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Resumen:

La Avena sativa es uno de los cultivos mas importantes para México, siendo el
principal alimento para el ganado, en su cultivo se usan sin pensar en las
consecuencias dafiando de manera incalculable el medio ambiente, en los ultimos
afios se han buscado nuevas alternativas de eficientizar las producciones agricolas,
debido a esto se han usado NPs tanto como promotoras del crecimiento vegetal como
sustitutos de pesticidas, los nanotubos de carbono (NTC) son una de las
nanoparticulas mas utilizadas, si bien se ha demostrado en multiples ocasiones sus
efectos positivos sobre el desarrollo vegetal aiun no se logran comprender los
mecanismos por lo cual logran estos efectos. Por otro, se ha documentado que, al
modificar la estructura de los NTC, funcionalizandalos con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) esto cambia sus propiedades fisicoquimicas afectando los efectos
gue tienen sobre Avena sativa, se caracterizaron los NTC mediante FTIR, Raman y
SEM esto para evaluar los cambios que sufrieron los NTC por la oxidacion y
funcionalizacion. Mas adelante se inocularon las semillas de Avena sativa con 3 NTC
naturales y sintéticos con y sin funcionalizar a concentraciones de 2.5,5,10,20 pg/mL
las variables respuesta a evaluar fueron, germinacion, biomasa, area foliar, tasa
fotosintética y la traslocacion de los NTC en la raiz. La oxidacion y funcionalizacion
modifico la estructura y caracteristicas de los NTC. Los NTC promovieron el desarrollo
y crecimiento de Avena sativa, y mediante microscopia de fluorescencia se demostré

la translocacion de los nanotubos de carbono en la raiz.

Palabras clave: NTC, funcionalizacion, promocion del crecimiento vegetal,

Nanotecnologia y translocacion



Abstract:

Avena sativa is one of the most important crops for Mexico, being the main food for
livestock, in its cultivation they are used without thinking about the consequences,
damaging the environment in an incalculable way, in recent years new efficiency
alternatives have been sought agricultural productions are one of the research
priorities, due to this NPs have been used both as promoters of plant growth and as
substitutes for pesticides, carbon nanotubes (CNT) are one of the most used
nanopatrticles, although it has been shown On multiple occasions, its positive effects
on plant development will not yet be understood, the mechanisms by which these
effects will be achieved. On the other hand, it has been documented that, by modifying
the structure of CNTSs, functionalizing them with fluorescein isothiocyanate (FITC), this
changes their physicochemical properties, revealing the effects they have on Avena
sativa. CNTs were characterized by means of IR Spectroscopy, Raman and electron
microscopy. this to evaluate the changes suffered by the NTC due to oxidation and
functionalization. Later, the seeds of Avena sativa were inoculated with 3 natural and
synthetic NTC with and without functionalization at concentrations of 2.5,5,10,20
pHg/mL. The variables to be evaluated were germination, biomass response, leaf area,
photosynthetic rate and the NTC translocation in the root. Oxidation and
functionalization modified the structure and characteristics of the CNTs. The NTC
promoted the development and growth of Avena sativa, and through fluorescence
microscopy, the translocation of carbon nanotubes in the root was developed.

Key words: NTC, functionalization, plant growth promotion, nanotechnology and

translocation



1. Introduccién y antecedentes

1.1. Lananotecnologia en sistemas bioldgicos

La nanotecnologia se ha convertido en una area del conocimiento muy importante en
los dltimos afios, debido a sus aplicaciones en medicinal?, agricultura®, produccién
de energia y ayudar con la problematica de las aguas contaminadas entre otras, por
lo que realizar mas investigacion sobre estos campos es una de las prioridades de la
ciencia actual. La nanobiologia llego para revolucionar la medicina se ha
documentado como nanofarmacos ayudan de manera mas eficiente y barata al
tratamiento de enfermedades?, a su vez se usan nanoparticulas para la identificacion
de enfermedades en etapas temprana, y estas son solo algunas de todas las
aplicaciones que se estan investigando en el campo de la nanomedicina, el area
agricola es vital para la alimentacion humana debido al aumento de la poblacién, y la
dificultad que se tiene de alimentar de manera correcta a la poblacion del planeta, por
lo que encontrar formas mas amigables con el medio ambiente y mas eficientes es
una de las prioridades de la nanotecnologia, utilizando nanoparticulas para acelerar
el crecimiento o tener mejores resultados en germinaciéon* hasta usarlos como un

sustito de los pesticidas®.

