
alimentaria, promueve el uso responsable de recursos
locales y contribuye a la revitalizacion del conocimiento
etnomicologico tradicional. La participacion comunitaria,
el intercambio gastronémico y la transmision
intergeneracional de saberes reflejan la estrecha relacion
entre patrimonio biocultural, innovacién tecnoldgica y
resiliencia social en contextos rurales indigenas.

The community-based process of learning and sustainable use
of edible mushrooms through agricultural residues, such as
maize and bean straw, represents an agroecological
alternative that strengthens food sovereignty, promotes the
responsible use of local resources, and contributes to the
revitalization of traditional ethnomycological knowledge.
Community participation, gastronomic exchange, and the
intergenerational transmission of knowledge reflect the close
relationship between biocultural heritage, technological
innovation, and social resilience in indigenous rural contexts.

por/by
Rafael Fernandez Nava
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POLIBOTANICA, revista botanica internacional del Instituto Politécnico Nacional, incluye
exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones originales en el area. Tiene
una periodicidad de dos numeros al afio, con distribucién y Comité Editorial Internacional.

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion son sometidos por lo menos a
un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o internacionales que los revisan y evalian y
son los que finalmente recomiendan la pertinencia o no de la publicacion del articulo, cabe destacar
que este es el medio con que contamos para cuidar el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
Se aceptaran aquellos originales que se ajusten a las prescripciones siguientes:

POLIBOTANICA incluye exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones
originales que no hayan sido publicados.

1. El autor debera anexar una carta membretada y firmada dirigida al Editor, donde se presente el
manuscrito, asi como la indicacion de que el trabajo es original e inédito, ya que no se aceptan
trabajos publicados o presentados anterior o simultdineamente en otra revista, circunstancia que
el autor(es) debera declarar expresamente en la carta de presentacion de su articulo.

2. Al quedar aceptado un trabajo, su autor no podra ya enviarlo a ninguna otra revista nacional o
extranjera.

3. Los articulos deberan estar escritos en espafiol, inglés, francés o portugués. En el caso de estar
escritos en otros idiomas diferentes al espafiol, debera incluirse un amplio resumen en este
idioma.

4. Como parte de los requisitos del CONACYT, POLIBOTANICA ahora usa la plataforma del
Open Journal System (OJS); para la gestion de los articulos sometidos a la misma.Asi que le
solicitamos de la manera mds atenta sea tan amable de registrarse y enviar su articulo en la
siguiente liga: www.polibotanica.mx/ojs/index.php/polibotanica

a) cargar el trabajo en archivo electronico de office-word, no hay un méximo de paginas con
las siguientes caracteristicas:
b) en paginas tamafio carta, letra times new roman 12 puntos a doble espacio y 2 cm por margen

5. Las figuras, imagenes, graficas del trabajo deben estar incluidas en el documento de Word original:

a) en formato jpg
b) con una resolucion minima de 300 dpi y un tamafio minimo de 140 mm de ancho
c) las letras deben estar perfectamente legibles y contrastadas

6. Todo trabajo debera ir encabezado por:

a) Un titulo tanto en espafiol como en inglés que exprese claramente el problema a que se refiere.
El formato para el titulo es: negritas, tamafio 14 y centrado;

b) El nombre del autor o autores, con sus iniciales correspondientes, sin expresion de titulos
o grados académicos. El formato para los autores es: alineados a la izquierda, cada uno en un
parrafo distinto y tamafio 12. Cada autor debe tener un namero en formato superindice indicando
a que afiliacion pertenece;

¢) La designacion del laboratorio e institucion donde se realizo el trabajo.La(s) afiliacion(es)
debe(n) estar abajo del grupo de autores. Cada afiliaciondebera estar en un parrafo y tamafio



7.

12. Al inicio de cada afiliacidonestara el nimero en superindice que lo relaciona con uno o mas
autor/es.

d) El autor para correspondencia deberd estar en el siguiente parrafo, alineado a la izquierda,
tamafio 12.

Todo trabajo debera estar formado por los siguientes capitulos:

a) RESUMEN y ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. El resumen debe venir después
de la afiliacion de los autores, alineado a la izquierda, tamafo 12. La palabra “Resumen: /
Abstract:” debe venir en negritas y con dos puntos. El texto del resumen debe empezar en el
parrafo siguiente, tamafio 12 y justificado. El texto “Palabras clave / Key Words:” debe venir
en negritas seguido de dos puntos. Cada una de las palabras clave deben estar separadas por
coma o punto y coma, finalizadas por punto.

b) INTRODUCCION y METODOS empleados. Cuando se trate de técnicas o métodos ya
conocidos, solamente se les mencionara por la cita de la publicacion original en la que se dieron
a conocer. El formato para todas las secciones en esta lista es: negritas, tamafio 16 y centrado.

c) RESULTADOS obtenidos. Presentacion acompafiada del nimero necesario de graficas, tablas,
figuras o diagramas de tamafio muy cercano al que tendra su reproduccion impresa (19 x 14 cm).

d) DISCUSION concisa de los resultados obtenidos, limitada a lo que sea original y a otros
datos relacionados directamente y que se consideren nuevos.

e) CONCLUSIONES.

ESPECIFICACIONES DE FORMATO PARA EL CUERPO DEL TRABAJO

oUW t

-

. Secciones/Subtitulos de parrafo: Fuente tamafio 16, centrado, en negritas, con la primera letra

en mayuscula.

. Subsecciones/Subtitulos de parrafo secundarios : Fuente tamafio 14, centrado, en negritas, con la

primera letra en mayutscula. Cuando existan subsecciones de subseccion formatear en tamafo
13 negrita y centrado.
Cuerpo del texto: Fuente tamafo 12, justificado. NO debe haber saltos de linea entre parrafos.
Las notas de pie de pagina deben estar al final de cada pagina, fuente tamafio 12 justificadas.
Cita textual con mas de tres lineas: Fuente tamano 12, margen izquierdo de 4 cm.
Titulo de imagenes: Fuente tamano 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su
descripcion. Descripcion de las imagenes: tamano 12.

. Notas al pie de las imagenes: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la imagen, la primera

letra debe estar en mayusculas.

. Imagenes: deben estar en el cuerpo del texto, insertadas en formato png o jpg, a por lo menos 300
dp1 de resolucion y centradas. Las 1magenes deben estar en linea con el texto. Se consideran
imagenes: graficos, cuadros, fotografias, diagramas y, en algunos casos, tablas y ecuaciones.

. Tablas de tipo texto: El titulo de las columnas de las tablas debe estar en negritas y los datos

del cuerpo de la tabla con fuente normal. Los nombres cientificos deben estar en italicas. Se
recomienda utilizar las Tablas como imagenes, estas deberan de ir centradas (a por lo menos
300 dpi de resolucion).

10. Notas al pie de la tabla: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la tabla, la primera letra

debe estar en mayusculas.

11. Ecuaciones pueden estar en Mathtype 1 o en imagen. En este ultimo caso, seguir instrucciones

del punto 8.

12. Citas del tipo autor y ano deben estar entre parentesis, con el apellido del autor seguido por el

ano (Souza, 2007), primera letra en mayuscula.



8. LITERATURA CITADA, Se tomara como base el Estilo APA para las Referencias Bibliograficas,
formada por las referencias mencionadas en el texto del trabajo y en orden alfabético. Es
obligatorio utilizar Mendeley® (software bibliografico). El propoésito de utilizar este tipo de
software es asegurar que los datos contenidos en las referencias estdn correctamente estructurados
y corresponden a las citas del cuerpo del texto.

ESTRUCTURA Y FORMATO DE LOS AGRADECIMIENTOS Y REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Los Agradecimientos deberan estar despues de la ultima seccion del cuerpo del texto. Esta
informacion debe tener como titulo la palabra “Agradecimientos”, o su equivalente en otro
idioma, en negritas, tamano 12 y centrado. El texto de esta informacion debe estar en tamano
12 justificado.

