i A
IPICYT

INSTITUTO POTOSINO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

Y TECNOLOGICA

DIVISION DE CIENCIAS AMBIENTALES
SALINIDAD Y OXIDO DE GRAFENO: SU INFLUENCIAEN LA
GERMINACION DE SEMILLAS Y DESARROLLO DE PLANTULAS DE DOS
VARIEDADES DE FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.)
Tesis que presenta:
Q.F.B RICARDO MENDEZ ONTIVEROS

Para obtener el grado de

Maestro en Ciencias Ambientales

CO DIRECTORES DE TESIS:
DR. JOSE RENE RANGEL MENDEZ

DR. JOEL DAVID FLORES RIVAS
ASESORES:
DRA. LAURA YANEZ ESPINOSA

DR. CESAR NIETO DELGADO

ENERO DE 2018



o A
IPICYT

Constancia de aprobacién de la tesis

La tesis “Salinidad y oxido de grafeno: su influencia en la germinaciéon de
semillas y el desarrollo de plantulas de dos variedades de frijol (Phaseolus
vulgaris L.)” presentada para obtener el Grado de Maestro en Ciencias
Ambientales fue elaborada por Ricardo Méndez Ontiveros y aprobada el
diecinueve de enero del dos mil dieciocho por los suscritos, designados por el
Colegio de Profesores de la Divisién de Ciencias Ambientales del Instituto Potosino
de Investigacién Cientifica y Tecnologica, A.C.

Dr. José René Rangel Méndez
Codirector de la tesis

Ny

r. Joel David Flores Rlvas
Codirector de la tesis

Dra. Laura Yafiez (s5pinosa
Miembro del Comité Tutoral



o A
IPICYT

Créditos Institucionales

Esta tesis fue elaborada en el Laboratorio de Ecologia y Cambio ambiental Global de la
Division de Ciencias Ambientales del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica, A.C., bajo la codireccién de los doctores Joel David Flores Rivas y José
René Rangel Méndez.

Durante la realizacion del trabajo el autor recibié una beca académica del Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia 590492 y del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologica, A. C.



Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, A.C.

Acta de Examen de Grado

El Secretario Académico del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, A.C.,
certifica que en el Acta 053 del Libro Primero de Actas de Examenes de Grado del Programa de
Maestria en Ciencias Ambientales esta asentado lo siguiente:

En la ciudad de San Luis Potosf a los 19 dias del mes de enero del afio 2018, se reunid a las 16:10
horas en las instalaciones del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, A.C., el
Jurado integrado por: i ’ :

Dra. Laura Yaiiez E_spinosa ) Presidenta UASLP
Dr. Cesar Nieto Delgado ’ Secretario IPICYT
Dr. Joel David Flores Rivas = " Sinodal IPICYT

Dr. José René Rangel Méndez Sinodal IPICYT
a fin de efectuar el examen, qflé para obtener el Grado de: '

MAESTRO EN CIENCIAS AMBIENTALES

sustenté el C.
Ricardo Méndez Ontiveros

sobre la Tesis intitulada:

Salinidad y oxido de grafeno: su influencia en la germinacion de semillas y el desarrollo de
pldantulas de dos variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

que se desarrollé bajo la direccién de

Dr. Joel David Flores Rivas " :
Dr. José René Rangel Méndez'

El Jurado, después de deliberar, determind

APROBARLO

Dandose por terminado el acto a las 17:50 horas, procediendo a la firma del Acta los integrantes
del Jurado. Dando fe el Secretario Académico del Instituto.

A peticion del interesado y para los fines que al mismo convengan, se extiende el presente
documento en la ciudad de San Luis Potosi, S.L.P.,, México, a los 19 dias del mes de enero de

2018.

Dr. Horacio Flores Ziiiigax

Secretario Académicd G'ﬁ

INSTITUTD POTOSING
DE INVESTIBAGIAN :
CIENTIFICA ¥ TECNOLGGICA, A.G. |
t

IPICYT
| SECRETARIA ACADEMICA:!




DEDICATORIA

Al Ser Supremo, que me ha guiado hasta este lugar.

A mi familia: Carmen, Maximiliano, Angel y Rubi, por ser el motivo de querer
superarme y alcanzar una nueva meta.

A mis padres, Maximiliano e Irma, por su ejemplo de amor incondicional, trabajo y
disciplina.

A mis hermanos, Moénica y Max, por su amor, confianza y consejos.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT), por la beca
otorgada para la realizacion de este proyecto.

Al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (IPICyT), en
especial a la Division de Ciencias Ambientales.

Al Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas (11ZD) de la UASLP, por
las facilidades para realizar parte de este proyecto.

Al comité tutoral integrado por: Dr. José René Rangel Méndez, Dr. Joel
David Flores Rivas, Dra. Laura Yafiez Espinosa y Dr. César Nieto Delgado,
por su conocimiento y experiencia aplicados a la realizaciéon de este
proyecto.

A los técnicos: M.C. Dulce Partida, M.C. Juan Pablo Rodas, M.C. Alejandra
Colunga, Dra. Araceli Patrén y M.C. Ana Iris Pefia, por su valiosa ayuda.
A los académicos de la division de Ciencias Ambientales, de los cuales
aprendi invaluable conocimiento.

A mis compafieros de generacion: Ale, Moni, Bety, Ana, Toflo, Pancho,
Lupita; y especialmente a los que formaron parte del grupo de estudio,
diversion y apoyo en los momentos complicados: Augusto, Javier, Andrea,
Karen, Hugo y Angel.

A los que me apoyaron en esta Aventura: Frank, Neto, Carlos, Nallely,

A todos mil gracias

vi



CONTENIDO

CONSTANCIA DE APROBACION DE LA TESIS ....ooioieieiereeeeeieeeeese e i
CREDITOS INSTITUCIONALES ...ttt iii
ACTA DE EXAMEN ...ttt st iv
DEDICATORIA ..ottt sttt et b et st sae e bt e e sanenes v
AGRADECIMIENTOS ...ttt st vi
CONTENIDO ...ttt sttt sbe et st st n e e b enes vii
INDICE ottt sssssssssssse s sss s s st s sssssss s sssssssss sessnsssssssses s sasssssssssssessssssssssssssesenss viii
RESUMEN ...ttt b e st b sttt et et et b besaeens X
ABSTRACT . et sttt et h bttt sh bt et nre e Xii
LISTA DE TABLAS ...ttt et st st e nn e Xiv
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt ettt XV
ABREVIATURAS ... Xxviii

vii



INDICE

1. INTRODUCCION.....ouiiiiiitriseieeeietseieesessse ettt ss s ss sttt ssessncs 1
1.1 ANTECEUEBNTES ..ottt ettt et et st et e st et e st ebe s b e s e et e st e be st e nteneebesbenseneenis 3
2. JUSTIFICACION ..ottt sttt ss st 10
3. OBJIETIVO GENERAL ...ttt ettt tee et e eesnaeeen 11
3.1 ODbjetivoS ESPECITICOS c.uviiiiieiciciseee sttt ne s re b ne e 11
A, HIPOTESIS ..ottt ettt 11
5. MATERIALES Y METODOS.......ooo ittt 11
5.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE OXIDO DE GRAFENO........cccoevereeeeeeeennns 14
5.3.1 Tamafo de PArtiCUIA .....c.ccvveieiciciee e e ns 14
5.3.2 DIStIDUCION A8 PK@ weouiiiiiieieieierieiee ettt sttt sttt st neens 14
5.3.3 Cuantificacion de grupos fuNCIONAIES ........cccocvvirieieinineceree s 15

5.4 EVALUACION DE GERMINACION. ..ottt sesssessesessesessesens 16
5.4.1 Porcentaje de germiNacCiOn ........ccoveieiienienieineseseeee ettt ettt st e eens 17
5.4.2 Tiempo medio de gerMiNaCiON.......ccccivirerieinireneeeese ettt st st sbe e ssens 17
5.4.3 Tasamedia de germinNaCiOn .......cccoicieieiieiiiiiciececte ettt e re s 18
5.4.4 INdice de SINCIONIZACION .......cuveeecvceeeeeee ettt 18

5.5 DESARROLLO DE PLANTULAS ..ottt st sse s nee e 18
L0 A I Y o (0 Lo o 1= > o LS 19
5.5.2 Biomasa de parte SUBLEITANEGA ........cccccvvivieieiceseeees et 19
5.5.3 Biomasa total de PIANTUIAS........cccevveieicieeeeeceeees e 19
5.5.4 RelaCiON DIOtEITAIZ ..c.ecuieeeeeee ettt ee 19

5.6 MICROGRAFIAS DE BIOMASA DE RAIZ......oovoieeeeiee et 20
5.6.1 Microscopia electrénica de barrido ambiental (SEM) .......ccccocvvvvvveivvivnenccninnennne 20
I 8 R = Vot Lo T g o 1= I 4= T o [ TSR RPP 21
5.7.2 Deshidratacion del tEJid0 . .....cviiiirieicirireeetser ettt 21
5.7.3INCIUSION A€l tEJIUO .ouveuieiiciiieieeee ettt st e sens 22
B5.7.3. L Pre-iNfiltraciON ..ottt e 22
B.7.3. 2 INFIEFACION ..ottt e et e sene e 22
5.7.3.3 POlIMEIIZACION ...ttt a et et e e sene e 22



5.7.3.4 Orientacion y corte de [a MUESTIIA......cccevveeviirerieeeesereeess e 23

5.7.3.5 Descripcion anatdmica del apice de laraiz.....cccccovivvieveceninsenccescseseee e 23

5.8 ANALISIS ESTADISTICOS ...t ssesssess st ssssssssssesssssssssssssssssssesssssssns 23
6. RESULTADOS Y DISCUSION .....cooviiieceeieeeeeeeeeee s 23
6.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE OXIDO DE GRAFENO........cccocevveverereennne. 23
6.1.1 Tamafo de PArtiCUIA .......ccoveieeeiceee et s eens 23
6.1.2 Distribucion de pKa para OG........cccceevirierieiniiiisieeses e e see s saese s sessenes 25
6.1.3 Cuantificacion de grupos fuNCIONAIES ........ccccvvevieieecisee s 26

6.2 EVALUACION DE GERMINACION.......ooiiiiiriineieiineiessessss sttt ssssssesens 27
6.2.1 Porcentaje de germiNacCiON ........oooeeieiienienieireseseeee ettt sttt eeeens 27

6.3 DESARROLLO DE PLANTULAS ..ottt ss s sssasessenens 30
6.3.1 LONGITtUA A€ LA c.ceiienieieieeee ettt sttt 30
6.3.7 Variacion de pH de la solucion de estudio en la unidad experimental ............... 37
6.3.8 Cuantificacion de grupos funcionales en epidermis de raiz.........cccceeevvveeerennene. 40

6.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA ..ottt stsesssess sttt ssssssssssessssssns 43
6.4.1 MICROGRAFIAS SEM ...t es e ssss st sassas s s s 43
B.4.2 ANALISIS EDS ...ttt ettt et et ettt ne e 46

6.5 ESTRUCTURA ANATOMICA DEL APICE DE LA RAIZ ... 48
7. CONCLUSIONES...........c.o oottt e nas 55
8. PERSPECTIVAS ...ttt ettt aeenas 56
ANEXO L ...ttt et ettt e et e e ae et e e e e e ae e beenaeereereeane e 57
6.2.2 Tiempo Medio de gerMiNACION ......cc.cveiiiieeeeccsesee ettt nsens 57
6.2.3 Tasa media de gerMiNACION .....cccceciiirieieeceseere et 60
6.2.4 INdiCe d& SINCIONIZACION ..ottt 63
ANEXO L.ttt et st e b e e sa e s be e teeaaesreebeenaeereenteenee e 67
6.3.2 BiOMASA UE TAICES ....ouieeiiieieee ettt s st este st s senesaeseseesenenas 67
6.3.4 BIOMASA TOTAI ..ottt bbbttt b ettt 71
6.3.5 RelAaCiON Brote:IRAIZ.....c.ciieeieee ettt 74
9. BIBLIOGRAFIA ...ttt et ettt nas 78



RESUMEN

Actualmente la produccion de nanomateriales (NM) es un campo industrial con un
desarrollo muy dindmico y con multiples aplicaciones en energia, materiales,
dispositivos electronicos, manufactura y diagnéstico médico. Los NM son
generalmente sistemas de particulas coloidales, con un tamafio comprendido entre
10 y 100 nm y pueden ser dispersados en el ambiente tanto por exposicion
accidental (por la lluvia y el viento) o intencional, como pueden ser las descargas
industriales y el uso de productos comerciales que, al ser desechados, entran en
las plantas de tratamiento de aguas residuales pudiendo a su vez ser dispersados
por los efluentes.

Cuando los NM son dispersados, tienen el potencial de contaminar el suelo, migrar
al agua superficial y profunda, e interaccionar con la biota, pudiendo ocasionar
efectos negativos sobre las redes alimenticias y los cultivos. Los efectos de los NM
en diferentes especies de plantas pueden variar con el estado de crecimiento de la
planta, método y duracion de la exposicion y también dependen de la forma, tipo,
tamafio, composicion quimica, concentracion, estructura superficial, estabilidad,
funcionalizacion, agregacion y solubilidad de los NM.

Actualmente el 6xido de grafeno (OG) es un precursor importante para la fabricacion
de productos electrénicos debido a la escalabilidad de su produccion y aplicacion,
por lo que su produccion se ha incrementado en tiempos recientes. Sin embargo,
aun se desconocen sus posibles efectos en el ecosistema, por lo que es necesario
el desarrollo de estudios que evaluen sus posibles interacciones bioldgicas.

Por otra parte, los ya mencionados efluentes de plantas de tratamiento, al ser
empleados para cultivos agricolas, pueden presentar otros desafios, como es su
contenido de sales disueltas, lo que ocasiona que los cultivos tengan que enfrentar
la combinacion de mas de un factor de estrés abiaotico.

En esta investigacion se estudio el efecto de dos factores de estrés abiotico, NaCl
y OG, tanto de manera independiente como en combinacién, con el propdsito de
determinar y entender los posibles efectos de estos factores de estrés en los cultivos
agricolas, teniendo como planta modelo Phaseolus vulgaris y empleando las
variedades “Bayo” y “Flor de mayo”.

En cuanto a germinacion, se encontré que el porcentaje no es afectado de manera
importante, en cambio otros parametros si fueros afectados por el estrés abioético:
el tiempo medio de germinacion aumenté para la variedad Bayo, mientras que
disminuyo para la variedad Flor de mayo; la tasa media de germinacion, al tratarse
del inverso del indice anterior, también presentoé diferencias. En cuanto al indice de



sincronizacion, para la variedad Bayo no presentd diferencias, mientras que
aumento para la variedad Flor de mayo.

En cuanto al desarrollo de las plantulas, se encontré que la longitud del tallo y la
acumulacion de biomasa decrecieron progresivamente al aumentar el estrés
abidtico, aunque la variedad Flor de mayo fue menos afectada.

Se encontraron también diferencias entre variedades en la composicion superficial
de la raiz, tanto en tratamiento control como en tratamiento salino.

Por ultimo, el analisis anatomico de la raiz de las dos variedades mostré que las

particulas de OG pueden penetrar el tejido a través de la epidermis y acumularse
en el citoplasma, vacuolas y apoplasto.

xi



ABSTRACT

Currently the production of nanomaterials (NM) is an industrial field with a very
dynamic development and with multiple applications in energy, materials, electronic
devices, manufacturing and medical diagnosis. NMs are generally colloidal particle
systems, ranging in size from 10 to 100 nm and can be dispersed in the environment
either by accidental (rain and wind) or intentional exposure, such as industrial
discharges and the use of commercial products that, when discarded, enter the
wastewater treatment plants and in turn may be dispersed by effluents.

When NMs are dispersed, they have the potential to contaminate the soil, migrate to
surface and deep water, and interact with biota, which may have negative effects on
food chains and crops. The effects of NMs on different plant species can vary with
plant growth status, method and duration of exposure and also depend on the form,
type, size, chemical composition, concentration, surface structure, stability,
functionalization, aggregation and solubility of NM.

Currently graphene oxide (OG) is an important precursor for the manufacture of
electronic products due to the scalability of its production and application, so its
production has increased in recent times. However, their possible effects on the
ecosystem are still unknown, so it is necessary to develop studies that evaluate their
possible biological interactions.

On the other hand, the already mentioned effluents from treatment plants, when
used for agricultural crops, may present other challenges, such as their dissolved
salts content, which causes the crops to face the combination of more than one
factor of abiotic stress.

This study investigated the effect of two factors of abiotic stress, NaCl and OG, both
independently and in combination with the purpose of determining and
understanding the possible effects of these stress factors on agricultural crops,
having as model plant Phaseolus vulgaris and using the varieties “Bayo” and “Flor
de mayo”.

As for germination, it was found that the percentage is not affected in an important
way, in contrast other parameters if they were affected by the abiotic stress: the
average time of germination increased for the bay variety, while it decreased for May
flower variety; the average rate of germination, being the inverse of the previous

Xii



index, also presented differences. Regarding the synchronization index, for the
variety Bayo did not present differences, while it increased for the flower variety of
May.

Regarding the development of the seedlings, it was found that stem length and
biomass accumulation decreased progressively with increasing abiotic stress,
although the variety Flor de mayo was less affected.

Differences were also found between varieties in the root surface composition, both
in control treatment and in saline treatment.

Finally, the anatomical analysis of the root of the two varieties showed that the OG
particles can penetrate the tissue through the epidermis and accumulate in the
cytosol, vacuoles and apoplast.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es la ciencia que interviene en la generacion, manipulacion y
desarrollo de materiales especificos (Delgado-Ramos, 2014) que por sus
caracteristicas se conocen como nano materiales (NM). Generalmente, los NM son
sistemas de particulas coloidales, con un tamafio comprendido entre 10 y 100 nm,
con propiedades Unicas como son cualidades dependientes de tamario, elevada
area superficial, forma definida, alta reactividad, asi como propiedades Opticas (Al-
Halafi, 2014; Dutschk et al., 2014).

La nanotecnologia es actualmente un campo industrial con un desarrollo muy
dindmico y con mudltiples aplicaciones en energia, materiales, dispositivos
electronicos, manufactura, cuidado de la salud y diagnostico médico (Lin et al.,
2010; Safari & Zarnegar, 2014).

Las principales categorias de NM son: carbonosos (Baughman et al., 2002),
semiconductores, 0xidos metalicos (Lang et al., 2011; Rizzello & Pompa, 2014),
lipidos (Yang & Ma, 2010), metales cero valentes (Diao & Yao, 2009), quantum dots,
nanopolimeros (Ljubimova & Holler, 2012) y dendrimeros (Astruc, 2012),
presentando a su vez diversas formas como nano fibras, nano cables y nano
laminas (Aslani et al., 2014). Actualmente existen mas de 800 NM disponibles en el
mercado, y se estima que esta cifra aumente en los préximos afios (Safiuddin et al.,
2014). En el 2014, aproximadamente el 15% de los productos a nivel mundial tenian
algun tipo de nanotecnologia asociada a su produccion (Safiuddin et al., 2014).

Dentro de los NM se encuentran los Nano Materiales de Carbono (NMC). Estos
materiales incluyen diferentes formas de carbono (C) de baja dimension, como los
nanotubos de carbono (NTC), los fulerenos y el grafeno (Zaytseva & Neumann,
2016).