1.2. Las nanoparticulas y los sistemas vegetales

El mundo de la agricultura tiene constantes retos como el cambio climético, la
urbanizacién, el uso excesivo de los recursos naturales y la acumulacién de pesticidas
y fertilizantes. Estos problemas se van intensificando al incrementar la poblacién
mundial y a si la demanda de alimentos, se estima que la poblacion mundial crecera
de 9-10 mil millones para el 2050 (Chen and Yada 2011), por lo que encontrar mejores
maneras de producir alimento es una de las prioridades de los centros de
investigacion actuales?®, con esto en mente se han desarrollado muchas tecnologias
gue mejoran la productividad agricola. Una de las mas usadas es el uso de
nanoparticulas en los sistemas vegetales, (Suriyaprabha et al. 2012), documentaron
gue nanoparticulas de silicio en Zea mays aumentaron la germinacién de esta
graminea, a su vez (Shah and Belozerova 2009) obtuvieron resultados similares en
Lactuca sativa al agregar nanoparticulas de titanio, el uso de nanoparticulas también
se estudiado como una opcion para mejorar la eficiencia de los fertilizantes, estas

nanoparticulas pueden mejorar la entrega de estos fertilizantes disminuyendo asi su



toxicidad y aumentando el tiempo de vida util (Prasad et al. 2012a), a su vez se han
hecho investigaciones sobre la interaccion de las nanoparticulas y la regulacion
hormonal °, el uso de esta tecnologia es revolucionario y un paso en la direccién
correcta para el desarrollo de agricultura sustentable, es decir, mas eficiente y con

menos efectos negativos sobre el medio ambiente.

1.3. Nanoparticulas

Un nanomaterial por definicién es una particula que mide 1~100 nandmetros, pueden
ser metalicas u organicas. Entre las nanoparticulas organicas se encuentran los
nanotubos de carbono (NTC), son alotropos de estructura cristalina del carbono.
Existen diferentes tipos de NTC, tipicamente pueden contener una ldmina de grafeno
enrollada sobre si misma haciendo esto un tubo y se denomina single-walled carbon
nanotubes (SWCNT). También pueden existir nanotubos de carbono de pared
multiple o multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) que son varias capas de grafeno

enrolladas una dentro de la otra unidas por fuerzas de Van der Waals .°

MWCNT

-
-

Figura 1.- Estructura tipica de un nanotubo de carbono de pared simple (SWCNT) y

nanotubo de carbono de pared multiple (MWCNT).

1.4. Sintesis de NTC

Las propiedades fisicoquimicas de los NTC juegan un papel crucial al momento de
interactuar con los sistemas bioldgicos, por lo que la correcta identificacion de su
estructura, asi como de sus grupos funcionales son piezas clave para entender mejor
el papel que pueden llevar a cabo en dichos sistemas, para ello, se han utilizado
diferentes métodos cuantitativos y cualitativos que permiten realizar una correcta

caracterizacion. La primera vez que se observaron los NTC de pared multiple fue en



1991 por Sumio lijjima, y desde entonces se usan herramientas como la
espectroscopia de Raman para caracterizar los NTC y asi estudiar sus propiedades’.