2. Las Referencias bibliograficas deben estar en orden alfabetico sin salto de linea de parrafo,
alineados a la izquierda, en tamano 12.

3. Apendices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse despues de las referencias
bibliograficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberan ser creados como archivos
PDF.

9. REVISION Y PUBLICACION

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion seran sometidos a una revision
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o
internacionales que los revisaran y evaluaran y seran los que finalmente recomienden la pertinencia
o no de la publicacion del articulo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobraran al autor(es) $299 por pagina mas IVA, independientemente
del nimero de fotografias que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTANICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.

All articles submitted to POLIBOTANICA for publication are reviewed by at least a couple
of referees. National or international recognized experts will evaluate all submitted mate-
rials in order to recommend the appropriateness or otherwise of a publication. Therefore, the
quality of published papers in POLIBOTANICA is of the highest international standards.

FOR PUBLICATION OF ARTICLES
Originals that comply with the following requirements will be accepted:

1. POLIBOTANICA includes only items that represent the results of original research which have
not been published.The author should attach an official and signed letter to Editor stating that
the work is original and unpublished. We do not accept articles published or presented before or
simultaneously in another journal, a fact that the author (s) must expressly declare in the letter.

2. When an article has been accepted, the author can no longer send it to a different national or
foreign journal.
3. Articles should be written in Spanish, English, French or Portuguese. In the case of be written in



languages other than Spanish, it should include an abstract in English.

4. The article ought to be sent to the POLIBOTANICA’s Open Journal System http://www.polibo-
tanica.mx/0js in an office-word file without a maximum number of pages with the following
features:
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RESUMEN: Los nanotubos de carbono han emergido como nanoestimulantes
prometedores para mejorar la germinacion y el desarrollo temprano en diversas especies
cultivadas, pero su efecto en plantas con metabolismo CAM, particularmente en el
género Agave, permanece inexplorado. 4. salmiana Otto ex Salm-Dyck es una especie
de gran relevancia ecologica, cultural y economica en México, cuya propagacion por
semilla enfrenta limitaciones asociadas a la baja germinacion y al deterioro progresivo
durante el almacenamiento. En este estudio se evalud el efecto de nanotubos de carbono
de pared maltiple (MWCNT) sobre la germinacion, el desarrollo inicial y la
supervivencia en invernadero de 4. salmiana, considerando la interaccion con el tiempo
de almacenamiento de las semillas. Se utilizaron cuatro lotes con diferentes afios de
colecta (2015, 2016, 2022 y 2024). En una primera fase, semillas del lote mas reciente
(2024) se expusieron a siete concentraciones de MWCNT (0, 25, 50, 75, 100, 125 y 150
mg L") durante 24 y 48 h para seleccionar dosis representativas. En una segunda fase,
las concentraciones seleccionadas (50, 125 y 150 mg L) se aplicaron a los cuatro lotes
durante 24 h, evaluandose germinacion, longitud de hoja y raiz, viabilidad (tetrazolio),
morfometria, supervivencia y crecimiento en invernadero. Los resultados mostraron un
claro patron dosis-dependiente: la concentracion de 50 mg L' incremento
significativamente la germinacion (hasta 88% en semillas recientes) y estimuld el
crecimiento de plantulas, particularmente en longitud radicular. Concentraciones
superiores (125-150 mg L°') generaron respuestas contrastantes, promoviendo el
desarrollo radicular en algunos lotes, pero reduciendo la supervivencia en invernadero
en otros. El tiempo de almacenamiento resultd critico: el lote de 2015 presentd
germinacion y viabilidad casi nulas (<10%), mientras que los lotes de 2022 y 2024
alcanzaron porcentajes de germinacion cercanos al 90% y supervivencia en invernadero
superior al 85%. Sorprendentemente, el lote de 2024, a pesar de presentar las semillas de
mayor tamafio y peso, mostré baja viabilidad en la prueba de tetrazolio (14.7%),
indicando que la morfometria no es un predictor fiable de la calidad fisiologica. En
conjunto, estos resultados demuestran que los MWCNT pueden actuar como
bioestimulantes efectivos en A. salmiana cuando se aplican en concentraciones
moderadas (50 mg L") sobre semillas con calidad fisiologica adecuada (<3 afios de
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almacenamiento), pero su efecto se ve anulado o se torna inhibitorio en lotes con deterioro
avanzado o con dosis elevadas. Este estudio proporciona la primera evidencia sobre nano-bio-
interacciones en agaves y establece bases metodoldgicas para incorporar nanotecnologia en
programas de propagacion y conservacion de germoplasma de especies con metabolismo CAM.
Palabras clave: Agave salmiana, germinacion, tiempo de almacenamiento, nanoestimulantes.

ABSTRACT: Carbon nanotubes have emerged as promising nanostimulants to enhance
germination and early development in various cultivated species, but their effect on plants with
CAM metabolism, particularly in the genus Agave, remains unexplored. 4. salmiana Otto ex
Salm-Dyck is a species of great ecological, cultural, and economic relevance in Mexico, whose
seed propagation faces limitations associated with low germination and progressive deterioration
during storage. This study evaluated the effect of multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) on
germination, early development, and greenhouse survival of A. salmiana, considering the
interaction with seed storage time. Four seed lots with different collection years (2015, 2016,
2022, and 2024) were used. In the first phase, seeds from the most recent lot (2024) were exposed
to seven MWCNT concentrations (0, 25, 50, 75, 100, 125, and 150 mg L) for 24 and 48 h to
select representative doses. In a second phase, the selected concentrations (50, 125, and 150 mg
L) were applied to all four lots for 24 h, evaluating germination, leaf and root length, viability
(tetrazolium test), seed morphometry, survival, and greenhouse growth. Results showed a clear
dose-dependent pattern: the 50 mg L' concentration significantly increased germination (up to
88% in recent seeds) and stimulated seedling growth, particularly in root length. Higher
concentrations (125-150 mg L") generated contrasting responses, promoting root development
in some lots but reducing greenhouse survival in others. Storage time proved critical: the 2015
lot showed nearly null germination and viability (<10%), while the 2022 and 2024 lots achieved
germination percentages close to 90% and greenhouse survival above 85%. Surprisingly, the
2024 lot, despite having the largest and heaviest seeds, showed low viability in the tetrazolium
test (14.7%), indicating that morphometry is not a reliable predictor of physiological quality.
Together, these results demonstrate that MWCNT can act as effective biostimulants in A.
salmiana when applied at moderate concentrations (50 mg L!) to seeds with adequate
physiological quality (<3 years of storage), but their effect is nullified or becomes inhibitory in
lots with advanced deterioration or at high doses. This study provides the first evidence of nano-
bio-interactions in agaves and establishes methodological bases for incorporating
nanotechnology into propagation and germplasm conservation programs for species with CAM
metabolism.

Key words: Agave salmiana, germination, storage time, nanostimulants,

INTRODUCCION

Las plantas del género Agave, conocidas cominmente como magueyes, han sido fundamentales
para las sociedades de Mesoamérica desde hace aproximadamente 10,000 afios (Gentry, 2004;
Zizumbo-Villarreal et al., 2009). Este género, endémico del continente americano, comprende
mas de 200 especies, de las cuales México es centro de origen y diversificacion con
aproximadamente el 75% de ellas (Garcia-Mendoza, 2002). Entre estas, Agave salmiana Otto ex
Salm-Dyck destaca por su importancia cultural, ecoldgica y econdmica, siendo utilizada
tradicionalmente para la produccion de bebidas fermentadas (pulque), obtencion de fibras (ixtle),
forraje y, mas recientemente, para la produccion de bioenergéticos y compuestos de interés
industrial (Alvarez-Duarte et al.,2018; Servin et al., 2015).

