Keywords: biofortification,
biostimulants, metabolism,
submicron materials,

seed pretreatment.

Palabras clave: biofortificacién,
bioestimulantes, metabolismo,
materiales submicrométricos,
pretratamiento de semillas.

SlafinnileeElgifal I https:/doi.org/10.5154/r.rchsh.2024.04.004

Synthesis and characterization of submicron
iodinated polymer particles with biostimulant effect
on the germination and vigor of corn seedlings

Sintesis y caracterizacion de particulas poliméricas
yodadas submicrométricas con efecto bioestimulante
en la germinacion y vigor de plantulas de maiz

Lucia Marcial-Salvador’; Julia Medrano-Macias';
Francisco Javier Enriquez-Medrano?; Adalberto Benavides-Mendoza'

"Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Calz. Antonio Narro 1923, Buenavista, Saltillo, Coahuila, C. P. 25315, MEXICO.
*Centro de Investigacién en Quimica Aplicada. Blvd. Enrique Reyna Hermosillo 140,

San José de los Cerritos, Saltillo, Coahuila, C. P. 25294, MEXICO.

*Corresponding author: jmedmac@gmail.com

Abstract

urrent agriculture faces challenges caused by climate change, which induce states of stress in

plants, reducing crop productivity. Micro- or nanomaterials are biostimulants that mitigate

these adverse effects, having greater efficiency compared to conventional materials. Iodine, at
low concentrations, improves plant growth and production. This study aimed to: 1) synthesize and
characterize polymeric particles functionalized with submicron iodine (PI), 2) evaluate the impact of
pretreatment of corn seeds with these particles on the germination rate and growth of the seedlings,
and 3) quantify the iodine in the PI and in the seedlings. The synthesis of the PI was carried out by a
chemical reaction from iohexol with a crosslinker and the addition of a polyethylene glycol coating.
The average hydrodynamic diameter of the PIs determined by dynamic light scattering was 217 nm, and
the iodine content in the synthesized PIs was 1.67 %. For the germination test, four PI concentrations
(5,10, 20, and 50 mg-L") and a control (distilled water) were used; 50 seeds were imbibed in 10 mL of each
solution and placed in a growth chamber at a temperature of 28 °C for 24 h. The results indicate that PIs
do not negatively interfere with the seed germination process and the treatment with a concentration
of 50 mg-L" PI significantly favored some growth variables. The latter indicates that the synthesized PIs
presented a biostimulant effect and may be a viable alternative as a biofortifier.

Resumen

a agricultura actual enfrenta retos causados por el cambio climdtico, que inducen estrés a las

plantas y reducen la productividad de los cultivos. Los micro- o nanomateriales son bioestimulantes

que mitigan estas adversidades y alcanzan mayor eficiencia en comparacién con los materiales
convencionales. El yodo, en concentraciones bajas, mejora el crecimiento y la produccién de las plantas.
Los objetivos de este estudio fueron: 1) sintetizar y caracterizar particulas poliméricas submicrométricas
funcionalizadas con yodo (PI), 2) evaluar el impacto del pretratamiento de semillas de maiz con estas
particulas sobre la tasa de germinacién y el crecimiento de las pldntulas, y 3) cuantificar el yodo en las PI
y en las pldntulas. La sintesis de las PI se llevé a cabo mediante reaccién quimica a partir de iohexol con
un reticulante y la incorporacién de un recubrimiento de polietilenglicol. El didmetro hidrodindmico
promedio de las PI determinado por dispersién de luz dindmica fue de 217 nm, y el contenido de
yodo fue de 1.67 %. Se probaron cuatro concentraciones de PI (5, 10, 20 y 50 mg-L") y un testigo (agua
destilada) en la germinacién de 50 semillas, las cuales se imbibieron en 10 mL de cada solucién y se
colocaron en una cdmara de crecimiento a 28 °C durante 24 h. Las PI no interfirieron con el proceso
de germinacion de la semilla, y el tratamiento con 50 mg-L" de PI favorecio significativamente algunas
variables de crecimiento. Esto tltimo indica que las PI presentaron un efecto bioestimulante, por lo
cual pueden ser una alternativa viable como biofortificantes.
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Introduction

Currently agriculture faces challenges caused by
climate change, such as irregular rainfall, extreme
temperatures and soil degradation, which can induce
stress in crops and decrease productivity. Corn
cultivation is an essential part of food systems, and
finding effective ways to counteract the adverse
effects of environmental variations is a primary task
(Grzanka et al., 2021). To mitigate these adverse effects,
promoting the natural resilience system of plants,
which constitutes the central element of biostimulation
and is achieved through the use of biostimulants, has
been favored (Sarifiana-Aldaco et al., 2022).

A biostimulant is any substance or microorganism
applied to plants with the aim of improving their
nutritional efficiency, tolerance to abiotic stress or
quality traits, regardless of their nutrient content
(du Jardin, 2015). Pregermination biostimulation or
seed priming is considered a technique for improving
metabolic processes prior to germination and increases
the germination rate, seedling strength and crop yield,
both in the presence and absence of biotic and abiotic
stress (Rhaman et al., 2020).