Podemos definir a la espectroscopia Raman como una técnica foténica que nos
proporciona informacion quimica y estructural de la mayoria de los materiales ya sea
organico o inorganico. Este analisis se basa en la luz dispersada por un material al
gue se le indujo un haz de luz monocromatico®. Por su parte el andlisis de infrarrojo
(IR) mide la intensidad del haz de luz antes y después de que tenga contacto con la
muestra, el resultado se expresa con la frecuencia de la luz incidente®. Otra de las
herramientas para observar la estructura de un nanomaterial es la microscopia
electronica de barrido, esta es técnica clave en la caracterizacion de nanoparticulas
para observar y medir su por el tamafio de estas, ya que no podemos verlas en un
microscopio tradicional, la microscopia de barrido nos da informacion muy importante

sobre las caracteristicas de estos materiales.

1.5. Principales métodos de sintesis de NTC

Los NTC se obtienen a gran escala por sintesis quimica, principalmente por los
métodos como ablacion por laser, método de descarga de arco y , deposicion quimica
de vapor®® (DQV), la deposicién quimica de vapor es un proceso quimico utilizado
para producir nanoparticulas de alta pureza con un de alto rendimiento de materiales
solidos.

Sin embargo, por mucho tiempo se especulé respecto sobre la posible formacion de
NTC en ambientes naturales, como en los volcanes esto en base a la informacion
recabada en el monte Etna’s de donde se propuso que la lava puede ser capaz de
catalizar la sintesis NTC, de cualquier manera, no existia evidencia contundente
documentada de la formaciéon de NTC naturalmente !, sin embargo, en estudios mas
recientes se ha documentado que en los incendios forestales se alcanzan condiciones
parecidas al método DQV, a su vez, se descubri6 la presencia de NTC naturales en
estos lugares, en muestras de madera de pinos calcinados durante un incendio
forestal. Recientemente se estudia su impacto de estos MWCNT naturales en los
sistemas biolégicos como las plantas y poblaciones microbianas autoctonas y

aldctonast?.



Los NTC suelen tener caracteristicas muy interesantes debido a sus dimensiones en
el orden de los nandmetros, y su estructura, presentan estabilidad tanto quimica como
mecanica, sin embargo, uno de los problemas mas recurrentes suele ser su baja
dispersion y solubilidad, debido a esto, se han tenido ciertos problemas con sus
aplicaciones biologicas, por lo que se utilizan procesos fisicos o quimicos como la
funcionalizacién, para reducir dicha limitante.

Este proceso consiste en modificar la estructura y propiedades de los NTC, por lo
regular mediante la oxidacion quimica y uniendo moléculas o grupos funcionales en
la superficie de estos que, en consecuencia, puede mejorar la solubilidad y dispersion
de los NTC.

Mediante los diferentes tipos de funcionalizacion se logran adicionar varios grupos
funcionales que le pueden dotar a la nanoparticula diferentes caracteristicas siendo

lo mas comunes los acidos carboxilicos, aminas y amidas.®

Figura 2.- Estructura de nanotubo de carbono funcionalizado con O=C-CI| mediante

enlace covalente.

1.6. Interaccién de nanotubos de carbono en plantas

El estudio de NTC en la interaccion con sistemas biologicos se ha documentado y se
sigue explorado cuales son los efectos de estos nanomateriales en el desarrollo
vegetal. Se han reportado efectos significativos del uso de MWCNT en el crecimiento
y germinacion de Capsicum annuum .22 Mientras que en el trabajo realizado por (Joshi
et al .,2018) en Avena sativa se obtuvieron resultados donde los MWCNT estimularon
tanto la germinacion de la semilla y facilitaron una mayor absorcion de agua, lo que
caus6 un incremento en el numero de raices, también se incrementd

significativamente la concentracion de clorofila y con esto la eficiencia fotosintética.