El ciclo de vida de 4. salmiana, caracteristico de una especie semélpara, puede extenderse entre
15 y 25 afios, iniciando con la germinaciéon de la semilla y culminando con una tUnica fase
reproductiva que produce entre 250 y 350 semillas por fruto (Garcia-Mendoza, 2002; Ramirez-
Tobias & Pefia-Valdivia, s/f). Sin embargo, solo una fraccién minima de estas semillas logra
germinar y establecerse en condiciones silvestres debido a multiples factores limitantes: escasez
de humedad edafica, depredacion por herbivoros, incidencia de patdgenos y competencia con
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especies vegetales establecidas (Aguirre-Dugua & Eguiarte, 2013). Esta baja eficiencia en el
reclutamiento natural representa un cuello de botella critico para la conservacion de las
poblaciones silvestres y para el establecimiento de cultivos comerciales.

Las semillas que no germinan inmediatamente después de su dispersion pueden permanecer
viables en el banco de suelo por periodos variables, o bien deteriorarse progresivamente cuando
las condiciones ambientales no son favorables (Bewley et al., 2013). El deterioro fisioldgico
durante el almacenamiento se manifiesta en pérdida de viabilidad, reduccién del vigor y
disminuciéon de la capacidad germinativa, atributos que determinan el potencial de
establecimiento y el rendimiento posterior de las plantulas (Ellis & Roberts, 1980; Hampton,
2002). La longevidad de las semillas depende de una compleja interacciéon entre factores
intrinsecos, como la composicion genética, el contenido de humedad y el estado de madurez al
momento de la cosecha, y factores extrinsecos, principalmente la temperatura y la humedad
relativa durante el almacenamiento (ISTA, 2023; Walters et al., 2005). En este contexto, la
evaluacion de la calidad fisiologica mediante pruebas estandarizadas de viabilidad (tetrazolio) y
germinacion resulta fundamental para predecir el comportamiento de los lotes de semillas y
optimizar su uso en programas de propagacion y conservacion (Velazquez Reyes & Ruiz Torres,
2014).

Paralelamente, en las ultimas dos décadas, la nanotecnologia ha emergido como una herramienta
innovadora con aplicaciones crecientes en el sector agricola. La agro-nanotecnologia se define
como la disciplina dedicada a la produccion y aplicacion de nanoparticulas (NPs) y
nanoelementos para desarrollar productos y tecnologias de nueva generacion que mejoren la
eficiencia de los insumos agricolas, reduzcan el impacto ambiental y aumenten la productividad
(Servin, 2015). Dentro del amplio espectro de nanomateriales, los nanotubos de carbono (NTC)
han captado especial atencién debido a sus propiedades fisicoquimicas tnicas: elevada relacion
superficie/volumen, conductividad eléctrica, resistencia mecanica y capacidad para interactuar
con membranas bioldgicas y estructuras celulares (Torres-Garcia et al., 2019; Khodakovskaya et
al., 2012; Mukherjee et al., 2016).

La primera evidencia documentada del efecto positivo de los nanotubos de carbono en plantas
cultivadas fue reportada por Khodakovskaya et al. (2009), quienes demostraron que soluciones
de riego con NTC de pared multiple (MWCNT) en concentraciones de 10 a 40 mg L' podian
penetrar la testa de semillas de tomate, incrementando significativamente las tasas de
germinacion y estimulando el crecimiento de plantulas jovenes. Este efecto promotor fue
atribuido a la capacidad de los MWCNT para facilitar la imbibicion mediante la creacion de poros
o canales en la cubierta seminal, asi como a la activacion de genes clave involucrados en la
division celular, la expansion de la pared celular y el transporte de agua (acuaporinas)
(Khodakovskaya et al., 2011, 2012). Estudios posteriores reforzaron estos hallazgos en un
espectro diverso de especies: la aplicacion de concentraciones adecuadas de MWCNT estimuld
el crecimiento radicular en Brassica juncea (Ghodake et al., 2010), promovi6 la elongacion de
raices en cebolla y pepino (Canas et al., 2008), mejoro la germinacion y el vigor en trigo y maiz
(Lahiani et al., 2017), e increment6 el rendimiento de frutos en tomate bajo condiciones de
invernadero (Khodakovskaya et al., 2013).

Sin embargo, la literatura también ha documentado que los efectos de los MWCNT son
estrictamente dosis-dependientes y pueden transitar de bioestimulantes a fitotoxicos cuando se
supera un umbral critico de concentracion (Villagarcia et al., 2012). Este comportamiento
hormético ha sido asociado con la induccion de estrés oxidativo por acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), peroxidacion lipidica y dafilo a membranas celulares a dosis elevadas
(Begum & Fugetsu, 2012; Ghodake et al., 2010; R. Wang ef al., 2017). La ventana 6ptima de
concentracion parece variar entre especies, 6rganos y condiciones experimentales, lo que subraya
la necesidad de establecer protocolos especificos para cada sistema bioldgico de interés.

A pesar de los avances documentados en modelos agricolas convencionales, la aplicacion de
nanotubos de carbono en especies de importancia ecoldgica, cultural y econdémica como los
agaves permanece practicamente inexplorada. Considerando los desafios asociados a la
germinacion natural de Agave salmiana (baja eficiencia de reclutamiento, pérdida progresiva de
viabilidad durante el almacenamiento y limitada capacidad de establecimiento en condiciones
adversas), resulta fundamental evaluar si los MWCNT pueden actuar como nanoestimulantes que
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mejoren el desempefio germinativo y el desarrollo temprano de esta especie. Adicionalmente, es
necesario comprender como interactiian dos factores criticos: (i) la concentracion de los MWCNT
y (ii) el estado fisiologico basal de las semillas (determinado por su tiempo de almacenamiento),
ya que ambos podrian modular la direccion y magnitud de la respuesta, determinando si los
nanotubos actiian como promotores del crecimiento o como agentes de estrés.

Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivos: (1) evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de MWCNT (0—150 mg L") y tiempos de imbibicion (24 y 48 h) sobre la
germinacion y el desarrollo inicial de 4. sa/lmiana en un lote de semillas reciente; (2) seleccionar
concentraciones representativas (baja, media y alta) para analizar su interaccion con el tiempo de
almacenamiento en lotes de cuatro afos distintos (2015, 2016, 2022 y 2024); y (3) determinar si
los MWCNT pueden mitigar parcialmente los efectos del deterioro asociado al almacenamiento
prolongado, mejorando la supervivencia y el crecimiento en invernadero. Los resultados de esta
investigacion buscan contribuir al desarrollo de protocolos nanotecnoldgicos para la propagacion
y conservacion de germoplasma de agaves, asi como al conocimiento fundamental sobre nano-
bio-interacciones en plantas con metabolismo CAM.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron semillas de 4. salmiana provenientes de cuatro lotes con diferentes afios de colecta
(2015, 2016, 2022 y 2024). Las colectas se realizaron de manera independiente en cada afio
sefialado, en poblaciones silvestres del Estado de México, México. Todo el material fue
almacenado bajo condiciones controladas de 4 a 6 °C, en completa oscuridad y con silica gel
como desecante, dentro de contenedores herméticos en el Laboratorio de Biologia Molecular
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agricolas (Universidad Autéonoma del Estado de México,
UAEMex). Estas condiciones se mantuvieron para minimizar el deterioro fisiologico previo a las
evaluaciones.

Nanomateriales de carbono

El nanomaterial empleado correspondié a nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT,
por sus siglas en inglés) con una pureza del 95 % y un diametro de 10-30 nm (ntimero de catalogo:
773840, Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EE. UU.). Este material se utilizO en todas las
soluciones experimentales preparadas para las fases I y I1.