De los NMC, recientemente, los materiales de la familia del grafeno (MFG) han sido
introducidos en numerosos campos cientificos como la quimica, la fisica y la ciencia
de materiales (Figura 1). Los MFG son atractivos tanto en el area académica como
en la industrial, debido a que pueden incrementar de manera sustancial las
propiedades de los materiales a muy bajo costo. Esto se debe a caracteristicas
como su alta conductividad eléctrica y su moderadamente alta transmitancia optica
en el rango visible del espectro electromagnético. Debido a estas propiedades, los
MFG son prometedores para la produccion de peliculas conductivas transparentes
(PCT) (Zhu et al., 2010).



También existe gran interés en el uso de NMC en la agricultura, donde son
empleados como nano fertilizadores (Amonio dentro de nanotubos y fulerenos),
nano pesticidas (fungicidas dentro de NTC) y nano sensores (basados en NTC o
Grafeno) que se emplean en agricultura de precision para detectar plagas (Ranjan
et al, 2016; Zaytseva & Neumann, 2016).

[l Transporte de |/ ondas g Catdlisis
Medicamentos moleculares

~— Antibidticos

1

- Opacificadores |~ - Medios de contraste | Microelectronica |

Figura 1. Aplicaciones potenciales de Nano Materiales de Carbono
(modificado de Aslani et al., 2014)

El grafeno (G) es una forma alotropica del C de dos dimensiones, formada por capas
de atomos de C. En el G, estos atomos presentan una hibridacién sp? y estan
conectados por enlaces o y 1T en una red cristalina hexagonal de dos dimensiones
(Figura 2). Con una distancia entre &tomos de 0.142 nm, se ha determinado que es
un material mas resistente que el acero y, al estar constituido por una sola capa de
atomos, es transparente (Zaytseva & Neumann, 2016).

Figura 2. Hojuela de Grafeno pristino (Loh et al., 2010)



Por otra parte, debido a la escalabilidad de su producciéon y su empleo en
aplicaciones especificas, el 6xido de grafeno (OG, Figura 3) es considerado como
un precursor importante para la fabricacion de G y PCTs. A diferencia del G, el cual
esta constituido solo por atomos de C, el OG presenta en su estructura diferentes
grupos oxigenados, los cuales le confieren diferentes grados de reactividad (Zhu et
al., 2010).

Figura 3. Estructura del OG (Gao, 2015)

Aun con su amplia utilizacién en el presente, es necesario revisar los métodos
actuales de produccion para mejorar el desempefio de los NM en aplicaciones
futuras. También es necesario realizar estudios sobre los posibles riesgos
relacionados con el uso de los NM y sus posibles efectos negativos, ya que las
implicaciones de la nanotecnologia en el medio ambiente en su mayoria ain son
desconocidas, y por lo tanto, sin este conocimiento, la creacion de leyes regulatorias
para estos materiales permanece inviable (Fadeel et al., 2007; Hansen et al., 2009;
Bandyopadhyay et al., 2013; Deng et al., 2014).

Debido a que la metodologia empleada en estudios de toxicidad ambiental no ha
sido contundente, ha habido escepticismo en el empleo de nuevos NM, por lo que
es necesaria mayor investigacion al respecto (Krug & Wick, 2011). Se han realizado
estudios que demuestran que tecnologias previas han generado problemas
ambientales. Algunos ejemplos son los polimeros plasticos, los cuales son
altamente resistentes a la degradacién y representan un riesgo para la salud
humana y ambiental (Galloway, 2015); la acumulacion de TiO2 en la cadena trofica
con un efecto de biomagnificacion (Chen et al., 2015) o la contaminacién oceénica
por el ZnO contenido en los bloqueadores solares (Spisni et al., 2016).

1.1 Antecedentes
Debido a las propiedades de los NM, su produccion y aplicacion a nivel mundial ha

tenido un drastico incremento y, se prevé ademas un aumento en el futuro cercano
con su consecuente liberacién en el ambiente, lo cual ha causado preocupacién
entre individuos y organizaciones respecto a los riesgos a la salud que conlleva el
uso de NM (Galloway, 2015). Las nanoparticulas, con su muy pequefio tamafio,
forma geométrica y propiedades Unicas, tienen el potencial de provocar toxicidad al



modificar drasticamente sus propiedades fisicoquimicas, comparadas con
particulas mas grandes (Ahmed & Rodrigues, 2013).

Los NM pueden atravesar barreras bioldgicas debido a que, por su tamario, estan
en la misma escala que las moléculas que componen las células (proteinas, acidos
nucleicos, lipidos y organelos celulares), por lo tanto, poseen una alta actividad
quimicay bioldgica (Fadeel et al., 2007). Lo anterior sugiere una elevada interaccion
entre los NM y lo sistemas bioldgicos (Deng et al., 2014). Ademas, se ha reportado
que la inadecuada disposicion final de los NM permite a su vez su dispersion e
infiltracion en los ecosistemas (Galloway, 2015). Por lo anterior, se ha incrementado
la investigacion en el desarrollo de metodologias para su remocion del medio
ambiente (Krug & Wick, 2011).

Los NM entran en contacto con los diversos sistemas vivos tanto por exposicion
intencional (como en las aplicaciones agricolas), como accidental, la cual puede
presentarse desde su etapa de produccion, a través de efluentes industriales y
domésticos, las emisiones atmosféricas, la incineracion de residuos (Dutschk et al.,
2014) y también por el uso de productos comerciales, que a su vez, al ser
desechados, entran en las plantas de tratamiento de aguas residuales (Grieger et
al., 2009; Lide et al., 2010). Todos estos factores influyen en las caracteristicas
fisicoquimicas de los NMC, debido a que estos procesos modifican el tamafio, el
area superficial y el grado de funcionalizacion entre otras propiedades, lo cual
influye en su biodisponibilidad (Figura 4) (Hu & Zhou, 2014; Mukherjee et al., 2016).
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Una vez que los NM llegan a la tierra, tienen el potencial de contaminar el suelo o
los sedimentos, migrar al agua superficial y profunda, e interaccionar con la biota,
incluso también pueden ser transportados a los sistemas acuéaticos por la lluvia o el
viento (Ostrowski et al., 2009).

Bajo determinadas condiciones de crecimiento, las plantas pueden absorber tanto
elementos esenciales como no esenciales, y de acuerdo a la concentracion en la
gue se encuentren, esto puede resultar en toxicidad (Lai et al., 2006; Zhang et al.,
2006; Nair et al., 2010).

Se ha reportado que los elementos toxicos sin funcion conocida en los sistemas
bioldgicos, por lo general se acumulan en los tejidos vegetales y causan algun
efecto letal para las especies no tolerantes (Zhang et al., 2006; Lidén, 2011), lo que
ocasiona un efecto negativo sobre los cultivos y las cadenas alimenticias (Aslani et
al., 2014).

Los efectos de los NM en diferentes especies de plantas pueden variar
enormemente con el estado de crecimiento de la planta, método y duracion de la
exposicion (Aslani et al.,, 2014) y también dependen de la forma, tipo, tamafio,
composicibn  quimica, concentracion, estructura superficial, estabilidad,
funcionalizacién, agregacion y solubilidad de los NM. Todas estas propiedades
especificas pueden tener correlacion con los efectos positivos 0 negativos de los
NM asi como de los mecanismos subyacentes a su transporte tréfico (Khiew et al.,
2011).

Si bien existen algunos estudios que han reportado que bajas concentraciones de
NMC pueden mejorar ciertas respuestas, como es el caso de L. esculentum, el cual,
al ser tratado con bajas concentraciones de NTC, aumenta el tamafio de raiz y fruto
(Haghighi et al., 2014), la mayoria de los estudios reportados han demostrado que
la exposicion directa a diversos tipos de NM es causa de fitotoxicidad, lo cual
remarca la necesidad de una eliminacion ecolégicamente responsable de los
productos y residuos que contengan NM. También subrayan la necesidad de
continuar estudiando los impactos de los NM en los sistemas agricolas y
ambientales (Aslani et al., 2014). Ejemplos de cultivos que se han evaluado para la
acumulacion y toxicidad de NM son trigo (Triticum aestivum), pepino (Cucumis
sativus), maiz (Zea mays), cebolla (Allium cepa), calabaza (Cucurbita pepo/mixta),
jitomate (Lycopersicon esculentum), arroz (Oryza sativa), soya (Glycine max),
lechuga (Lactuca sativa) y tabaco (Nicotiana xanthi). Dentro de estos estudios, la
germinacion de las semillas es un parametro importante para evaluar la toxicidad
de estos materiales en las plantas ya que en la germinaciéon se combinan procesos
anabdlicos y catabdlicos que a su vez son sensibles a diversos estimulos internos
y externos (Deng et al., 2014; Hu et al., 2015).

Se ha determinado que los NMC pueden penetrar en las células vegetales (Liu et
al., 2009; Khodakovskaya et al., 2011) e inducir fitotoxicidad a altas dosis (Lin &
Xing, 2007; Stampoulis et al., 2009), por lo que algunos autores sugieren que ciertos



NMC no son 100% seguros y, por lo tanto, recomiendan gran cautela al considerar
la introduccion de productos basados en este tipo de NM en el mercado, ya que
existe un elevado riesgo en la dispersion de éstos materiales en el ambiente. En
conjunto, estos hallazgos generan una urgente necesidad de investigacién en el
campo de la nanotoxicologia (Aslani et al., 2014).

Se han reportado diferentes efectos de los NMC sobre especies vegetales, siendo
éstos positivos 0 negativos para su desarrollo. Por ejemplo, en garbanzo (Cicer
arietinum) se ha observado internalizacion de NMC, particularmente nanotubos,
determindndose que una vez dentro del tejido vascular, estos NMC mejoran la
eficiencia de la toma de agua, aumentando el desarrollo general de la planta
teniendo por lo tanto un efecto positivo. En cuanto a efectos negativos, otros
estudios reportan que los MNC guedan retenidos sobre la raiz por adsorcién, lo cual
puede afectar las interacciones entre plantas y microorganismos y, por lo tanto, la
adquisicidn de nutrientes, lo que genera una disminucion del desarrollo de la planta.
Estos efectos se han encontrado en pepino (C. sativus), zanahoria (Daucus carota)
y cebolla (A. cepa). También se ha reportado la reduccién de la biomasa y
disminucién de la tasa de germinacioén en especies como mostaza (Brassica alba)
y calabaza (Curcubita pepo). En todos los casos, se debe considerar que los efectos
positivos 0 negativos, son dependientes de la especie de estudio, condiciones de
crecimiento, concentracion y tiempo de exposicion (Mukherjee et al., 2016).

Debido a su versatilidad en las aplicaciones presentes y futuras y la consecuente
exposicion a los MFG, es importante enfocar la atencion en la bioseguridad de estos
NM. Si bien la biocompatibilidad y la toxicidad de los MFG actualmente son el centro
de atencion, los riesgos para la salud y el medio ambiente en su mayoria son auln
desconocidos. La investigacidon sobre los riesgos de los MFG en estas areas recién
esta comenzando, y el propdsito principal es entender y evaluar la naturaleza de los
riesgos asociados con la exposicibn a estos materiales, incluyendo su
comportamiento quimico, transporte, translocacion, persistencia, transformacion,
respuestas biologicas (toxicidad y defensa natural), enfermedades relacionadas,
destino ambiental y efectos en los ecosistemas. Entender las interacciones
bioldgicas de los MFG con metales, células, proteinas y 6rganos es fundamental
para el futuro disefio de MFG mas seguros (Hu & Zhou, 2013).

El G y el OG son considerados materiales revolucionarios cuya aplicacion se ha
incrementado notablemente en los dltimos afos, por lo tanto, es de fundamental
importancia evaluar la seguridad de estos NMC, asi como su impacto en la salud.
Para lo anterior, se requiere entender las diferencias estructurales y de hibridacion
entre los distintos tipos de materiales y sus diferentes efectos biolégicos. Los
estudios reportados a la fecha han sido contradictorios, por ejemplo, algunos
estudios tanto in vivo como in vitro muestran que no existen riesgos particulares,
por otro lado, otros indican que los MFG pueden llegar a ser peligrosos para la salud
(Guo & Mei, 2014; Seabra et al., 2014; Jastrzebska & Olszyna, 2015). Un concepto
clave es que la investigacion en nano seguridad debe ser parte del desarrollo de
nuevas nano tecnologias. En este sentido, los MFG no pueden ser excluidos de este
tipo de investigaciones (Bianco, 2013).



La liberacién de nano particulas de G y OG en el medio ambiente ocurre por los
desechos domésticos e industriales; se espera que la cantidad liberada continte en
aumento, por lo que se incrementaria el riesgo de exposicion a los MFG ( Zhu et al.,
2010; Seabra et al., 2014; Jastrzebska & Olszyna, 2015). Por otra parte, estudios
recientes han sefialado los posibles efectos adversos del grafeno sobre la salud
humana (Zhang et al., 2010) y en las bacterias (Akhavan & Ghaderi, 2010).

El G, el OG y los NM en general pueden desencadenar diferentes efectos sobre las
especies vegetales, las cuales, a su vez, como productores primarios, pueden
afectar los ecosistemas. Debido a lo anterior, es importante entender las
interacciones entre los NM y las especies vegetales. Adicionalmente, las
interacciones entre los NM y las plantas son particularmente importantes debido a
que éstas ultimas tienen estrecha relacion con el suelo, el agua y la atmosfera, por
lo tanto, el entender estas interacciones permitira ademas, determinar el grado de
dispersion de estos materiales por las plantas hacia estos compartimentos
ambientales (Miralles et al., 2012).

Se ha reportado toxicidad despreciable de G en el crecimiento de tomate (L.
esculentum), aunque solo se empleé una baja concentracion (50 ppb).
(Khodakovskaya et al., 2011). Se ha descrito que los NM que muestran un efecto
toxico evidente sobre los cultivos alimenticios aparecen comunmente en el intervalo
de concentracion de 1000-4000 ppm (Rico et al., 2011). Otras investigaciones
reportan que los estudios de toxicidad en cultivos alimenticios se llevan a cabo
comunmente a altas concentraciones (2000 - 5000 ppm) de NM (Lin & Xing, 2007;
Lépez-Moreno et al., 2010; EI-Temsah & Joner, 2012).

Uno de los estudios mas relevantes es el de Begum et al., 2011, en el cual se
exploré si el G puede inducir fitotoxicidad a altas dosis en hortalizas expuestas a
concentraciones variables (0 a 2000 ppm) de G. El rango de concentracion se
definié de acuerdo con las directrices de la Agencia de Proteccion al Ambiente de
los E.U.A., (US EPA, 1996). Para la evaluacion de la toxicidad, estas mismas
directrices incluyen el establecimiento y evaluacion de estudios sobre germinacion
de semillas y crecimiento de plantulas (crecimiento de raiz y brote, nimero de
hojas), a menudo acompafiadas de otras evaluaciones de muerte celular,
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estudios morfolégicos para
obtener evidencia de sintomas in situ de posible toxicidad.

En cuanto al OG, se ha reportado que este puede ejercer efectos sobre los seres
Vivos: microorganismos, animales y vegetales. En cuanto a los primeros, se ha
encontrado alteracion del metabolismo de lodos activados (Ahmed & Rodrigues,
2013). En animales, por ejemplo, ocasiona aumento de la mortalidad y decremento
de velocidad de nado de la larva Nauplii (Begum & Fugetsu, 2013).



En plantas, las NP pueden alterar el crecimiento y desarrollo, afectando la
germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas. Se ha descrito que los
NMC pueden penetrar en células vegetales y cuando se encuentran en altas dosis
inducen fitotoxicidad (Begum et al., 2011). Los NMC, por ejemplo, provocan dafio
mitocondrial en Arabidopsis thaliana (Begum & Fugetsu, 2013). En col (Brassica
oleracea); jitomate (L. esculentum) y amaranto (Amaranthus tricolor) se ha
determinado que el OG provoca inhibicion del crecimiento, reduccion de tamafio y
namero de hojas (Begum et al., 2011). También se ha descrito que la exposicion a
OG reduce el tamafio de los brotes, siendo este efecto dependiente de la
concentracion; ademas reduce también el peso fresco (Hu et al., 2014). A pesar de
la informacién anterior, son escasos los estudios reportados a la fecha referentes a
otras especies vegetales (Jastrzebska & Olszyna, 2015).

Por otra parte, los ya mencionados efluentes de plantas de tratamiento, al ser
empleados para cultivos agricolas, pueden presentar otros desafios, como es su
contenido de sales disueltas, lo que ocasiona que los cultivos tengan que enfrentar
la combinacion de al menos dos factores de estrés abidtico.

La agricultura de riego es el mayor consumidor de agua potable del mundo. Debido
a que los recursos hidricos se encuentran en disminucién, muchas regiones del
mundo estan experimentando crecientes problemas de déficit hidricos. Esto ha
generado un importante decremento en los caudales del agua superficial y en los
niveles de los mantos freaticos (Hamdy, 1992).

Otros factores que incrementan la problematica antes mencionada es la
contaminacion del agua al reducir la cantidad de agua segura para el consumo
humano; y el cambio climatico, ya que se proyecta que este alterara el patron de
lluvias generando temporadas secas mas intensas y prolongadas, por lo que se
estima que un aumento en la temperatura global podria llevar a una situacién en la
que de uno a dos mil millones de personas no cuenten con agua suficiente para
satisfacer sus necesidades de consumo, higiene y alimentarias (Winpenny et al.,
2013).

Dado que la agricultura provee el alimento de la poblacion mundial, ésta continuara
desarrollandose. Sin embargo, la escasez de suministros de agua para satisfacer
las necesidades de la agricultura y del rapido crecimiento poblacional, ha generado
gue la atencion se enfoque en el aprovechamiento de recursos hidricos no
convencionales, en particular los efluentes de aguas residuales (Hamdy, 1992;
Winpenny et al., 2013).

El agua residual tratada puede ser usada para irrigacion agricola, industria, recarga
de mantos acuiferos y, en casos especiales, con el tratamiento adecuado pueden
ser usadas para suministro municipal, permitiendo destinar el agua potable para uso
domeéstico. Debido a lo anterior, la reutilizacion en agricultura de las aguas
residuales tratadas es una opcion que se esta estudiando y adoptando cada vez
MAas en regiones con escasez de agua (Hamdy, 1992). Por este motivo es que los



efluentes de aguas residuales han sido incluidos en los planes nacionales de
desarrollo de diversos paises, incluido México (CONAGUA, 2009).

Se estima que en zonas aridas y semiaridas, el reciclaje de agua tendra un gran
impacto en los futuros suministros de agua util, mas que cualquier otra tecnologia,
tales como la cosecha de agua, desalinizacién de agua marina, modificacion del
clima o lluvia artificial (Hamdy, 1992).

Durante el crecimiento de los cultivos, las plantas usualmente estan expuestas a
diferentes factores de estrés ambiental, los cuales limitan su crecimiento y
productividad. Dentro de éstos factores, la salinidad y la sequia son de los mas
graves. Se ha estimado que mas del 20% del total de tierras cultivadas a nivel
mundial contienen niveles altos de sal, suficientes para causar estrés salino en los
cultivos (Maghsoudi Moud & Maghsoudi, 2008).

En ambientes salinos, la adaptacion de las plantas a la salinidad durante la
germinacion y las primeras etapas de desarrollo es crucial para el establecimiento
de las plantas. La etapa de plantula es la méas vulnerable en el ciclo de vida de las
plantas y la germinacion determina cuando y dénde comienza el desarrollo de las
plantulas (Llanes et al., 2005; Kaymakanova, 2009).