La investigacion realizada por (Xiuping Wang et al.,2012) en Triticum aestivum
demostré que los MWCNT pueden promover la elongacion del sistema radical e
incrementar la actividad deshidrogenasa, resultando en un crecimiento de raiz mas
rapido y una produccion de biomasa mayor, se pudo observar, a su vez, por medio
de microscopia electrénica de transmision que los MWCNT pueden penetrar la célula
vegetal y entrar al citoplasma después de ser absorbidos por las raices.'® Por otro
lado en su investigacion (Zapata et al., 2016) encontraron que en Brassica oleracea
var. Italica expuestas a salinidad, los MWCNT se translocaron en las células
incrementando la absorcion de agua y asimilacion de CO2, ademas causaron una
mayor transduccion de acuaporinas contrarrestando los efectos negativos del estrés
salino.’® Mientras que (Khodokavskaya et al 2014) reportaron que usando
concentraciones de 10 a 40 pug/ml los NTC pudieron penetrar las semillas de tomate
incrementando la germinacién y aumentaron el crecimiento de las plantulas!’.
También en Brassica juncea al agregar NTC se increment6 el peso de las raices, el
porcentaje de germinacién y crecimiento!’. Si bien, los efectos de los NTC de origen
natural alin son escasos, debido a su reciente descubrimiento, en el trabajo realizado
por (Lara Romero et al., 2017) se documentd el primer reporte donde los NTC que se
generan durante los incendios forestales, tuvieron un impacto positivo en las plantas
de ese ecosistema, estimulado la velocidad y porcentaje de germinacién de la semilla
y promoviendo el desarrollo vegetal en las plantulas.

Por otro lado, se han realizado estudios para intentar explicar cual es la relacion que
existe entre los NTC, el transporte de agua en las plantas, asi como el aumento en
la traduccion de acuaporinas que son cruciales para la germinacion, elongacion,
reproduccion y fotosintesis®. Al respecto se ha documentado que los NTC tienen la
capacidad de crear nuevos poros en la célula vegetal en plantas de tomate y con esto
mejoran la absorcion de nutrientes y agua?®.

Por otro lado, se ha sugerido que los NTC tienen la capacidad de estimular la
produccion de lipidos en la membrana y con esto, mantener la integridad celular, lo
gue colateralmente en plantas sometidas a estrés por salinidad reduce los efectos
negativos?®. Por otro lado, se ha documentado que los NTC contribuyen al desarrollo
vegetal, actuando en el control de patdgenos flingicos?!®, (Zhao et al. 2014) afectando

la formacion de las hifas y asi provocando su muerte.



1.7. Toxicidad de las nanoparticulas

Las plantas son uno de los pilares de un sistema ecolégico, debido a esto la
bioacumulacién y préxima distribucion es un factor clave en el estudio de la relacion
con los NTC, de cualquier manera, se ha demostrado que los diferentes efectos que
se tienen al exponer una planta a NTC como la germinacion de la semilla y otros
procesos fisicos simultdneamente pueden llegar a aumentar la toxicidad en
Copersicon esculentum, Allium cepa y Cucumis sativus *°.

Diversos estudios han demostrado que los NTC pueden penetrar de manera eficaz
las células de la planta causando una respuesta de estrés a través de la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en consecuencia pueden llegar a interferir
en la regulacion de diferentes procesos metabdlicos de la planta.?® Shen et al. (2012)
realizé una investigacion en Oryza sativa donde sugirid que la clave de la toxicidad
de las NTC esta en su tamafio, por otra parte se ha documentado efectos fitotéxicos
causados con los NTC, por ejemplo. (Diamond L. McGehee et al., 2017) hicieron un
estudio en Solanum lycopersicum suplementado con MWCNT, estos incrementaron
la produccion del fruto del tomate, pero al cuantificar mediante microwave induced
heating (MIH) encontraron absorcién de MWCNT por los frutos del tomate afectando
los metabolitos secundarios de estos, por lo que es importante tener en cuenta el

riesgo toxico que pueden causar estos nanomateriales??.

1.8. Absorcion y translocacion de NTC en la planta

El estudio de los mecanismos y los factores mediante los cuales los NTC se
translocan dentro de la planta son un factor importante, para evaluar su posible
bioacumulacién en tejidos vegetales y sus efectos subyacentes??. Usualmente la
absorcion y traslocacion de NTC se estudia junto a la fitotoxicidad ya que esta juega
un rol importante en la seguridad alimentaria®.