Caracterizacion inicial de los lotes de semillas

Morfometria de semillas

Se evaluaron las variables morfométricas: longitud, ancho y grosor (mm), asi como peso (mg).
Las dimensiones lineales se registraron con un vernier digital (Truper, CALDI-6MP, Jilotepec,
Meéxico), mientras que el peso se determind en una balanza analitica (Sartorius, ENTRIS224-1S,
Gotinga, Alemania). Para cada lote se analizaron 100 semillas, distribuidas en cuatro repeticiones
de 25 semillas como unidad de observacion. Los resultados se expresaron como la media + error
estandar.

Viabilidad: prueba de tetrazolio

La viabilidad fisiologica se determiné mediante la prueba de tetrazolio (cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio) al 1%, siguiendo las normas vigentes de la ISTA (Asociacion Internacional de
Pruebas de Semillas). Se utilizaron 100 semillas por lote, con cuatro repeticiones de 25 semillas.
Cada semilla se perfor6 lateralmente con un punzon evitando dafiar el embrion. Posteriormente,
las semillas se colocaron en frascos de vidrio ambar con la solucion de tetrazolio al 1%, se
cubrieron con papel aluminio y se incubaron a 25 °C durante 72 h en oscuridad. Transcurrido el
tiempo de incubacion, los embriones se extrajeron cuidadosamente con pinzas y bisturi y se
colocaron en cajas de Petri para su evaluacion bajo un microscopio estereoscopico (BOECO,
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NST-606, Alemania). Se consideraron como viables aquellas semillas cuyo embrion presentd una
coloracion roja o rosada intensa y homogénea, mientras que las semillas con embrion sin tefiir o
con tejidos no tefiidos se clasificaron como no viables. Adicionalmente, se registr6 el nimero de
semillas que carecian fisicamente de embrion, expresando este valor como porcentaje del total de
semillas analizadas por lote.

Desinfeccion de semillas

La desinfeccion se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por (Alvarez-Aragon et al., 2020).
En total, se desinfectaron 800 semillas para la Fase I y 800 para la Fase II, que posteriormente se
utilizaron en los tratamientos correspondientes. Brevemente, las semillas se sumergieron en una
solucion de etanol al 70% durante 2 minutos, seguido de una inmersiéon en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2% (v/v) con dos gotas de Tween 20 durante 10 minutos en agitacion
constante. Finalmente, se realizaron cinco enjuagues con agua destilada estéril para eliminar
residuos del desinfectante.

Disefio experimental general

El estudio se desarroll6 en dos fases experimentales secuenciales. En la Fase I se evalu6 el efecto
de siete concentraciones de MWCNT y dos tiempos de imbibiciéon sobre la germinacion y
desarrollo inicial del lote de semillas mas reciente (2024), con el objetivo de seleccionar
concentraciones representativas. En la Fase II se evaluaron las concentraciones seleccionadas en
los cuatro lotes con diferente tiempo de almacenamiento (2015, 2016, 2022 y 2024), utilizando
el tiempo de imbibicién que mostrd los efectos mas pronunciados en la fase previa.

Preparacion de soluciones con nanotubos de carbono

Fase 1. Efecto de MWCNT en germinacion y desarrollo inicial (lote 2024)

Se evaluaron siete concentraciones de MWCNT: 0 (testigo), 25, 50, 75, 100, 125 y 150 mg L.
Las cantidades requeridas se pesaron en una balanza analitica (Sartorius, ENTRIS224-18S,
Gotinga, Alemania), se colocaron en tubos Falcon de 50 mL y se aforaron a 50 mL con agua
destilada. Cada solucién se sometié a sonicacion durante 15 min a 130 W de potencia en un
sonicador ultrasénico (Sonics, VCX-130PB, Newtown, Connecticut, EE. UU.) para favorecer la
dispersion homogénea del nanomaterial.

Las semillas desinfectadas del lote 2024 se colocaron en tubos Eppendorfde 1.5 mL (10 semillas
por tubo) y se agregé 1 mL de cada una de las soluciones preparadas. Cada concentracion se
manejo con cinco repeticiones, totalizando 50 semillas por tratamiento. Los tubos se colocaron
en frascos de vidrio protegidos con papel aluminio y se mantuvieron en un agitador orbital (Lab
Companion, OS-100, Daejeon, Corea del Sur) a 200 rpm durante 24 y 48 h para evaluar el efecto
del tiempo de imbibicion.

Fase II. Efecto de MWCNT segtin el tiempo de almacenamiento (lotes 2015, 2016, 2022 y
2024)

Con base en los resultados de la Fase I (Tabla 1), se seleccionaron tres concentraciones de
MWCNT que representaron diferentes tipos de respuesta: 50 mg L' (efecto promotor
consistente), 125 mg L' (efecto intermedio) y 150 mg L™ (efecto contrastante). Se incluyo
ademas el tratamiento testigo (0 mg L™"). El tiempo de imbibicion seleccionado fue de 24 h, por
ser el que mostro los efectos mas pronunciados sobre el crecimiento de plantulas en la Fase 1.
La preparacion de las soluciones y la exposicion de las semillas siguid el protocolo descrito en la
Fase I, aplicandose de manera independiente a cada uno de los cuatro lotes de semillas (2015,
2016,2022 y 2024). Para cada lote y concentracion se utilizaron cinco repeticiones de 10 semillas,
totalizando 50 semillas por tratamiento por lote.
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Germinacion y desarrollo en condiciones controladas

Tras la exposicion a los MWCNT, las semillas se transfirieron a cajas Petri de 90 mm de diametro
(cinco por tratamiento), colocando 10 semillas por caja sobre papel filtro Whatman No. 1
previamente hidratado con 3 mL de agua destilada estéril. El experimento se mantuvo durante 28
dias en una cuarto de incubacion a 25 £ 2 °C con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad. Se
hidraté cada caja cada tercer dia con 1 mL de agua destilada estéril y se registraron los eventos
de germinacion diariamente, considerando como germinada la semilla que present6 una radicula
de al menos 2 mm de longitud.

Porcentaje de germinacién

El porcentaje final de germinacion se determind mediante el conteo total de semillas germinadas
por tratamiento y por lote al dia 28, expresandose como porcentaje respecto al total de semillas
evaluadas.

Medicion de plantulas a los 28 dias

A los 28 dias después de la siembra, se midi6 la longitud de la raiz principal y de la hoja mas
larga (mm) en todas las plantulas germinadas, utilizando un vernier digital (Truper, CALDI-6MP,
Jilotepec, México). Estos datos permitieron evaluar el efecto del nanomaterial en el desarrollo
inicial de las plantulas.

Adaptacién en invernadero

Las plantulas obtenidas de cada tratamiento se trasplantaron a charolas de germinacion de 200
cavidades (con un volumen de 30 mL por cavidad) con espuma fenoélica estéril a 121 °C durante
20 min. Se trasladaron a condiciones de invernadero (temperatura promedio de 28 °C y humedad
relativa del 60 £ 10%), donde permanecieron durante dos meses para su aclimatacion, con riegos
cada tercer dia mediante microaspersion. El porcentaje de supervivencia se calculd al final del
periodo mediante la formula: (NGmero de plantulas vivas / Nimero de plantulas trasplantadas) x 100.

Morfometria de plantulas adaptadas

Después de 2 meses en invernadero, se registraron las variables morfologicas de las plantulas
sobrevivientes: longitud de la hoja mas larga y longitud de la raiz principal (mm), utilizando un
vernier digital (Truper, CALDI-6MP, Jilotepec, México). El lote 2015 no se incluyé en este
analisis por la nula supervivencia de sus plantulas.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homocedasticidad (Levene) para verificar los supuestos de parametricidad. Para determinar el
efecto de los tratamientos con MWCNT vy el afio de colecta (lote) sobre las variables evaluadas,
se realiz6 un andlisis de varianza (ANOV A) de dos vias, incluyendo la interaccién entre ambos
factores. En los casos donde los datos no cumplieron los supuestos paramétricos, se aplico la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando se encontraron diferencias significativas (p <
0.05), se realiz6 una prueba de comparacion de medias post hoc de Tukey. Todos los analisis se
ejecutaron utilizando el software estadistico R (version 4.3.1, R Core Team, 2023). Los resultados
se presentan como la media + error estandar, y las diferencias significativas se indican mediante
letras distintas (Tukey, p < 0.05).

