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ABSTRACT

RESUMEN

In the present study, the effects of the treatment
of tomato seeds with carbon nanotubes (CNT) and
graphene (GP), at concentrations of 50, 250 and 500 mg
L-" and two controls (without sonicar and sonicated) in
growth, development and mineral absorption in tomato
plants were evaluated. Two conditions of saline stress
were considered: withouth saline stress (No NaCl)
and with saline stress (50 mM NaCl). The application
of GP and CNT in plants without saline stress did not
affect most of the morphologicals parameters, such
as average fruit weight and yield. The fresh and dry
biomasses, both root and aerial, were modified by
carbon nanomaterials (CNMs). On the other hand, the
height of the plants under salinity increased significantly
with the treatment of GP and CNT at the lowest dose (50
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En el presente estudio, se evaluaron los efectos
del tratamiento de semillas de tomate con nanotubos
de carbono (CNT) y grafeno (GP), a concentraciones
de 50, 250 y 500 mg L' y dos controles (sin sonicar y
sonicado), en el crecimiento, desarrollo y la absorcion
mineral en plantas de tomate sin estrés salino (Sin NaCl)
y con estrés salino (50 mM NaCl). La aplicacion de GP y
CNT en plantas sin estrés salino no afecto la mayoria de
los parametros morfolégicos, como el peso promedio de
frutos y el rendimiento. Las biomasas frescas y secas tanto
de raiz como de parte aérea fueron modificadas por los
nanomateriales de carbono (CNMs). Por otro lado, la altura
de las plantas bajo salinidad aumento significativamente
con el tratamiento de GP y CNT en la dosis mas baja (50 mg
L1). Mientras que el DT disminuy6 notablemente. El nimero
de frutos con pudricion apical y el porcentaje de dafio
fueron similares a los controles. Ademas, el tratamiento
con GP y CNT modificé la concentracion de macro y micro
nutrientes en las hojas y frutos de las plantas de tomate.
La aplicacion de GP y CNT a las semillas en sus diferentes
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mg L"). While the DT decreased notably. The number
of fruits with blossom end rot and the percentage fruits
with damage were similar to the controls. In addition,
treatment with GP and CNT modified the concentration
of macro and micro nutrients in the leaves and fruits of
tomato plants. The application of GP and CNT to the
seeds in their different concentrations can generate
positive responses in the development and growth of
the plants, it has positive effects and under conditions
of saline stress they can induce beneficial responses by
improving the absorption of nutrients.

KEY WORDS

Graphene, carbon nanotubes, salinity, macronutrients,
micronutrients.

Introduction

The salinization of soil and water resources is
increasing due to the irrational use of agricultural inputs
to increase agricultural production (Arif et al., 2020;
Phogat et al., 2020). Worldwide, salinity induces abiotic
stress that affects between a quarter and a third of crop
productivity (Munns et al., 2019). Approximately 10 %
of the world’s land surface and 50 % of irrigated areas
are exposed to salinity, causing a loss of approximately
USD$12 billion in the agricultural sector (Kamran et
al., 2020; Singh et al., 2020). A soil with an electrical
conductivity of 4 dS m™ (approximately 40 mM NaCl),
an osmotic stress of 0.2 MPa, and a percentage of
exchangeable sodium of 15 % to 25 % is called a salt-
affected soil (Kosova et al., 2013).

Salinityinduces a wide spectrum of physiological (stomatal
conductance, transpiration rate and photosynthesis),
biometric (height, leaf area, biomass production) and
biochemical (antioxidant enzymes) alterations, and can
cause ionic stress, osmotic stress and oxidative stress
in the plants (Machado-Guimaraes et al., 2020). lonic
stress is caused by a greater accumulation of salt ions in
plant cells at toxic levels, and osmotic stress is caused by
a decrease in the osmotic potential of water, in addition
ionic stress causes a deficiency of nutrients, disturbs the
balance of reactive oxygen species (ROS) in plant cells,
which directly causes oxidative stress (Hernandez, 2019;
Wani et al., 2020).

concentraciones puede generar respuestas positivas en el
desarrollo y crecimiento de las plantas, y bajo condiciones
de estrés salino pueden inducir respuestas benéficas al
mejorar la absorcién de los nutrientes.

PALABRAS CLAVE

Grafeno, nanotubos de carbono, salinidad, macronutrientes,
micronutrientes.

Introduccioén

La salinizacién de los recursos de suelo y
agua va en aumento debido al uso irracional de insumos
agricolas para incrementar la produccion agricola (Arif et
al., 2020; Phogat et al., 2020). A nivel mundial, la salinidad
induce un estrés de tipo abiotico que afecta entre un cuarto
y un tercio de la productividad de los cultivos (Munns et al.,
2019). Aproximadamente el 10 % de la superficie terrestre
mundial y el 50 % de las areas irrigadas estan expuestas ala
salinidad, lo que provoca una pérdida de aproximadamente
12 mil millones de ddlares en el sector agricola (Kamran
et al., 2020; Singh et al, 2020). Un suelo con una
conductividad eléctrica de 4 dS m™' (aproximadamente 40
mM NaCl), un estrés osmoético de 0.2 MPa y un porcentaje
de sodio intercambiable de 15 % a 25 % se denomina suelo
afectado por sal (Kosova et al., 2013).

La salinidad induce un amplio espectro de alteraciones
fisiolégicas (conductancia estomatica, tasa de transpiraciéon
y fotosintesis), biometricas (altura, area foliar, produccién
de biomasa) y bioquimicas (enzimas antioxidantes), y
puede provocar estrés idnico, estrés osmoético y estrés
oxidativo en las plantas (Machado-Guimaraes et al., 2020).
El estres idnico es causado por una mayor acumulacion de
iones de sal en las células de la planta a niveles toxicos,
y el estrés osmotico es causado por una disminucion en
el potencial osmético del agua, ademas el estres ionico
provoca una deficiencia de nutrientes, perturba el equilibrio
de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células
de las plantas, lo que causa directamente el estrés oxidativo
(Hernandez, 2019; Wani et al., 2020).

Los nutrientes minerales como nitrogeno (N), fésforo
(P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre
(S), zinc (Zn) y boro (B), entre otros, son esenciales
para la productividad del cultivo en condiciones
de estrés salino (Z6rb et al., 2019). Por lo que una
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Mineral nutrients such as nitrogen (N), phosphorus (P),
potassium (K), calcium (Ca), magnesium (Mg), sulfur
(8), zinc (Zn) and boron (B), among others, are essential
for crop productivity under saline stress conditions
(Z6rb et al., 2019). Therefore, a deficiency of these
nutrients is an additional problem since it includes a
lower accumulation of biomass, a greater susceptibility
to pathogens and diseases, and a delay in plant growth
directly related to crop yield (Farooq et al., 2017). It
should be mentioned that plants are inherently dynamic
and flexible in their metabolism, which can promote
adaptation to saline environments (Arsova et al., 2019).
To do this, they depend on signals and pathways that
restore the homeostasis of ionic, osmotic and ROS
species (Ma & Yan, 2018; Sewelam et al., 2016).

On the other hand, the tomato (Solanum lycopersicum
L.) is a member of the Solanaceae family and is the
most valuable crop in the world (Kayess et al., 2020), for
being rich in antioxidant molecules such as carotenoids,
vitamin E, vitamin C and phenolic compounds, mainly
flavonoids (Devkar et al., 2019). It is considered
moderately sensitive to saline stress, so this stress
represents a substantial threat to its production, due
to the negative effects caused (Kashyap et al., 2020;
Singh et al., 2020).