Iodine is a beneficial nutrient for plants and it is
also considered a powerful biostimulant that at low
concentrations shows positive effects on plants growth
(Garcia-Fuentes et al., 2022). Iodine is applied as iodide
or iodate (Medrano-Macias et al.,, 2016), associated
with polymers such as chitosan (Ddvila-Rangel et al.,
2020), or in the form of low molecular weight organic
molecules containing iodine (Krzeminska et al., 2023).
In addition, it has been reported that it specifically
regulates the expression of several genes, which are
mainly involved in the defense response of plants,
which suggests that iodine can protect plants against
biotic and abiotic stress (Kiferle et al., 2021).

In recent years, the use of micro- or nanomaterials
as sources of fertilizers or biostimulants has been
studied, revealing greater efficiency and effectiveness
compared to conventional materials due to the
improvement of some of their physicochemical
characteristics, explained by their high areafvolume
ratio. The micro- and nanoforms of different nutrients,
biostimulants and biocides have been tested, and the
results are encouraging and applicable in terms of
increasing agricultural productivity (Cartwright et al.,
2020; Gudkov et al., 2020; Lira-Saldivar et al., 2018). To
date, there are no reports about the use of iodine in
micrometric or nanometric forms, which are forms of
the element that, compared to ionic forms, could be
more stable for use in the soil, in nutrient solutions or
by spraying, and they may be more easily absorbed by
plant structures (Morales-Diaz et al., 2017).

Introducciéon

Actualmente, la agricultura enfrenta desafios originados
por el cambio climdtico, como precipitaciones
irregulares, temperaturas extremas y degradacion
del suelo, lo cual puede generar estrés en los cultivos
y afectar negativamente la productividad. El cultivo
del maiz es esencial en las cadenas alimentarias, por
lo cual es necesario encontrar maneras efectivas para
contrarrestar los efectos negativos de la variacién
medioambiental (Grzanka et al, 2021). Para mitigar
los efectos adversos, se ha favorecido el sistema de
resiliencia natural de las plantas, el cual constituye el eje
principal de la bioestimulacién y se alcanza mediante el
uso de bioestimulantes (Sarifiana-Aldaco et al., 2022).

Un Dbioestimulante es cualquier sustancia o
microorganismo aplicado a las plantas con el propoésito
de mejorar su eficiencia nutricional, su tolerancia
al estrés abidtico o sus caracteristicas de calidad,
independientemente de su contenido de nutrientes (du
Jardin, 2015). La bioestimulacién en pregerminacion
o pretratamientos de semilla se considera como una
técnica para mejorar los procesos metabdlicos previos
a la germinacién e incrementa la tasa de germinacién,
la viabilidad de la semilla y el rendimiento del cultivo,
tanto en presencia como en la ausencia de estrés bidtico
y abi6tico (Rhaman et al., 2020).

El yodo es un nutriente benéfico para las plantas y se
considera un potente bioestimulante, el cual, a bajas
concentraciones, genera efectos positivos sobre el
crecimiento de las plantas (Garcia-Fuentes et al., 2022).
El yodo se aplica como yoduro o yodato (Medrano-Macias
et al,, 2016), asociado a polimeros como el quitosano
(Davila-Rangel et al., 2020) o en forma de moléculas
orgdnicas de bajo peso molecular que contienen yodo
(Krzeminska et al., 2023). Ademds, se ha reportado que,
especificamente, regula la expresién de varios genes
involucrados en la respuesta de defensa de las plantas,
lo cual sugiere que el yodo puede proteger a las plantas
contra el estrés bidtico y el abidtico (Kiferle et al., 2021).

Recientemente, se ha estudiado el uso de micro-
o nanomateriales como fuente de fertilizantes o
bioestimulantes. Estos materiales han mostrado una
mayor eficiencia y eficacia en comparacién con los
convencionales debido a caracteristicas fisicoquimicas,
explicadas por su elevada relacién dreafvolumen. Se
han evaluado las micro y nanoformas de diferentes
nutrientes, bioestimulantes y biocidas, y los resultados
han sido alentadores y aplicables en términos de
productividad agricola (Cartwright et al., 2020; Gudkov
et al., 2020; Lira-Saldivar et al., 2018). Hasta la fecha,
no existen informes sobre el uso de yodo en forma
micro o nanométrica, las cuales son estructuras del
elemento que, en comparacién con las formas iénicas,
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Based on the above, this study aimed to: 1) synthesize
and characterize polymeric particles functionalized
with submicron iodine (PI), 2) evaluate the impact
of pretreatment of corn seeds with the PI on the
germination rate and growth of the seedlings, and
3) quantify the iodine in the PI and in the seedlings.

Materials and methods

This study was conducted in the Plant Physiology
Laboratory of the Horticulture Department of Antonio
Narro Autonomous Agrarian University (UAAAN).
For the germination of seeds and the growth of the
seedlings, a growth chamber with a temperature of
28 °C was used. The plants were illuminated with LED
lamps containing white light and a photosynthetic
irradiance of 90 pmol-m™®:s”. The illumination period
was 12 h per day.