RESULTADOS

Fase I. Lote 2024: Seleccion de concentraciones de MWCNT

Con el objetivo de identificar concentraciones representativas (baja, media y alta) de MWCNT
para evaluar en lotes con diferente tiempo de almacenamiento, se realiz6é un primer experimento
utilizando semillas del lote mas reciente (2024). Se evaluaron siete concentraciones (0, 25, 50,
75,100, 125y 150 mg L) y dos tiempos de imbibicion (24 y 48 h). La Tabla 1 resume el efecto
de estos tratamientos sobre la germinacion, el desarrollo inicial y la supervivencia en invernadero.
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Tabla 1. Efecto de la concentracion de MWCNT y el tiempo de imbibicion sobre la germinacion y el desarrollo inicial
de Agave salmiana (lote 2024).

Table 1. Effect of MWCNT concentration and imbibition time on germination and early development of Agave
salmiana (2024 seed lot).

Concentraciéon Tiempo Germinacion Longitud de Longitud de SuP ervivencia
- . . en invernadero
(mg L™) (h) (%) hoja (mm) raiz (mm) (%)
0 (Testigo) 24 72.0+£2.0 be 19.4+0.9 cd 7.0+04c¢ 950+29a
48 70.0 £ 3.2 be 139+06¢ 53£0.5¢cd 78.0 + 3.7 bed
25 24 78.0+£2.0ab 18.6+0.8cd 6.3+£0.4cd 84.0 + 2.4 abc
48 80.0+3.2 ab 128+05¢ 29+03¢ 70.0£4.5cd
50 24 88.0+3.7a 292+12a 13.6£09a 940+24a
48 86.0+24a 16.1 £0.7 de 4.6+04d 90.0 £3.2 ab
75 24 84.0+24ab 17.1+0.8 cde 57+£04 cd 82.0+ 3.7 abc
48 66.0£4.0c  16.5%0.7 cde 48+0.4d 78.0 £3.7 bed
100 24 66.0+4.0c 17.8+ 0.8 cde 73+£05¢ 82.0+ 3.7 abc
48 86.0+24a 15.5+0.7 de 3.7£0.3de 91.0+3.3 ab
125 24 78.0£3.7ab 265+ 1.1 ab 8.1£0.5bc 85.0 £ 2.9 abc
48 82.0+2.0ab 18.7+0.8cd 11.5+0.9 ab 97.0+20a
150 24 82.0+2.0ab 265+1.1ab 8.1£0.5bc 91.0+2.4 ab
48 76.0+£2.4b 19.9 £ 0.8 bc 6.2+0.5cd 68.0+49d

Los valores representan la media + error estandar (n=5 repeticiones de 10 semillas cada una). Medias
con la misma letra dentro de cada columna no son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Los resultados mostraron un comportamiento diferencial dependiente de la concentracion y el
tiempo de exposicion. La concentracion de 50 mg L' con 24 h de imbibicion destaco
significativamente (p < 0.05) sobre el resto de los tratamientos, registrando los valores mas altos
en germinacion (88%), longitud de hoja (29.2 mm) y longitud de raiz (13.6 mm). Este efecto
promotor fue consistente también a 48 h de exposicion, aunque con menor magnitud en el
crecimiento de plantulas.

Las concentraciones de 125 y 150 mg L' mostraron efectos positivos, particularmente en el
desarrollo radicular a 48 h, donde se observaron longitudes de raiz de 11.5 mm y 6.2 mm,
respectivamente. Sin embargo, estos valores fueron inferiores a los alcanzados con 50 mg L. En
contraste, concentraciones intermedias como 75 y 100 mg L™ mostraron comportamientos
erraticos, con disminuciones en la germinacién a 48 h (66% en ambos casos) y un crecimiento de
plantulas por debajo del testigo en algunas variables.

En cuanto a la supervivencia en invernadero, todos los tratamientos mantuvieron porcentajes
superiores al 68%, siendo particularmente altos (>90%) en los tratamientos con 50 mg L™ (24 h),
100 mg L™ (48 h) y 125 mg L (48 h). El valor mas bajo (68%) se registro en la concentracion
de 150 mg L' a48 h.

Con base en estos resultados, se seleccionaron tres concentraciones para la Fase I1I: 50 mg L™
(por su claro efecto promotor), 125 mg L' (por representar un efecto intermedio consistente) y
150 mg L' (por su efecto contrastante, especialmente a 48 h). El tiempo de imbibicion
seleccionado fue de 24 h, por mostrar los efectos mas pronunciados en las variables de
crecimiento.

Fase I1. Efecto del tiempo de almacenamiento y los MWCNT

Una vez seleccionadas las concentraciones representativas en el lote mas reciente, se procedié a
evaluar su efecto en lotes con diferentes tiempos de almacenamiento (2015, 2016, 2022 y 2024),
con el fin de determinar si la respuesta a los MWCNT esta modulada por el deterioro asociado al
almacenamiento prolongado.
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Caracterizacion inicial de los lotes de semillas

Antes de aplicar los tratamientos, se caracterizo el estado basal de cada lote mediante analisis
morfométricos y pruebas de viabilidad. La Tabla 2 presenta esta caracterizacion inicial, que
permite interpretar las respuestas posteriores a los MWCNT.

Tabla 2. Caracterizacion morfométrica y viabilidad inicial de cuatro lotes de semillas de Agave salmiana con diferente
tiempo de almacenamiento.

Table 2. Morphometric characterization and initial viability of four seed lots of Agave salmiana with different storage
times.

Viabilidad Semillas sin
TTC embrion
(%) (%)

2015 6.8+0.1c¢ 48+0.1b 05+0.02b 7.8+02c¢ 185+2.1¢c 80%1.6b

2016 83+0.1a 52+0.1ab 04+0.02b 86+02bc 649+35b 28.0+29a

2022 7.1+0.1b 51+0.1ab 05+002b 9.1+02b 78.0+29a 6.0+1.6b

2024 82+0.1la 59+02a 0.6+0.03a 11.0+£03a 14.7+24¢c 68+18b

Los valores representan la media + error estdndar (n=4 repeticiones de 25 semillas). Medias con la misma
letra dentro de cada columna no son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Longitud Ancho Grosor Peso

Lote " mm) (mm) (mm) (mg)

El analisis morfométrico reveld diferencias significativas entre lotes. El lote 2024 presento las
semillas con mayor grosor y peso (p < 0.05), indicando un mejor estado de llenado y mayor
reserva de nutrientes. En contraste, el lote mas antiguo (2015) mostr6 las semillas con menor
longitud y peso, lo que sugiere un posible deterioro o menor calidad inicial.

Sin embargo, la prueba de viabilidad con tetrazolio (Figura 1) mostré un patrén inesperado y
relevante. Los lotes 2022 y 2016 presentaron la viabilidad mas alta (78% y 64.9%,
respectivamente), con diferencias significativas entre ellos y respecto a los demas.
Sorprendentemente, el lote 2024, a pesar de su mayor tamafio y peso, mostré una viabilidad
significativamente baja (14.7%), comparable con el lote mas antiguo de 2015 (18.5%). Este
resultado sugiere que, en 4. salmiana, el tamafio de la semilla no es un predictor directo de su
viabilidad fisioldgica.
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de cuatro lotes de almacenamiento. a) Lote 2015, b) Lote 2016, c) Lote 2022, d) Lote 2024, ¢) embrion viable y f)
embrién no viable. Barra = 1 mm.