In this context, advances in nanotechnology provide
novel tools for the agri-food sector, one of these tools
is nanomaterials (NMs). The use of NMs in agricultural
crops produces morphological, physiological and
biochemical responses that can help the plant to
tolerate some type of stress, be it biotic or abiotic, by
generating changes in the transcriptome, proteome,
metabolome and ionome (Wang et al., 2019), they
can also improve the absorption of water and nutrients
(Sanzari et al., 2019). Recently, carbon-based
nanomaterials (CNMs) have been applied as plant
growth regulators, pest control agents, nanosensors
for pest detection, and nutrient carriers in agriculture
(Mukherjee et al., 2016). This is due to the translocation
capacity that depends on their size and surface charge
(negative charge), promoting a series of physiological
and biochemical responses that improve plant growth
and crop protection (Joshi et al., 2020). The efficacy
of a particular type of CNMs varies from plant to plant
and the outcome (null, beneficial, or adverse) of CNMs-

deficiencia de éstos nutrientes es un problema adicional
ya que incluye una menor acumulacion de biomasa, una
mayor susceptibilidad a patégenos y enfermedades, y
un retraso en el crecimiento de las plantas directamente
relacionado con el rendimiento de los cultivos (Farooq
et al., 2017). Cabe mencionar, que las plantas son
inherentemente dinamicas y flexibles en su metabolismo,
lo que puede propiciar una adaptacién a ambientes
salinos (Arsova et al., 2019). Para ello, dependen de
sefales y vias que restablezcan la homeostasis de las
especies idnicas, osméticas y ROS (Ma & Yan, 2018;
Sewelam et al., 2016).

Por otro lado, el tomate (Solanum lycopersicum L.) es
miembro de la familia de las solanaceas y es el cultivo de
mayor valor en el mundo (Kayess et al., 2020), por ser rico
en moléculas antioxidantes como carotenoides, vitamina
E, vitamina C y compuestos fendlicos, principalmente
flavonoides (Devkar et al, 2019). Se considera
moderadamente sensible al estrés salino, por lo que
dicho estrés representa una amenaza sustancial para su
produccién, debido a los efectos negativos ocasionados
(Kashyap et al., 2020; Singh et al., 2020).

En este contexto, los avances de la nanotecnologia
proporcionan herramientas novedosas para el sector
agroalimentario, una de éstas herramientas son los
nanomateriales (NMs). El uso de los NMs en los cultivos
agricolas, producen respuestas morfoldgicas, fisiologicas
y bioquimicas que pueden ayudar a la planta a tolerar
algun tipo de estrés ya sea de tipo bidtico o abidtico,
al generar cambios en el transcriptoma, proteoma,
metaboloma e ionoma (Wang et al., 2019). Ademas puede
mejorar la absorcién de agua y nutrientes (Sanzari et al.,
2019). Recientemente, los nanomateriales a base de
carbono (CNMs) se han aplicado como reguladores del
crecimiento de las plantas, agentes de control de plagas,
nanosensores para la deteccidon de plagas y portadores
de nutrientes en la agricultura (Mukherjee et al., 2016).
Esto se debe a la capacidad de translocacion que
depende del tamafo y la carga superficial de los mismos
(carga negativa), promoviendo una serie de respuestas
fisiolégicas y bioquimicas que mejoran el crecimiento
de la planta y la proteccion de los cultivos (Joshi et al.,
2020). La eficacia de un tipo particular de CNMs varia
de una planta a otra y el resultado (nulo, beneficioso,
o adverso) de las interacciones CNMs-planta, depende
de la carga, tamafo, forma, concentracion, cantidad
y tiempo de exposicion (Verma et al., 2019). Dentro
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plant interactions depends on the load, size, shape,
concentration, amount and time of exposure (Verma et
al., 2019). These CNMs include single-walled (SWCNT)
and multiple-walled (MWCNT) carbon nanotubes (CNT), as
well as graphene (GP), which have been applied to improve
plant growth (Husen & Siddiqi, 2014).

Some of these CNMs have been used in seed treatment
and have a positive impact on improving plant growth
(Ratnikova et al., 2015), ranging from improved seed
germination to increased productivity and crop yield (Gao
et al., 2020). It has been reported that the treatment of
seeds through the imbibition with some CNMs, such as
CNT, can break the seed coat and create pores to enter
the seed (Khodakovskaya et al., 2009; Ratnikova et
al., 2015). Gilbertson et al. (2020), mention that at low
concentrations, they activate the aquaporin channel and
promote the absorption of water and nutrients. On the
contrary, in high doses, they promote the production of
free radicals that induce oxidative stress and cell damage
(Samadi et al., 2021).

In this sense, the direct exposure of the seeds with
CNMs can break the dormancy of the seeds and improve
their germination, since it induces an abrasion of the
endocarp and increases the infiltration of oxygen and
humidity (Sayedena et al., 2018). Joshi et al. (2018),
reported faster growth and improvements in wheat crop
yield when treating the seeds with MWCNT (0, 70, 80
and 90 mg L) due to better absorption of water and
essential minerals such as P and K. Another study
mentions that rice plants treated with MWCNT (70, 80
and 90 mg L") from the seed, have a faster growth, and
also a better absorption of water and nutrients, which is
why an increase in crop yield (Joshi et al., 2020). With
this, it is assumed that the application of CNMs in the
seed can improve the physiology of the plant and also
function as elicitors to induce tolerance to stress, in this
case stress by NaCl. With the above, the present study
aims to evaluate different concentrations of GP and CNT
in growth and mineral absorption of nutrients in tomato
plants grown under saline stress conditions.

Material and Methods

Vegetal material

The seeds used in the present study were hybrid

de estos CNMs destacan los nanotubos de carbono
(CNT) de pared simple (SWCNT) y de pared multiple
(MWCNT), asi como el grafeno (GP), los cuales se han
aplicado para mejorar el crecimiento de las plantas
(Husen & Siddiqi, 2014).

Algunos de éstos CNMs se han utilizado en el tratamiento
de semillas y tienen un impacto positivo en la mejora del
crecimiento de las plantas (Ratnikova et al., 2015), que van
desde el mejoramiento en la germinacion de semillas hasta el
incremento en la productividad y el rendimiento de los cultivos
(Gao et al., 2020). Se ha reportado que el tratamiento de
semillas a través de la imbibicion con algunos CNMs, como
los CNT, pueden romper la testa de la semilla y crear poros
para ingresar dentro de la semilla (Khodakovskaya et al., 2009;
Ratnikova et al., 2015). Gilbertson et al. (2020), mencionan que
a bajas concentraciones, activan el canal de acuaporinas y se
promueve la absorcién de agua y nutrientes. Por el contrario,
en dosis altas, promueven la produccién de radicales libres que
inducen un estrés oxidativo y dafo celular (Samadi et al., 2021).

En este sentido, la exposicion directa de las semillas con los
CNMs puede romper la latencia de las semillas y mejorar la
germinacion de las mismas, ya que induce una abrasion del
endocarpio y aumenta la infiltracion de oxigeno y humedad
(Sayedena et al., 2018). Joshi et al. (2018), reportaron un
crecimiento mas rapido y mejoras en el rendimiento del
cultivo de trigo al tratar las semillas con MWCNT (0, 70, 80 y
90 mg L") debido a una mejor absorcion de agua y minerales
esenciales como P y K. Otro estudio menciona que las plantas
de arroz tratadas con MWCNT (70, 80 y 90 mg L") desde
la semilla, tienen un crecimiento mas rapido, y ademas una
mejor absorcion de agua y nutrientes, por lo que se obtiene
un incremento en el rendimiento del cultivo (Joshi et al., 2020).
Con esto, se asume que la aplicacion de CNMs en la semilla
puede mejorar la fisiologia de la planta y ademas funcionar
como elicitores para inducir tolerancia a un estrés, en este caso
estrés por NaCl. Con lo anterior, el presente estudio tiene como
objetivo de evaluar diferentes concentraciones de GPy CNT en
el crecimiento y la absorcién mineral de nutrientes en plantas
de tomate cultivadas bajo condiciones de estrés salino.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Las semillas utilizadas en el presente estudio
fueron de tomate hibrido “Pony Express F1” (Harris Moran,
Davis, CA, USA), tipo saladette y crecimiento determinado.
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tomato “Pony Express F1” (Harris Moran, Davis, CA, USA),
saladette type and determined growth.

Carbon nanomaterials

The CNMs used were: carbon nanotubes (CNT)
and graphene (GP). The CNT were multilayer, 95 % pure,
30-50 nm in diameter, and 10-20 ym long (Nanostructured
& Amorphous Materials, Inc.). Graphene (GP) has a purity
of 97 %, a diameter of 2 ym, a thickness of 8 to 12 nm and
with 10-12 layers (Cheap Tubes Inc.).