Se ha documentado que, una vez que las nanoparticulas penetran la planta, pueden
transportarse en los tejidos vegetales mediante las vias simplastica y apoplastica. A
través de la via apoplastica las nanoparticulas se transportan rodeando la célulay sin
gasto energético, mientras que por la via simplastica atraviesan la banda caspary
necesitando energia®3, por lo que podemos decir que el proceso de absorcion y
traslocacion es mecanismo de transporte activos y pasivo donde muchos mecanismos
celulares estan implicados?*. Otra via mediante la cual los NTC pueden entrar a la

planta es por endocitosis?* (figura 3).



El tamafio de los NTC juega un papel clave para su absorcion en las plantas ya que
en algunas ocasiones deben atravesar los estomas, el tamafio también influye en su
acumulacion en los tejidos vegetales , toxicidad y la cinética de transporte en las
células de la planta, por otro lado, la forma de los NTC esta relacionado con la
aglomeracion y la reactividad?®, al respecto algunos estudios han demostrado que
también las caracteristicas de la especie vegetal juega un papel importante en la
translocacion de NTC, por ejemplo, investigaciones previas documentaron que los
NTC pueden acumularse en la raiz de Oryza sativa pero no en Cucurbita pepo y
Raphanus raphanistrum?®, adicionalmente se ha visto que NTC pueden internarse y
tomar lugar en las raices como en Catharanthus roseus?’, por su parte se ha
reportado que en células de Avena sativa la bioacumulacion de nanoparticulas a base
de Cd y Zn pudieron penetrar a través del espacio intermembranal y llegar al
cotiledon?®, en otro estudio realizado por Khodakovskaya et al. (2009,2011)
encontraron que al administrar NTC en Lycopericon esculetum las nanoparticulas
podian llegar a las hojas por dos rutas a través de la cuticula y a través de los

estomas?°.

1.9. Absorcion y traslocacion de nanomateriales en las células
vegetales

Se han propuesto diverso mecanismo mediante los cuales las nanoparticulas
ingresan a la célula, por ejemplo, mediante a la endocitosis a través de la invaginacion
de NTC por la membrana plasmatica?*. Por otra parte, se propone que algunos
nanomateriales pueden llegar a formar poros en la membrana plasmatica, y con esto
entrar a la célula, directamente en el citosol®. Otro mecanismo propuesto, es el
ingreso de nanoparticulas a través de transportadores de proteinas, las
nanoparticulas pueden ser rodeadas por proteinas, para entrar por la membrana
celular, sirviendo como transportadores que facilitan el proceso de entrada a la célula
31, Algunos nanomateriales no pueden entrar por los canales de la célula a menos

gue el poro de estas sea modificado.3?
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Figura 3.- Esquema general sobre la absorcidn y transporte de NTC a través de los

tejidos y célula vegetal

El desarrollo vegetal depende de diversos factores bidticos y abiéticos como la
cantidad de agua, calidad del suelo, cantidad de luz recibida, disponibilidad de
nutrientes. En conjunto estos factores regulan procesos metabdlicos en las plantas,
esenciales para su crecimiento y desarrollo, por ejemplo, procesos como la

fotosintesis.33

1.10. Fotosintesis

La fotosintesis es un proceso biolégico fundamental, presente en las plantas, algas y
algunas bacterias, en las plantas este proceso se ha dividido en dos grandes fases:
1) La fase luminica o fotoquimica, mediante la cual las plantas transforman la energia
luminosa en energia quimica NADPH (nicotin adenin dinucle6tido fosfato) y el ATP
(adenosin trifosfato)34, y 2)la fase oscura o Ciclo de Calvin, mediante la cual se
obtienen hidratos de carbono a través de la fijacion del CO2 atmosférico, usando el
NADPH vy el potencial energético del grupo fosfato del ATP obtenido de la fase