Figure 1. Tetrazolium test (TTC) in Agave salmiana embryos from four storage lots. a) 2015 lot, b) 2016 lot, c) 2022
lot, d) 2024 lot, e) viable embryo, f) non-viable embryo.
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Los embriones viables presentaron coloracion roja intensa y homogénea, indicando actividad
deshidrogenasa mitocondrial; mientras que los embriones no viables se caracterizan por
coloracion parcial o ausencia de tincion (incoloros) (ISTA, 2023). Barra =1 mm
Adicionalmente, el lote 2016 destaco por presentar un alto porcentaje de semillas sin embrion
(28%), significativamente superior al de los otros lotes (6-8%). Esta caracteristica
morfoanatdmica constituye un factor limitante determinante en su potencial germinativo,
independientemente de los tratamientos aplicados.

Germinacion y desarrollo inicial (28 dias)

La Figura 2 muestra el porcentaje de germinacion acumulada a los 28 dias para los cuatro lotes
de semillas, tratados con las concentraciones seleccionadas de MWCNT (0, 50, 125 y 150 mg
L") durante 24 h de imbibicion.
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Figura 2. Porcentaje de germinacion acumulada a 28 dias de semillas de Agave salmiana de cuatro lotes de
almacenamiento (2015, 2016, 2022, 2024), tratadas con cuatro concentraciones de MWCNT (0, 50, 125, 150 mg L)
durante 24 h de imbibicion.

Figure 2. Cumulative germination percentage at 28 days of Agave salmiana seeds from four storage lots (2015, 2016,
2022, 2024), treated with four MWCNT concentrations (0, 50, 125, 150 mg L") for 24 h.

Los valores son la media #+ error estandar (n=5). Barras con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). La comparacion es valida entre todos los
tratamientos y lotes.

El analisis de varianza revelé un efecto significativo (p < 0.05) tanto del lote (tiempo de
almacenamiento) como de la concentracion de MWCNT, asi como de su interaccion. Esto indica
que la respuesta a los nanotubos depende del estado fisioldgico basal de las semillas.

Los lotes mas recientes (2022 y 2024) presentaron los porcentajes de germinacion mas altos,
aunque con patrones de respuesta distintos. El lote 2022 alcanzé su maxima germinacion (90%)
con el tratamiento testigo (0 mg L), y los tratamientos con MWCNT no lograron superar este
valor, manteniéndose en un rango de 82-86%. En contraste, el lote 2024 respondi6 positivamente
a los MWCNT, incrementando significativamente su germinacion del 72% (testigo) al 88% con
50 mg L™'. Las concentraciones de 125y 150 mg L' también mejoraron la germinacion (78% y
82%, respectivamente), aunque sin alcanzar la significancia estadistica respecto al testigo.

El lote 2016 mostr6 una germinacion moderada, con valores entre 58% y 68%. El tratamiento
con 125 mg L (68%) superd ligeramente al testigo (66%), aunque las diferencias no fueron
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estadisticamente significativas. Finalmente, el lote 2015 present6 una germinacion practicamente
nula (<2%) en todos los tratamientos, evidenciando una pérdida irreversible de viabilidad
asociada al almacenamiento prolongado.

La Figura 3 complementa estos resultados mostrando el desarrollo de las plantulas a los 28 dias,
evaluado mediante la longitud de hoja y raiz.
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Figura 3. Longitud de hoja y raiz (mm) a los 28 dias después de Agave salmiana provenientes de cuatro lotes de
almacenamiento (2015, 2016, 2022, 2024), tratadas con cuatro concentraciones de MWCNT (0, 50, 125, 150 mg L")
durante 24 h de imbibicion.
Figure 3. Leaf and root length (mm) at 28 days after sowing in Agave salmiana seedlings from four storage lots (2015,
2016, 2022, 2024), treated with four MWCNT concentrations (0, 50, 125, 150 mg L") for 24 h.

Los valores son la media + error estandar. Barras con la misma letra (mintsculas para hoja,
mayusculas para raiz) no son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). La comparacion es
valida entre todos los tratamientos y lotes para cada variable.

El desarrollo de las plantulas reflejo el mismo patron observado en germinacion, pero con matices
importantes. El lote 2022 produjo las plantulas con mayor longitud de hoja y raiz, destacando el
tratamiento testigo (27.6 mm y 16.6 mm, respectivamente) y el de 150 mg L' (26.3 mm y 13.4
mm), sin diferencias significativas entre ellos.

En el lote 2024, el tratamiento con 50 mg L' estimuld significativamente el crecimiento,
alcanzando 19.7 mm de longitud de hoja y 15.9 mm de raiz, valores que superaron ampliamente
al testigo (8.4 mm y 2.7 mm, respectivamente). Este resultado es particularmente relevante, ya
que las plantulas del testigo mostraron un desarrollo muy limitado, mientras que las tratadas con
50 mg L™ alcanzaron un vigor comparable al de los mejores tratamientos del lote 2022.

El lote 2016 mostr6 una respuesta positiva a la concentracion de 50 mg L, alcanzando los
mayores valores de su lote (13.6 mm de hoja y 10.4 mm de raiz), con diferencias significativas
respecto al testigo (8.4 mm y 2.7 mm). Las concentraciones mas altas (125 y 150 mg L)
produjeron un crecimiento intermedio. El lote 2015, coherente con su nula germinacion, presentd
un crecimiento practicamente nulo en las escasas plantulas obtenidas.

Adaptacion y crecimiento en invernadero

La Tabla 3 muestra la capacidad de adaptacion y el crecimiento de las plantulas tras 2 meses de
aclimatacion en condiciones de invernadero. El lote 2015 no presentd supervivencia en ninguna
condicion, por lo que fue excluido del analisis.
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Tabla 3. Supervivencia (%) y morfometria de plantulas de Agave salmiana provenientes de tres lotes de
almacenamiento (2016, 2022, 2024) después de 2 meses de adaptacion en invernadero.

Table 3. Survival (%) and morphometry of Agave salmiana seedlings from three storage lots (2016, 2022, 2024) after
two months of greenhouse acclimatization.

Concentraciéon Supervivencia  Longitud hoja Longitud raiz

Lote (mg L) (%) (mm) (mm)
0 0.0£00¢ - -
2016 50 72.0+4.9 bc 21.3+0.9bc 159+10a
125 42.0+£49d 199+0.8¢c 94+£0.7b
150 64.0+5.1¢ 21.9+£09b 13.0+09a
0 97.0+£20a 369+1.5a 179+ 1.1a
2022 50 91.0+£24a 343+13a 173+10a
125 90.0+24a 33.7+13a 16.1+1.0a
150 97.0£20a 22.0+1.0bc 21.0£12a
0 95.0£29a 424+18a 295+15a
2024 50 940+24a 308+ 1.6a 419+2.1b
125 85.0+2.9ab 33.5+14a 30.1+1.6a
150 91.0+24a 43 1+18a 37.3+19b

Los valores representan la media + error estandar. Medias con la misma letra dentro de cada columna
(y por lote, para supervivencia) no son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). El lote 2015
no se incluye por nula supervivencia.

La fase de adaptacion en invernadero evidencidé contrastes notables entre lotes, tanto en
supervivencia como en crecimiento.

En este sentido, los lotes 2022 y 2024 mantuvieron una supervivencia excepcionalmente alta
(>85%) en todos los tratamientos, sin diferencias significativas entre concentraciones. Este
resultado indica que, una vez superada la fase de germinacion, las plantulas de estos lotes poseen
una notable capacidad de aclimatacion, independientemente del tratamiento previo con MWCNT.
En contraste, el lote 2016 mostrd una supervivencia moderada y dependiente del tratamiento. El
valor mas alto (72%) se registrd con 50 mg L™, seguido de 150 mg L™ (64%) y 125 mg L!
(42%). El tratamiento testigo presentd supervivencia nula, lo que sugiere que, en este lote con
deterioro intermedio, los MWCNT no solo promovieron la germinacion, sino que fueron
determinantes para la supervivencia posterior.