Synthesis and characterization
of iodinated particles (PI)

A mixture of 1 mmol of sodium periodate (NalO,) and
1 mmol of iohexol (C,oH,6I;N;0,) was added to 200 mL
of deionized water. The reaction was carried out using a
1:1 M ratio in a beaker with magnetic stirring for 30 min
at room temperature. After this time, the sample was
frozen for subsequent lyophilization in a liophilizer
(A65312906, Labconco™, Czech Republic) for 24 h. Then
10 mL of distilled water was added to the obtained
residue, and the mixture was polymerized with 0.5 mmol
of carbohydrazide. A mixture of 0.002 mmol of amino
polyethylene glycol (PEG) was added, after which the
mixture was allowed to react for 24 h without stirring
at room temperature. To stop the reaction, 1.6 mmol of
sodium borohydride was added, and the mixture was
left to react for 3 h at room temperature. Afterwards,
the mixture was frozen overnight and lyophilized again
for 10 h to obtain the iodinated particles (Hainfeld et
al., 2018). The reaction products were characterized by
infrared spectroscopy using an FTIR spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, USA) in triplicate with a scan
of 650 to 4,000 cm™ and by proton nuclear magnetic
resonance ('H-NMR) spectroscopy in a spectrometer
with a 5 mm multinuclear BBI-decoupling probe with
Z grad (HD 400 MHz, Bruker Avance III"™, USA), using
D,0 as a solvent. The average diameter in number (Dn)
of the iodinated particles was determined via dynamic
light scattering (Nano-ZS90, Malvern Panalytica, United
Kingdom) equipment at 25 °C and a measurement angle
of 90°.

Iodine extraction method adapted
from alkaline ash

A 500 mg sample of the synthesized PI was weighed, as
well as the previously ground dry plant tissue (root and

podrian ser mds estables para su uso en el suelo, en
soluciones nutritivas o a través de aspersién, y pueden
ser absorbidas mds fdcilmente por las estructuras
vegetales (Morales-Diaz et al., 2017).

Con base en lo anterior, los objetivos de este estudio
fueron: 1) sintetizar y caracterizar particulas
poliméricas submicrométricas funcionalizadas con
yodo (PI), 2) evaluar el impacto del pretratamiento de
semillas de maiz con las PI sobre la tasa de germinacién
y el crecimiento de las pldntulas y 3) cuantificar el yodo
en las Pl y en las pldntulas.

Materiales y métodos

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal del Departamento de Horticultura
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN). Se us6é una cdmara de crecimiento a 28 °C
para la germinacién de las semillas y el crecimiento de
las pldntulas. Las pldntulas se iluminaron con ldmparas
LED con luz blanca e irradiacién fotosintética de
90 pmol-m™s™. El periodo de iluminacion fue de 12 h
por dia.

Sintesis y caracterizacién de particulas yodadas (PI)

Se adicioné 1 mmol de periodato de sodio (NalO,) y
1 mmol de iohexol (C;sH,cI;N;0,) en 200 mL de agua
desionizada. La reaccién se llevé a cabo utilizando
una proporciéon 1:1 M en un vaso de precipitado con
agitacion magnética durante 30 min a temperatura
ambiente. Después, la muestra se congel6 y se liofilizé
(A65312906, Labconco™, Republica Checa) durante
24 h. Posteriormente, se afladieron 10 mL de agua
destilada al residuo obtenido, y la mezcla se polimerizé
con 0.5 mmol de carbohidrazida. Se agreg6 una mezcla
de 0.002 mmol de amino-polietilenglicol (PEG) y se
dejé reaccionar por 24 h sin agitar y a temperatura
ambiente. Para detener la reaccién, se agregaron
1.6 mmol de borohidruro de sodio y se dej6 en reposo
por 3 h a temperatura ambiente. Después de esto,
la mezcla se congel6é durante la noche y se liofilizé
de nuevo durante 10 h para obtener las particulas
yodadas (Hainfeld et al., 2018). Los productos de
reacciéon se caracterizaron por triplicado mediante
un espectrofotémetro FTIR (Thermo Fisher Scientific,
EUA) con un escaneo de 650 a 4,000 cm™, y mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
protones (‘"H-NMR) en un espectrofotémetro con una
sonda de desacoplamiento BBI multinuclear de 5 mm
con graduacién Z (HD 400 MHz, Bruker Avance III™,
EUA), utilizando D,0 como solvente. El didmetro
promedio en namero (Dn) de las particulas yodadas se
determiné mediante dispersion de luz dindmica (Nano-
7590, Malvern Panalytica, Reino Unido) a 25 °Cy dngulo
de medicién de 90°.

Revista Chapingo Serie Horticultura | Vol. 30, issue 3, September-December 2024.



Synthesis and characterization of submicron iodinated polymer particles...

plumule) of the corn seedlings, from each repetition
and treatment. Next, each sample was placed in a
crucible, and then 2 mL of KOH at 2 M and 1 mL of
KNO; were added at 2 M. Once the reagents had been
added to the sample in the crucible, it was predigested
in an oven at 100 °C for 2 h under a fume hood.
Subsequently, the crucibles were placed in a muffle
furnace at 580 °C for 3 h. After this time, the mixture
was allowed to cool to room temperature, and the ashes
were transferred to Eppendorf tubes for extraction with
2 mL of KOH at 2 mM. The tube samples were then
centrifuged at 15,231 x g for 15 min in a centrifuge (R
Ediso, Labnet Prism™, USA). The supernatants were
collected with special care, from which 1 mL was taken
and ground in a 10 mL flask with KOH at 2 M. The
samples were subsequently transferred to conical tubes
for later analysis via an inductively coupled plasma
optical emission spectrometer (ICP-OES, Agilent 725,
USA) (Fischer et al., 1986).