luminica.3®
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La fotosintesis se lleva a cabo en los cloroplastos, estos se encuentran principalmente
en hojas y tallos verdes. En los cloroplastos se encuentran los tilacoides, son
estructuras en forma de moneda que al apilarse se les conoce como granas.3® La
fase luminica de la fotosintesis ocurre en la membrana de los tilacoides estos
contienen una cadena transportadora de electrones y un sistema fotosintético
conformado por pigmentos como la clorofila. La fase luminica es dependiente de la
luz, la clorofila “a” capta 2 fotones y estos a su vez desplazan a los electrones a través
de una cadena dé oxido-reduccion. La clorofila recupera los electrones perdidos
mediante la biofotdlisis del agua, esto produce una liberacién de O2. Como resultado
del trasporte de electrones se bombean protones de la membrana tilacoidal hacia el
interior, la fuerza protén-motriz da como resultado el proceso de sintesis de ATP. A
su vez, las reacciones de transporte electrOnico generan tanto protones como
electrones altamente energéticos. En conjunto, estas dos particulas transforman
NADP*en NADPH. Mientras que la fase oscura es independiente de la luz se lleva a
cabo en el estroma, y ocurre cuando se utilizan los productos de la fase luminica para
formar carbohidratos a partir de la fijjacion de CO2 en un proceso llamado ciclo de

Calvin.®
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Figura 4.- Esquema representativo del proceso de la fotosintesis.
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1.11. Importancia de los NTC en la fotosintesis

Si bien, en la ultima década el estudio de los NTC en los sistemas biologicos es
creciente, la literatura actual es insuficiente para comprender el papel que desemperia
en procesos como la fotosintesis. En este contexto, recientes investigaciones
pioneras, han propuesto que los NTC llegan a penetrar el tonoplasto mediante
difusion pasiva, en consecuencia, estas nanoparticulas tienen la capacidad de
intervenir en la cadena transportadora de electrones en la fotosintesis 3’. Asi mismo
Giraldo et al (2016) realizaron varias pruebas, infiltrando NTC en cloroplastos y se
demostrd un incremento en la actividad fotosintética a diferencia de los cloroplastos
sin NTC 2. Han et al (2016) demostraron la posibilidad de que los NTC optimizaran
la conversion de luz solar en energia mas eficientemente y asi transferirla a los
electrones del sistema fotosintético 38, por otra parte, se han realizado investigaciones
donde se soporta que las NTC ayudan a estabilizar la luz utilizada en la fotosintesis®,
asi como Strano et al (2016) evidenciaron un aumento del 300% sobre la eficiencia
fotosintética en plantas de Arabidopsis tratadas con NTC*. Con el conocimiento
actual se ha demostrado en multiples ocasiones una interaccion entre NTC y la
magquinaria fotosintética, pero hasta ahora esto principalmente es en células

aisladas.1’

Todas estas interacciones son esperanzadoras para incrementar la produccion de
cultivos de interés ,agricola, por lo que se hace necesario continuar estudiando la
correlacion NTC-fotosintesis*.

Los efectos negativos de la interaccion NTC-fotosintesis también se han
documentado, siendo las dosis altas de estos nanomateriales la principal causa
asociada a las de alteraciones estructurales en el sistema de membranas de los
cloroplastos reduciendo asi la actividad fotosintética*?. En un estudio reportado por
Velikova et al (2006), se demostraron que concentraciones de 100 y 300 pug/mL redujo
el desempefio fotosintético en la planta siendo la concentracion de estos

nanomateriales el factor principal asociado al efecto negativo?’.
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1.12. Avena sativa

La Avena sativa pertenece a la familia de las gramineas, posee raices abundantes y
profundas, tallos mas gruesos y rectos de ~1 a 1.5m comparado con otros cereales,
sus hojas son alargadas y planas con un borde dentado al final de la hoja y sus flores
tienen forma de racimo de espiguillas. En México esta graminea se utiliza
principalmente como cultivo forrajero, pero también tiene usos para consumo humano
y biotecnoldgico. La produccion de Avena sativa ocupa el quinto lugar a nivel mundial,
siendo el cereal que predomina en los climas mas frios dado que suele ser mas
productiva en estos climas o suelos con un bajo grado de fertilidad, lo que les confiere

una ventaja comparada con otros cereales.*
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2. Justificacion