El efecto mas comun a causa de la salinidad es el retraso general del crecimiento
de la planta (Gama et al., 2007). Cuando la concentracion de sales en el suelo
sobrepasa un nivel de 4 dS, la velocidad de crecimiento y el tamafio de la mayoria
de las especies decrecen progresivamente. Esto ocurre debido a que, al aumentar
la cantidad de sales disueltas en el suelo, disminuye el potencial hidrico de éste, por
lo que disminuye también la cantidad de agua disponible para las especies
vegetales (Bayuelo-Jiménez et al., 2012)

Se ha demostrado mediante determinaciones de tasa de germinacion, longitud del
tallo, ramificacion y el tamafio de las hojas que las concentraciones altas de sales
afectan las etapas de germinacion y desarrollo de plantulas, las cuales son cruciales
para el establecimiento de las especies vegetales (Gutierrez-Rodriguez et al., 2005;
Gama et al., 2007). Aunque se ha demostrado que la salinidad afecta a la mayoria
de las especies vegetales, la respuesta es distinta entre especies e inclusive entre
variedades (Kaymakanova, 2009).

De los cultivos agricolas, y dentro del grupo de las leguminosas que poseen semillas
comestibles, el frijol comun es considerado uno de los mas importantes (Cokkizgin,
2012). En varias regiones del mundo es un componente esencial de la dieta.
También representa un cultivo importante por su capacidad fijadora de nitrégeno
(Ulloa et al., 2011). En México el frijol se produce en los ciclos agricolas primavera-
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verano y otofio-invierno. En el segundo ciclo, se realiza en condiciones de humedad
residual, proceso que favorece la salinidad del suelo (Campo Mexicano, 2005).

En las regiones con clima semi desértico, los efectos de la salinidad se incrementan,
debido a que la concentracién salina aumenta y las sales de menor solubilidad
precipitan (Miyamoto & Pingitore, 1992). Se ha demostrado que una de las sales
gue permanece en las soluciones salinas de los suelos bajo condiciones de
humedad residual es el NaCl, por su alta solubilidad (Ayers & Westcot., 1985).

Las variedades del frijol se pueden clasificar de acuerdo a diversos criterios. Por su
cONsSUMO CoMo grano seco y como grano y vaina verde; desde el punto de vista
agronoémico se utilizan caracteristicas como la duracién del periodo vegetativo y se
habla de variedades precoces o tardias; en cuanto a la reaccion al fotoperiodo se
dice de variedades sensibles a la luz, insensibles o neutras y en lo que respecta a
factores limitantes de la produccion se ubica a las variedades en al menos las
resistentes y susceptibles.

Aungque a nivel mundial todas las variedades de frijol quedan incluidas en los
criterios anteriormente sefialados, a nivel practico, los paises en particular clasifican
a sus variedades de frijol de acuerdo a las caracteristicas de su grano, en especial
en lo relativo a su tamafio y color (Ulloa et al., 2011).

Los efectos de la salinidad sobre los cultivos en general y de P. vulgaris en
particular, son un tema ampliamente estudiado, mientras que los estudios de la
toxicidad del OG sobre especies vegetales es un tema relativamente reciente. Sin
embargo, los estudios sobre los efectos causados por la combinacién de al menos
dos factores de estrés abi6tico sobre cultivos son aun escasos. Debido a esto, la
presente investigacion aport6 informacién novedosa en esta area de estudio.

2. JUSTIFICACION

El OG se libera de manera progresiva y cada vez en mayores cantidades en el
ambiente, siendo diseminado por las actividades antropogénicas, incluidos los
efluentes de plantas de tratamiento. Existe la necesidad de profundizar en el
conocimiento sobre la toxicidad de los MFG en los cultivos destinados a la
alimentacion y sus posibles implicaciones en la salud humana; es necesario estudiar
qué efectos ocasionaran en los cultivos agricolas que sean irrigados con estos
efluentes. Por otra parte, es muy probable que dichos cultivos enfrenten mas de un
factor de estrés abidtico, siendo la salinidad uno de los mas comunes. Por lo
anterior, el propdsito de esta investigacion es determinar los efectos que la salinidad
y el OG tendran de manera independiente y combinada sobre los cultivos agricolas.
La especie de estudio es Phaseolus vulgaris empleando las variedades Flor de
mayo y Bayo, debido a que son de las variedades mas importantes en las regiones
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semi aridas, en las cuales el empleo de efluentes para irrigacion tendra una alta
relevancia.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la salinidad y el 6xido de grafeno en la germinacion y el
desarrollo de Phaseolus vulgaris variedades “Bayo” y “Flor de mayo”.

3.1 Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de la salinidad y el OG en la germinacién de semillas y
el crecimiento de plantulas de las dos variedades de Phaseolus vulgaris.

2. Establecer los mecanismos de interaccion entre la salinidad y el OG sobre
las semillas y plantulas de las dos variedades de Phaseolus vulgaris.

4. HIPOTESIS

La salinidad y el 6xido de grafeno, de manera individual o combinada, alteraran la
germinacion y el desarrollo de las plantulas de frijol. En bajas concentraciones de
estos compuestos existird un efecto positivo en la germinacién y desarrollo de las
plantulas, presentando el efecto contrario en altas concentraciones.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 ESPECIE DE ESTUDIO

En esta investigacion se trabajé con semillas comerciales de Phaseolus vulgaris L,
variedades “Flor de mayo” y “Bayo”, por ser variedades cultivadas en climas semi
aridos. Se emplearon semillas comerciales de la marca La Merced® para las dos
variedades. En la Tabla 1, se presenta la descripcion taxondmica de la especie de
estudio. En la Figura 5 se muestran imagenes de las variedades empleadas.
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Tabla 1. Descripcién taxonémica de Phaseolus vulgaris (United States Department of
Agriculture, 2016)

Descripcidon taxondmica
Reino:  |Plantae Orden: Fabales
Division: |Magnoliophyta Familia: Fabaceae
Clase: Magnoliopsida Género: Phaseolus
Subclase: |Rosidae Especie: Phaseolus vulgaris

Variedad Flor de Mayo Variedad Bayo.

Figura 5. Variedades de Phaseolus vulgaris empleadas en esta investigacion.

5.2 CONDICIONES DE EXPERIMENTACION

Para los experimentos de germinacion de semillas y desarrollo de plantulas se
establecido como repeticion 1 vaso de precipitado de 250 mL con 10 semillas, y se
realizaron 4 repeticiones por tratamiento. Las diferentes soluciones experimentales
se ajustaron a pH 7.0 £0.3.

Se seleccionaron semillas sanas de P. vulgaris, las cuales se desinfectaron usando
NaClO al 5 % por 10 minutos, después las semillas se lavaron y posteriormente se
hidrataron durante 5 h en agua desionizada. Transcurrido ese tiempo, se colocaron
sobre papel absorbente durante 24 h, y a continuacion se procedié a realizar la
siembra en cada uno de los tratamientos. Estas etapas se realizaron en condiciones
controladas con una temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h
oscuridad. Los recipientes se cubrieron con vitafiim. Durante el tiempo de
evaluacion, se afiadio diariamente 1 mL de solucidn experimental a cada repeticion.
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5.3 DISENO EXPERIMENTAL

Los estudios de estrés salino para Phaseolus vulgaris reportan concentraciones de
salinidad en el rango de 30 a 100 mM, (Seemann & Critchley, 1985; Gutierrez-
Rodriguez et al., 2005; Gama et al., 2007; Zuccarini, 2008; Kaymakanova, 2009;
Bayuelo-Jiménez et al., 2012; Chulim et al., 2014) mientras que para OG, estudios
previos (no publicados) dentro del grupo de trabajo, mostraron que para Cucumis
sativus, las concentraciones de 25, 50, 100, 200, 500, 1000 y 1500 mg/L permiten
estudiar la respuesta de las semillas y las plantulas a diferentes tratamientos,
ademas, estas concentraciones estan dentro del rango recomendado en los
estudios de toxicidad (US EPA, 1996).

Para determinar la influencia de la salinidad y la presencia de OG en la germinacion
de las semillas y en el desarrollo de las plantulas, se establecié un disefio para
evaluar cada variable de manera independiente y también en sus posibles
combinaciones.

La Tabla 2 muestra las concentraciones NaCl mM y las concentraciones de OG en
ppm empleadas para los diferentes tratamientos experimentales. Este disefio
permite analizar los factores de estrés de manera independiente (NaCl de 0 a 90
mM, OG de 0 a 1500 ppm) asi como todas sus posibles combinaciones.

Como resultado del diseiio experimental, las posibles variables explicativas que
pueden tener influencia en las respuestas experimentales son la variedad, el NaCl,
el OG, y las interacciones variedad*NaCl, variedad*OG, NaCl*OG vy
variedad*NaCl*OG.

Para la realizacién de los diferentes tratamientos de esta investigacion se emple6
una suspension de o6xido de grafeno marca Graphenemarket®, con una
concentracion de 6.2 g/L. EI NaCl empleado fue grado reactivo marca Sigma
Aldrich®.
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Tabla 2. Tratamientos experimentales con las distintas concentraciones de NaCl y OG.

NaCl mM OG ppm NaCl-0G NaCl-0G NaCl-0G
0 0 $300G0 S600G0 S900GO0
30 25 S300G25 | S600G25 | S900G 25
60 50 S$300G 50 S 600G 50 S900G 50
90 100 S300G100 | S600G 100 | S900G 100

200 S300G 200 [ S600G 200 | S 900G 200
500 S300G 500 [ S600G 500 | S 900G 500
1000 S300G 1000 [ S 60 0OG 1000 | S 90 OG 1000
1500 S 300G 1500 [ S 60 OG 1500 | S 90 OG 1500

5.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE OXIDO DE GRAFENO

5.3.1 Tamano de particula

El tamafio de particula se determind mediante un analisis en un zetametro marca
Microtac®. Para este propdsito se midieron 145 pL de la suspension de OG y se
complet6é a un volumen de 6 mL con agua desionizada. De esta manera se obtuvo
una suspension de OG con una concentraciéon de 150 mg/L. Se tomé 1 mL de
solucion y se analizé en el zetametro. La medicion se realizé 6 veces.

5.3.2 Distribucién de pKa

La distribucién de pKa del OG se determind mediante el equilibrio de pH y fue
obtenida utilizando un método de titulaciébn potenciométrica en una tituladora
automéatica marca Mettler Toledo®, el método se describe a continuacion:

En un matraz volumétrico de 25 mL se afiadieron 806.4 pL de la suspensiéon de OG,
se pesaron 0.0146 g de NaCl los cuales se agregaron al matraz y se llevé a aforo
con agua desionizada, obteniéndose 25 mL de NaCl 0.1 N. Esta solucion se llevé a
la tituladora automatica y, cuando fué necesario, se agregé un volumen determinado
de una solucién 0.1N de HCI con la finalidad de ajustar el pH a un valor de 3.0 antes
de iniciar el experimento. Cuando se obtuvo el pH deseado la solucién fue gasificada
con nitrégeno. Por ultimo, se ejecutd el programa de titulacion y se registro el pH de
cada solucion final. Para la titulacion de OG en 90 mM de NaCl, se emplearon
0.1314 g de NaCl y se siguié el mismo procedimiento.
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5.3.3 Cuantificacién de grupos funcionales

Para la realizacion de este analisis, primeramente, fue necesario obtener OG lavado
y seco, lo cual se realiz6 como se describe a continuacién. De la suspension de OG
marca Graphenemarket®, se tomaron 1.5 mL y se colocaron en un tubo eppendorf,
y se centrifugd por 10 min a 10, 000 rpm. Se retiré el sobrenadante y se agrego
agua desionizada hasta 1.5 mL, se agitd y nuevamente se centrifugd por 10 min a
10, 000 rpm. El lavado con agua desionizada se repiti6 una vez mas. Se retiro el
sobrenadante y el sedimentado se llevé a secado en un concentrador durante 4 h a
45 °C. Finalmente se obtuvo OG seco, el cual se empled para la determinacién de
grupos funcionales.

Los sitios activos del OG se determinaron por el método de titulaciéon &cido-base
descrito por Boehm (1994). Este procedimiento consiste en llevar a cabo un
experimento de neutralizacion para cada grupo funcional. Con una solucién
valorada de NaOH 0.1N se determind la totalidad de sitios &cidos presentes en el
OG. Con una solucion valorada de Na,COsz; 0.1 N se neutralizaron los sitios
carboxilicos y lacténicos, con solucién valorada de NaHCO3 0.1 N se neutralizaron
los sitios carboxilicos y con una solucién valorada de Etéxido de Sodio 0.1 N se
neutralizaron los sitios carbonilo. Cada una de éstas determinaciones se llevo a
cabo agregando 5 mg de OG en tubos Corning, los cuales contenian 25 mL de la
solucion neutralizante. Los tubos se sometieron a sonicacién durante 10 s y se
permitieron 5 min de reaccién. Después, la mezcla fue centrifugada por 1 hora a
3800 rpm. Posteriormente se filtré el sobrenadante. Finalmente se tomé una alicuota
de 20 ml del sobrenadante y se titul6 con solucién valorada de 0.1 N de HCI
utilizando una tituladora automética marca Mettler Toledo®,

En las siguientes ecuaciones se muestran los sitios activos, la solucién neutralizante
utilizada para cada uno de ellos y como se calcula la concentracion de cada uno de
los grupos funcionales.

Csc =CscC NaHCO3, 0.1 N
CSCL=CsC +CsL Na,COsz, 0.1 N
CSCLF=CsC + CsSL + CSF NaOH, 0.1 N

CSAT =CSC +CSL + CSF + CsCa NaOCsH,, 0.1 N
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Dénde:

CscC= Concentracion de sitios carboxilicos, (meg/g)

CsScCL= Concentracion de sitios carboxilicos y lactdnicos, (meg/g)

CSL= Concentracion de sitios lactonicos, (meg/qg)

CSCLF= Concentracidn de sitios carboxilicos, lactonicos y fendlicos, (meq/g)
CSF= Concentracion de sitios fendlicos, (meg/g)

CSAT= Concentracion de sitios acidos totales, (meqg/qg)

CScCa= Concentracion de sitios carbonilos, (meg/g)

Las concentraciones de los sitios activos del OG se calcularon segun Andrade
Espinosa & Rangel Méndez (2007) y Rios Del Toro et al. (2012), con la siguiente
ecuacion:

Vin (Gin — Cin)
Csa :T X 1000

Donde:

CSA = Concentracién de sitios activos, (meg/g)

Vin = Volumen inicial de la solucion neutralizante, (L)

Cin = Concentracion inicial de la solucion neutralizante, (eqg/L)
Cfn = Concentracién final de la solucién neutralizante. (eq/L)

m = Masa de OG (g)

5.4 EVALUACION DE GERMINACION

La germinacion de las semillas es definida como una serie de procesos metabdlicos
y morfolégicos, la cual comienza con la absorcibn de agua por la semilla
(imbibicion), y termina con la aparicion de la radicula a través de las estructuras que
lo rodean. En conjunto, estos procesos resultan en la transformacioén del embrién
en una plantula, la cual posteriormente es capaz de convertirse en una planta adulta
(Bewley & Bradford, 2013).
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Para fines de este estudio, la etapa de germinacién se considero realizada cuando
emerge la radicula entre los cotiledones. Las evaluaciones de germinacion se
realizaron diariamente (Chulim et al., 2014).

La germinacion se evalu6 durante 10 dias, siendo éste el periodo de evaluacion de
esta investigacién. Se evalué el porcentaje de germinacién, el tiempo medio de
germinacion, la tasa media de germinacion y el indice de sincronizacion.

5.4.1 Porcentaje de germinacion

Es el porcentaje de semillas germinadas (capaces de producir una planta normal)
respecto del total de semillas sembradas en condiciones determinadas (Cokkizgin,
2012). El porcentaje de germinacion en un lote de semillas es importante debido
gue indica la proporcién de semillas capaces de germinar y desarrollarse (Méndez-
Hurtado et al., 2013).

La férmula mediante la cual se calcula el porcentaje de germinacion es la siguiente:

PG =Xy 100
NS,

Donde:
/Vfg = Numero de Semillas Germinadas

/I/5T = NUumero de Semillas Totales

5.4.2 Tiempo medio de germinacién

El tiempo medio de germinacion fue propuesto por Haberlandt en 1875 y
posteriormente empleado como longitud media de tiempo de incubacién. Se calcula
como la media ponderada del tiempo de germinacion (hora, dia o la unidad de
tiempo empleada). El nimero de semillas germinadas en los intervalos establecidos
para la recoleccién de datos se utiliza como medida. En términos précticos, el
tiempo medio de germinacion se considera como la cantidad de unidades de tiempo
que tardan en germinar al menos el 50% de las semillas en un tratamiento (Ranal &
Santana, 2006; Lozano et al., 2015).

La féormula para calcular el tiempo medio de germinacion es la siguiente:

TGM = 22
¥n
Donde:
7GM=Tiempo Medio de Germinacion.
> (Pn) = Numero de Semillas Germinadas cada dia
D = Dia de conteo
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5.4.3 Tasa media de germinacion

La tasa media de germinacion se define como el reciproco del tiempo medio de
germinacion. En términos simplificados, la tasa media de germinacion es la cantidad
de semillas de un tratamiento que germinan en una unidad de tiempo (Lozano et al.,
2015).

La formula para calculo de la tasa de germinacién es la siguiente:

1
T TMG

Donde:
TMG = tiempo medio de germinacion

5.4.4 indice de sincronizacion

Es un indicador de la homogeneidad de la germinacion en una condicion
determinada. Este valor oscila entre 0 y 1. Cuando el valor se aproxima a 1, indica
gue la germinacién es homogénea, por el contrario, cuando el valor se aproxima a
0, indica que la germinacién no presenta homogeneidad (Lozano et al., 2015)

La féormula para calcular el indice de sincronizacion es la siguiente:

Z —_ ZCHlJZ
N

n.(ni-1) N >n.(yni-1)
, 2 B 2

Donde:
Cn1,2 = Combinacion de Semillas Combinadas al tiempo /, 2 juntas.

nl_ = Numero de Semillas Germinadas en la observacion i.

5.5 DESARROLLO DE PLANTULAS

Para evaluar los efectos de la salinidad y la exposicion de OG en el desarrollo de
plantulas de Phaseolus vulgaris, se midieron los siguientes parametros: longitud de
tallo, biomasa de parte subterranea, biomasa de parte aérea y biomasa total. Estas
mediciones se realizaron para todos los tratamientos y las dos variedades de
semillas empleadas.
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5.5.1 Longitud de tallo

El desarrollo del tallo es un indicador del adecuado crecimiento y establecimiento
de la plantula; éste también puede ser afectado por diversos factores de estrés, por
lo cual la alteracion del desarrollo del tallo afectara el establecimiento de la plantula
(Cornelissen et al., 2003).

5.5.2 Biomasa de parte subterranea

Después de la germinacion, el desarrollo de la radicula (parte subterranea de la
plantula), es indispensable para el establecimiento de la plantula, siendo la biomasa
de la radicula un indicador de la capacidad de la plantula de crecer, desarrollarse y
establecerse como plantula y prosperar ante el estrés sometido (Chandna et al.,
2013).

5.5.3 Biomasa total de plantulas

Se evalud el total de biomasa en peso seco que la plantula acumulé en la etapa de
crecimiento, como una medida de los recursos asignados al crecimiento en los
distintos tratamientos y del desarrollo normal de la plantula (Chandna et al., 2013;
Méndez-Hurtado et al., 2013).