Seed treatment

The treatments consisted of three different
concentrations: 50, 250 and 500 mg L' of GP and CNT,
respectively. These concentrations were selected in a
range of low, medium and high doses, according to the
results obtained in the growth and development of tomato
plants carried out in a previous study with the same CNMs
(Lépez-Vargas et al., 2020). The treatment solutions
were prepared in 50 ml beakers, which contained 20 ml
of each treatment and 40 tomato seeds in each glass,
subsequently they were sonicated for 10 minutes at a
vibration amplitude of 60 % at 20 Khz in a ultrasonicator
(Q500 sonicator, QSONICA, Melville, NY, USA), similar
to that reported by Ratnikova et al. (2015). The treated
seeds were stored at room temperature (25 £ 1 °C) with
16 hours of light and 8 hours of darkness for 24 hours in
glass jars with a lid and shaken every 8 hours to avoid
the precipitation of CNMs and ensure the imbibition in the
seeds (Ratnikova et al., 2015). Two controls containing
distilled water with non-sonicated seeds (Non-sonicated
Control) and distilled water with sonicated seeds
(Sonicated Control) were also evaluated.

Crop development

After 24 hours, the sowing of the treated seeds
was carried out in previously labeled polystyrene trays.
The transplant was carried out 30 days after sowing
(das) in black polyethylene bags with a capacity of 14
L. The substrate used was a mixture of perlite-peat
moss in a 1:1 ratio. The experiment was divided into
two (experiment 1 and experiment 2) and they were
established separately: 16 plants were transplanted
for each treatment for experiment 1 and 16 plants per
treatment for experiment 2, considering one plant as
an experimental unit (Table 1). The irrigation system
was directed, at 8 days after transplantation (dat),

Nanomateriales de carbono

Los CNMs utilizados fueron: nanotubos de carbono
(CNT) y grafeno (GP). Los CNT fueron multicapa, con una
pureza de 95 %, un diametro de 30-50 nm y de 10 a 20 ym
de largo (Nanostructured & Amorphous Materials, Inc.). El
grafeno (GP) tiene una pureza del 97 %, un diametro de 2 um,
un grosor de 8 a 12 nmy con 10-12 capas (Cheap Tubes Inc.).

Tratamiento de semillas

Los tratamientos consistieron en tres diferentes
concentraciones: 50, 250 y 500 mg L' de GP y CNT,
respectivamente. Estas concentraciones fueron seleccionadas
en un rango de dosis baja, media y alta, de acuerdo a los
resultados obtenidos en el crecimiento y desarrollo de las
plantas de tomate realizados en un estudio previo con los
mismos CNMs (Lopez-Vargas et al., 2020). Las soluciones de
los tratamientos fueron preparadas en vasos de precipitados
de 50 ml, que contenian 20 ml de cada tratamiento y 40 semillas
de tomate en cada vaso, posteriormente fueron sonicadas por
10 minutos a una amplitud de vibracion de 60 % a 20 Khz en
un ultrasonicador (sonicador Q500, QSONICA, Melville, NY,
EE. UU.), similar a lo reportado por Ratnikova et al. (2015).
Las semillas tratadas fueron almacenadas a temperatura
ambiente (25 + 1 °C) con 16 h de luz y 8 de oscuridad durante
24 h en frascos de vidrio con tapa y agitados cada 8 hrs para
evitar la precipitacion de los CNMs y asegurar la imbibicion en
las semillas (Ratnikova et al., 2015). También se evaluaron
dos controles que contenian agua destilada con semillas sin
sonicar (Control no sonicado) y agua destilada con semillas
sonicadas (Control sonicado).

Desarrollo del cultivo

Transcurrida las 24 horas, la siembra de las
semillas tratadas fue realizada en charolas de poliestireno
previamente etiquetadas. El trasplante fue realizado
a los 30 dias después de la siembra (das) en bolsas de
polietileno color negro con capacidad de 14 L. El sustrato
utilizado fue una mezcla de perlita-peat moss en proporcién
1:1. El experimento se dividi6 en dos (experimento 1
y experimento 2) y fueron establecidos por separado:
se trasplantaron 16 plantas por cada tratamiento para
el experimento 1 y 16 plantas por tratamiento para el
experimento 2, considerando una planta como unidad
experimental (Tabla 1). El sistema de riego fue dirigido,
a los 8 dias después del trasplante (dat), las plantas
del experimento 1 fueron irrigadas con solucién nutritiva
Steiner (1961) y las plantas del experimento 2 fueron
irrigadas con solucién nutritiva Steiner combinada con 50
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Table 1.
Treatments with GP, CNT and NaCl to tomato seeds.

Tabla 1.
Tratamientos con GP, CNT y NaCl a semillas de tomate.

Concentration

Treatment (mg L") Experiment 1 Experiment 2
Non-sonicated control 0 Without NaCl 50 mM NaCl
Sonicated control 0 Without NaCl 50 mM NaCl
50 Without NaCl 50 mM NaCl

GP 250 Without NaCl 50 mM NaCl

500 Without NaCl 50 mM NaCl

50 Without NaCl 50 mM NaCl

CNT 250 Without NaCl 50 mM NaCl

500 Without NaCl 50 mM NaCl

the plants of experiment 1 were irrigated with Steiner
nutrient solution (1961) and the plants of experiment 2
were irrigated with Steiner nutrient solution combined
with 50 mM of chloride of sodium (NaCl), these solutions
were prepared in different tanks with a capacity of 1100
L. The electrical conductivity (EC) of the solutions was
monitored during the cycle and these ranged between
1.9-2.5 dS m™' for the normal Steiner solution and 5.5-
7.5 dS m for the Steiner solution with NaCl. The pH was
adjusted to 6.5 with concentrated sulfuric acid in both
tanks to favor the absorption of nutrients. The crop was
managed to a single stem, and it developed for 160 dat.

Evaluation of agronomic parameters

For the evaluation of the growth and
development of tomato plants, measurements were
made at 15, 30, 45, 60 and 75 days after the application
of NaCl. The height of the plant was measured with a
flexometer, the diameter of the stem was determined
with a digital vernier; in addition, the number of leaves,
number of clusters, number of fruits per plant, were
counted. In the case of plants developed with NaCl,
the number of fruits damaged with blossom end rot was
counted for each plant to determine the percentage of
damage, and yield was evaluated. The fresh biomass
of the aerial part and root (g) was determined using
a digital scale (OHAUS model Adventurer Pro). The
dry biomass was obtained by drying the samples in
a Drying Oven (model DHG9240A) for 72 hours at a
constant temperature of 70 °C.

mM de cloruro de sodio (NaCl), dichas soluciones fueron
preparadas en tinacos diferentes con capacidad de 1100
L. La conductividad eléctrica (CE) de las soluciones fue
monitoreada durante el ciclo y éstas oscilaban entre 1.9-
2.5 dS m™ para la solucién Steiner normal y 5.5-7.5 dS
m~" para la solucién Steiner con NaCl. El pH se ajusto a
6.5 con acido sulfurico concentrado en ambos tinacos
para favorecer la absorcion de nutrimentos. El cultivo fue
manejado a un solo tallo, y se desarrollé por 160 dat.

Evaluacién de parametros agronémicos

Para la evaluacién del crecimiento y desarrollo de
las plantas de tomate, se realizaron mediciones a los 15,
30, 45, 60 y 75 dias después de la aplicacion de NaCl. La
altura de la planta se midi6 con un flexdbmetro, el diametro
de tallo fue determinado con un vernier digital, ademas,
el numero de hojas, numero de racimos, numero de
frutos por planta, fueron contabilizados. En el caso de las
plantas desarrolladas con NaCl, se contabiliz6 el numero
de frutos dafiados con pudricién apical (“blossom end
root”) por cada planta para determinar el porcentaje de
dafio, y se evalué rendimiento. La biomasa fresca de
parte aérea y raiz (g), fue determinada utilizando una
balanza digital (OHAUS modelo Adventurer Pro). La
biomasa seca se obtuvo al secar las muestras en una
estufa de secado marca Drying Oven modelo DHG9240A
durante 72 h a una temperatura constante de 70 °C.