Respecto al crecimiento en invernadero, el andlisis revel6 efectos diferenciales segtin el lote y la
concentracion. En el lote 2024, se observé un efecto promotor especifico de los MWCNT sobre
el sistema radicular. Los tratamientos con 50 y 150 mg L™! incrementaron significativamente la
longitud de la raiz (41.9 mm y 37.3 mm, respectivamente) en comparacion con el testigo (29.5
mm), representando aumentos del 42% y 26%. La longitud de hoja, sin embargo, no mostro
diferencias significativas entre tratamientos, oscilando entre 33.5 y 43.1 mm.

En el lote 2016, los tratamientos con 50 y 150 mg L' también favorecieron un mayor desarrollo
radicular (15.9 mm y 13.0 mm, respectivamente), aunque con valores absolutos inferiores a los
del lote 2024. La longitud de hoja mostré un patrén similar, con los valores mas altos en estos
mismos tratamientos.

El lote 2022 presentd un comportamiento distinto: no se observaron diferencias significativas
entre tratamientos para ninguna variable de crecimiento, con la excepcion de una menor longitud
de hoja en el tratamiento de 150 mg L™ (22.0 mm) respecto al testigo (36.9 mm). Este resultado
sugiere que las semillas de este lote, con alta viabilidad inicial y excelente germinacion, fueron
menos sensibles al estimulo de los nanotubos en esta fase, posiblemente porque ya expresaban su
maximo potencial fisiologico.

En conjunto, estos resultados indican que el efecto de los MWCNT sobre el crecimiento en
invernadero es mas pronunciado en lotes con cierto grado de deterioro (2016) o con viabilidad
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inicial baja pero buen potencial de respuesta (2024), mientras que en lotes con alta calidad
fisiologica basal (2022) el efecto es neutro o incluso ligeramente negativo a altas concentraciones.

DISCUSION

Efecto dosis-dependiente de los MWCNT

Los resultados de la Fase I demostraron que los nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNT) modulan la germinacion y el desarrollo inicial de 4. salmiana de manera dosis-
dependiente, con un efecto promotor 6ptimo a 50 mg L' y una transicion hacia respuestas
inhibitorias en concentraciones superiores a 100 mg L. Este comportamiento bifésico,
caracteristico de una respuesta hormética, ha sido documentado en diversas especies vegetales
expuestas a nanomateriales de carbono (Khodakovskaya et al., 2012; Lahiani et al., 2017,
Mukherjee et al., 2016).

El incremento significativo en germinacion (88%), longitud de hoja (29.2 mm) y longitud de raiz
(13.6 mm) observado con 50 mg L! sugiere que los MWCNT, a dosis moderadas, actian como
nanoestimulantes capaces de penetrar la testa seminal y modificar positivamente los
microambientes celulares. Mecanismos propuestos incluyen: (i) la creacion de poros o canales
que facilitan la imbibicion y el intercambio gaseoso (Khodakovskaya et al., 2009); (ii) la
activacion de acuaporinas y genes relacionados con la division celular (Khodakovskaya et al.,
2012); y (iii) la modulacion del balance hormonal, particularmente de auxinas y citoquininas, que
regulan la elongacion radicular y foliar (Lahiani et al., 2017; Zhang et al., 2025).

En contraste, las concentraciones de 125 y 150 mg L™ produjeron respuestas erraticas y, en
algunos casos, inhibitorias. A 48 h de exposicion, la germinacién con 150 mg L! descendid a
76% vy la supervivencia en invernadero se redujo drasticamente a 68%, el valor mas bajo
registrado. Este patron es consistente con estudios que reportan fitotoxicidad por MWCNT a dosis
elevadas, atribuida a estrés oxidativo generado por la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), peroxidacion lipidica y dafio a membranas celulares (Begum & Fugetsu, 2012;
Ghodake et al., 2010; R. Wang et al., 2017). La transicién entre estimulacion y toxicidad
observada en nuestro estudio refuerza la nocion de que los MWCNT poseen una ventana 6ptima
de concentracion, mas alla de la cual los efectos negativos predominan (Villagarcia et al., 2012).

El tiempo de almacenamiento como modulador de la respuesta a MWCNT

Un hallazgo central de este trabajo es que el efecto de los MWCNT esta fuertemente modulado
por el estado fisiologico basal de las semillas, determinado por su tiempo de almacenamiento. La
caracterizacion inicial de los lotes (Tabla 2) reveld diferencias profundas en viabilidad y calidad:
mientras los lotes 2022 y 2016 presentaron alta viabilidad (78% y 64.9%, respectivamente), el
lote 2024, a pesar de su mayor tamafio y peso, mostr6é una viabilidad sorprendentemente baja
(14.7%), comparable con el lote mas antiguo de 2015 (18.5%). Este resultado contradice la
expectativa intuitiva de que semillas mas recientes y de mayor tamafio poseen necesariamente
mayor viabilidad, y subraya la importancia de evaluar directamente la calidad fisiologica mas alla
de caracteres morfométricos (Hampton, 2002; ISTA, 2023).

La respuesta a los MWCNT reflej6 estas diferencias basales. El lote 2022, con alta viabilidad,
mostrd una germinacion excelente incluso en el testigo (90%), y los MWCNT no lograron superar
este valor, sugiriendo que semillas con calidad fisioldgica dptima pueden haber alcanzado ya su
maximo potencial germinativo, siendo menos sensibles a estimulos externos (Bewley et al.,
2013). En contraste, el lote 2024, con baja viabilidad, pero buen potencial de respuesta
experiment6 el beneficio mas pronunciado: la germinacion aument6 del 72% (testigo) al 88%
con 50 mg L™, y el crecimiento de plantulas se multiplico varias veces (de 8.4 a 19.7 mm en hoja;
de 2.7 a 15.9 mm en raiz). Este patron sugiere que los MWCNT pueden rescatar parcialmente el
potencial fisiologico de semillas con cierto grado de deterioro, posiblemente activando vias
metabolicas latentes o compensando deficiencias en la imbibicion (Khodakovskaya et al., 2011;
Martinez-Ballesta et al., 2016). El lote 2016, con viabilidad intermedia (64.9%) pero un alto
porcentaje de semillas sin embridn (28%), mostr6 una respuesta moderada a los MWCNT. La
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concentracion de 50 mg L™! mejord significativamente el crecimiento de plantulas, aunque la
supervivencia en invernadero fue limitada (maximo 72%). Este resultado indica que, en lotes con
problemas estructurales (ausencia de embridn), los beneficios de los MWCNT pueden verse
restringidos por factores intrinsecos no modificables (Jimenez-Torres et al., 2022). Finalmente,
el lote 2015, con deterioro avanzado y viabilidad casi nula, no respondi6 a ningun tratamiento,
confirmando que existe un umbral de deterioro mas alla del cual ningtin estimulo externo puede
restaurar la capacidad germinativa (Ellis & Roberts, 1980; Walters et al., 2005).

Efectos diferenciales sobre érganos y persistencia en invernadero

Un aspecto novedoso de este estudio es el seguimiento del efecto de los MWCNT hasta la fase
de adaptacion en invernadero (2 meses después de la germinacion). En el lote 2024, los
tratamientos con 50 y 150 mg L™ incrementaron significativamente la longitud radicular (41.9
mm y 37.3 mm, respectivamente) respecto al testigo (29.5 mm), representando aumentos del 42%
y 26%. Este efecto persistente sugiere que los MWCNT no solo actiian durante la imbibicion y
germinacion, sino que pueden inducir cambios duraderos en la arquitectura radicular,
posiblemente a través de la modulacion de genes involucrados en el desarrollo de raices laterales
y pelos absorbentes (F.-X. Wang ef al., 2022; Zuverza-Mena et al., 2017).