5.5.4 Relacién brote:raiz

La relacién o proporcion biomasa aérea/biomasa subterranea (relacion brote:raiz)
es uno de los principales indicadores de estrés salino en el desarrollo de muchos
genotipos de cultivos. Generalmente esta proporcién disminuye al aumentar el
estrés, proporcionado informacion sobre la manera en que la planta asigna los
recursos para su crecimiento de acuerdo al grado de estrés al que es sometida
(Chandna et al., 2013).

5.5.5 Variacion de pH de la solucion de estudio en la unidad experimental

Con el propésito de determinar si durante el desarrollo del experimento existia una
variacion de la solucion problema de los diferentes tratamientos, y determinar si esto
se presentaba para las dos variedades, se midio el valor de pH alos 5y a los 10
dias de desarrollo de las plantulas. El valor de referencia de pH fue de 7.0+ 0.2, el
cual fue el valor al cual se ajustaron las soluciones de estudio.
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5.5.6 Cuantificacion de grupos funcionales en epidermis de raiz

Para determinar las posibles diferencias en la composicion superficial de la raiz en
ambas variedades, se cuantificaron los grupos funcionales de muestras de ambas
variedades cultivadas en tratamiento control y en tratamiento de 90 mM de NacCl.
Aunado a esto, también se valoraron a dos distintas fuerzas idnicas del electrolito
de soporte, las cuales fueron 10 y 90 mM, con el objetivo de determinar las posibles
variaciones de la epidermis del tejido radicular antes un estrés salino tanto agudo
como croénico. Esta valoraciéon semicuantitativa se realizO mediante el programa
SAEIUS®, el cual estima la f(pK) en mmoles-g.

5.6 MICROGRAFIAS DE BIOMASA DE RAiz
5.6.1 Microscopia electrénica de barrido ambiental (SEM)

Con la finalidad de analizar de qué manera interactuaba el OG con la raiz, el NaCl
con la raiz, asi como la combinacion de OG y NaCl con la raiz, se obtuvieron
también micrografias de tejido seco de raiz de los tratamientos 1500 ppm de OG y
de la combinacion 90 mM de NaCl con 1500 ppm de OG. Para obtener imagenes
de la morfologia superficial del tejido de raiz, se realizd un escaneo con el
microscopio electronico ambiental ESEM Quanta FEG 250 marca FEI®. Por tratarse
de muestras bioldgicas, no se empled ningun recubrimiento.

5.6.2 Energia dispersiva de rayos X (EDS)

Empleando las muestras utilizadas en el andlisis anterior, se realiz6 un analisis por
energia dispersiva de rayos X (EDS) con el mismo equipo, ESEM Quanta FEG 250
marca FEI®, pero en éste caso, en modo de alto vacio. Esta técnica permite determinar
los porcentajes de la composicién elemental de las muestras. El fundamento del
andlisis de EDS estd basado en las interacciones entre la radiacion
electromagnética, el material analizado y los rayos X. La caracterizacion se
fundamenta en el hecho de que cada elemento posee una estructura atbmica Unica,
y cuando el haz de rayos X impacta con los diferentes elementos, estos emiten una
energia caracteristica de su estructura atbmica, lo que permite identificar de forma
individual los distintos elementos presentes en la muestra (Goldstein et al., 1992).

5.7 ESTRUCTURA ANATOMICA DEL APICE DE LA RAIZ

La estructura anatomica del apice de la raiz se analiz6 para los tratamientos
seleccionados con base en los resultados experimentales. Se emplearon plantulas
de 10 dias de crecimiento con diferentes tratamientos de Salinidad y OG. En la
Figura 6 se muestra la ubicacion del apice de la raiz.
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Figura 6. Evolucion de la germinacion y desarrollo de brote de Phaseolus vulgaris
(modificado de Bradbeer, 1988).

El procedimiento inicié con la fijacion del tejido fresco de raiz con glutaraldehido
grado 1, diluido al 4%. Posteriormente se realizaron tres lavados con solucion buffer
de fosfato (pH 7.4 1M). Posteriormente, se realizd la deshidratacion del tejido en
una serie etandlica, finalizando con la infiltracion e inclusién del tejido en resina
(Ruzin, 1999). Los cortes con un espesor de 1.5 um se realizaron con un microtomo
rotatorio marca Leica®. A continuacion, se describe el procedimiento:

5.7.1 Fijacion del tejido

Las muestras de tejido se colocaron en tubos Corning de 15 mL a las cuales se les
agrego glutaraldehido al 4% hasta cubrirlas por completo y se reposaron durante 48
h libres de luz y polvo.

Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con buffer de fosfatos con
intervalos de 30 minutos, para eliminar el glutaraldehido.

5.7.2 Deshidratacion del tejido

Para la deshidratacion de las muestras se realiz6 la siguiente serie:
Reposo en etanol al 30% por tres horas y se decant6 la solucion.
Reposo en etanol al 50% por tres horas y se decanto la solucion.
Reposo en etanol al 70% por 12 horas y se decanté la solucion.
Reposo en etanol al 90% por tres horas y se decanto la solucion.
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Reposo en etanol al 96% por tres horas y se decanto la solucion.

Finalmente, en etanol al 100% (alcohol absoluto). Las muestras pueden permanecer
en este tratamiento por tiempo indefinido hasta el momento de ser infiltradas en
resina.

5.7.3 Inclusion del tejido

Las muestras de tejido deshidratadas con el método anterior fueron infiltradas en
resina epoxica (Technovit H7100®) junto con un agente catalizador que endurece
la resina (Ruzin, 1999). De esta manera, el tejido queda incluido en un medio sdlido,
listo para los cortes con el microtomo rotatorio. La técnica se divide en tres pasos,
pre infiltracion, infiltracion y polimerizacion de las muestras. Se describe la técnica
a continuacion:

5.7.3.1 Pre-infiltracion

Se realizé una serie graduada de etanol y resina de la siguiente manera:

Las muestras de raiz se cubrieron con una solucién de etanol al 70% y 30% de 7100
Technovit® resina epoxi y se dejaron en vacio por espacio de 24 horas, luego se
decantd la solucion.

En solucién de etanol al 50 % y 50 % de 7100 Technovit® por 24 horas al vacio y
se decant6 la solucién.

En solucién de etanol al 30 % y 70 % de 7100 Technovit® por 24 horas al vacio y
se decant6 la solucién.

En solucién de etanol al 10 % y 90 % de 7100 Technovit® por 24 horas al vacio y
se decant6 la solucién.

En solucion al 100 % de 7100 Technovit® por 24 horas al vacio.

5.7.3.2 Infiltracién

La solucién de infiltracion se prepar6é con 100 mL de Technovit H7100® que
contenian el catalizador XCL y se agreg6 el endurecedor | en agitacion constante,
después se agregd el endurecedor Il y se continud la agitacion hasta disolucién
total. Después, las muestras de raiz se colocaron en capsulas de gelatina
transparentes y se cubrieron con la solucion de infiltracion.

5.7.3.3 Polimerizacioén

Las capsulas con las muestras de tejido infiltrado se dejaron reposar por 24 horas
en vacio a temperatura ambiente, con el fin de asegurar la infiltracién y el
endurecimiento de las muestras. Transcurrido este tiempo las muestras de tejido
inmersas en la capsula de gelatina estuvieron listas para su orientacion y corte.
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5.7.3.4 Orientacion y corte de la muestra

Las capsulas con el tejido incluido ya endurecidas se pegaron con adhesivo en
pequefios soportes de madera de 3x1x1 cm, de tal manera que la radicula de las
plantulas quedd orientada perpendicularmente hacia la navaja de tungsteno del
micrétomo rotatorio donde se realizaron los cortes seriados.

Los cortes se realizaron a 3 um de espesor, los cuales se montaron en un
portaobjetos para su posterior observacion.

5.7.3.5 Descripcién anatomica del apice de laraiz

Los cortes montados en los portaobjetos se tifien con el colorante azul de toluidina
en solucion acuosa al 2 %. El analisis de los cortes se realizé en un microscopio
Optico de campo claro Zeiss® IMAGER M2, equipado con una cadmara Axio Cam
MRC y un médulo Apo Tome 2. Para la captura de las imagenes se empled un
objetivo de 100x y el software ZEN pro® 2012.

5.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Las variables de germinacién se analizaron con el programa GerminaQuant®,
empleando un ANOVA factorial, teniendo como factores la variedad (2 niveles), la
salinidad (4 niveles) y el OG (8 niveles).

El desarrollo de las plantulas se analizé con el Software XLStat®, de MicroSoft ®
mediante un ANOVA multifactorial para cada variable de respuesta, teniendo como
factores la variedad (2 niveles), la salinidad (4 niveles) y el OG (8 niveles).

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE OXIDO DE GRAFENO

6.1.1 Tamano de particula

La distribucion de tamafo de particula de OG determinado en esta investigacion
mostroé que las particulas poseen un tamafio comprendido entre los 409 y los 818
nm, en diferentes porcentajes, obteniéndose un tamafo promedio de 632 nm
(Figura 7). Si bien estos son los datos registrados por el equipo, no se debe
descartar la posibilidad de la presencia de particulas tanto mayores como menores
a estas mediciones. Dados los efectos sobre las propiedades fisicoquimicas, la
distribucion del tamafio es critica para determinar la farmacocinética y toxicidad del
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grafeno (Hu & Zhou, 2013). En las células vegetales, la pared celular actua como
una barrera que dificulta el acceso a cualquier agente externo, incluidos los NM
(Chichiriccd & Poma, 2015).
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Figura 7. Distribucion de tamafio de particula

Las propiedades de tamizado de la pared celular estan determinadas por el diametro
de los poros, que oscila entre 5y 20 nm (Lin et al., 2009), por lo que se estima que
solo los agregados de NM con dimensiones menores al diametro de los poros
podrian pasar facilmente y llegar a la membrana plasmatica (Zhang et al., 2008).

En la Figura 8 se presenta el esquema general de un canal ionico. Estos
trasportadores se encuentran insertados en la membrana celular, y pueden ser
especificos 0 no especificos. Se ha reportado que, en el caso de NM metalicos,
debido a su muy pequeio tamaro, estos NM pueden ingresar al interior de la célula
mediante los canales i6nicos especificos, como es el caso de NM de hierro (Lin et
al., 2010).
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Selectividad

FIGURA 8. Esquema general de un canal iénico (Hedrich, 2012)

Con base en los reportes bibliograficos y con el tamafo de particula determinado
en este experimento, el OG no deberia ser absorbido por la raiz, aunque debe
considerarse que la determinacion del tamafo de particula se realizé con el reactivo
puro. Sin embargo, debido a la reactividad inherente al OG, este NM si
interaccionaria con la epidermis del tejido radicular, la cual posee también grupos
funcionales activos.

6.1.2 Distribucion de pKa para OG

La distribucion de pKa para el OG se realiz6 a dos diferentes fuerzas ionicas, las
cuales fueron 10 y 90 mM de NaCl. Se realiz6 de esta manera con el propdsito de
analizar posibles diferencias en la cantidad de grupos funcionales con capacidad
reactiva en las diferentes condiciones de experimentacion. Se encontré que, al
aumentar la fuerza ionica del electrolito de soporte, los pKa de los grupos
funcionales presentaron un desplazamiento de aproximadamente una unidad de
pH, lo cual indica una modificacion de la carga superficial en el OG. Ademas, se
observo un cambio en el f(pKa) de los diferentes grupos detectados. Para los grupos
carboxilicos hubo una disminucién de 0.5 mmol/g, en los grupos lacténicos se
observé un aumento de 0.8 mmol/g, para los grupos fendlicos se observd una
disminucion de 1.9 mmol/g y para los grupos carbonilos se observé un aumento de
1.7 mmol/g (Tabla 3).

Estos cambios estan relacionados con la presencia de un exceso de iones Na*, los
cuales interaccionan con los grupos funcionales del OG y modifican su accesibilidad
(Chowdhury et al., 2015). Ademas, es importante sefalar que, aunque la
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determinacion nos proporciona datos generales sobre los diferentes grupos
funcionales presentes, no es posible atribuir el total de cada cuantificacion a cada
grupo de manera especifica, sino que dentro cada rango de pH, se encuentran tanto
grupos atribuibles a este rango por referencia de literatura, como grupos que, por
su accesibilidad en estas condiciones de experimentacidn, presentaron actividad en
este rango de pH. Debido a que los experimentos se llevaron a cabo a pH cercano
a la neutralidad, los grupos que influyen en la actividad quimica del OG son
principalmente los que se encontraron en el rango de los carboxilicos y los
lactonicos.

Tabla 3. Distribucién de pKa para OG a dos diferentes fuerzas idnicas.

NaCl pH3-6 pH 6-8 pH 8-11 pH 211 % total
Carboxilos Lacténicos | Fendlicos | Carbonilos

10mM 15.81 9.72 40.08 32.73 98.34

90 mM 9.55 27.37 17.95 45.14 100,00

6.1.3 Cuantificaciéon de grupos funcionales

La cuantificacion de grupos funcionales por el método de Boehm determiné la
siguiente composicion del OG (Tabla 4).

Tabla 4. Cuantificacion de grupos funcionales del OG

Cuantificacion de grupos funcionales (meq/g) total
Carboxilos | Lacténicos | Fendlicos | Carbonilos
1.78 1.46 0.43 1.32 4.99

La cantidad de grupos funcionales presentes determina la capacidad del OG para
reaccionar con otros componentes del sistema experimental, como la epidermis de
la raiz y el NaCl. En un estudio se encontré que la funcionalizacion de NM de
carbono ocasioné una notable disminucion de los efectos toxicos (Rico et al., 2011).
Por lo tanto, es posible que en el caso del OG, al aumentar la salinidad del medio,
disminuya su toxicidad, pero al mismo tiempo, al aumentar la cantidad de grupos
funcionales, aumenta su capacidad reactiva.

En las condiciones de experimentacion, los grupos mas relevantes son los
carboxilicos y los fendlicos, ya que, al pH de trabajo, los grupos carboxilicos se
encuentran disociados, por lo cual tienen una alta actividad quimica. Por otra parte,
los grupos lactonicos se encontraran parcialmente disociados, pero también aportan
actividad reactiva. Es posible estimar que los grupos fendlicos y carbonilos no
presentaron actividad quimica en estas condiciones de experimentacion.
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6.2 EVALUACION DE GERMINACION
6.2.1 Porcentaje de germinacién

La germinacion fue afectada por los factores NaCl, OG, la interacciéon NaCI*OG y la
interaccién variedad*NaCl*OG (Tabla 5).

Tabla 5. Tabla de ANOVA con los resultados del porcentaje de germinacion para los diferentes
tratamientos de salinidad en dos variedades de frijol.

Fuente GL  Sumade Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F
Modelo 63 3923,438 62.277 4.783 < 0.0001
Error 192 2500,000 13.021
Total Corregido 255 6423,437
Variedad 1 1,563 1.563 0.0120 0.729
NacCl 4 153,348 38.337 2.944 0.022
oG 7 1071,726 153.104 11.758 <0.0001
Variedad*NaCl 4 52,455 13.114 1.007 0.405
Variedad*0OG 7 185,119 26.446 2.031 0.053
NaCl*0G 20 1548,363 77.418 5.946 <0.0001
Variedad*NaCl*0OG 20 910,863 45.543 3.498 < 0.0001

Los resultados de la Tabla 5 también nos permiten ver que, aunque los factores
NaCl y OG influyen en la respuesta, es mas significativa la presencia de OG. Esto
puede deberse a que el estrés salino es un factor abiético que ha estado presente
en la evolucion de las especies vegetales a lo largo de la vida del planeta y las
plantas han podido desarrollar estrategias para enfrentarlo, mientras que los NM en
general, son recientes y las plantas no han desarrollado aun estrategias para mitigar
su presencia (Pareek et al., 2010). Otros factores que influyen en la respuesta son
las interacciones NaCl*OG (lo cual indica que la presencia de NaCl influye sobre el
efecto que a su vez tiene el OG) y variedad*NaCl*OG (lo cual indica que la variedad
también influye en los efectos que provocan el NaCl y el OG). Las interacciones
variedad*NaCl y variedad*OG no son significativas.

Para la variedad Bayo se encontr6 una disminucion de la germinacion en los
tratamientos de 1000 ppm de OG, asi como a 90 mM y 1500 ppm de OG (Figura 9).
Para la variedad Flor de mayo, se registr6 una menor germinacion en los
tratamientos de 30 mM y 1500 ppm de OG, asi como en 90 mM y 1500 ppm de OG
(Figura 10).
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Figura 9. Porcentaje de germinacion para los diferentes tratamientos de salinidad y 6xido de
grafeno para la variedad Bayo.
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Figura 10. Porcentaje de germinacion para los diferentes tratamientos de salinidad y 6xido de
grafeno para la variedad Flor de mayo.

La disminucion en el porcentaje de germinacion puede atribuirse principalmente a
una reduccion en el potencial hidrico del medio de cultivo, el cual es generado por
las concentraciones de NaCl y OG presentes; las altas concentraciones tanto de
NaCl como de OG disminuyen el agua disponible para la imbibicion de las semillas.
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La reduccién del potencial hidrico del medio se explica por el hecho de que, tanto
las moléculas de NaCl como de OG requieren de moléculas de agua para ser
solvatadas. En el caso del NaCl, se trata de una sal altamente higroscépica, por lo
cual, al encontrarse en un medio acuoso, se separa en sus componentes Na*y CI,
los cuales retienen moléculas de agua a su alrededor, disminuyendo con esto la
cantidad de agua disponible para la imbibicion de las semillas. En el caso del OG,
las moléculas requieren también moléculas de agua para su solvatacion, pero,
ademas, los grupos funcionales disociados en las condiciones de experimentacion
(carboxilicos y lacténicos), requieren cargas positivas para estabilizar los grupos
oxigenados disociados, encontrando estas cargas en las moléculas de agua, las
cuales son polares. Por lo tanto, el OG, al requerir moléculas de agua para estos
procesos, también disminuye la cantidad de agua disponible en el medio. En
sintesis, la presencia de NaCl y/o OG disminuye la cantidad de agua disponible para
la imbibicion de las semillas; aunque el agua se encuentra presente, disminuye su
disponibilidad conforme aumenta la concentracion de los factores de estrés abidtico
(Chulim et al., 2014).

Los resultados muestran que, aun con la presencia de un alto nivel de salinidad, el
porcentaje de germinacion no se ve afectado de manera significativa para ambas
variedades. Aunque se observa una tendencia de una disminucién en el porcentaje
de germinacion al aumentar la concentracion de los factores de estrés abidtico, esta
disminucién solo resulta significativa en los casos anteriormente mencionados. Esto
nos indica que, tanto la variedad Bayo como la variedad Flor de mayo son capaces
de realizar los ajustes osmaGticos necesarios para contrarrestar el bajo potencial
hidrico que ocasiona un alto nivel de salinidad (Bayuelo-Jiménez et al., 2012). Se
ha demostrado que a mayor concentraciéon de sales mas se reduce el potencial
osmaético e hidrico y eso obliga a las semillas a realizar procesos de ajustes
osmaticos para poder superar el potencial del medio en el que se encuentran
inmersas y poder germinar, de lo contrario, si la semilla no logra superar el estrés
del medio, se deshidratara (Kaymakanova, 2009).