Contenido mineral

El contenido de macronutrientes (P, K, Ca, Mg, S
y Na) y micronutrientes (Fe, Cu, Zn, Mn, Mo y B) en hojas
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Mineral content

The content of macronutrients (P, K, Ca, Mg, S
and Na) and micronutrients (Fe, Cu, Zn, Mn, Mo and
B) in leaves and fruits was determined with a plasma
emission spectrophotometer (Optima 8300 ICP-OES
Optical System, PerkinElmer, MA, USA) following the
methodology described by Hernandez-Hernandez et al.,
(2018). For the analysis of dry tissue of leaves and fruits,
1 g of each sample was taken, which were digested in 30
ml of nitric acid at 300 °C for 6 hours, and volumetric to
50 ml with deionized water for subsequent analysis.

Statistical analysis

The experiment was set up in a completely
randomized design. Statistical analysis was performed
independently for each experiment. In the agronomic
variables, 16 repetitions per treatment were considered.
For the physicochemical and biochemical variables, six
repetitions per treatment were considered. The analysis
of variance and the Fisher LSD test of means (a=0.05)
was performed in the Infostat software (v2018) (https://
www.infostat.com.ar).

Results

Agronomic variables

The addition of GP and CNT in the plants without
salt stress did not affect the height of the plants (Figure 1A).
Under saline stress, the different doses of GP and CNT
applied to the plants did not affect the height of the plants,
since the treatments were similar to the non-sonicated
control. However, when compared with the sonicated
control, the height of the plants was favored with the
addition of GP at 50 and 250 mg L™, presenting an increase
of 11.04 % and 12.47 %, respectively, and 11.34 % with the
application of CNT at 250 mg L' (Figure 1A).

The stem diameter of the plants without salinity increased
4.57 % and 9.76 % with CNT at 50 and 250 mg L7,
respectively, compared to the non-sonicated control. No
concentration of GP affected this variable. However, when
comparing the treatments with the sonicated control, the
stem diameter decreased with the addition of GP in its
different doses (10.60 %, 7.26 % and 6.53 %, respectively).
Similarly, CNT decreased this variable with doses of 50 and
500 mg L (4.73 % and 6.20 %, respectively) (Figure 1B). It

y frutos fue determinado con un espectrofotometro de
emisién de plasma (Optima 8300 ICP-OES Optical System,
PerkinElmer, MA, USA) siguiendo la metodologia descrita
por Hernandez-Hernandez et al. (2018). Para el analisis de
tejido seco de hojas y frutos, se tomé 1 g de cada muestra,
los cuales fueron digeridos en 30 ml de acido nitrico a 300
°C durante 6 horas, y aforado a 50 ml con agua desionizada
para su posterior analisis.

Analisis estadistico

El experimento se estableci6 en un disefio
completamente aleatorizado. El analisis estadistico se
realizd de manera independiente para cada experimento. En
las variables agronémicas se consideraron 16 repeticiones
por tratamiento. Para las variables fisicoquimicas y
bioquimicas se consideraron seis repeticiones por
tratamiento. El analisis de varianza y la prueba de medias
Fisher LSD (a=0.05) se realiz6 en el software Infostat
(v2018) (https://www.infostat.com.ar).

Resultados

Variables agronémicas

La adicion de GP y CNT en las plantas sin estrés
salino no afecto la altura de las plantas (Figura 1A). Bajo
estrés salino, las diferentes dosis de GP y CNT aplicadas
a las plantas no afectaron la altura de las plantas, ya que
los tratamientos fueron similares al control no sonicado. Sin
embargo, al compararlos con el control sonicado, la altura
de las plantas se vio favorecida con la adicién de GP a 50 y
250 mg L' presentando un incremento de 11.04 % y 12.47
%, respectivamente, y 11.34 % con la aplicacién de CNT a
250 mg L' (Figura 1A).

El diametro de tallo de las plantas sin salinidad se
incrementd 4.57 % y 9.76 % con CNT a 50 y 250 mg
L', respectivamente, en comparacion con el control no
sonicado. Ninguna concentracion de GP afecto esta
variable. No obstante, al comparar los tratamientos con
el control sonicado, disminuy6 el diametro de tallo con
la adicién de GP en sus diferentes dosis (10.60 %, 7.26
% y 6.53 %, respectivamente). De igual manera los
CNT disminuyeron esta variable con las dosis de 50 y
500 mg L' (4.73 % y 6.20 %, respectivamente) (Figura
1B). Cabe mencionar que al comparar ambos controles
se observo que el proceso de sonicado induce un
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Figure 1. Plant height (A) and stem diameter (B) of plants treated with CNMs and NaCl. Different letters indicate
significant difference between treatments according to LSD Fisher (a = 0.05). ns: not significant; n =16 *

standard error.

Figura 1. Altura de planta (A) y diametro de tallo (B) de las plantas tratadas con CNMs y NaCl. Diferentes letras
indican diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a LSD Fisher (a = 0.05). ns: no significativo;

n =16 % error estandar.

is worth mentioning that when comparing both controls,
it was observed that the sonication process induces
an increase in the stem diameter of 9.76 %. While the
stem diameter of the plants with salinity decreased with
the addition of GP in its different doses in a range of
4.62-5.07 %, in comparison with the non-sonicated
control; and in a range of 6.98-7.42 % compared to
the sonicated control. The addition of CNT at 250 mg
L" decreased 6.25 % and 8.57 % compared to both
controls, respectively (Figure 1B).

The average weight of the fruits (Figure 2A) as well as the
fruit yield per plant (Figure 2B) were not affected by the
addition of GP and CNT in plants without saline stress and
nor with saline stress. However, a slight increase of around
8.5 % can be observed in the yield and average fruit weight
of the plants stressed by salinity with the GP treatment at 50
mg L' compared to the non-sonicated control.

The number of fruits damaged by blossom end rot in
plants under saline stress did not show differences
between treatments (Figure 3). Similarly, the percentage
(%) of fruits damaged per plant was not affected when
compared with both controls (Figure 3). However, it is
observed that the GP treatment at 500 mg L' presented
the lowest percentage and the lowest number of damaged
fruits in plants under saline stress.

incremento del diametro de tallo de 9.76 %. Mientras
que el diametro de tallo de las plantas con salinidad
disminuy6 con la adicion de GP en sus diferentes
dosis en un rango de 4.62-5.07 %, en comparcién con
el control no sonicado; y en un rango de 6.98-7.42 %
en comparaciéon con el control sonicado. La adiciéon
de CNT a 250 mg L' disminuyd 6.25 % y 8.57 % en
comparacion con ambos controles, respectivamente
(Figura 1B).

El peso promedio de los frutos (Figura 2A) asi como el
rendimiento de frutos por planta (Figura 2B) no fueron
afectados por la adicion de GP y CNT en plantas sin
estrés salino y ni con estrés salino. Sin embargo, se
puede observar un ligero incremento de alrededor del
8.5 %, en el rendimiento y peso promedio de fruto de
las plantas estresadas por salinidad con el tratamiento
GP a 50 mg L'en comparacidn al control no sonicado.

El nimero de frutos dafiados por pudricion apical en las
plantas bajo estrés salino no presenté diferencias entre
tratamientos (Figura 3). De igual manera el porcentaje
(%) de frutos danados por planta no fue afectado al
ser comparados con ambos controles (Figura 3). Sin
embargo, se observa que el tratamiento GP a 500 mg L'
presentd el menor porcentaje y menor numero de frutos
dafados enplantas bajo estrés salino.
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Figura 2.

Peso promedio de frutos (A) y rendimiento de frutos (B) de las plantas tratadas con CNMs y NaCl.

Diferentes letras indican diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a LSD Fisher (a = 0.05).

ns: no significativo; n = 16 + error estandar.
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Figure 3. Number of fruits damaged by blossom end rot and percentage of damaged fruits (%) of plants
treated with CNMs and NaCl. Different letters indicate significant difference between treatments
according to LSD Fisher (a = 0.05). ns: not significant; n = 16 + standard error.