En los ultimos afios la nanotecnologia se ha convertido en una de las tecnologias
incipientes que ha revolucionado el desarrollo industrial, tecnologico y cientifico. En
areas como la agricultura, el estudio de nanoparticulas como los nanotubos de
carbono (NTC) representa un tema de gran relevancia, debido a que se les ha efectos
positivos en desarrollo vegetal, asociado al incremento en el porcentaje de
germinacion y, la mejora en el aprovechamiento de nutrientes. Sin embargo, aun
cuando estos resultados se han demostrado en mdultiples modelos biolégicos, el
conocimiento sobre el papel que desempefian los NTC en las plantas sigue siendo
insuficiente. Por otro lado, la traslocacién de las NPs en las plantas y su impacto en
la tasa fotosintética sigue siendo poco claro, asi como los efectos de dicho proceso
en el desarrollo vegetal, por su parte la funcionalizacién es clave para incrementar la
relacion entre las NPs y los sistemas biolégicos.

Por lo que en este proyecto se aportard nuevo conocimiento cientifico sobre los
efectos de los NTC sobre el desarrollo de Avena sativa, asi como evaluar la
translocacién de los NTC, su participacién en procesos como la fotosintesis y de esta

forma entender mejor cudal es su funcionamiento.
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3. Hipotesis

Los nanotubos de carbono funcionalizados mejoran el desarrollo de Avena sativa al
incrementar su bioacumulacion en tejidos vegetales y estimular la actividad

fotosintética.
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4. Objetivos:

4.1 General:
Determinar el efecto de los nanotubos de carbono funcionalizados en la estimulacion
del desarrollo de Avena sativa mediante el incremento de su bioacumulacion en los

tejidos vegetales y su eficiencia en la tasa fotosintética.

4.2. Especificos:

1.-Funcionalizar y caracterizar nanotubos de carbono sintéticos y naturales

2.- Evaluar el efecto de nanotubos de carbono sintéticos y naturales funcionalizados
en el desarrollo de Avena sativa.

3.- Determinar el efecto de la funcionalizacion sobre la traslocacion de nanotubos de
carbono en la raiz de Avena sativa.

4.- Evaluar el efecto de los nanotubos de carbono sintéticos y naturales

funcionalizados sobre la tasa fotosintética de Avena sativa.
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5. Materiales y métodos

En el siguiente esquema, se muestra el procedimiento general de la funcionalizacién
de NTC con FITC y su posterior caracterizacion.

5.1. Diagrama general: funcionalizacion y caracterizacion de nanotubos de
carbono sintéticos y naturales
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Para llevara a cabo este proyecto de investigacion se utilizaron tres diferentes tipos
de NTC:

NTC-A= NTC sintéticos: Los MWCNT sintéticos utilizados en este estudio tenian un
didmetro exterior de 6 a 13 nm, el diametro interno de 2,0—4,0 nm, longitud de 2,5-20
MM, un espesor de pared promedio de 7-13 capas de grafeno y pureza >98%.
NTC-B= NTC sintéticos: Se analizaron los MWCNT obtenidos por la técnica de
descomposicion térmica (Pirolisis). El EDX medido se utilizé para registrar la
composicién elemental y la pureza de fase del MWCNT. Los resultados mostraron
una pureza de ~98% (C-K =70.75% y O-K =27.08%, mientras que otros elementos
(K-K, Ca-K) se encontraron en concentraciones de ~1.00% ; ademas, el % atomico
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medido confirmd la presencia de carbono y el oxigeno como elementos quimicos
principales presentes en las muestras, correspondientes a la composicion de MWCNT
, y también, los patrones XRD de MWCNT , donde se exhiben los picos tipicos (002)
de MWCNT, los espectros mostraron las bandas ID (~1370 cm-1), IG (~1600 cm-1)
y 2D (~2640 cm-1), correspondientes a las bandas de MWCNT.