Los resultados de esta investigacion muestran que al incrementarse la
concentracion de NacCl, la variedad Bayo presenta a 60 mM una disminucion en el
porcentaje de germinacion y, aunque esta no es significativa, si proporciona un
indicio de que esta variedad presenta algun grado de sensibilidad a este tipo de
estrés abiotico. Por otra parte, la variedad Flor de mayo no presenta ninguna
diferencia en los diferentes tratamientos de salinidad, lo cual proporciona indicios
de que se trata de una variedad resistente a este tipo de estrés. La existencia de
variedades sensibles y tolerantes a la salinidad se ha reportado anteriormente
(Bayuelo-Jiménez et al., 2002; Cokkizgin, 2012; Chulim et al., 2014).

29



La disminucién del porcentaje de germinacion en un elevado estrés, comprueba la
hipoétesis de esta investigacion.

Los resultados correspondientes a las variables tiempo medio de germinacion, tasa
media de germinacion e indice de sincronizacion presentaron resultados similares.
Estos resultados se describen en el Anexo I.

6.3 DESARROLLO DE PLANTULAS
6.3.1 Longitud de tallo

Los resultados del analisis estadistico muestran que la longitud del tallo es afectada
por todos los factores y combinaciones de los mismos (Tabla 6).

Tabla 6. Tabla de ANOVA con los resultados de longitud de tallo para los diferentes
tratamientos de salinidad en dos variedades de frijol.

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F

Modelo 63 493.477 7.833 77.135 <0,0001

Error 192 19.497 0.102

Total Corregido 255 512.975

variedad 2 127.467 63.734 627.619 <0.0001
NaCl 4 207.633 51.908 51.168 <0.0001
0G 7 27.303 3.900 38.410 <0.0001
variedad*NaCl 6 7.602 1.267 12.478 <0.0001
variedad*0G 12 86.729 7.227 71.172 <0.0001
NaCl*0G 20 29.198 1.460 14.376 <0.0001
variedad*NaCl*0G 12 7.545 0.629 6.191 <0.0001

El analisis de las variedades de forma independiente, mostré que, para la variedad
Bayo, se encontraron diferencias significativas en todos los tratamientos respecto al
control (excepto en el tratamiento de 25 ppm de OG); estas diferencias representan
una disminucién de la longitud del tallo (Figura 11).

En el caso de la variedad Flor de mayo, en todos los tratamientos se presentaron
diferencias significativas, y en todos representan también una disminucion de la
longitud del tallo respecto del control (Figura 12). Cabe destacar que los resultados
mostrados en las dos figuras anteriores fueron analizados para ambas variedades
juntas, pero se presentan por separado para que se aprecien mejor las diferencias
dentro de cada variedad.
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para la variedad Flor de mayo.
La interaccion variedad*salinidad fue significativa, encontrandose que al aumentar
el estrés salino disminuyd la longitud del tallo en las dos variedades y en todos los
tratamientos (30, 60 y 90 mM). En el caso de la variedad Bayo, los tratamientos 30,
60 y 90 mM generaron una reduccion de la longitud del tallo de 24, 58 y 66 %
31



respectivamente. Para el caso de la variedad Flor de mayo, estas cifras son 16, 46
y 49 %. Los resultados muestran que la variedad Flor de mayo es mas resistente a
la salinidad que la variedad Bayo.

Cuando se compararon las dos variedades en un mismo tratamiento, se presentaron
diferencias en los tratamientos: 30 mM de NaCl con 50 ppm de OG, 30 mM de NaCl
con 1500 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 25 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 100
ppm de OG, 60 mM de NaCl con 200 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 500 ppm de
OG, 60 mM de NaCl con 1000 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 1500 ppm de OG,
90 mM de NaCl con 25 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 50 ppm de OG, 90 mM de
NaCl con 100 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 200 ppm de OG, 90 mM de NaCl
con 500 ppm de OG y 90 mM de NaCl con 1000 ppm de OG. Estas comparaciones
mostraron que, si bien en ambas variedades se presentd una disminucién de la
longitud del tallo respecto del control, la disminucion en la variedad Bayo es mas
evidente.

Como se ilustra en la Figura 13, existen diversos antecedentes sobre los efectos de
la salinidad en Phaseolus vulgaris. En el caso de las variedades sensibles a
salinidad, lo que se ha encontrado es que un exceso de NaCl en el medio de cultivo
provoca que la raiz absorba las formas i6nicas Na* y CI. El CI- se absorbe por
difusion pasiva y puede reasignarse a toda la planta, mientras que el Na* se absorbe
y se retiene mayormente en la raiz, ya que no es reasignado al resto de la planta.
El Na* es absorbido primeramente de manera pasiva, es decir, existen canales que
lo transportan al interior de la raiz por gradiente de concentracion, aunque también
existen canales en el sentido inverso, los cuales expulsan Na* desde el interior de
la raiz. Cuando se presentan condiciones de salinidad, se aumenta la absorcion por
la raiz, lo cual provoca un exceso de este ion en el citosol, lo cual a su vez provoca
toxicidad al interior de la célula. Otro efecto que se presenta es que, al absorberse
un exceso de Na*, este compite con los sitios de unién del K*, lo cual provoca que
este Ultimo sea desplazado fuera del tejido. EI K* es un cofactor en muchas enzimas
vegetales que intervienen en el desarrollo de las plantas, en la sintesis de ATP y en
la regulacion de la absorcion de agua, por lo que su pérdida ocasiona un
decremento en el desarrollo. Otro efecto generado por el exceso de Na*, es que
compite también por los sitios de unién de Ca?* en la membrana celular, al cual
también desplaza. EI Ca?* interviene en la formacion del pectato de calcio, el cual
es un compuesto fundamental en la estructura vegetal. En conjunto, las deficiencias
y alteraciones metabodlicas causadas por el exceso de Na* provocan una
disminucion o inhibicion del desarrollo, no solo del tallo, sino de todas las estructuras
de la planta. Este proceso explica el menor desarrollo de la variedad Bayo, a la cual
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podemos catalogar como una variedad sensible (Bayuelo-Jiménez et al., 2012;
Chandna et al., 2013).
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Figura 13. Mecanismos de respuesta de raices en presencia de salinidad. a) Variedad
sensible. b) Variedad tolerante.

En el caso de las variedades tolerantes a salinidad, se presentaron mecanismos
especificos para este efecto. En condiciones de salinidad, la raiz absorbe los iones
Na*y CI. Como ya se ha mencionado, el Cl- puede movilizarse a través de la planta
completa, el Na* es también absorbido por difusion pasiva hacia dentro de la raiz,
pero en este caso, la planta reasigna el K* desde la raiz hacia el tallo y/o las hojas,
con lo que limita su pérdida. El ingreso de Na* debe ser balanceado eliminando una
carga positiva, y en el caso de las variedades resistentes a salinidad, esto se logra
por la presencia de una molécula de la membrana celular, el antitransportador
Na*/H*, el cual realiza el balance de cargas. Ademas, en estas variedades el exceso
de Na* también es controlado dentro del citosol porque es compartimentalizado en
vacuolas las cuales, a su vez, al saturarse de Na* activan un grupo de canales
ibnicos dependientes de voltaje, con lo cual la planta incrementa ain mas su
resistencia a la salinidad. Estos procesos pueden explicar los resultados para la
variedad Flor de mayo, ya que el desarrollo del tallo no se ve tan afectado como el
de la variedad Bayo (Bayuelo-Jiménez et al., 2012; Chandna et al., 2013).

En el caso de los tratamientos de OG como Unico factor de estrés, cuando se
analizaron las variedades de manera independiente, al aumentar progresivamente
la concentracion de OG decreci6 la longitud del tallo. En el rango de 25 a 200 ppm
de OG ambas variedades no presentan un decremento drastico; sin embargo, a

33



partir de 500 ppm, si existio un importante decremento en este parametro. Para la
variedad Bayo, las diferencias fueron a 500 ppm una reduccion de 34%, a 1000 de
58% ppm y a 1500 ppm de 85%. Para la variedad Flor de mayo, la reduccion fue de
29, 36 y 41% respectivamente.

A nivel macroscopico, se puede observar como las raices de las plantulas cultivadas
en estos tratamientos se cubren de una capa de OG. Se sugiere que el OG puede
adherirse a la pared celular mediante enlace puente de hidrégeno y por
interacciones 11-1T que generan un fuerte anclaje. Se sabe que estos dos tipos de
interacciones son capaces de degradar la estructura secundaria de los péptidos de
la membrana celular. Aunado a esto, el OG tiene una alta afinidad por los grupos
hidroxilo que se encuentran en la superficie de la epidermis de la raiz (Golkaram &
Van Duin, 2015) (Figura 14). Estas interacciones propician que la epidermis de la
raiz sea recubierta de OG, lo que a su vez genera un efecto de bloqueo sobre la
fluidez de la membrana, impidiendo el paso de cualquier otro componente del
sistema experimental y bloqueando incluso el paso del agua, lo que provoca la
drastica disminucién del desarrollo de la planta.

Puente de Hidrogeno Interacciones -1t
Componentes de la raiz Componentes de la raiz
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H

Figura 14. Interacciones entre el OG y los componentes de la epidermis de la raiz de
Phaseolus vulgaris.
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En los tratamientos de combinacion de 30 mM de NaCl y OG, cuando se
compararon las variedades de manera independiente, para la variedad Bayo, con
excepcion de la concentracion de 25 ppm de OG, se observaron diferencias en
todos los tratamientos, siendo estas diferencias una reduccion en la longitud del
tallo; la mayor diferencia es una reduccion de 36% (50 ppm). En el caso de la
variedad Flor de mayo, se encontraron diferencias en todos los tratamientos,
presentando una reduccion maxima de la longitud del tallo de 18% (500 ppm). Los
resultados muestran que, al igual que en las variables de respuesta anteriores, la
variedad Flor de mayo presenta mayor tolerancia al estrés abiotico.

En la combinacion de 60 mM de NaCly OG, al comparar las variedades de manera
independiente, la variedad Bayo presenté menor longitud de tallo en todos los
tratamientos, con la mayor reduccion a 100 ppm (74.66%). Para la variedad Flor de
mayo, se encontraron diferencias también en todas las concentraciones,
presentandose la mayor reduccion (45.83%) a 100 ppm.

Para los tratamientos de 90 mM de NaCl y OG, los resultados muestran que, al
presentarse esta combinacion de estrés, existe una importante reduccion en la
longitud del tallo. Cuando se compararon las variedades en los mismos
tratamientos, en todos los casos la reduccién fue mayor para la variedad Bayo.
Cuando se compararon las variedades de forma independiente, para la variedad
Bayo hubo reduccién de 70% aproximadamente en longitud de tallo en todos los
casos. De igual manera, para la variedad Flor de mayo, también se observé una
reduccion en la longitud del tallo, siendo ésta de 48% aproximadamente.

Se ha reportado que el estrés salino provoca la liberacién de Ca?* de la membrana
celulary, por otra parte, se ha descrito que los cationes divalentes forman complejos
muy estables con las laminas de OG, lo que disminuye de manera muy importante
su estabilidad en agua (Chowdhury et al., 2015) (Figura 15).
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Figura 15. Interaccion entre el OG, cationes divalentes y materia organica (modificado de
Chowdhury et al., 2015).

En cuanto al desarrollo de las plantulas en condiciones de salinidad, en general se
observé que al aumentar la concentracion de NacCl, disminuy6 la longitud de tallo,
lo cual coincide con resultados ya reportados en otros estudios (Gama et al., 2007;
Bayuelo-Jiménez et al., 2012). El desarrollo del tallo fue afectado por los factores
de estrés abidtico de forma independiente; en el caso de la salinidad se encontro
disminucién en el desarrollo del tallo en las dos variedades. En el caso del OG, la
afectacion ocurre en las dos variedades, aunque es mas evidente para la variedad
Bayo. Cuando se analizaron los dos factores de estrés abiético en combinacién,
hubo disminucidn respecto del control en todos los casos, y con una tendencia de
reduccion en la longitud de tallo al aumentar el estrés de los tratamientos.

Se observo también que, al aumentar la concentracidon de NaCl, el OG deja de tener
efecto sobre los parametros de desarrollo. Esto se debe a que la alta concentracion
de NaCl provocd la coagulacion y subsecuente floculacidon de las ldminas de OG, lo
cual a su vez ocasion6 que se modificara su tamafo, carga superficial, asi como
accesibilidad y disponibilidad de los grupos funcionales. En cuanto al tamafio, es
conveniente recordar que el OG es una estructura de 1 &tomo de carbono de grosor,
con una longitud promedio de 632 nm; la floculacién de las laminas de OG provoco
que estas se aglomeraran y que aumentaran su grosor. Aunado a esto, los grupos
carboxilicos y lactonicos que estaban disociados (con carga negativa), reaccionaron
con los iones Na*, debido a lo cual esos grupos funcionales ya no estaban
disponibles, modificando al mismo tiempo la carga superficial del OG. Ademas, la
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generacion de fléculos provocd, al perder el OG la forma de lamina, una disminucion
en la accesibilidad de los grupos funcionales. Debido a lo anterior, se explica que,
en los tratamientos que combinaron ambos factores de estrés abidtico, al aumentar
la salinidad, el OG perdiera efecto inhibitorio sobre el desarrollo de las plantulas
(Chowdhury et al., 2015; Rogala et al., 2016).

Los resultados correspondientes a las variables biomasa subterranea, biomasa total
y relacion brote:raiz, se describen en el anexo Il, debido a que muestran resultados
similares al desarrollo de tallo.

6.3.7 Variacion de pH de la solucion de estudio en la unidad experimental

Se midio el pH de tratamientos seleccionados a los 5y 10 dias de cultivo en ambas
variedades. Este andlisis se realizé con el propésito de evaluar si, en caso de existir
variaciones importantes en esta variable, esto pudiera influir en el comportamiento
de los grupos funcionales presentes tanto en el OG como en la epidermis de la raiz.
Se partié del valor de pH de las soluciones preparadas para cada tratamiento, las
cuales fueron ajustadas a pH 7.0+0.3.

Como se comentd en secciones anteriores, al pH de trabajo inicial, tanto en el OG
como en la epidermis de la raiz, los grupos funcionales disociados corresponden a
grupos que pueden atribuirse, al menos en parte, a grupos carboxilicos y lactonicos.

Las mediciones se realizaron a los 5 y 10 dias de tratamiento debido a que, por el
procedimiento de cultivo empleado, en el cual se agregé 1 mL de solucion de
tratamiento a la unidad experimental, en los primeros 4 dias de tratamiento no fue
posible recuperar solucion suficiente para realizar la medicion. Ademas, la
manipulacion de esta solucion experimental provocé también contaminacion en
algunas unidades experimentales, por lo que se decidi6 realizar mediciones solo a
los 5 (mitad del tratamiento) y 10 dias (final del experimento).

Para la variedad Bayo, se registré una disminucion maxima de 0.3 unidades de pH
a los 5 dias de desarrollo en el tratamiento de 90 mM de NaCl y 1500 ppm de OG;
a los 10 dias la maxima variacion del pH se presenté en el tratamiento de 500 ppm
de OG, con una disminucion de 0.3 unidades de pH (Figura 16). Los resultados
mostraron que, debido al intervalo de pH en el que existieron variaciones, no se
espera que grupos funcionales con un pKa distinto a los ya mencionados tengan
actividad quimica.
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Variacion de pH
8,0
7’5 control
T 7,0 —_— — 0G 100
6,5 0G 500
0G 1500
6,0 e NaCl 90 OG 100
5,5 NaCl 90 OG 500
0 5 10 e NaCl 90 OG 1500
dias de tratamiento

Figura 16. Variacion de pH en tratamientos seleccionados de variedad Bayo.

Como se observa en la Figura 17, para la variedad Flor de mayo, a los 5 dias se
presentd una mayor disminucién en el pH en los diferentes casos, con un maximo
de 1.2 unidades en los tratamientos de OG 500 y 1500 ppm. A los 10 dias de
tratamiento, se observé una tendencia de aumento del pH en los tratamientos,
teniendo la mayor variacion final el tratamiento de OG 1500 ppm, con 0.35 unidades
de pH. Ademas, a los 5 dias en la mayoria de los tratamientos el pH disminuye cerca
o por debajo de 6.0, por lo que se puede esperar que los grupos lactonicos tanto en
el OG como en la epidermis de la raiz, queden protonados y, por lo tanto, no
participen en los mecanismos de reaccién. También se pudo observar que, a los 10
dias de tratamiento, el pH regresé a un valor muy similar al inicial. Solo en el caso
del tratamiento de 100 ppm de OG, el pH llegb a 7.8, por lo que, en este caso, es
factible que los grupos carboxilicos, lactonicos, péptidos con grupos tiol y amino
acidos en general aumenten su actividad quimica (Baldwin et al., 2003; Bresinsky
et al., 2013).
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Variacion de pH

8,0
7’5 control
:Q:_ 7'0 ‘\/’ 0G 100
0G 500
6,5
0G 1500
6'0 e NaCl 90 OG 100
5,5 NacCl 90 OG 500

0 5 10 = NaCl 90 0G 1500

dias de tratamiento

Figura 17. Variacion de pH en tratamientos seleccionados de variedad Flor de mayo.

Al comparar el comportamiento de las dos variedades y de acuerdo a los
mecanismos de resistencia mencionados anteriormente, podemos atribuir el
comportamiento de la variedad Bayo al hecho de que en esta variedad ocurre el
intercambio de cationes, ingresando Na* y expulsando K* en la raiz, lo cual no altera
significativamente el pH. Por el contrario, en la variedad Flor de mayo, al ser una
variedad tolerante a salinidad, esta presente el antitransportador Na*/H*, por lo que
la expulsién de protones al medio de cultivo explicaria la disminucién en el pH. La
recuperacion del pH al final del experimento, puede explicarse por el hecho de que
el estrés hidrico de la plantula favorece la entrada de agua y de los solutos que
contenga, lo cual permite el reingreso de los protones al interior del tejido (Huertas
et al., 2013).

Ademas, aunado a estos procesos, debe considerarse la presencia de OG, debido
a que en los tratamientos se parte de soluciones de OG y de NaCl con OG. En el
caso de la variedad Bayo, puede estimarse que, al presentarse el intercambio de
Na* y K*, no se present6 una modificacion importante del comportamiento del OG.
En cambio, en la variedad Flor de mayo, al liberarse H* al medio, éstos reemplazan
los iones Na* de los grupos oxigenados del OG, reduciendo la reactividad quimica
de éste, protonando al menos en parte a los grupos carboxilicos (y los grupos con
comportamiento semejante a éstos), por lo que los grupos que presentarian
actividad quimica serian los lactonicos. Esto ocurre porque los primeros presentan
un pKa de 3 a 6, mientras los segundos lo presentan de 6 a 8; por lo tanto, al ser
los grupos carboxilicos acidos mas fuertes que los lactonicos, los primeros
presentan mayor afinidad por los H*.
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6.3.8 Cuantificacién de grupos funcionales en epidermis de raiz

Esta determinacion se realizé con la finalidad de conocer la composicion superficial
de la raiz en ambas variedades, debido a que la presencia y proporcién de grupos
funcionales en la epidermis es determinante en su actividad quimica. Ademas, con
el propésito de explicar las diferencias entre variedades en el desarrollo de las
plantulas, se valoraron muestras de raiz cultivadas en el tratamiento control y el
tratamiento de 90 mM de NaCl (muestra salina), y se emplearon también dos
concentraciones de electrolito de soporte, 10 mM y 90 mM de NaCl.