Figura 3.

Numero de frutos dainados por pudricién apical y porcentaje de frutos danados (%) de las plantas

tratadas con CNMs y NaCl. Diferentes letras indican diferencia significativa entre tratamientos de
acuerdo a LSD Fisher (a = 0.05). ns: no significativo; n = 16 + error estandar.

The fresh air weight (FAW) of the plants without saline
stress did not present significant differences between
treatments. However, the sonicating process increased the
FAW by 14.12 %, compared to not sonicating. Furthermore,
the application of CNT at 500 mg L' showed a decrease in
FAW of 21.58 % compared to the sonicated control (Figure
4A). In plants with salt stress, the addition of GP at 500
mg L decreased FAW by 24.20 % compared to the non-

El peso fresco aéreo (FAW) de las plantas sin estrés salino
no presentd diferencias significativas entre tratamientos.
Sin embargo, el proceso de sonicado incrementé el FAW
en un 14.12 %, en comparacién a no sonicar. Ademas, la
aplicacién de CNT a 500 mg L' presentd la una disminucién
del FAW de 21.58 % en comparacién al control sonicado
(Figura 4A). En las plantas con estrés salino, la adicion de
GP a 500 mg L disminuyd 24.20 % el PFA comparado con
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Figura 4. Biomasa fresca (A, C) y seca (B, D) de parte aérea (A, B) y raiz (C, D) de las plantas tratadas con con

CNMs y NaCl. Diferentes letras indican diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo a LSD Fisher (a = 0.05).

ns: no significativo; n = 16 + error estandar.

sonicated control and 18.09 % compared to the sonicated
control. The CNT treatment at 50 mg L' increased FAW
15.20 % compared to the sonicated control (Figure 4A).

The aerial dry weight (ADW) of the plants without saline
stress increased with the GP and CNT treatments at 500
and 250 mg L' by 17.87 % and 16.20 %, respectively,
compared to the non-sonicated control (Figure 4 B). In
plants with salt stress, ADW decreased 18.24 % with
the GP treatment at 500 mg L' and 18.87 % with the
sonicated control, compared to the non-sonicated

control (Figure 4B).

The addition of GP and CNT to the plants without saline
stress did not affect the fresh weight (FWR) or dry weight

el control no sonicado y 18.09 % comparado con el control
sonicado. El tratamiento CNT a 50 mg L' incrementd 15.20 %
el FAW en comparacién con el control sonicado (Figura 4A).

El peso seco aéreo (ADW) de las plantas sin estrés salino
se incrementd con los tratamientos GP y CNT a 500 y
250 mg L' en 17.87 % y 16.20 %, respectivamente, en
comparacion con el control no sonicado (Figura 4B). En las
plantas con estrés salino, el ADW disminuy6 18.24 % con
el tratamiento de GP a 500 mg L' y 18.87 % con el control
sonicado, en comparacion con el control no sonicado
(Figura 4B).

La adicion de GP y CNT a las plantas sin estrés salino no
afecto el peso fresco (FWR) o seco de raiz (DWR) (Figura
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root (DWR) (Figure 4). However, under saline stress, the
FWR and DWR increased with the application of CNT,
especially with CNT at 500 mg L' with 65.69 % more
FWR and 33.48 % more DWR compared to the non-
sonicated control (Figure 4).

Nutrient content in tomato leaves and fruits

The macronutrient content in the different
organs of tomato plants treated with CNMs combined
with saline stress (0 and 50 mM NaCl) was different.
In the P content in the leaves, no effect was had by the
application of CNMs in any condition of saline stress
(Figure 5A). In the fruits of plants without saline stress,
the P presented a decrease with the application of the
CNMs, especially with the GP and CNT treatments
at 500 and 250 mg L, respectively. However, in the
fruits of plants with saline stress, the P content was not
affected by the treatments (Figure 5B). Whereas saline
stress consistently negatively influences the P content
in leaves and fruits (Figure 5A and B).

The K content in plant leaves without saline stress
increased by 22.84 % and 28.61 % with CNT at 250
and 500 mg L' compared to the non-sonicated control.
Under saline stress, the CNT treatment at 250 mg L
induced the greatest increase in K in the leaves, 40.75
% more than the non-sonicated control (Figure 5C). In
the fruits of plants without saline stress, a decrease in
K was observed with the GP and CNT treatments at 500
and 250 mg L', being 24.98 % and 27.79 % less than
the sonicated control. In the fruits of plants with saline
stress there were no differences between treatments
(Figure 5D).

The Ca content was only affected by the CNMs in the
fruits of plants without saline stress, where a decrease
was observed with the GP and CNT treatments at 500
and 250 mg L' (34.45 % and 37.81 %, respectively,
compared to the non-sonicated control) (Figure 5F).
The Ca content in the leaves did not showed differences
between treatments (Figure 5E).

The Mg content in plant leaves without saline stress
increased by 52.87 % and 49.71 %, with the GP and CNT
treatments at 50 mg L, respectively, compared to the
sonicated control. Under saline stress, no differences were
observed between treatments (Figure 5G). In the fruits of
plants without saline stress it was observed that the GP
treatments at 500 mg L-" and CNT at 250 and 500 mg L™,

4). Sin embargo, bajo estrés salino en el FWR y DWR se
observo un incremento con la aplicacion de CNT, sobre
todo con CNT a 500 mg L" con un 65.69 % mas FWR y
33.48 % méas DWR en comparaciéon con el control no
sonicado (Figura 4).

Contenido de nutrientes en hojas y frutos de tomate

El contenido de macronutrientes en los diferentes
o6rganos de las plantas de tomate tratadas con CNMs
combinados con estrés salino (0 y 50 mM NacCl) fue
diferente. En el contenido de P en las hojas no se tuvo
efecto por la aplicaciéon de CNMs en ninguna condicién de
estrés salino (Figura 5A). En los frutos de plantas sin estrés
salino, el P presentd una disminucién con la aplicacion de
los CNMs, sobre todo con los tratamientos GP y CNT a 500
y 250 mg L', respectivamente. Sin embargo, en los frutos
de plantas con estrés salino no se afecté el contenido de
P por los tratamientos (Figura 5B). Mientras que el estrés
salino consistentemente influye negativamente en el
contenido de P en hojas y frutos (Figuras 5A 'y B).

El contenido de K en hojas de plantas sin estrés salino se
increment6 en 22.84 % y 28.61 % con CNT a 250 y 500
mg L' en comparacién con el control no sonicado. Bajo
estrés salino el tratamiento CNT a 250 mg L' indujo el
mayor incremento de K en las hojas, 40.75 % mas que el
control no sonicado (Figura 5C). En los frutos de plantas
sin estrés salino se observo una disminucién de K con los
tratamientos GP y CNT a 500 y 250 mg L, siendo 24.98
% y 27.79 % menos que el control sonicado. En los frutos
de plantas con estrés salino no hubo diferencias entre
tratamientos (Figura 5D).

El contenido de Ca solo fue afectado por los CNMs en los
frutos de plantas sin estrés salino, donde se observé una
disminucion con los tratamientos GP y CNT a 500 y 250 mg
L (34.45 % y 37.81 %, respectivamente, en comparacion al
control no sonicado) (Figura 5F). El contenido de Ca en las
hojas no presenté diferencias entre tratamientos (Figura 5E).

El contenido de Mg en hojas de plantas sin estrés salino
se incrementd en 52.87 % y 49.71 %, con los tratamientos
GP y CNT a 50 mg L, respectivamente, en comparacién
al control sonicado. Bajo estrés salino, no se observaron
diferencias entre tratamientos (Figura 5G). En los frutos de
plantas sin estrés salino se observé que los tratamientos
GP a 500 mg L'y CNT a 250 y 500 mg L', disminuyeron
el contenido de Mg en comparacion al control no sonicado
(27.48 %, 19.08 %, 21.37 %, respectivamente). En los frutos
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decreased the Mg content compared to the non-sonicated
control (27.48 %, 19.08 %, 21.37 %, respectively). In the
fruits of plants with saline stress, an increase in Mg of
22.35 % was observed with the GP treatment at 250 mg L
compared to the non-sonicated control (Figure 5H).