Biological material

The hybrid corn seed used was Francisco Mdrquez,
which was collected during the autumn-winter cycle
and provided by the Mexican Institute of Maize of the
UAAAN. The germination rate of this batch of seeds was
100 %.

Germination and growth test

For the germination test, four concentrations of PI
were used (5, 10, 20, and 50 mg-L"), and 10 mL of each
solution was used for the imbibition of 50 seeds per
treatment for 24 h at a temperature of 28 °C. After
the indicated time, the seeds were extracted from the
solution, and 10 seeds were placed in each of the five
Petri dishes for each treatment in the growth chamber
at 28 °C. A piece of filter paper was placed in each Petri
dish that was constantly moistened with distilled water
to ensure that the seeds were in a medium with
water available. To determine the germination
speed, the number of germinated seeds was visually
counted every 12 h for 7 days. A seed was considered
germinated when it showed a visible radicle of at least
1 mm long. After 7 days, the plants were collected, and
the fresh weight of the roots and plumules of each
plant was determined using a scale with a precision
of 0.01 g. Subsequently, the plants were dried in a
dehydrating oven at 70 °C for a period of 72 h to obtain
the dry weight.

Statistical analysis

The experimental design used was completely
randomized, with five treatments and five repetitions.
The Levene test was carried out to verify the
homogeneity of variance, and the Shapiro-Wilk test was

Método de extraccién de yodo adaptado
a partir de cenizas alcalinas

Se pesé una muestra de 500 mg de PI sintetizadas, asi
como el tejido vegetal seco y molido (raiz y plimula) de
las pldntulas de maiz, de cada repeticién y tratamiento.
Cada muestra se coloco en un crisol, y se afladieron 2 mL
de KOH a2 My 1 mL de KNO;a 2 M. Posteriormente,
se predigirieron en un horno a 100 °C durante 2 h bajo
una campana de extracciéon. Después, los crisoles se
colocaron en una mufla a 580 °C por 3 h, y al finalizar, la
mezcla se dejo a temperatura ambiente y las cenizas se
transfirieron a tubos Eppendorf para extraccién con 2 mL
de KOH a 2 mM. Los tubos con muestras se centrifugaron
a 15,231 x g durante 15 min (R Ediso, Labnet Prism™,
EUA). Los sobrenadantes se colectaron cuidadosamente,
se coloc6é 1 mL en un matraz y se agregaron 10 mL de
KOH a 2 M. Las muestras se transfirieron a tubos cénicos
para su andlisis en un espectrémetro de emisién 6ptica
por plasma acoplado inductivamente (ICP-OES, Agilent
725, EUA) (Fischer et al., 1986).

Material biol6gico

El maiz hibrido utilizado fue Francisco Marquez, el cual
se recolect6 en el ciclo otofo-invierno por el Instituto
Mexicano del Maiz de la UAAAN. La tasa de germinacién
de este lote de semillas fue de 100 %.

Prueba de germinacién y crecimiento

Se utilizaron cuatro concentraciones de PI para la
prueba de germinacién (5, 10, 20 y 50 mg-L"). De cada
concentracion se usaron 10 mL para la imbibicién de
50 semillas por 24 h a 28 °C. Después, se retiraron de la
solucién, se colocaron 10 semillas de cada tratamiento
en cajas Petri y se llevaron a la cdmara de crecimiento
a 28 °C. En cada caja Petri se colocé papel filtro, el
cual se mantuvo himedo con agua destilada para
asegurar la disponibilidad de agua de las semillas. El
numero de semillas germinadas se conté visualmente
cada 12 h durante 7 dias para determinar la velocidad
de germinacién. Una semilla se consider6 germinada
cuando presentaba radicula visible de por lo menos
1 mm de longitud. Después de 7 dias se recolectaron, y
se midi6 el peso fresco de las raices y las plamulas de
cada pldntula utilizando una bdscula con precisiéon
de 0.01 g. Posteriormente, las plantas se secaron en un
horno a 70 °C por 72 h para obtener el peso seco.

Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con cinco
tratamientos y cinco repeticiones. Se realizé la prueba
de Levene para verificar la homogeneidad de varianza,
y la prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad. Los
resultados se sometieron a un andlisis de la varianza y
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performed to check for normality. The variables were
analyzed by means of variance analysis and multiple
range tests (Tukey, P < 0.05). For the data that were
not normally distributed, a nonparametric analysis of
variance was performed with the Kruskal-Wallis test
using InfoStat version 2020 statistical software.

Results and discussion
Characterization of iodinated particles (PI)

Figure 1 shows the FTIR spectrum of the PI, as well
as its expected general structure, in which aromatic
groups containing iodine atoms can be observed and
linked together by chains from the crosslinking agent,
as well as the presence of polyethylene glycol (PEG) as
a coating for PI. Additionally, Figure 1 notes the most
representative bands that can be assigned to the
infrared spectrum of the PI, in which those attributed
to the carbonyl groups, amides and carbon-carbon
double bonds of the aromatic groups stand out.