Ademas de los grupos oxigenados que estan asociados a los materiales de carbono,
la cuantificacion de grupos funcionales en epidermis de raiz incluye los
componentes de la pared celular, dentro de los cuales se cuentan la pectina (pKa
3.5), lignocelulosa (pKa 9-12), grupos amino de péptidos y proteinas como son:
grupos amino con sustituyente de cadena aromatica (pKa 3-5), grupos amino con
sustituyente de cadena alifatica (pKa 10-11), aminas secundarias (como las
presentes en la extensina, una proteina constituyente de la pared celular, pKa 11),
aminas terciarias (pKa 10-11) y grupos tiol (pKa 6-8). También debe considerarse la
cuantificacion de exudados de la raiz, como son el malato (pKa 3.4 y 4.3) y citrato
(pKa 3.15, 4.77 y 6.40) (Taiz & Zeiger, 2002; Azcon-Bieto & Talon, 2003; Baldwin et
al., 2003; Bresinsky et al., 2013).

Primeramente, para la variedad Bayo, cuando se compararon las muestras control
de esta variedad, al aumentar la concentracion del electrolito de soporte de 10 a 90
mM, se observo que dejaron de cuantificarse grupos funcionales por encima de pH
11, al tiempo que aumentaron en esa misma proporcion los grupos con pKa entre 8
y 11, como los fendlicos y aminas. Ademas, al aumentar la concentracion del
electrolito de soporte, se cuantifico un pequefio porcentaje de grupos funcionales
con pKa comprendido entre 3y 6 (Tabla 7).

En la cuantificacion de la muestra cultivada con estrés salino titulada a baja salinidad
se registraron grupos funcionales con pKa de 3 a 6, como los carboxilicos y la
pectina, al tiempo que dejaron de registrarse los grupos con pKa entre 6 y 8, como
los lacténicos y los grupos tiol; los grupos funcionales con pKa de 8 a 11
disminuyeron un 35%, mientras que en esta ultima proporcion aumentaron los
grupos carbonilo. En la muestra cultivada en estrés salino y titulada en alta salinidad,
con respecto a la muestra control, podemos ver que en este caso disminuyeron los
grupos con pKa comprendido entre 6 y 8 en un 10% y comprendidos entre 8 y 11
(como los fendlicos) en un 29%, a la vez que los grupos con pKa mayor a 11 (como
los carbonilo y aminas) aumentaron un 42%. Debe hacerse notar que, al igual que
se ha descrito en secciones anteriores, los grupos que presentan actividad quimica
en las condiciones experimentales son los comprendidos en el rango de pKa de 6 a
8, como son los carboxilicos, los lactonicos y tioles.
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En el caso de la variedad Flor de mayo, al comparar las muestras control, en el caso
de la muestra titulada en estrés salino agudo con respecto del control, se presentd
una disminucion del 5% grupos con pKa entre 6 y 8 (por ejemplo, lacténicos), un
aumento de grupos con pKa comprendido entre 8 y 11 de 8% y una disminucion
marginal de grupos con pKa de 11 o mayor de 2% (Tabla 7).

La cuantificacion de la muestra cultivada en salinidad cronica presentd, con respecto
de la muestra control, un aumento marginal de los grupos con pKa entre 3 y 6 de
1.3%, aumentaron los grupos con pKa de 8 a 11 (por ejemplo, fendlicos) en un 20%
y disminucion un 21% los grupos con pKa igual o mayor a 11, (por ejemplo,
carbonilos y celulosa). La salinidad generd un cambio en la composicion superficial
de la epidermis de la raiz, marcadamente entre grupos funcionales con pKa igual o
mayor a 8, como son los fendlicos, los carbonilos, aminos y carbohidratos, entre
otros. Ademas, la salinidad debe influir en el grado de exposicion que otros grupos
puedan presentar, por ejemplo, la disminucion en la cuantificacion de los grupos con
pKa mayor a 11, puede atribuirse a la disminucién de la exposicidon de la extensina
(proteina con una alta proporciéon de hidroxiprolina y pKa de 11), lo cual puede
explicarse con la deshidratacidn en la epidermis provocada por la salinidad, la cual
provoca la pérdida de la turgencia celular y por lo tanto la exposicion de dicha
proteina (Furtado Macedo, 2012).

Cuando comparamos los resultados de la muestra control con los otros
tratamientos, vemos que, al aumentar la salinidad, aumentaron también los grupos
fendlicos; mientras que para la muestra salina observamos que, al aumentar la
fuerza idnica del electrolito de soporte, el mayor cambio ocurrié entre los grupos
grupos funcionales con pKa igual o mayor a 8. Este cambio no puede atribuirse a la
aparicion o desaparicion de los grupos como tal, sino mas bien a la activacién y/o
desactivacion de proteinas de superficie, como pueden ser canales ionicos y
acuaporinas. Los primeros son mas especificos, aunque pueden ser o0 no
dependientes de la concentracion de Na* y del voltaje; las segundas son un grupo
de proteinas con una diversidad de tamafos y funciones, las cuales tienen el
propésito de favorecer la entrada de agua al tejido cuando el medio externo presenta
un bajo potencial hidrico; sin embargo, no son selectivas solo a moléculas de agua,
ya que permiten el paso de agua aunado a los solutos disueltos que contengan
(Ulate Montero, 2013).

Otra estructura que debe tomarse en cuenta en la cuantificacion de los grupos
funcionales es la lignocelulosa, la cual aporta una gran cantidad de grupos OH, tanto
en los fenoles de la lignina, como en las moléculas de glucosa que forman la
celulosa y la hemicelulosa. En la Figura 18 se presenta un esquema de la epidermis
de raiz, En amarillo se presenta la epidermis, en rojo la exodermis (con paredes
celulares lignificadas) y el parénquima cortical en color azul. Es en la epidermis
donde se localizan las moléculas anteriormente mencionadas como son los canales
idnicos y acuaporinas, ademas de que es esta capa mas externa la que resulta mas
afectada por el estrés salino, al ser la primera capa de células que entra en contacto
con el estrés abidtico.
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Figura 18. Diagraima de la estructura de la ebidermis (Jos et al., 2009)

Cuando se comparo la cuantificacion de la muestra salina valorada a su vez en alta
salinidad con respecto a la muestra salina valorada en 10 mM, los grupos con pKa
entre 6 y 8 (como tioles y lacténicos) disminuyeron un 5%, los grupos con pKa entre
8 y 11 (como fendlicos y aminas) disminuyeron 13%, y los grupos con pKa igual o
mayor a 11 (como carbonilos y proteinas) aumentaron un 20%. Con respecto de la
muestra control, disminuyeron los grupos con pKa entre 6 y 8 en un 4%, aumentaron
los grupos con pKa entre 8 y 11 un 5%, mientras que los grupos con pKa igual o
mayor a 11 (por ejemplo, carbonilos) se mantuvieron en la misma proporcioén.

Tabla 7. Cuantificacion de grupos funcionales en epidermis de raiz.

Variedad | Cultivo |  Nacl pH3-6 pH 6-8 pH 8-11 pH >11 % total
Carboxilos Lactonicos Fendlicos Carbonilos
pectina citrato tioles extensina
Posibles grupos asociados malato polisacaridos polisacaridos
citrato aminas alifaticas
aminas aromaticas aminas secundarias
aminas terciarias
bayo control 10 mM 0.0 15.35 52.09 32.36 99.80
bayo control 90 mM 1.49 18.03 80.43 0.0 99.95
bayo salino 10 mM 6.07 0.0 15.71 77.99 99.77
bayo salino 90 mM 0.0 5.20 20.89 73.69 99.78
flor de mayo [ control 10 mM 0.0 13.74 27.44 58.73 99.91
florde mayo | control 90 mM 0.0 8.65 35.13 55.96 99.74
flor de mayo salino 10 mM 0.0 15.03 47.49 37.41 99.94
flor de mayo salino 90 mM 0.0 9.56 32.76 57.65 99.96

La titulacion de las muestras de raiz para la cuantificacion de los grupos funcionales
de la epidermis nos proporciona una informacion muy relevante que nos permite
explicar los resultados obtenidos. Para la variedad Bayo, los datos muestran un
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cambio importante en lo que podria ser la activacion, desactivacion y/o
desnaturalizacion de proteinas o péptidos de membrana, esto debido a que es una
variedad sensible a la salinidad. En el caso de la variedad Flor de mayo, los datos
estdn mostrando lo que seguramente corresponde a la activacion de canales
dependientes de voltaje, los cuales participan en la resistencia a salinidad.

Lo que podemos observar de manera general para la variedad Flor de mayo es que,
en los casos de aumento de salinidad, ya sea crénica y/o aguda, se presenta un
aumento de los grupos fendlicos. Se ha determinado que el OG tiene una alta
afinidad por los grupos hidroxilo, con los cuales forma anclajes muy estables (Hu et
al., 2014). Los grupos hidroxilo estan presentes en los grupos fendlicos, los cuales,
debido al pH de trabajo de esta investigacion, no tendrian actividad quimica al
encontrarse protonados; sin embargo, debe considerarse que el pKa de un grupo
funcional depende también de la vecindad de otros grupos, asi como de la
accesibilidad que esos mismos grupos permitan. Ademas, debe considerarse la
posible presencia de grupos OH en la pared celular que, por las técnicas empleadas
en esta investigacion, no fuera posible determinar. Por ultimo, se sabe que los
enlaces formados entre el OG son capaces de degradar los péptidos de la
membrana, lo cual ocasiona la pérdida de la integridad de esta y, por tanto, la
pérdida de sus funciones, derivando finalmente en la inhibicion del desarrollo
(Golkaram & Van Duin, 2015; Siddiqui et al., 2015 Orth et al., 2016).

6.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA

6.4.1 MICROGRAFIAS SEM

En la Figura 19 se presenta una imagen del tratamiento control de radicula de la
variedad Bayo. En ella se observa el aspecto de la epidermis en condiciones
normales. En estas condiciones, no se observa ningun cuerpo extraio en la
epidermis.

43



H spot WD mag 5 e 20 UM

CBS ' 20.00kVv 5.0 | 10.1 mm | 5000 x B1 (LINAN-IPICYT)

Figura 19. Micrografia de muestra control de raiz de la variedad Bayo (5000x).

En la Figura 20 se presenta una micrografia de muestra de radicula de la variedad
Bayo en tratamiento de 1500 ppm de OG. Se observa la epidermis recubierta por
una capa de OG que se adhiere a la pared celular y se acumula entre paredes
celulares marcando contraste entre células. La explicacién de la adhesividad del OG
sobre la epidermis depende de varios factores. Entre los ya mencionados, se
encuentran los enlaces entre el OG y los grupos OH presentes en la composiciéon
de la raiz; ademas, también se presentan atracciones electrostaticas entre las
laminas de OG vy la superficie de la epidermis, esto genera enlaces 11-11, los cuales
mantiene las laminas de OG sobre la epidermis, alterando su funcién vy
permeabilidad. Es posible apreciar que las laminas de OG que recubren la epidermis
de la raiz; al tratarse de un tratamiento de OG sin salinidad, no estan floculadas, y
por lo tanto, en su forma extendida (con su tamafo promedio de 632 nm), recubre
completamente la epidermis de la raiz (Golkaram & Van Duin, 2015; Siddiqui et al.,
2015).
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Figura 20. Micrografia de muestra de raiz de la variedad Bayo en el tratamiento de 1500 ppm
OG (5000x).

En la Figura 21 se presenta una imagen de raiz en el tratamiento combinado de 90
mM de NaCl y 1500 ppm de OG. En ella se observan las laminas de OG sobre la
epidermis de la raiz, pero no completamente adheridas, lo cual puede explicarse
por el hecho de que en este tratamiento las ldaminas de OG estan floculadas, y es
posible que se pierda la capacidad de formar los enlaces con los grupos OH de la
epidermis. Sin embargo, se mantiene la capacidad de realizar los enlaces T1-T,
mediante los cuales se genera la adhesion entre el OG y la epidermis de la raiz.
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Figura 21. Micrografia de muestra de raiz de la variedad Bayo en el tratamiento de 90 mM
NaCly 1500 ppm OG (20000x).

6.4.2 Analisis EDS

En la Figura 22 se presenta la imagen de la epidermis de raiz de la variedad Bayo,
cultivada en el tratamiento de 90 mM de NaCl y 1500 ppm de OG. Se observan
cristales salinos, los cuales presentan contenido de Na, K, Ca y Cl. Estos resultados
nos indican que la salida de K* de la raiz, asi como la liberacién de Ca?* de la
membrana celular, son provocadas por el estrés salino. La comprobacion de la
presencia de Ca?* extracelular es sumamente importante, ya que para OG, se ha
descrito que los cationes divalentes forman complejos muy estables con las laminas
de OG, lo que disminuye de manera muy importante su estabilidad en agua
(Chowdhury et al., 2015). Aunado a este complejo, la materia organica también
puede formar a su vez un complejo con el grupo OG-Ca?*, lo cual provoca que el
OG se desestabilice aun mas, causando finalmente la floculacion de las NP de OG.
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Elemento | Porcentaje
C 40.84
0 42.18
Na 3.38
K 131
Ca 9.09
Cl 1.04

Figura 22. Mlcrografla y analisis EDS de raiz de la varledad Bayo en el tratamiento de 90 mM
de NaCl y 1500 ppm OG (1000x).

En la Figura 23 se observa la epidermis de raiz de la variedad Flor de mayo. Al igual
que el ejemplo anterior, se pueden apreciar los cristales salinos precipitados sobre
la superficie, los cuales contienen Na, K, Ca y CI. En este caso, estos resultados
también estarian soportando la hipotesis de que el estrés abiotico provoca la
liberacion de K*y Ca?*.

Elemento | Porcentaje
C 16.77
0 38.22
Na 4.37
K 0.75
Ca 17.13
Cl 1.15

100 pm

) 2000kVv S5 10.0mm @ 1000 x M8 (LINAN-IPICYT)

Figura 23. Micrografia y andlisis EDS de raiz de la variedad Flor de mayo en el tratamiento de
90 mM de NaCl y 1500 ppm OG (1000x).
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Los andlisis EDS también proporcionaron valiosa informacion sobre los iones que
se encuentran en el espacio extracelular, pues corroboran la presencia de K*y Ca?*;
el primero nos permite explicar la disminucion del desarrollo de las plantulas y el
segundo nos permite entender como las laminas de OG adoptan forma de fléculos,
lo que reduce su tamafio y facilita su ingreso al espacio intercelular por la via del
apoplasto, y al espacio intercelular, muy probablemente mediante canales idnicos
no especificos (Ulate Montero, 2013).

6.5 ESTRUCTURA ANATOMICA DEL APICE DE LA RAiz

En la Figura 24 se puede observar la seccidon transversal de la radicula de la
variedad Bayo en el tratamiento control. Es posible apreciar una capa de células de
la epidermis con una forma regular, asi como el cértex, endodermis y cilindro
vascular.

Epidermis

A° S TR N 2

el 8
IR I

Figura 24. Seccion transversal de radicula, tratamiento control de la variedad Bayo. 20x
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En la Figura 25 se presenta la seccion transversal de la radicula del tratamiento
control de la variedad Bayo. Se puede observar la forma regular y turgente de las
células de la epidermis, asi como la refringencia normal de las paredes celulares en
la epidermis y en el cortex. Debido a su grosor natural, las paredes celulares son
capaces de desviar la luz que incide sobre ellas. La importancia de esto radica en
poder comparar el control y las muestras con OG, ya como se explicara mas
adelante, el OG en las paredes celulares les confiere un color y consistencia
diferente a éstas.

Pared .
celular

Cortex

Epidermis

20 ym

Figura 25. Corte anatdmico de radicula de la variedad Bayo, muestra control, 100x en
microscopio de campo claro.

En la Figura 26 se puede observar la seccion transversal de la radicula de la
variedad Bayo correspondiente al tratamiento 1500 ppm de OG. Se pueden apreciar
las particulas de OG adheridas sobre la pared de las células de la epidermis (color
marron oscuro), asi como particulas de 6xido de grafeno que se acumula en los
espacios intercelulares de la epidermis, absorbidas via apoplasto. Como ya se
explicé anteriormente, el OG queda adherido a la epidermis mediante enlaces -1
entre las laminas de OG vy la epidermis, asi como los enlaces entre los grupos OH
y el OG; esto aplicaria para las laminas mas grandes. En el caso del OG que entra
via apoplasto, debe tratarse de las laminas de menor tamafno, que son capaces de
trasportarse por esta via, la cual transporta agua y nutrientes de manera
inespecifica. En la Figura 26 también es posible observar el OG adherido de manera
continua sobre la epidermis, lo cual se corrobora con las micrografias descritas
anteriormente.
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Figura 26. Seccion transversal de radicula de la variedad Bayo, tratamiento 1500 ppm

OG, microscopio de campo claro, 100x.

En la Figura 27, se presenta un diagrama de las vias apoplasto y simplasto en la
raiz. Mediante la via apoplasto, es posible que ingresen particulas de OG de 200
nm 0 menos, mientras que por la via simplasto, podrian ingresar a la epidermis
particulas de OG de 15 nm o menos (Maurer-dJones et al., 2013). Es importante
considerar que las laminas de OG son flexibles, de tal manera que sus dimensiones

se podrian acoplar a las dimensiones de las vias apoplasto y simplasto.

Epidermis

Protoplastos
(SIMPLASTO)

Paredes celulares
(APOPLASTO)

Plasmodesmos

Endodermis

Pelo absorbente Espacios intercelulares spary

(APOPLASTO)
Figura 27. Diagrama de las vias apoplasto y simplasto en raiz (Jos et al., 2009) .
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En la Figura 28 se observa la seccion transversal de la radicula de la variedad Bayo,
correspondiente a los tratamientos de 90 mM de NaCl y 1500 ppm de OG. Se
aprecian las particulas de OG adheridas sobre la pared de las células de la
epidermis, asi como también OG entre los espacios intercelulares (apoplasto) y en
el citoplasma (simplasto). Las imagenes muestran que la difusion de las particulas
de OG, tanto por la via del apoplasto como la de canales idnicos, esta en funcién
de la concentracién. Se puede apreciar que, a diferencia del tratamiento que no
incluye salinidad, el OG se adhirié a la epidermis irregularmente, en las cuales se
aprecia el OG adherido sobre la epidermis, pero en algunas partes de la pared se
concentra mas, mostrando un color mas oscuro.

i ':
\ :
Cértex
' 0G
5 w
¢ Epidermis
Pared -
celular J ,0G
S (qtplasto)
2 2\
) [ 20 ym

Figura 28. Seccién transversal de radicula de la variedad Bayo, en el tratamiento de
90mM NacCl y 1500 ppm OG, microscopia de campo claro, 100x.

Con las imagenes obtenidas, es posible observar las particulas de OG en las
paredes celulares y el interior del citosol de las células de epidermis. También, se
observd que la cantidad de OG que ingresa al citosol es dependiente de la
concentracion de OG empleado en el tratamiento.

Segun Ulate Montero (2013) y Chowdhury et al. (2015), pueden ser al menos dos
mecanismos por los que probablemente las laminas de OG ingresan a la célula.
Primeramente, por la via del apoplasto, el cual es un espacio intercelular de cuya
amplitud oscila entre 100 y 200 nm, a través del cual fluye el agua por difusion pasiva
hacia el interior del cértex y, al ingresar las moléculas de agua, llevan consigo los
solutos disueltos (Noguchi et al., 2014). En dichas imagenes es posible observar las
particulas de OG que han migrado a través de este espacio. EI OG se observo en
forma de granulos, los cuales pudieron haberse generado al interaccionar el OG con
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el Ca?* desprendido de la membrana celular; ya en forma de floculos, el OG
interacciona con la epidermis mediante enlaces 11-11, quedando retenido sobre esta.
En segundo lugar, los granulos de OG que se observan en el citosol pueden estar
ingresando a través de las acuaporinas no selectivas (que permiten el ingreso al
citoplasma de particulas de 20 a 30 nm), las cuales transportan, por ejemplo,
azucares disueltos, glicerol o urea, entre otras. Estas acuaporinas permiten el paso
de moléculas a base de carbono; siendo que el OG es también un material
carbonoso, pueden estar utilizando este tipo de conductos para ingresar al
citoplasma. Se observa que, en este caso, la difusion también depende de la
concentracion, ya que se ha descrito que la simple interaccion de NMC con la
membrana celular no es suficiente para que puedan ingresar a la célula.