The S content in the leaves of plants without saline stress
decreased 22.12 % with the CNT treatment at 500 mg L
compared to the sonicated control. In the leaves of plants
with saline stress there were no differences between
treatments (Figure 5l). In the fruits of plants without saline
stress, it decreased 34.65 % with the CNT treatment at
250 mg L' compared to the non-sonicated control. In the
fruits of plants with saline stress there were no differences
between treatments (Figure 5J).

The Na content in the leaves without salt stress was not
modified by the CNMs treatments. However, in the leaves
of plants with saline stress, Na increased 82.87 % with the
GP treatment at 500 mg L' compared to the non-sonicated
control (Figure 5K). In the fruits of plants without stress
there were no differences between treatments. And in fruits
of plants with saline stress, the Na content increased 45.29
% with the GP treatment at 250 mg L' compared to the non-
sonicated control. However, the CNT treatment at 500 mg
L' decreased the Na content by 42.01 % compared to the
sonicated control (Figure 5L).

The micronutrients in the leaves and fruits of tomato plants
showed significant differences between treatments. The
Fe concentration in the leaves of tomato plants was not
modified by the treatments under any stress condition
(Figure 6A). In the fruits of plants without saline stress, the
Fe content increased significantly with the CNT treatment
to 500 mg L, being 141.05 % more than the non-sonicated
control. In the fruits of plants with saline stress, the GP
treatment at 250 mg L' increased the Fe content by 250.76
% compared to the non-sonicated control (Figure 6B).

The Cu content in the leaves of plants without saline stress
was decreased by the GP treatment at 50 mg L' compared
to the non-sonicated control. In the leaves of plants with
saline stress there were no differences in Cu content;
however, it was observed that the concentration of this
micronutrient was higher under saline stress (Figure 6C). In
the fruits of plants without saline stress, the Cu content was
increased with the application of CNT, being the treatment
of 500 mg L' the one that presented the greatest increase
108.13 % more than the non-sonicated control. In the fruits

de plantas con estrés salino se observé un incremento
de Mg de 22.35 % con el tratamiento GP a 250 mg L' en
comparacion al control no sonicado (Figura 5H).

El contenido de S en las hojas de plantas sin estrés
salino disminuy6 22.12 % con el tratamiento CNT a 500
mg L en comparacién al control sonicado. En las hojas
de plantas con estrés salino no hubo diferencias entre
tratamientos (Figura 5l1). En los frutos de plantas sin estrés
salino disminuy6 34.65 % con el tratamiento CNT a 250
mg L' en comparacién al control no sonicado. En los frutos
de plantas con estrés salino no hubo diferencias entre
tratamientos (Figura 5J).

El contenido de Na en las hojas sin estrés salino no se
modifico por los tratamientos de CNMs. Sin embargo, en las
hojas de plantas con estrés salino el Na se incremento 82.87
% con el tratamiento GP a 500 mg L' en comparacion al
control no sonicado (Figura 5K). En los frutos de plantas sin
estrés no hubo diferencias entre tratamientos. Y en frutos de
plantas con estrés salino el contenido de Na se incrementd
45.29 % con el tratamiento GP a 250 mg L' en comparacion
al control no sonicado. Sin embargo, el tratamiento de CNT
a 500 mg L' disminuyé 42.01 % el contenido de Na en
comparacion al control sonicado (Figura 5L).

Los micronutrientes en las hojas y frutos de las plantas
de tomate presentaron diferencias significativas entre
tratamientos. La concentracion de Fe en las hojas de las
plantas de tomate no se modificé por los tratamientos en
ninguna condicién de estrés (Figura 6A). En los frutos de
plantas sin estrés salino el contenido de Fe se incrementd
significativamente con el tratamiento CNT a 500 mg L™,
siendo 141.05 % mas que el control no sonicado. En los
frutos de plantas con estrés salino el tratamiento GP a
250 mg L' incrementd 250.76 % el contenido de Fe en
comparacion al control no sonicado (Figura 6B).

El contenido de Cu en las hojas de plantas sin estrés
salino fue disminuido por el tratamiento de GP a 50 mg
L' en comparacién del control no sonicado. En las
hojas de plantas con estrés salino no hubo diferencias
en el contenido de Cu; sin embargo, se observé que la
concentracion de este micronutriente fue mayor bajo estrés
salino (Figura 6C). En los frutos de plantas sin estrés salino
se incremento el contenido de Cu con la aplicacion de CNT,
siendo el tratamiento de 500 mg L' el que presentd el mayor
incremento 108.13% mas que el control no sonicado. En
los frutos de plantas con estrés salino el contenido de Cu
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of plants with saline stress, the Cu content increased with
the GP treatment at 250 mg L' in 789.16 % compared to
the non-sonicated control (Figure 6D).

The Zn content in the leaves of plants without salt stress
was not affected by the CNMs treatments. In the leaves
of the plants with saline stress, the highest Zn content
was observed with the GP treatment at 500 mg L,
although it was only higher than the sonicated control in
103.54 % (Figure 6E). In the fruits of the plants without
saline stress, the Zn content increased with the high
doses of the two CNMs, the CNT treatment at 500 mg
L' presented an increase of 341.93 % and the GP at
500 mg L' 161.75 %, compared to the non-sonicated
control. Under saline stress, the CNT treatment at 250
mg L' decreased the Zn concentration by 28.22 %
compared to the sonicated control (Figure 6F).

The Mn content in plant leaves without saline stress was
decreased with the GP treatment to 500 mg L' compared
to the sonicated control. In plant leaves with saline
stress there were no differences between treatments;
however, a higher Mn content was observed under salt
stress (Figure 6G). In the fruits of plants without saline
stress, a decrease in Mn content was presented with
the GP treatments at 500 mg L' and CNT at 250 mg
L' compared to the non-sonicated control (31.95 %
and 33.33 %, respectively). In the fruits of plants with
saline stress, no differences were observed between
treatments (Figure 6H).

In the leaves of plants without saline stress, there were
no differences between treatments in the content of Mo.
Under the condition of saline stress, it was observed
that the GP treatment at 500 mg L' presented the lowest
concentration of Mo, although it was not significantly
different to the sonicated and non-sonicated controls
(Figure 6l). In the fruits of plants without saline stress,
the application of both CNMs at 250 and 500 mg L
decreased the concentration of Mo compared to the
non-sonicated control (GP 50-50.74 % and CNT 41.04-
44.02 %). Under saline stress, there were no differences
in the Mo content in the fruits (Figure 6J).

The B content in the leaves of plants without saline stress
increased with GP to 250 mg L™, 26.75 % more than the
non-sonicated control. Under saline stress, only a 25.96
% decrease in B content was observed with CNT at 500
mg L' compared to the sonicated control (Figure 6K).

se incremento con el tratamiento GP a 250 mg L-"en 789.16
% en comparacion al control no sonicado (Figura 6D).

El contenido de Zn en las hojas de plantas sin estrés salino
no se afectd por los tratamientos de CNMs. En las hojas de
las plantas con estrés salino se observé el mayor contenido
de Zn con el tratamiento GP a 500 mg L', aunque solo fue
mayor que el control sonicado en 103.54 % (Figura 6E). En
los frutos de las plantas sin estrés salino se incremento el
contenido de Zn con las dosis altas de los dos CNMs, el
tratamiento CNT a 500 mg L' presentd un incremento de
341.93 % y el GP a500 mg L"161.75 %, en comparacion al
control no sonicado. Bajo estrés salino el tratamiento CNT
a 250 mg L' disminuyé 28.22 % la concentracion de Zn en
comparacion al control sonicado (Figura 6F).