Figure 2 shows the 'H-NMR spectrum of the water-
soluble fraction of the PI In the spectrum, some
important signals can be assigned to functional
groups of the expected structure of the PI (Figure 2b).
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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4000
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Figure 1. a) Infrared spectroscopy of iodinated particles,

s

pruebas de rangos multiples (Tukey, P < 0.05). Para los
datos que no se distribuian normalmente, se realiz6 un
andlisis no paramétrico de la varianza con la prueba
de Kruskal-Wallis utilizando el programa estadistico
InfoStat, version 2020.

Resultados y discusion
Caracterizacion de las particulas yodadas (PI)

La Figura 1 muestra el espectro FTIR de las PI, asi como
la estructura general esperada, en la cual se observan los
grupos aromadticos que contienen dtomos de yodo y estdn
unidos entre si por cadenas del agente reticulante, asi
como la presencia de polietilenglicol (PEG) utilizado para
recubrir las PL. En la Figura 1c se observan las bandas
mds representativas, donde destacan las atribuidas a
los grupos carbonilo, amidas y dobles enlaces carbono-
carbono de los grupos aromdticos.

La Figura 2 muestra el espectro de 'H-NMR de la
fraccién soluble al agua de las PI. Algunas sefales
importantes dentro del espectro se pueden relacionar
con grupos funcionales de la estructura esperada de las
PI (Figura 2b). Por ejemplo, la presencia de PEG como
cobertura fue confirmada por la sefial a d 3.6 ppm, que
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b) polymeric structure with triiodobenzene groups and

characteristic functional groups according to the monomer used (iohexol), as well as hydroxyl, amide,
and aromatic groups (Source: Hainfeld et al. [2018]), and c) assignment of important signals in the spectrum.

Figura 1.

a) Espectroscopia infrarroja de las particulas yodadas, b) estructura polimérica con grupos triyodobenzeno y

grupos funcionales caracteristicos del monémero utilizado (iohexol), asi como los grupos hidroxilo, amida
y grupos aromadticos (Fuente: Hainfeld et al. [2018]) y ¢) distribucién de marcadores importantes en el espectro.
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D,0
Solvent / Solvente

(a)

Figure 2. a) Proton nuclear magnetic resonance spectroscopy of iodinated particles, and b) polymeric structure with
triiodobenzene groups and characteristic functional groups according to the monomer used (iohexol)

(Source: Hainfeld et al. [2018]).

Figura 2. a) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones de las particulas yodadas y b) estructura
polimérica con grupos triyodobenzeno y grupos funcionales caracteristicos conforme al monémero utilizado

(iohexol) (Fuente: Hainfeld et al. [2018]).

For example, the presence of PEG as a coating was
confirmed by the signal at 8 3.6 ppm, which
was assigned to an ether group; signals were also
observed at approximately § 8.5 ppm, attributed to the
amide groups, and at & 1.8 ppm, associated with
the acetate groups of the structure.

Figure 3 shows the particle size distribution curve
determined by dynamic light scattering. The average
diameter in number (Dn) of the PI obtained for this

fue asignada a un grupo éter; asimismo, se observaron
sefiales a d 8.5 ppm, aproximadamente, atribuidas a los
grupos amida, y a § 1.8 ppm, asociadas con los grupos
acetatos de la estructura.

La Figura 3 muestra la curva de distribucién de los
tamanfos de las particulas determinados por dispersién de
luz dindmica. El didmetro promedio en ntiimero (Dn)
de las PI fue de 217 nm, con polidispersién de 0.278,
razén por la cual las particulas se clasificaron como
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Figure 3. Dynamic light scattering of the iodinated particles.
Figura 3. Dispersion de luz dindmica de las particulas yodadas.

analysis was 217 nm, with a polydispersity of 0.278,
which is why these particles were called submicrons.
The shape of the curve is monomodal and narrow.

Germination and growth test

Once the PIs were characterized, they were tested
as a biostimulant for the germination and vigor of
corn plants. The germination percentage did not
significantly differ between the treatments and
controls. This is positive, since PIs do not negatively
interfere with the seed germination process; however,
at the appropriate concentration they accelerate
germination. It should be noted that all treatments
began to germinate 12 h after the plants were placed
in Petri dishes (Figure 4). As a function of time, there
were statistically significant differences at 12 h and
later at 36 h between the treatments, reaching the final
germination percentage at 48 h (Table 1). It is important
to mention that seed pretreatment has the potential to
improve germination and seed establishment by
intiating germination metabolism without radicle
protrusion (Adhikari et al., 2022). Seed germination

submicromeétricas. La forma de la curva es monomodal
y estrecha.

Prueba de germinacién y crecimiento

Una vez que las PI se caracterizaron, se probaron como
un bioestimulante para la germinacién y el vigor de
las plantulas de maiz. El porcentaje de germinacién
no evidencié diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos y el testigo. Lo anterior es positivo,
ya que las PI no interfirieron negativamente en el
proceso de germinacién de las semillas; por el contrario,
la concentraciéon adecuada acelera la germinacién.
Cabe senalar que todos los tratamientos iniciaron su
germinacion 12 h después de colocar las semillas en
las cajas Petri (Figura 4). En funcién del tiempo, hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos a las 12 y 36 h. Todos los tratamientos
alcanzaron el porcentaje final de germinacién a
las 48 h (Cuadro 1). Es importante mencionar que
el pretratamiento tiene el potencial de mejorar la
germinacion y el establecimiento de la semilla, al iniciar
el metabolismo germinativo sin protrusién de la radicula

Table 1. Effects of different iodinated particle concentrations on the percentage of germinated corn seeds.
Cuadro 1. Efecto de diferentes concentraciones de particulas yodadas sobre el porcentaje de germinacién de semillas de maiz.