En la Figura 29 se observa una seccion transversal de radicula de la variedad Flor
de mayo, correspondiente al tratamiento control. Se pueden apreciar las paredes
celulares con su refringencia normal, asi como la morfologia caracteristica de las
células de la epidermis. Las paredes celulares se observan mas transparentes
comparadas con la variedad Bayo, indicando con esto un menor grosor.

[ EETR 4
Figura 29. Seccion transversal de radicula de la variedad Flor de mayo, tratamiento
control, microscopio de campo claro, 100x.

En la Figura 30 se observa una seccion transversal de radicula de la variedad Flor
de mayo, correspondiente al tratamiento de 1500 ppm de OG. Se aprecian las
particulas de OG adheridas sobre la pared celular de la epidermis, estas
acumulaciones presentan un color marréon oscuro, También particulas de OG
acumulado entre las paredes celulares (apoplasto), asi como particulas de 6xido de
grafeno concentradas en las vacuolas (contenido color oscuro) y en el citoplasma.
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Pared :
celular

Figura 30. Seccion transversal de radicula de la variedad Flor de mayo en el tratamiento
de 1500 ppm OG, microscopia de campo claro, 100x.

En la Figura 31 se muestra una seccidn transversal de la radicula de la variedad
Flor de mayo correspondiente al tratamiento 60 mM de NaCl y 1500 ppm de OG.
Se pueden apreciar las células de la epidermis con las paredes celulares contraidas,
debido a la deshidratacién ocasionada por la elevada concentraciéon de NaCl.

Cortex

V4
Epidermis /

Pared celular

Figura 31. Seccion transversal de radicula de la variedad Flor de mayo en el tratamiento
60 mM NaCl y 1500 ppm OG, 100x.
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En la Figura 32 se observa la seccion transversal de la radicula de la variedad Flor
de mayo, correspondiente al tratamiento 90 mM de NaCl y 1500 ppm de OG. Se
aprecian las particulas de OG adheridas sobre la pared de las células de la
epidermis en forma irregular con una apariencia de grumos en donde se concentra
mas. Asi como también OG en los espacios intercelulares (apoplasto), en las

vacuolas y el citoplasma.

Pared cortex
celular 0"3 A

a asto
& (apop )

Figura 32. Seccioén transversal de radicula de la variedad Flor de mayo, tratamiento de 90
mM NaCl y 1500 ppm OG, microscopia de campo claro, 100x.

En este caso, debido a la presencia de alta concentracion salina, las laminas de OG
forman fléculos incluso antes de estar en contacto con la plantula y, al igual que para
la variedad Bayo, los granulos de OG entrarian al tejido también por via apoplastica
y por la via de canales idnicos o trasportadores, posiblemente acuaporinas.
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7. CONCLUSIONES

El porcentaje de germinacion solo se ve afectado en los casos de mayor estrés
abiotico.

El estrés abidtico ocasiona un aumento del tiempo medio de germinacion en
variedades sensibles, lo cual significa que germinan mas lento; mientras que en
variedades tolerantes el tiempo medio puede incluso disminuir. La tasa media de
germinacion se afecta de manera inversamente proporcional.

En variedades sensibles el indice de sincronizacion puede no verse modificado,
mientras que en variedades resistentes puede aumentar.

El grado de afectacion del desarrollo esta determinado de manera mayoritaria por
la variedad y la concentracion en la que esté presente el estrés abidtico.

El estrés abidtico modifica la arquitectura de la raiz de manera proporcional a la
concentracion en la que dicho estrés se encuentre.

La absorcion de los granulos de OG por la raiz es principalmente por via
apoplastica. Por via canales no especificos ingresa al citoplasma, acumulandose en
la vacuola con mayor concentracion; este efecto es dependiente de la
concentracion.
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8. PERSPECTIVAS

En futuros estudios complementarios a este, podrian incluirse andlisis referentes a
la medicién de enzimas de estrés y/o especies reactivas de oxigeno. Se sabe que
los nanotubos de carbono (NTC) tienen efectos fitotoxicos en las células vegetales
debido a la agregacion, lo que conlleva a la acumulacién de ROS que a su vez es
dependiente de la dosis de NM, lo que finalmente causa la muerte celular. EIG y el
OG pueden tener la capacidad de generar la produccién de ROS, en base a las
similitudes de algunas de las propiedades de las ldminas de grafeno con los NTC
(Begum et al., 2011). Se ha reportado que esto se debe a la acumulacién de OG,
junto con lesiones de dafo necrético y fuga de electrolitos, o que en conjunto indica
un mecanismo de estrés de oxidativo (Al-Ghamdi et al., 2014; Begum et al., 2011;
Mogharabi, Abdollahi, & Faramarzi, 2014).
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ANEXO |

6.2.2 Tiempo medio de germinacion

Los resultados del ANOVA indicaron que, para la respuesta de tiempo medio de
germinacion, la unica variable explicativa que no es significativa es el OG. Todas las
demas influyen en la respuesta (Tabla 8).

Tabla 8. Tabla de ANOVA con los resultados del tiempo medio de germinacion para los
diferentes tratamientos de salinidad en dos variedades de frijol.

Fuente GL  Sumade Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F
Modelo 63 149.706 2.376 24.005 <0.0001
Error 192 19.006 0.099
Total Corregido 255 168.712
Variedad 1 115.505 115.505 1166,817 <0.0001
NaCl 4 2.540 0.635 6.414 <0.0001
0G 7 0.711 0.102 1.026 0.414
Variedad*NacCl 4 9.826 2.457 24.816 <0.0001
Variedad*0G 7 2.229 0.318 3.217 0.003
NaCl*0G 20 13.178 0.659 6.656 <0.0001
Variedad*NaCl*OG 20 5.717 0.286 2.888 <0.0001

En la observaciéon de los resultados para cada variedad de manera independiente,
se puede ver que en la variedad Bayo hubo diferencias significativas con respecto
del control en los tratamientos 60 y 90 mM de NaCl, 30 mM de NaCl con 50 ppm de
OG, 60 mM de NaCl con 25 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 1000 ppm de OG, 90
mM de NaCl con 25 ppm de OG y 90 mM de NaCl con 50 ppm de OG. En todos los
casos, estas diferencias representaron un aumento del tiempo medio de
germinacion, lo cual significa que germinaron mas lento (Figura 33).

Para la variedad Flor de mayo, se presentaron diferencias respecto del control en
los tratamientos 90 mM de NaCl, 25 ppm de OG, 100 ppm de OG, 90 mM de NacCl
con 50 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 200 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 500
ppm de OG y 90 mM de NaCl con 1000 ppm de OG. En todos los casos, estas
diferencias representan una disminucion en el tiempo medio de germinacion, o sea
gue germinaron mas rapido (Figura 34).
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Figura 34. Tiempo medio de germinacioén para los diferentes tratamientos de salinidad
y 6xido de grafeno para la variedad Flor de mayo.
De manera especifica, en los tratamientos de salinidad, se encontraron diferencias
significativas a 60 mM y 90 mM con respecto al control para la variedad Bayo
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90 mM para la variedad Flor de mayo (en este caso, la diferencia significativa
corresponde una disminucion de este parametro). Cuando se compararon estas
diferencias entre variedades, se observo que la respuesta practicamente se duplica,
lo que indica que, en estos tratamientos, la variedad Bayo emplea dos veces mas
tiempo para germinar con respecto de la variedad Flor de mayo.

Esto nos corrobora que la variedad si influye en la respuesta, ya que los resultados
para ambas variedades son muy diferentes. Esto se explica porque la variedad Flor
de mayo, al presentar tolerancia a la salinidad, es capaz de realizar de manera mas
efectiva los ajustes osmoticos necesarios para poder obtener el agua de imbibicidon
y poder germinar. Por el contrario, la variedad Bayo, al ser una variedad sensible a
este factor de estrés abidtico, no es capaz de realizar estos ajustes de manera tan
eficiente y, por lo tanto, disminuye para esta el porcentaje de germinacién a altas
concentraciones de NaCl. También, para la variedad Bayo, se cumple la hipétesis
de que en altas concentraciones del factor de estrés el efecto es negativo.

En el caso de los tratamientos de OG, se observé que, para la variedad Bayo, no
se presentaron diferencias significativas en los tratamientos. En el caso de la
variedad Flor de mayo, se presentaron diferencias significativas en los tratamientos
de 25 y 100 ppm de OG, representando estas diferencias una disminucién en el
tiempo medio de germinacion.

En el caso de las combinaciones de NaCl y OG se encontré que, para la variedad
Bayo, aunque se presentaron diferencias significativas en algunos tratamientos, la
tendencia general es que no hubo un cambio en el tiempo medio de germinacion vy,
en los casos que presentaron diferencias significativas, estas corresponden a un
aumento en este parametro. Por otra parte, para la variedad Flor de mayo, se
observo que, en los tratamientos de OG con 90 mM de NaCl si se presentaron varias
diferencias significativas y, para esta variedad, las diferencias correspondieron a
una disminucion del tiempo medio de germinacién. Con estos resultados, se
comprobé que la variedad influye en la respuesta.

En la comparacion de resultados de ambas variedades respecto de un mismo
tratamiento, no se presentaron diferencias en los tratamientos control, 30 mM de
NacCl, 25 ppm de OG, 200 ppm de OG, 30 mM de NaCl con 100 ppm de OG, 30 mM
de NaCl con 200 ppm de OG, 30 mM de NaCl con 1500 ppm de OG, 60 mM de
NaCl con 50 ppm de OG; en todos los demas tratamientos se observaron diferencias
y estas representaron un aumento del tiempo medio de germinacion para la
variedad Bayo y con una disminucion de este parametro para la variedad Flor de
mayo.
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Los resultados de tiempo medio de germinacion nos muestran que la variedad Flor
de mayo se ajusta mejor cuando se presenta un bajo potencial hidrico, y de hecho
este fenOmeno puede favorecerle en esta respuesta, ya que disminuye el tiempo
medio de germinacion. Por otra parte, para la variedad Bayo, vemos que la
disminucién del potencial hidrico le perjudica en la mayoria de los casos, ya que el
tiempo medio de germinacion puede aumentar considerablemente.

Los resultados mostraron que, en términos generales, al aumentar el estrés, mayor
diferencia existe entre variedades; en la variedad Bayo aumenta de manera
significativa el tiempo medio de germinacion (germinan mas lento), mientras que
para la variedad Flor de mayo este parametro disminuye (germinan mas rapido).

En cuanto a las diferencias entre variedades, una variedad sensible como la
variedad Bayo es afectada de manera negativa por el estrés, y aumenta su tiempo
medio de germinacion, es decir, debido al estrés se requiere mas tiempo para que
germinen la semillas, mientras que por otro lado, la variedad Flor de mayo presenta
tolerancia al estrés abibtico, e incluso esto impacta de manera positiva el tiempo
medio de germinacion, ya que germinan mas rapido.

6.2.3 Tasa media de germinacion

Los resultados del ANOVA mostraron que, a excepcién del OG, todas las variables
explicativas que influyen en esta respuesta (Tabla 9).

Tabla 9. Tabla de ANOVA con los resultados de la tasa media de germinacioén para los
diferentes tratamientos de salinidad en dos variedades de frijol.

Fuente GL Sumade Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F
Modelo 63 2.846 0.045 21.941 <0.0001
Error 192 0.395 0.002
Total Corregido 255 3.241
Variedad 1 2.154 2.154 1046,353 <0.0001
NaCl 4 0.102 0.026 12.422 <0.0001
0G 7 0.012 0.002 0.832 0.562
Variedad*NacCl 4 0.225 0.056 27.296 <0.0001
Variedad*0G 7 0.040 0.006 2.757 0.009
NaCl*0G 20 0.245 0.012 5.951 <0.0001
Variedad*NaCl*0G 20 0.068 0.003 1.645 0.046
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En los resultados para cada variedad de forma independiente, se observo que para
la variedad Bayo no hubo diferencias entre los tratamientos (Figura 35), mientras
que para la variedad Flor de mayo, se presentaron diferencias en los tratamientos
30, 60 y 90 mM de NaCl con 25 ppm de OG; 30 mM de NaCl con 1500 ppm de OG;
90 mM de NaCl con 25 ppm de OG; 90 mM de NaCl con 50 ppm de OG; 90 mM de
NaCl con 200 ppm de OG; 90 mM de NaCl con 500 ppm de OG; 90 mM de NaCl
con 1000 ppm de OG y 90 mM de NaCl con 1500 ppm de OG, estas diferencias
representan un aumento en la tasa media de germinacion, lo cual quiere decir que,
para la variedad Flor de mayo, al aumentar el estrés abidtico, aumenta también la
cantidad de semillas que germinan por dia (Figura 36).
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Figura 35. Tasa media de germinacion para los diferentes tratamientos de salinidad y 6xido de
grafeno en la variedad Bayo.
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Figura 36. Tasa media de germinacion para los diferentes tratamientos de salinidad y 6xido de
grafeno en la variedad Flor de mayo.

En lo referente a los tratamientos de estrés salino, los resultados del andlisis
estadistico muestran una evidente diferencia en la respuesta entre variedades. El
estrés salino en la variedad Bayo, provoca que el valor de la tasa media de
germinacion disminuya, lo que se traduce en una disminucién en el nimero de
semillas que germinan por dia, como ya se ha mencionado, esta variedad es
sensible a la salinidad. Por otra parte, en la variedad Flor de mayo, el estrés salino
provoco un aumento en el valor de la tasa media de germinacioén, es decir, germinan
mas semillas por dia. De la misma manera, como ya se menciong, esta variedad es
tolerante a la salinidad, por lo que es capaz de realizar ajustes osméticos eficientes
que incluso mejoran la tasa media de germinacién respecto del control-

En los tratamientos correspondientes a OG como unico factor de estrés abiético, al
analizar cada variedad por separado, se observé que la variedad Bayo no presento
diferencias entre tratamientos, mientras que la variedad Flor de mayo present6 un
aumento de la tasa media de germinacién en los tratamientos 25 y 100 ppm, con
una tendencia semejante en el resto de los tratamientos. En el caso de esta
variedad, el estrés generado por el OG afectd positivamente el valor de la tasa
media de germinacion, lo cual también comprueba la hipétesis de que un bajo estrés
puede mejorar la respuesta.

En los resultados para los tratamientos de combinacion de NaCl y OG, se
observaron comportamientos similares a los ya descritos. En el caso de la variedad
Bayo, no hay diferencias entre el control y los tratamientos. Por otra parte, en la
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variedad Flor de mayo, existen diferencias en los tratamientos, lo que se observo
sobre todo en la combinacion de OG con 90 mM de NaCl representando esta
variacion un aumento en la tasa media de germinacion. Nuevamente, esta variedad
presenta tolerancia al estrés, lo que le permite incluso aumentar la cantidad de
semillas que germinan por dia en presencia de estrés.

Finalmente, al comparar las dos variedades en un mismo tratamiento, no se
presentaron diferencias en los tratamientos control, 30 mM de NaCl, 200 ppm de
OG, 30 mM de NaCl con 100 ppm de OG, 30 mM de NaCl con 200 ppm de OG, 60
mM de NaCl con 50 ppm de OG; en todos los demas tratamientos si hay diferencias
significativas y representan una menor tasa media de germinacion de la variedad
Bayo con respecto a la variedad Flor de mayo (Tabla 13, anexo ).

En sintesis, debido al estrés abiotico la tasa media de germinacion para la variedad
Bayo present6 tendencia a disminuir, lo que significa que germinan menos semillas
por dia; mientras que la para la variedad Flor de mayo, la tasa media aumenta vy,
por lo tanto, germinan mas semillas por dia.

6.2.4 indice de sincronizacion

Los resultados muestran que todas las variables explicativas influyen en esta
respuesta (Tabla 10).

Tabla 10. Tabla de ANOVA con los resultados del indice de sincronizacién para los diferentes
tratamientos de salinidad en dos variedades de frijol.

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F
Modelo 63 2.330 0.037 6.977 <0.0001
Error 192 1.018 0.005
Total Corregido 255 3.348
Variedad 1 1.305 1.305 246.200 <0.0001
NacCl 4 0.211 0.053 9.952 <0.0001
0G 7 0.119 0.017 3.194 0.003
Variedad*NacCl 4 0.188 0.047 8.874 <0.0001
Variedad*0G 7 0.078 0.011 2.096 0.046
NaCl*0G 20 0.204 0.010 1.921 0.013
Variedad*NaCl*0G 20 0.226 0.011 2.132 0.005

Cuando se analizaron los resultados para las variedades de forma independiente,
se obtuvo que, para la variedad Bayo, no hay cambio en el indice de sincronizacién
(Figura 37); mientras que para la variedad Flor de mayo, en los tratamientos de 90
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mM de NacCl, 500 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 500 ppm de OG, 90 mM de NaCl
con 25 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 50 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 1000
ppm de OG se presentaron diferencias significativas respecto del control (Figura
38), correspondiendo éstas a aumentos de la respuesta, lo cual indica que esta
variedad germin6 de manera mas homogénea en presencia de estrés abiotico.
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Figura 38. Indice de sincronizacién para los diferentes tratamientos de salinidad y 6xido de
grafeno para la variedad Flor de mayo.

En el caso de los tratamientos de estrés salino como unico factor de estrés abiotico,
para la variedad Bayo no se presentaron diferencias significativas; mientras que
para la variedad Flor de mayo, se observo que solo en el tratamiento de 90 mM de
NaCl se presentd diferencia significativa, representando ésta un incremento del
indice de sincronizacion para la variedad Flor de mayo, lo cual indica que, en este
caso, las semillas de esta variedad germinan de una manera mas homogénea, es
decir, cuando germinan las semillas, aumenta la probabilidad de que sea de manera
simultdnea. Aunque en los demas tratamientos no hubo diferencia significativa, si
se observo una tendencia de aumento de la respuesta en la variedad Flor de mayo.

En el caso de los tratamientos en los que se emple6 OG como Unico factor de estrés,
se observo que, para la variedad Bayo, no existe modificacion de este parametro;
mientras que para la variedad Flor de mayo, se observo que el indice de
sincronizacion aumento en algunos tratamientos, aunque solo en el tratamiento de
500 ppm la diferencia fue significativa. En términos generales, se mantiene la
tendencia un mayor indice de sincronizacion para la variedad Flor de mayo.

En los tratamientos de combinaciéon de NaCl y OG, en 30 mM no se obtuvieron
diferencias, pero, conforme aumentd el estrés salino, se presentaron también
algunas diferencias significativas. La variedad Flor de mayo increment6 su indice
de sincronizacion, mientras que la variedad Bayo no tuvo variaciones.
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Cuando se compararon los resultados de variedades entre mismos tratamientos, el
indice de sincronizacion resultd mayor para Flor de mayo en los tratamientos de 90
mM de NacCl, 50, 500 y 1500 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 500 ppm de OG, 90
mM de NaCl con 25 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 50 ppm de OG, 90 mM de
NaCl con 1000 ppm de OG. Esto indica que la variedad Flor de mayo germina de
manera mas homogénea en presencia de estrés abiotico (Figura 36).