El contenido de Mn en hojas de plantas sin estrés salino
se disminuyé con el tratamiento GP a 500 mg L' en
comparacion al control sonicado. En hojas de plantas
con estrés salino no hubo diferencias entre tratamientos;
sin embargo, se observd un mayor contenido de Mn bajo
estrés salino (Figura 6G). En los frutos de plantas sin estrés
salino se presenté una disminucién en el contenido de Mn
con los tratamientos de GP a 500 mg L' y CNT a 250 mg
L-" en comparacion al control no sonicado (31.95 % y 33.33
%, respectivamente). En los frutos de plantas con estrés
salino no se observaron diferencias entre tratamientos
(Figura 6H).

En las hojas de plantas sin estrés salino no se presentaron
difrencias entre tratamientos en el contenido de Mo. Bajo
condicion de estrés salino se observd que el tratamiento
GP a 500 mg L' presentd la concentracion mas baja de Mo,
aunque no fue significativamente diferente a los controles
sonicado y no sonicado (Figura 6l). En los frutos de plantas
sin estrés salino la aplicacion de ambos CNMs a 250 y 500
mg L disminuy6 la concentracion de Mo en comparacion
al control no sonicado (GP 50-50.74 % y CNT 41.04-44.02
%). Bajo estrés salino, no hubo diferencias en el contenido
de Mo en los frutos (Figura 6J).

El contenido de B en las hojas de plantas sin estrés salino se
incremento con GP a 250 mg L™, 26.75 % mas que el control
no sonicado. Bajo estrés salino, solamente se observé una
disminucion de 25.96 % en el contenido de B con CNT a
500 mg L' en comparacion al control sonicado (Figura 6K).
En los frutos de plantas sin estrés salino se observé una
disminucion en la concentracion de Boro (88.67 % con GP
y 83.53 % con CNT) sobre todo con la dosis alta de
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In the fruits of plants without saline stress, a decrease
in Boron concentration (88.67 % with GP and 83.53 %
with CNT) was observed, especially with the high dose
of both CNMs (500 mg L"), compared to the control no
sonicated. Under saline stress, the GP treatment at 250
mg L' induced an increase of 94.59 % compared to the
non-sonicated control (Figure 6L).

Discussion

Plants are a dynamic and flexible system
capable of adapting to any change in its environment
(Arsova et al., 2019). Salinity stress induces
morphological, physiological and biochemical changes
in plants, and can cause ionic stress, osmotic stress
and oxidative stress in plants (Machado-Guimaraes
et al., 2020). In turn, ionic stress is caused by the
accumulation of salt ions in the plant cells, which is
why a nutrient deficiency is generated (Hernandez,
2019; Wani et al., 2020). In this regard, the ions
that can induce salinity are sodium chloride (NaCl),
sodium sulfate (Na,SO,), magnesium sulfate (MgSO,),
calcium sulfate (CaSO,), magnesium chloride (MgCl,),
potassium chloride (KCI) and sodium carbonate
(Na,CO,), with NaCl being the most prevalent salt and
with the greatest effect derived from its dissociation
into Na* and CI-(Munns et al., 2019).

Various studies report a positive role of CNMs applied
in plants. Khodakovskaya et al. (2011) applied CNT (50,
100 and 200 mg L") in tomato seeds grown in Murashige
and Skoog (MS) medium, and reported an increase in
the biomass of the seedlings and the expression of the
aquaporin gene (LeAqgp2). Aquaporins promote a greater
water absorption capacity within the seeds and therefore,
a greater accumulation of biomass in the seedlings
(Khodakovskaya et al., 2009). Another gene favored
by exposure to CNT in seeds is that of protein kinases,
evaluated in tomato leaves, which are an important
factor in the control of cell division and growth in plants
(Khodakovskaya et al., 2013). In the case of graphene,
Nair et al. (2012) evaluated the effect of graphene (50
mg L) in rice seeds grown in MS medium enriched with
the nanomaterial, and reported positive effects on rice
seedlings, by improving germination and root growth and
sprouts. While under saline stress conditions, CNMs have
been shown to enhance the ability of plants to counteract
the negative effects of stress. Martinez-Ballesta et al.

ambos CNMs (500 mg L"), en comparacién al control
no sonicado. Bajo estrés salino, el tratamiento GP a 250
mg L'indujo un incremento de 94.59 % en comparacion
al control no sonicado (Figura 6L).

Discusion

Las plantas son un sistema dinamico y flexible
capaz de adaptarse a cualquier cambio en su entorno
(Arsova et al., 2019). El estrés por salinidad induce
cambios morfologicos, fisioldgicos y bioquimicos en las
plantas, y puede provocar estrés ionico, estrés osmético
y estrés oxidativo, en las plantas (Machado-Guimaraes
et al., 2020). A su vez, el estres iénico es causado por la
acumulacion de iones de sal en las células de la planta por
lo que se genera una deficiencia de nutrientes (Hernandez,
2019; Wani et al., 2020). Al respecto, los iones que pueden
inducir salinidad son cloruro de sodio (NaCl), sulfato de
sodio (Na,S0,), sulfato de magnesio (MgSO,), sulfato de
calcio (CaSO,), cloruro de magnesio (MgCl,), cloruro de
potasio (KCIl) y carbonato de sodio (Na,CO,), siendo el
NaCl la sal mas prevalente y de mayor efecto derivado de
su disociacion en Na* y Cl-(Munns et al., 2019).

Diversos estudios reportan un papel positivo de los
CNMs aplicados en plantas. Khodakovskaya et al. (2011),
aplicaron CNT (50, 100 y 200 mg L") en semillas de tomate
cultivadas en medio Murashige y Skoog (MS), y reportaron
un incremento en la biomasa de las plantulas y la expresion
del gen de las acuaporinas (LeAqp2). Las acuaporinas
propician una mayor capacidad de absorcién de agua
dentro de las semillas y por ende, mayor acumulacion de
biomasa en las plantulas (Khodakovskaya et al., 2009).
Otro gen favorecido por la exposicion a los CNT en
semillas, es el de las proteinas quinasas, evaluadas en las
hojas de tomate, los cuales son un factor importante en el
control de la division y el crecimiento celular de las plantas
(Khodakovskaya et al., 2013). En el caso del grafeno, Nair
et al. (2012) evaluaron el efecto del grafeno (50 mg L") en
semillas de arroz cultivadas en medio MS enriquecido con
el nanomaterial, y reportaron efectos positivos sobre las
plantulas de arroz, al mejorar la germinacion y el crecimiento
de raices y brotes. Mientras que, bajo condiciones de estrés
salino se ha demostrado que los CNMs pueden mejorar
la capacidad de las plantas para contrarrestar los efectos
negativos ocasionados por el estrés. Martinez-Ballesta et al.
(2016), demostraron que la aplicacion de MWCNT (0-60 mg
L") en la solucién nutritiva Hoagland a plantulas de brécoli,
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(2016), demonstrated that the application of MWCNT (0-
60 mg L) in the Hoagland nutrient solution to broccoli
seedlings, improved the germination and growth of broccoli
(10 mg L") under saline stress (100 mM), since increased
water absorption by roots and improved CO, assimilation.
In addition, they reported greater accumulation in K and
Na levels, followed by a high accumulation of MWCNT
in plants under salinity stress. Vithanage et al. (2017),
mention that CNMs can adsorb nitrogen from ammonia and
release hydrogen ions, which improves the absorption of
water and nutrients by plants. Therefore, an improvement
in the absorption of nutrients such as N, P and K can be
expected. However, CNMs can be transported by capillary
action or transpiration, and as the transport pathway
(xylem or phloem) is reduced, these can accumulate and
block the passage of nutrients and other materials in the
plant, in addition a high concentration of CNMs can cause
agglomerations in these transport routes, which causes an
imbalance in the absorption of nutrients and a reduction
in the development and growth of the plants. This effect
was demonstrated by Begum et al. (2011), who reported
drastic decreases in root, stem and fresh biomass length
with the highest doses of MWCNT (1000 and 2000 mg L)
and graphene (500-2000 mg L") on seeds of red spinach,
lettuce, rice , cucumber, chili and soy. Therefore, it is
assumed that both the decrease in agronomic parameters,
as well as the alteration in the nutrient content observed
in this study, is due to an accumulation of CNMs with the
highest dose in the organs of the treated plants in both
stress conditions.