Treatments /Tratamientos 12h 24 h 36 h 48 h

T1 (Control: distilled water)/T1 (Testigo: agua destilada) 28 a 76 a 92 ab 92a
T2 (5 mg-L") 2¢ 56 a 72b 82a

T3 (10 mg-L") 8 bc 64a 76 b 82a

T4 (20 mg-L") 4 bc 62a 82b 92a

T5 (50 mg-L") 16 ab 76 a 98 a 98 a

Means with the same letters within each column do not differ statistically (Kruskal-Wallis, P < 0.05).

Medias con letras iguales dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Kruskal-Wallis, P < 0.05).
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Figure 4. Corn seed germination curve treated with different concentrations of iodinated particles. T1 = control
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Figura 4. Curva de germinaciéon de semillas de maiz tratadas con diferentes concentraciones de particulas yodadas.
T1 = testigo (agua destilada); T2 = 5 mg-L"; T3 = 10 mg-L"; T4 = 20 mg-L"; T5 = 50 mg-L".

is one of the most vulnerable processes in a plant’s
life cycle, since it favors the healthy and vigorous
development of seedlings, which is greatly affected by
internal and external changes; in addition, it has been
shown that low crop productivity is related to uneven
seed germination (Salehi et al., 2023).

In terms of the growth curve of the root system, the
emerging of the radicle began on the second day
after sowing in all treatments, and the growth of the
main root progressed continuously but increased in
intensity throughout its development. In addition,
when analyzing the growth pattern of this variable
(Figure 5), a small increase was observed on the third
and fourth days, during which the growth pattern
increased considerably beginning on the fifth day
of the experiment. Similarly, the plumule stage
(Figure 6) occurred on the third day after sowing,
during which the height accelerated from the fifth
day in all treatments. For both variables, treatment
five presented better development than the other
treatments, including the control.

The results shows that treatment five, (50 mg-L" PI),
significantly increased the height and dry weight
of the plumules, as well as the dry weight of the
roots, compared to the control and other treatments
Therefore, seedling growth was stimulated by the
addition of 50 mg-L" PL. According to the data reported
in Table 2, radicle length and fresh weight did not
significantly differ from the control.

(Adhikari et al., 2022). La germinacion de las semillas es
uno de los procesos mds vulnerables en el ciclo de vida
de una planta, ya que influye en el desarrollo y vigor de
las plantulas, el cual se ve muy afectado por cambios
internos y externos. Ademds, se ha demostrado que la
baja productividad de los cultivos estd relacionada con la
germinacion desigual de las semillas (Salehi et al., 2023).

En cuanto a la curva de crecimiento del sistema
radicular, la emergencia inicié al segundo dia de la
siembra en todos los tratamientos, y el crecimiento de
la raiz principal progresé continuamente a lo largo
de su desarrollo. Al analizar el patrén de crecimiento de
esta variable (Figura 5), se observd un pequefio
incremento en el tercer y cuarto dia, y para el quinto dia
el patrén de crecimiento aumento considerablemente.
De manera similar, la plumula (Figura 6) tuvo lugar
al tercer dia de la siembra, e increment¢ la altura de
manera acelerada a partir del quinto dia en todos los
tratamientos. En ambas variables, el tratamiento cinco
present6 un mejor desarrollo, incluyendo al testigo.

Los resultados muestran que el tratamiento cinco
(50 mg-L' de PI) incrementé significativamente la
altura y el peso seco de las plumulas, asi como el peso
seco de las raices, en comparacion con el testigo y los
otros tratamientos. Por lo tanto, el crecimiento de las
pldntulas se estimul6 con la adicién de 50 mg-L" de PL
De acuerdo con los datos reportados en el Cuadro 2, la
longitud de la radicula y el peso fresco no difirieron
significativamente entre los tratamientos.
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Figure 5. Length of the radicle of corn seedling treated with different concentrations of iodinated particles. T1 =
control (distilled water); T2 = 5 mg-L"; T3 = 10 mg-L"; T4 = 20 mg-L"; T5 = 50 mg-L™.

Figura 5. Longitud de la radicula de pliantulas de maiz tratadas con diferentes concentraciones de particulas yodadas.
T1= testigo (agua destilada); T2 = 5 mg-L"; T3 = 10 mg-L"; T4 = 20 mg-L"; T5 = 50 mg-L".
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Figure 6. Height of the plumule of corn seedling treated with different concentrations of iodinated particles.
T1 = control (distilled water); T2 = 5 mg-L"; T3 = 10 mg-L"; T4 = 20 mg-L"; T5 = 50 mg-L".

Figura 6. Altura de la phimula de plantulas de maiz tratadas con diferentes concentraciones de particulas yodadas.
T1= testigo (agua destilada); T2 =5 mg-L"; T3 = 10 mg-L"; T4 = 20 mg-L™"; T5 = 50 mg-L".
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Table 2. Response of the variables evaluated at different concentrations of iodinated particle.
Cuadro 2. Respuesta de las variables evaluadas a diferentes concentraciones de particulas yodadas.