La longitud de hoja, en cambio, no mostrd diferencias significativas en este lote, indicando un
efecto organo-especifico. Este patron ha sido reportado previamente: los MWCNT tienden a
favorecer el desarrollo radicular sobre el aéreo en dosis moderadas, posiblemente porque las
raices estan en contacto directo con el nanomaterial durante mas tiempo y porque las vias de
sefializacion de auxinas, que regulan la elongacién radicular, son particularmente sensibles a
nanoestimulantes (Lahiani ef al., 2017; Syu et al., 2014) .

En contraste, el lote 2022 no mostr6 diferencias significativas entre tratamientos en invernadero,
con la excepcion de una menor longitud de hoja a 150 mg L. Este resultado refuerza la idea de
que lotes con alta calidad fisiologica basal pueden ser menos responsivos a estimulos externos, o
incluso experimentar efectos negativos a dosis elevadas debido a un desbalance en la asignacion
de recursos (Hatami et al., 2016). La supervivencia excepcionalmente alta (>90%) de este lote en
todas las condiciones indica que, una vez superada la germinacion, las plantulas de A. salmiana
poseen una notable plasticidad y tolerancia fisiologica, como ha sido documentado en otras
especies de agave (Alvarado Cepeda et al., 2024; Alvarez-Duarte et al., 2018).

Implicaciones para la nanotecnologia agricola y la conservacion de germoplasma

Los resultados de este trabajo tienen implicaciones practicas significativas. En primer lugar,
demuestran que los MWCNT pueden ser herramientas valiosas para mejorar la germinacion y el
establecimiento temprano de 4. salmiana, una especie de importancia ecoldgica, cultural y
econémica en México (Alvarez-Duarte et al., 2018; Torres-Garcia et al., 2019). La concentracion
de 50 mg L' emerge como una dosis de referencia para futuros estudios y aplicaciones, aunque
se requiere validacion en condiciones de campo y con un espectro mas amplio de genotipos.

En segundo lugar, los hallazgos subrayan la necesidad de considerar la calidad fisiologica de las
semillas como variable critica en estudios de nanoestimulacion. Investigaciones previas han
reportado efectos positivos de MWCNT en especies como tomate, tabaco, trigo y maiz
(Khodakovskaya et al., 2009; Lahiani et al., 2017; Mukherjee et al., 2016), pero rara vez han
considerado explicitamente la edad o el estado de deterioro del material seminal. Nuestros
resultados indican que ignorar esta variable puede llevar a conclusiones sesgadas o inconsistentes.
En tercer lugar, la persistencia del efecto radicular hasta 2 meses después del tratamiento abre
preguntas sobre los mecanismos subyacentes y la posible transferencia de MWCNT a tejidos
vegetales superiores. Estudios de trazado con isotopos o microscopia electrénica serian
necesarios para determinar si los nanotubos son internalizados y translocados, o si sus efectos son
puramente epigenéticos o mediados por sefiales hormonales (Lin et al., 2009; Serag et al., 2013).
Finalmente, es importante sefialar que, si bien los MWCNT mostraron efectos beneficiosos en
dosis moderadas, también evidenciaron potencial fitotoxico a concentraciones elevadas. Esto
subraya la importancia de desarrollar protocolos de aplicacion seguros y de realizar evaluaciones
de bioseguridad a mediano y largo plazo, particularmente si se contempla su uso en sistemas
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agricolas abiertos donde podrian acumularse en suelos o aguas (Gardea-Torresdey et al., 2014;
Rico et al., 2011).

Limitaciones del estudio y perspectivas futuras

Este estudio presenta limitaciones que deben reconocerse. La primera es que no se realizaron
analisis bioquimicos o moleculares (e.g., actividad antioxidante, expresion génica, cuantificacion
de ROS) que permitieran corroborar directamente los mecanismos propuestos. Futuros trabajos
deberian incorporar estas aproximaciones para validar las hipotesis sobre estrés oxidativo y
activacion génica.

La segunda limitacion es que los experimentos se realizaron en condiciones controladas de
laboratorio e invernadero. La traduccion de estos resultados a condiciones de campo, donde las
variables ambientales fluctiian y existen interacciones bioticas, requerira estudios adicionales.
La tercera es que no se evaluo el posible efecto de los MWCNT sobre la microbiota del sustrato
o sobre la salud del suelo, aspectos cruciales para una evaluacién integral de su impacto
ambiental.

A pesar de estas limitaciones, el trabajo aporta evidencia robusta sobre el potencial de los
MWCNT como nanoestimulantes en A. salmiana, y establece una base metodologica para futuras
investigaciones en la interfaz entre nanotecnologia, fisiologia de semillas y conservacion de
recursos fitogenéticos.

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra, por primera vez en 4. salmiana, que los nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNT) actian como nanoestimulantes dosis-dependientes, capaces de mejorar
significativamente la germinacion y el desarrollo temprano de plantulas cuando se aplican en
concentraciones moderadas (25-50 mg L™'). La concentracion de 50 mg L' emergié como la
mas efectiva, incrementando la germinacion hasta en un 22% respecto al testigo y potenciando el
crecimiento radicular y foliar en mas de un 100% en lotes con calidad fisiologica adecuada. Este
efecto promotor se atribuye a la capacidad de los MWCNT para facilitar la imbibicion y activar
rutas metabolicas clave durante las fases iniciales del desarrollo, aunque los mecanismos
moleculares precisos requieren confirmacion en estudios futuros.

Un hallazgo central y novedoso es que la respuesta a los MWCNT esta fuertemente modulada
por el estado fisiologico basal de las semillas, determinado por su tiempo de almacenamiento.
Las semillas con menos de tres afios de almacenamiento (lotes 2022—-2024) mostraron la mayor
capacidad de respuesta, mientras que lotes con deterioro avanzado (lote 2015) resultaron
irresponsivos a cualquier concentracion. Este patron revela que la efectividad de la
nanoestimulacion no depende exclusivamente de la dosis, sino de una interacciéon compleja entre
el nanomaterial y la integridad estructural y metabodlica del embrion. Sorprendentemente, el
tamafio de la semilla no result6 un predictor fiable de la viabilidad, como evidencio el lote 2024,
que, a pesar de presentar las semillas de mayor peso y grosor, mostr6 una viabilidad
excepcionalmente baja (14.7%), comparable al lote mas antiguo.

Los resultados también confirman que los MWCNT presentan un comportamiento hormético:
mientras que dosis moderadas (<50 mg L) produjeron efectos bioestimulantes consistentes,
concentraciones elevadas (=125 mg L') indujeron respuestas erraticas o inhibitorias,
particularmente en variables como supervivencia en invernadero y elongacion radicular. Esta
transicion entre estimulacion y toxicidad subraya la necesidad de establecer ventanas optimas de
aplicacion y de evitar generalizaciones sobre la seguridad de los nanomateriales basadas
unicamente en ensayos a corto plazo.

Desde una perspectiva aplicada, este trabajo proporciona bases metodologicas solidas para
incorporar nanotecnologia en programas de propagacion y conservacion de germoplasma de
agaves, un género de enorme relevancia ecoldgica, cultural y econdémica en México. La
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concentracion de 50 mg L™ con 24 h de imbibicion emerge como un protocolo de referencia para
futuras validaciones en condiciones de campo y para su posible escalamiento a otros sistemas de
interés agronomico.

En sintesis, este trabajo establece que los MWCNT, utilizados en dosis adecuadas y sobre
material seminal de calidad, constituyen una herramienta prometedora para mejorar la
germinacion y el establecimiento temprano de A. salmiana, pero enfatiza que su efectividad estd
indisolublemente ligada al estado fisiologico de las semillas y a un riguroso control de las
condiciones de aplicacion. Estos hallazgos contribuyen al creciente cuerpo de conocimiento sobre
nano-bio-interacciones en plantas y abren nuevas perspectivas para la biotecnologia de recursos
fitogenéticos.
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