In general, NMs have the ability to enter the plant system,
through the cell walls, via the apoplast, by endocytosis,
through the absorption of the roots and translocate to the
different organs of the plant (Chichiricco & Poma, 2015;
Khodakovskaya et al., 2013; Su et al., 2019). However, in
the case of seeds, the penetration of these CNMs is more
difficult compared to other organs of the plants, due to
their hard cover (Khodakovskaya et al., 2009). However,
it has been shown that sonicating the seeds improves the
fluidity of the cell wall by breaking the rigid layer creating
micropores or microcracks that facilitate the entry of both
water and nutrients to the endosperm of the seed (Nazari
& Eteghadipour, 2017; Rifna et al., 2019). Ratnikova
et al. (2015), evaluated seed sonication in conjunction
with MWCNT (50 mg L") in tomato seeds and reported
increases in seed germination, root growth and biomass.
According to the results in this study, it is possible that by
sonicating the CNMs together with the seeds, they have

mejoré la germinacién y el crecimiento del brécoli (10 mg L)
bajo estrés salino (100 mM), ya que aumento la absorcién de
agua por las raices y mejor¢ la asimilacion de CO,. Ademas,
reportaron mayor acumulacion en los niveles de K y Na,
seguido de una alta acumulacion de MWCNT en plantas
bajo estrés de salinidad. Vithanage et al. (2017) menciona
que los CNMs pueden adsorber nitrogeno del amoniaco y
liberar iones de hidrégeno, lo que mejora la absorcion de
agua y nutrientes por las plantas. Por lo tanto, se puede
esperar una mejoria en la absorcion de nutrientes como N, P
y K. No obstante, los CNMs pueden transportarse por accién
capilar o transpiracién, y a medida que la via de transporte
(xilema o floema) se reduce, éstos pueden acumularse y
bloguear el paso de nutrientes y otros materiales en la planta,
ademas una alta concentracion de CNMs puede causar
aglomeraciones en estas vias de transporte, lo que ocasiona
un desbalance en la absorcién de nutrientes y una reduccion
en el desarrollo y crecimiento de las plantas. Este efecto fue
demostrado por Begum et al. (2011), quienes reportaron
disminuciones drasticas en la longitud de raiz, tallo
y biomasa fresca con las dosis mas altas de MWCNT
(1000 y 2000 mg L") y grafeno (500-2000 mg L") sobre
semillas de espinaca roja, lechuga, arroz, pepino, chile y
soja. Por lo anterior, se asume que tanto la disminucion
de los parametros agronémicos, al igual que la alteracion
en el contenido de nutrientes observado en este estudio,
se debe a una acumulacion de CNMs con la dosis mas
alta en los d6rganos de las plantas, tratadas en ambas
condiciones de estrés.

En general los NMs tienen la capacidad de ingresar al
sistema de la planta, a través de las paredes celulares, por
la via del apoplasto, por endocitosis, a través de la absorcion
de las raices y translocarse a los diferentes 6rganos de la
planta (Chichiricco & Poma, 2015; Khodakovskaya et al.,
2013; Su et al., 2019). Sin embargo, en el caso de las
semillas la penetracion de estos CNMs es mas dificil en
comparacion con otros érganos de las plantas, debido a la
cubierta dura de la misma (Khodakovskaya et al., 2009).
No obstante, se ha demostrado que al sonicar las semillas
se mejora la fluidez de la pared celular al romper la capa
rigida creando microporos o microgrietas que facilitan el
ingreso tanto de agua como de nutrientes al endospermo
de la semilla (Nazari & Eteghadipour, 2017; Rifna et al.,
2019). Ratnikova et al. (2015), evaluaron la sonicacién de
semillas en conjunto con MWCNT (50 mg L") en semillas
de tomate y reportaron aumentos en la germinacion de
semillas, el crecimiento de raices y biomasa. De acuerdo
a los resultados en este estudio, es posible que al sonicar
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penetrated the seed more easily, which caused morphological
changes in the plants, since the CNMs can act as a stress
factor (Khodakovskaya et al., 2011). In addition, they were
able to activate a cascade of signals to improve the defense
system of plants and counteract the negative effects of
possible biotic or abiotic stresses (Zhao et al., 2020).

In summary, there are different physiological responses
in plants exposed to CNMs, this could be due to the
different properties of CNMs, such as shape, size, surface
load, as well as exposure time, route of application and
cultivation in study (Vithanage et al., 2017; Zaytseva &
Neumann, 2016).

In addition, the tubular structure of CNTs compared to
graphene sheets can positively or negatively affect
their interaction with the biological system (Zaytseva &
Neumann, 2016; Zhang et al., 2015).

Conclusions

The application of the CNMs showed different
results depending on the variables evaluated as well as
the stress conditions of the crop. Without saline stress,
stem diameter and dry biomass increased with CNMs,
while fresh biomass decreased with CNT (500 mg L-").

Furthermore, the addition of CNMs induced both positive
and negative effects on the absorption of nutrients by
plants. In leaves without salt stress, the content of K, Mg
and B increased, while S, Cu and Mn decreased. Under
saline stress, the content of P, Mo and B decreased; but the
content of K, Na and Zn was increased. In the fruits without
salt stress, the content of P, K, Ca, Mg, S, Mn, Mo and B
was reduced, however the content of Fe, Cu and Zn was
increased. Under saline stress, the content of Mg, Na, Fe,
Cu and B increased, while Zn decreased its content.

Na was increased considerably in the organs of the tomato
plant when exposed to salinity, which reflects a reduction
in its growth and development. However, it was observed
that this effect can be counteracted by adding the CNMs,
by improving the height of the plant, as well as the fresh
and dry biomass. Therefore, it is of great importance to
know the biochemical, metabolic or other responses that
CNMs induce in plants to understand how tolerance to
salt stress occurs.

los CNMs junto con las semillas, éstos hayan penetrado
a la semilla con mayor facilidad, lo que ocasiono cambios
morfologicos en las plantas, debido a que los CNMs
pueden actuar como un factor de estrés (Khodakovskaya et
al., 2011), activando una cascada de sefiales para mejorar
el sistema de defensa de las plantas y contrarrestar los
efectos negativos de posibles estreses bidticos o abidticos
(Zhao et al., 2020).

En resumen, existen diferentes respuestas fisioldgicas
en las plantas expuestas a los CNMs, esto podria
deberse a las distintas propiedades de los CNMs,
como la forma, tamafo, carga superficial, asi como
el tiempo de exposicion, la via de aplicacién y el
cultivo en estudio (Vithanage et al., 2017; Zaytseva &
Neumann, 2016).

Conclusiones

La aplicacion de los CNMs muestras resultados

diferentes dependiendo de
asi como de las condiciones de estrés del cultivo. Sin

las variables evaluadas,

estrés salino, el diametro de tallo y la biomasa seca se
incrementaron con los CNMs, mientras que la biomasa
fresca disminuyé con CNT (500 mg L™).

Ademas, la adicion de los CNMs induce efectos tanto
positivos como negativos en la absorcion de los nutrientes
por las plantas. En hojas sin estrés salino, se incrementé
el contenido de K, Mg y B, mientras que el S, Cu y Mn
disminuyeron. Bajo estrés salino disminuyé el contenido de
P, Mo y B; pero se incrementé el contenido de K, Na y Zn.
En los frutos sin estrés salino, se redujo el contenido de
P, K, Ca, Mg, S, Mn, Mo y B, no obstante, se incremento
el contenido de Fe, Cu y Zn. Bajo estrés salino aumenté
el contenido de Mg, Na, Fe, Cu y B, mientras que el Zn
disminuy6 su contenido.

El Na fue incrementado considerablemente en los érganos
de la planta de tomate al estar expuestas a la salinidad, lo
que se refleja una reduccién del crecimiento y desarrollo de
la misma. Sin embargo, se observé que este efecto puede
ser contrarrestado al adicionar los CNMs, al mejorar la altura
de la planta, asi como la biomasa fresca y seca. Por lo tanto,
es de gran importancia conocer las respuestas bioquimicas,
metabdlicas u otras, que inducen los CNMs en las plantas
para entender como se da la tolerancia al estrés salino.
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