Radicle Plumule

Radicle fresh  Radicle dry Plumule fresh

; . ; Plumule dry
Treatments / lengtp (cm)/ height (cm)/  weight (g)/ weight (g)/ weight (2)/ weight (g)/
. Longitud de Altura de Peso fresco Peso seco
Tratamientos ) . Peso fresco de  Peso seco de
la radicula la plumula dela dela la plimula (g) la plimula (g)
(cm) (cm) radicula (g) radicula(g) P g ap &
T1 (Control: distilled water)/ 7.18 a 5.73 ab 0.23a 0.02b 0.25a 0.04 b
T1 (Testigo: agua destilada)
T2 (5 mg-L?) 6.69 a 557D 0.22a 0.02b 0.26 a 0.04b
T3 (10 mg-L") 6.74a 5.72 ab 0.24a 0.02 ab 0.25a 0.04 ab
T4 (20 mg-L") 7.98 a 6.40 ab 0.27 a 0.02 ab 0.27 a 0.04 ab
T5 (50 mg-L") 9.76 a 8.03a 0.37a 0.03a 0.34a 0.05a
HSD/DMSH 4.764 2.330 0.151 0.009 0.108 0.013

HSD = honestly significant difference. Means with the same letters within each column do not differ statistically (Tukey, P < 0.05).

DMSH = diferencia minima significativa honesta. Medias con letras iguales dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Tukey, P < 0.05).

These results are consistent with those of previous
rice cultivation experiments in which zinc oxide
nanoparticles were used at different concentrations
(0, 5, 10, 15, 25, and 50 ppm), where increases in
height and the fresh and dry weights of the plants
were obtained (Waqas-Mazhar et al., 2022). In the
same way, in studies carried out with corn seeds,
using different pretreatment techniques with different
solutions significantly improved the performance of
the corn plant by increasing the germination rate
of the seeds, the biomass of the seedlings and the
yield of the seeds. However, the response varies with
solution and concentrations (Tian et al.,, 2014). The
above results show that seed pretreatment stimulated
several signaling cascades during the early growth
phase, producing faster and more efficient defense
responses in the crop, thus tending to favor better
synchronization of crop growth by increasing both
fresh and dry biomass (Adhikari et al., 2022).

Seeing these results, and regardless of the possibility
of iodine toxicity in plants, it has been described that
low iodine concentrations increase yield, biomass
production and qualitative parameters of plants
(Duborska et al., 2018; Medrano-Macias et al., 2016).
Thus, the different concentrations of PI used can be
considered to be appropriate since they significantly
improved the growth and development of the plants,
by strengthening their immune system and protecting
them from oxidative stress since they act as a form
of controlled release of iodine in the plant, which
improves the absorption of the nutrient by the plants
and this, in turn, has a direct impact on the growth
variables, by stimulating the regulators of cell division,
accelerating the production of photosynthetic pigments
and playing a role in the enlargement of the roots
(Rahman et al., 2023).

Estos resultados concuerdan con experimentos previos
realizados en arroz, en los cuales usaron diferentes
concentraciones de nanoparticulas de 6xido de zinc
(0, 5, 10, 15, 25 y 50 ppm), y se obtuvieron plantas
con aumentos en altura, asi como en pesos fresco y
seco (Waqgas-Mazhar et al., 2022). Del mismo modo,
en estudios realizados con semillas de maiz, el uso
de diversas técnicas de pretratamiento con diferentes
soluciones mejord significativamente el desempeiio
de las plantas al incrementar la tasa de germinacion,
la biomasa de las pldntulas y el rendimiento de las
semillas. Sin embargo, la respuesta varia con el
tipo de solucién y las concentraciones (Tian et al.,
2014). Los resultados anteriores demuestran que
los pretratamientos de semillas estimulan varios
puntos de senalizaciéon durante la fase temprana de
crecimiento, lo cual genera respuestas de defensa mds
rdpidas y eficientes en el cultivo; por lo tanto, tienden
a favorecer la sincronizacién del crecimiento del
cultivo al aumentar la biomasa fresca y seca (Adhikari
et al.,, 2022).

Considerando los resultados, e independientemente
de la posibilidad de toxicidad por yodo en las plantas,
se ha mencionado que bajas concentraciones de yodo
aumentan el rendimiento, la produccién de biomasa
y los pardmetros cualitativos de la planta (Duborskd
et al, 2018; Medrano-Macias et al, 2016). Por lo
tanto, las diferentes concentraciones de PI utilizadas
se pueden considerar apropiadas, ya que mejoraron
significativamente el crecimiento y desarrollo de las
plantas, al fortalecer su sistema inmune y protegerlas
del estrés oxidativo mediante la liberacién controlada
de yodo en la planta. Este mecanismo mejora la
absorciéon de nutrientes por la planta e impacta
directamente en las variables de crecimiento, al
estimular los reguladores de la division celular, acelerar
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The favorable results obtained are largely due to the
absorption capacity of iodine in the cells of the root,
leaf or stem. This implies that the concentration of
gradients is the third force in transporting iodine,
migrating it from the root to the stem and leaves by
diffusion, in addition to transpiration and root pressure
(both advection movements); however, the absorption
capacity is different for different plant species (Weng et
al., 2013). Iodine transport from roots to shoots could
be regulated by transporters (Kato et al., 2013). Iodine
has been reported to potentially play a nutritional
role in plants, as the application of small amounts
(micromolar) enhances their growth and development.
This treatment not only stimulates biomass production
but also promotes early flowering. Such effects cannot
be replicated with similar halogens, such as bromine,
due to iodine’s role as a structural component of
various proteins (Kiferle et al., 2021). Recent studies
consider that iodine may not be an essential element,
but it is beneficial like silicon (Si), selenium (Se),
sodium (Na) and others (Medrano-Macias et al., 2021;
Nascimento et al., 2022).