De manera general, los resultados muestran que cuando las variables NaCl y OG
actuan como factores de estrés abidtico de manera independiente, la respuesta de
indice de sincronizacion es diferente entre variedades, pero cuando estos factores
actuan en combinacion se observa que solo en la combinacion de mayor estrés (90
mM de NaCl y OG) se presentan diferencias significativas.

El indice de sincronizacion nos indica que, cuando su valor se aproxima a 1, significa
que la germinacion es homogénea, mientras que cuando su valor se aleja de 1,
indica que la germinacién no es homogénea. En base a esto, podemos ver que el
estrés abidtico con los factores aplicados de manera independiente, mejoran la
sincronizacion para la variedad Flor de mayo, mientras para la variedad Bayo el
estrés abidtico no modifica la sincronizacion.
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ANEXO Il
6.3.2 Biomasa de raices

Los resultados del analisis estadistico mostraron que todos los tratamientos y sus
combinaciones afectaron la respuesta de acumulacion de biomasa subterranea o
de raiz (Tabla 11).

Tabla 11. Tabla de ANOVA con los resultados de biomasa subterranea para los diferentes
tratamientos de salinidad y 6xido de grafeno en dos variedades de frijol.

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F
Modelo 63 0.00640 0.000102 21.331 <0.0001
Error 192 0.00091 0.000005
Total Corregido 255 0.00731
variedad 2 0.00058 0.000288 60.479  <0.0001
NaCl 4 0.00278 0.000695 146.479 < 0.0001
0G 7 0.00072 0.000103 21.589  <0.0001
variedad*NaCl 6 0.00103 0.000172 36.034 <0.0001
variedad*0G 12 0.00046 0.000038 8.014 <0.0001
NaCl*OG 20 0.00060 0.000030 6.255 <0.0001
variedad*NaCl*0OG 12 0.00024 0.000020 4,171 <0.0001

El analisis de las variedades de manera independiente, mostré que, para la variedad
Bayo, con excepcioén de los tratamientos 1000 ppm de OG, 30 mM de NaCl con 50
ppm de OG, 30 mM de NaCl con 500 ppm de OG y 30 mM de NaCl con 1000 ppm
de OG, hay diferencias significativas en todos los demas tratamientos y éstas
representan una disminucién de la biomasa subterranea (Figura 39).

En el caso de la variedad Flor de mayo, hay diferencias significativas en los
tratamientos 90 mM de NaCl, 50, 100 y 500 ppm de OG, en todos representan
también una disminucion de la biomasa de raiz (Figura 40).
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Figura 40. Biomasa subterranea para los diferentes tratamientos de salinidad y éxido de
En el caso del NaCl como unico factor de estrés, al comparar las variedades en
mismos tratamientos, se observd que existen diferencias significativas respecto del
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control, estas diferencias representan una disminucion en la biomasa subterranea;
sin embargo, para cada una de las tres diferentes concentraciones de NaCl en los
tratamientos de estrés salino, no hubo diferencia entre variedades, es decir, en cada
uno de los tratamientos, las dos variedades presentaron un decremento similar. Por
otra parte, cuando se analizaron los resultados para las variedades de forma
independiente, para la variedad Bayo se encontr6 un claro decremento en la
biomasa subterranea, esta disminucion fue progresiva al aumentar la concentracion
de NaCl. A 30 mM la reduccion es de 30.55%, a 60 mM es de 38.8% y a 90 mM de
58.33%. En el caso de la variedad Flor de mayo, solo hubo diferencia en el
tratamiento de 90 mM, con una reduccion de 40%.

Estos resultados muestran que la variedad Bayo es mas sensible a la salinidad, y
este factor de estrés genera una reduccion en la acumulacién de biomasa en la raiz,
mientras que la variedad Flor de mayo es mas tolerante a la presencia de NaCl, y
por lo tanto la acumulacién de biomasa no es afectada de manera importante a
concentraciones moderadas de salinidad. La reduccion en la acumulacion de
biomasa esta determinada por la resistencia al estrés salino que puede desarrollar
cada variedad.

En el caso de los tratamientos de OG como Unico factor de estrés abiotico, y
observando las variedades de manera independiente, para la variedad Bayo se
encontraron diferencias en todos los tratamientos, la maxima reduccién ocurrié a
200 ppm con una disminucion aproximada de 41.66 % en la acumulacién de
biomasa de raiz. En el caso de la variedad Flor de mayo, se encontraron diferencias
en todos los tratamientos, excepto a 1500 ppm; la mayor reduccién ocurrié a 50 y
100 ppm, con una reduccion aproximada del 24%.

Los resultados anteriores corroboran que la respuesta esta influenciada por la
variedad. Aunque ambas variedades son afectadas debido a que el OG forma un
recubrimiento sobre la epidermis de la raiz, la variedad Flor de mayo es mas
tolerante a este estrés abidtico en comparacion con la variedad Bayo.

En el caso de los tratamientos de combinacion de 30 mM NaCl y OG, la variedad
Bayo presento una disminucion en la acumulacion de la biomasa subterranea. Por
otra parte, no hubo diferencias para la variedad Flor de mayo en este rango de
concentraciones.

En la combinaciéon de 60 mM de NaCl y OG, al analizar los resultados para las
variedades de manera independiente, se encontré una notable disminucion en la
acumulacion de biomasa en todos los tratamientos de estrés para la variedad Bayo,
presentandose la mayor disminucion a 1500 ppm, siendo esta reduccion de 47.22%.
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Para la variedad Flor de mayo, en el tratamiento de 200 ppm se presenté un
aumento en la acumulacion de biomasa de 29.16%.

En la combinacion de 90 mM y OG, al analizar los resultados para las variedades
de manera independiente, se encontré para la variedad Bayo una importante
reduccion en la acumulacion de biomasa en todos los tratamientos; presentandose
el mayor decremento a 100 ppm con un 68.88 %. En el caso de la variedad Flor de
mayo, por el contrario, no hubo diminucion significativa en la biomasa de raiz.

Los resultados muestran de manera general que esta combinacién de estrés afecta
en mayor medida a la variedad Bayo, mientras que la variedad Flor de mayo es mas
resistente a estos tratamientos.

Para los tratamientos que presentan la combinacion de los dos factores de estrés
abidtico, podemos ver como al aumentar la salinidad disminuye también la
acumulacion de biomasa de raiz. Esto estd directamente relacionado con la
disminucién del desarrollo general de la plantula.

Como se muestra en la Figura 41, otro de los efectos provocados por el estrés salino
es la modificacion de la arquitectura radicular. El estrés salino provoc6é una
disminucién en la longitud de la raiz principal y promovio el desarrollo de raices
secundarias.

Figura 41. Comparacion de la arquitectura radicular en variedad Bayo, a) control, b) 90 mM de
NacCl.

Uno de los principales resultados fue la disminucion en la biomasa de raiz al
aumentar el estrés salino. Esto se debe a dos razones principales. En primer lugar,
por el ajuste osmoético que la planta debe realizar para poder tolerar el estrés salino
y poder disponer del agua que requiere para sobrevivir. La segunda es que, cuando
el desarrollo ocurre en un medio salino (suelo o algun otro sustrato), donde se
mantenga una humedad constante, las sales suelen permanecer en las capas mas
profundas y debido a ello las raices disminuyen su longitud, activando a la vez un
mecanismo que desarrolla las raices adventicias, estos resultados ya has sido
reportados para ésta y otras especies (Chulim et al., 2014)
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En los tratamientos con estrés salino, también se observd la modificacion de la
arquitectura radicular. Esta es una respuesta fisiologica mediante la cual la plantula
busca localizar espacios en el suelo donde el estrés salino sea menor y con ello
evadir este tipo de estrés. También se sabe que, en condiciones de estrés salino, la
raiz asume la funcién de dérgano de reserva, por lo que acumula biomasa para
generar potenciales menores al medio salino en el cual se encuentra; esto a su vez
inhibe su crecimiento (Pareek et al.,, 2010; Begum et al., 2011; Ye et al., 2012,
Seabra et al., 2014).

6.3.4 Biomasa total

Los resultados muestran que todos los tratamientos y sus combinaciones afectaron
la acumulacion de biomasa total (Tabla 12).

Tabla 12. Tabla de ANOVA con los resultados de biomasa total para los diferentes
tratamientos de salinidad en dos variedades de frijol.

Fuente GL  Sumade Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F
Model 63 0.062 0.000980 54.379 <0.0001
Error 192 0.003 0.000018
Corrected Total 255 0.065
variedad 2 0.024 0.011961 663.742 <0.0001
NaCl 4 0.024 0.006049 335.673 <0.0001
0G 7 0.003 0.000388 21.548 <0.0001
variedad*NaCl 6 0.003 0.000480 26.628 <0.0001
variedad*0G 12 0.004 0.000360 19.970 <0.0001
NaCl*OG 20 0.003 0.000156 8.667 <0.0001
variedad*NaCl*0G 12 0.001 0.000048 2.686 0.002

El analisis de las variedades de forma independiente, mostré que, para la variedad
Bayo, excepto en el tratamiento de 25 ppm de OG, se encontraron diferencias
significativas en todos los tratamientos y éstas representan una disminucién de la
biomasa total respecto del control (Figura 42).

En el caso de la variedad Flor de mayo, hay diferencias significativas en los
tratamientos: 60 y 90 mM de NaCl, 60 mM de NaCl con 200 ppm de OG, 60 mM de
NaCl con 1500 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 25 ppm de OG, 90 mM de NacCl
con 50 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 100 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 200
ppm de OG, 90 mM de NaCl con 500 ppm de OG, 90 mM de NaCl con 1000 ppm
de OG y 90 mM de NaCl con 1500 ppm de OG,; y en todos representan también una
disminucién de la biomasa total (Figura 43).
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factor de estrés, los resultados

unico

muestran, al compararse variedades en mismos tratamientos, que hay diferencias
significativas de acumulacion de biomasa total en todos los casos; en el control, 30,

-

En los tratamientos de salinidad como
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60y 90 mM y todas las diferencias representan una disminucion en la biomasa total,
con excepcion de 30 mM para variedad Flor de mayo, en la cual se presenta un
incremento en la acumulacion de biomasa; en este caso, un ligero estrés por
salinidad, favorece el desarrollo.

Cuando se compararon las variedades de manera independiente, se puede ver que,
para la variedad Bayo, el estrés salino disminuyo la biomasa total en todos los
casos, siendo la mas severa a 90 mM, con una reduccion de 66.67%. En el caso de
la variedad Flor de mayo, en un estrés salino de 30 mM hubo un incremento de la
biomasa total de 13.34%, mientras que para el resto de los tratamientos se encontro
una disminucion en la acumulacién de biomasa; la mayor diferencia es a 90 mM con
un 30.67%.

En los tratamientos con el OG como Unico factor de estrés, cuando vemos los
resultados para las variedades de manera independiente, en el caso de la variedad
Bayo se observa que, al incrementar el nivel de estrés, disminuye la acumulacion
de biomasa total, la mayor diferencia se presenta a 1500 ppm con una reduccién de
55.55%. Para la variedad Flor de mayo, la Unica diferencia en reduccion de biomasa
se presenta a 1500 ppm, con un 16.44%. Estos resultados muestran que la variedad
Bayo es mas sensible al estrés y por ello disminuye su desarrollo, con lo cual
disminuye también la acumulacién de biomasa; en el caso de la variedad Flor de
mayo, en términos generales no hay disminucién en esta combinacion de estrés.

En los tratamientos de combinacion de 30 mM de NaCl y OG, se observa que en
general la variedad Bayo acumula menor cantidad de biomasa total en comparacién
que la variedad Flor de mayo. Cuando observamos las variedades de forma
independiente, vemos que, para la variedad Bayo, todos los tratamientos provocan
una disminucion en la biomasa total, presentdndose la mayor reduccion a 25 ppm
con un 37.36%. Para la variedad Flor de mayo, es estrés abidtico generado en esta
seccion del desarrollo experimental, genera un ligero aumento de la biomasa total,
aunque esta no es significativa en ninguno de los tratamientos. En conjunto, los
resultados muestran que, para esta combinacién de estrés abidtico, la variedad Flor
de mayo presenta una mayor resistencia y, por lo tanto, acumula mas biomasa total
gue la variedad Bayo.

En la combinacion de 60 mM de NaCl y OG, cuando se comparan las variedades
entre mismos tratamientos, se observa que hay diferencia en todos ellos, y también
en todos los casos, existe mayor acumulacion de biomasa total de la variedad Flor
de mayo con respecto a la variedad Bayo. Con respecto a los resultados de las
variedades de forma independiente, para la variedad Bayo se observa para todos
los tratamientos un decremento en la biomasa total, siendo la mayor reduccion en
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los tratamientos de 100 y 1500 ppm, lo cual representa un 56.7%. Para la variedad
Flor de mayo, el tratamiento 200 ppm presentan una disminucion de biomasa total,
con aproximadamente un 23% menos, el resto de los tratamientos no presenta
diferencias. En esta combinacion de estrés abiotico, se mantiene la tendencia de
que la variedad Flor de mayo acumula méas biomasa total que la variedad Bayo.

En la combinacién de 90 mM de NaCl y OG, los resultados de comparacion de
variedades en mismos tratamientos, indican que existen diferencias en todos ellos,
manteniéndose la tendencia de una mayor acumulacion de biomasa total en la
variedad Flor de mayo.

Cuando se compararon las dos variedades en un mismo tratamiento, se observo
que no se presentaron diferencias en los tratamientos: 50, 100, 200 y 1000 ppm de
OG, 30 mM de NaCl con 100 ppm de OG y 30 mM de NaCl con 200 ppm de OG; en
todos los demas tratamientos si se presentaron diferencias significativas (Figura 35).

Para las variedades de manera independiente, para la variedad Bayo se observa
gue en todos los tratamientos existe una importante disminucién en la acumulacién
de biomasa, si bien la reduccién es bastante similar, la mayor diferencia a 100 ppm
con una reduccion de 74.75%. Para la variedad Flor de mayo se observa un
comportamiento semejante, se presenta una disminucién en todos los tratamientos
respecto del control siendo esta disminucién bastante similar en todos los casos, y
la mayor reduccién se presenta en el tratamiento de 100 ppm, con una disminucion
de 28.76%. Se mantiene el mismo patrén de mayor acumulacién de biomasa por
parte de la variedad Flor de mayo con respecto a la variedad Bayo.

Los resultados de esta investigacion nos indican que, al aumentar la concentracion
de NaCl o de OG de manera independiente, existe un importante decremento en la
acumulacion de biomasa. En el caso de la salinidad, estos resultados son
comparables con lo ya reportado (Bayuelo-Jiménez et al., 2012; Cokkizgin, 2012;
Chulim et al., 2014). Por otra parte, los resultados de OG son similares a los
reportados por Begum et al. (2011) quienes reportan que para la espinaca rojay la
col, en altas concentraciones de G (1000 mg/L) disminuye la acumulacion de
biomasa total.

6.3.5 Relacion Brote:Raiz

Los resultados muestran que todas las variables explicativas influyen en la
respuesta (Tabla 13).
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Tabla 13. Tabla de ANOVA con los resultados de la relacién brote:raiz para los diferentes
tratamientos de salinidad en dos variedades de frijol.

Fuente GL Sumade Cuadrados Cuadrados Medios F Pr>F
Modelo 63 138.969 2.206 35.570 <0.0001
Error 192 11.907 0.062
Total Corregido 255 150.876
variedad 2 59.225 29.612 477.506 <0.0001
NacCl 4 29.268 7.317 117.990 <0.0001
0G 7 10.802 1.543 24.883 <0.0001
variedad*NacCl 6 5.686 0.948 15.282 <0.0001
variedad*0G 12 13.592 1.133 18.265 <0.0001
NaCl*0G 20 17.865 0.893 14.404 <0.0001
variedad*NaCl *0G 12 2.531 0.211 3.401 0.0001

El analisis de las variedades de forma independiente, mostraron que, para la
variedad Bayo, hay diferencias significativas en los tratamientos: 30 mM de NacCl,
25, 500, 1000 y 1500 ppm de OG y 60 mM de NaCl con 100 ppm de OG; éstas
diferencias representan una disminucion en la relacion brote:raiz, es decir, debido
al estrés abidtico, esta variedad asigna una menor cantidad de recursos al desarrollo
de la parte aérea (Figura 44).

En el caso de la variedad Flor de mayo, los tratamientos que presentan diferencias
significativas son: 30 mM de NacCl, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm de OG vy, en este
caso, las diferencias representan un aumento en la relacion brote:raiz; esto significa
gue esta variedad asigna, bajo este tipo de estrés abidtico, mas recursos al
desarrollo de la parte aérea que a la parte subterrdnea (Figura 45).
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Figura 44. Relacion brote:raiz para los diferentes tratamientos de salinidad y 6xido de grafeno
en la variedad Bayo.
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Figura 45. Relacion brote:raiz para los diferentes tratamientos de salinidad y 6xido de grafeno
en la variedad Flor de mayo.

En el caso del estrés salino como unico factor de estrés, al comparar las variedades
en mismos tratamientos, en todos los tratamientos la proporcion biomasa
aérea/subterranea es mayor en la variedad Flor de mayo con respecto a la variedad
Bayo, aunque las diferencias solo son significativas en los tratamientos 30 mM y 90
mM de NaCl. Los resultados para las variedades de manera independiente, nos
muestran que, en el caso de la variedad Bayo, aunque existe una reduccién en la
proporcion, en ningun caso es significativa. Por otra parte, para la variedad Flor de
mayo, no se presentan diferencias significativas en la proporcion biomasa
aérea/biomasa subterranea.

Para el caso de los tratamientos de OG como unico factor de estrés, en la figura 15
se puede observar que, al comparar las variedades en mismos tratamientos, existen
diferencias en los tratamientos de 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm. La relacion
brote:raiz es mayor en todos los casos para la variedad Flor de mayo con respecto
a la variedad Bayo. Para las variedades de forma individual, podemos ver que los
resultados indican que el estrés generado por el OG en la variedad Bayo genera a
25 ppm un aumento en la relacion brote:raiz, y posteriormente, al aumentar la
concentracion, esta proporcion decrece progresivamente. En la variedad Flor de
mayo, vemos que la proporcién aumenta de manera importante en los tratamientos
hasta 100 ppm, y posteriormente va decreciendo.
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Para la combinacion de NaCl y OG, aunque se observé una tendencia de una mayor
relacion brote:raiz para la variedad Flor de mayo con respecto de la variedad Bayo,
solo se presento diferencia significativa en el tratamiento 60 mM de NaCl con 100

ppm.

Cuando se compararon las dos variedades en un mismo tratamiento, se observo
gue se presentaron diferencias en los tratamientos: 30 y 90 mM de NacCl, 50, 100,
200, 500, 1000 y 1500 ppm de OG, 30 mM de NaCl con 25 ppm de OG, 30 mM de
NaCl con 50 ppm de OG, 30 mM de NaCl con 100 ppm de OG, 30 mM de NaCl con
200 ppm de OG, 30 mM de NaCl con 500 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 100 ppm
de OG, 60 mM de NaCl con 200 ppm de OG, 60 mM de NaCl con 500 ppm de OG,
60 mM de NaCl con 1500 ppm de OG y 90 mM de NaCl con 50 ppm de OG.
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