Iodine content

The iodine content in the synthesized PI was 1.67 %.
Although there were no differences in the content of
I among the treatments, the highest concentration
(205.96 mg-kg' dry weight) was found in the corn
plants subjected to 50 mg-L" (Table 3). The absence
of differences in the iodine content among the
treatments is likely the result of contamination when
the plants were grown in the same growth chamber,
possibly caused by the volatilization of iodine from
the seedlings (Gonzali et al., 2017). This assumption
is based on the fact that the iodine concentrations in
the biomass of the plants are well above the normal
values found in the plants, especially for cereal grains
for which maximum values of 128 pug-kg" are reported

la produccién de pigmentos y favorecer el alargamiento
de las raices (Rahman et al., 2023).

En gran medida, los resultados favorables se debieron
a la capacidad de absorcién de yodo en las células de
raiz, hoja o tallo. Esto implica que los gradientes
de concentracion es la tercera fuerza en el transporte de
yodo (al migrarlo de la raiz hacia el tallo y las hojas
mediante difusién), ademds de la transpiracién y la
presion radicular (ambos movimientos de adveccién);
sin embargo, la capacidad de absorcién es variable entre
especies vegetales (Weng et al., 2013). El transporte
de yodo desde las raices hasta los brotes se podria
regular mediante transportadores (Kato et al., 2013).
Se ha reportado que el yodo podria desempefiar un
papel nutricional en las plantas, ya que la aplicacién
de pequefas cantidades (micromolares) mejora su
crecimiento y desarrollo. Este tratamiento no solo
estimula la produccién de biomasa, sino que también
adelanta la floracién. Dichos efectos no se pueden
replicar con halégenos similares, como el bromo, debido
a la participacién del yodo como componente estructural
de varias proteinas (Kiferle et al., 2021). Estudios
recientes consideran que el yodo no es un elemento
esencial, pero es considerado benéfico al igual que el
silicio (Si), el selenio (Se), el sodio (Na) y otros (Medrano-
Macias et al., 2021; Nascimento et al., 2022).

Contenido de yodo

El contenido de yodo en las PI sintetizadas fue de 1.67 %.
Aunque no hubo diferencias en el contenido de I entre
tratamientos, la concentracion mds alta (205.96 mg-kg"
de peso seco) se encontr6 en las pldntulas de
maiz tratadas con 50 mg-L" (Cuadro 3). La inexistencia
de diferencias estadisticas en el contenido de yodo
entre los tratamientos probablemente es el resultado
de alguna contaminacion en la cdmara de crecimiento,
causada por la volatilizacién del yodo desde las semillas

Table 3. Iodine content in the biomass of the plants in the different treatment.
Cuadro 3. Contenido de yodo en la biomasa de las plantas en los diferentes tratamientos.

Treatment/Tratamiento

Iodine content (mg-kg"')/Contenido de yodo (mg-kg")

T1 (Control: distilled water)
T2 (5 mg-L")
T3 (10 mg-L")
T4 (20 mg-L")
T5 (50 mg-L")

HSD/DMSH

157.95a

136.59 a

189.08 a

164.06 a

205.96 a

86.342

HSD = honestly significant difference. Means with the same letters within each column do not differ statistically (Tukey, P < 0.05).

DMSH = diferencia minima significativa honesta. Medias con letras iguales dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Tukey, P < 0.05).
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(Ddvila-Rangel et al., 2019). Therefore, these results are
promising since, in addition to its biostimulant impact,
PI could be used as a material for the biofortification of
crops to increase the daily intake of iodine (Duborska
et al., 2020). With the results obtained when iodine
microparticles were used as agents for seed priming,
we agree with the findings of other authors who point
to iodine as a biostimulant nutrient (Blasco et al., 2008).

The results obtained suggest that the application of
these particles functionalized with iodine represent a
promising system to be used in the formulation of new
crop biofortification strategies, since they positively
influenced the development of corn seedlings, as well
as the absorption and greater amassing of iodine.
However, more research is needed to verify whether the
iodine-functionalized submicron particles produced can
show the same positive effects in other plant species.

Conclusions

Iodine-functionalized submicrometric particles with
an average diameter of 217 nm were synthesized.
With different concentrations of these particles as a
pretreatment for corn seeds, no effects were observed
on germination; however, a biostimulant effect was
evident on the growth and development of seedlings, as
the 50 mg-L" treatment significantly increased biomass.
Finally, the presence of iodine in the dry biomass of the
seedlings and 1.67 % iodine in the synthesized particles
was found.
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