NTC-C= NTC naturales: Se obtuvieron MWCNT naturales de muestras de madera
carbonizada de P. oocarpa recolectadas seis semanas después de un incendio
forestal en Montafla Huashan en Nahuatzen Michoacan, México. Los MWCNT
encontrados tenian ~10 capas, con un didmetro interior de ~2,52 nm y un didmetro

exterior de ~14,59 nm.

5.2. Funcionalizacién covalente de NTC naturales y sintéticos con FITC

De acuerdo con el esquema anterior, para funcionalizar los NTC, el primer paso
consistio en oxidar 3 diferentes tipos de NTC mediante con una mezcla de HNO3 y
H2SO4 2:3 (v/v) en agitacion constante durante 24 h. Posteriormente, para eliminar
residuos de acido se decantd y se realizaron 5 lavados con H20 destilada. Finalmente,

los NTC fueron secados en horno a 100 °C/ 24 h.

Posteriormente los NTC oxidados y secados fueron funcionalizados con Isotiocianato
de fluoresceina, para ello, se agregé FITC y N,N-dimetilformamida (DMF), y se dejé
en oscuridad durante 8 h, pasado ese tiempo se agregaron 150 mL de cloroformo y
se dej6 en agitacion durante 1 h. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a
2500 rpm durante 3 minutos, se recuper6 el precipitado y se le realizaron varios

lavados con metanol, y se dejaron secar los NTC en horno a 70 °C/ 24 h.

5.3. Caracterizacién de NTC naturales y sintéticos

Los NTC naturales y sintéticos con y sin funcionalizar fueron caracterizados por los
siguientes métodos analiticos.

e Espectroscopia Raman: Para realizar este analisis se utilizé un Microscopio
Raman, Thermo Scientific modelo DXR.

e Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier: Para realizar este

analisis se utilizé un espectrometro de infrarrojo modelo difractometro Bruker,
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D8 advance y empleando una radiacion Ka de Cu, operando a 35 kV y 35 mA.
Las muestras se analizaron en un intervalo 26 de 10 a 700 y 0.020 por paso,
con una velocidad de barrido de 50/min.

e Microscopia electronica de barrido: Para realizar este andlisis se utilizd un
microscopio electronico de barrido (MEB), modelo JEOL-JSM-6390LV/LGS.
acoplado con microsonda de energia dispersiva (EDS) modelo LK-IE250
OXFORD INCA ENERGY 250, y fuente de exitacion de Fluorescencia de rayos
X modelo IXRF-XRF-TUBE-SEM.

5.5. Bioensayos de Avena sativa cultivada con NTC naturales y sintéticos

Para el establecimiento de bioensayos dosis respuesta de Avena sativa, se utilizaron
NTCA, B y C. Se adicionaron los NTC pristina (sin oxidar ni funcionalizar, oxidados o

funcionalizados. Para ello se realiz6 la siguiente metodologia:

5.5.2. Desinfecciéon de la semilla

Semillas de Avena sativa fueron desinfectadas con etanol al 90% durante 7 min,
posteriormente se realizaran 5 lavados con H20 destilada estéril, en el ultimo lavado
se dejaron 3 veces el volumen que ocupan las semillas con H20, se vernalizaron
durante 72 h/ 4 °C.

5.5.3. Cebado de semillas

Las semillas previamente desinfectadas se inmergieron en una solucién con 2.5, 5,10,
y 20 pg/mL de NTC naturales o sintéticos no funcionalizados (pristina), oxidados o
funcionalizados durante 24h.

5.5.4. Siembra de semillas

La siembra se realiz6 en macetas con agrolita estéril, colocando 5 semillas por
maceta, 3 réplicas por tratamiento, posteriormente se conservaron en fitotron durante
30 dias a 22° C.
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5.5.1. Diagrama general: Bioensayo de Avena sativa con nanotubos de
carbono naturales y sintéticos con y sin funcionalizacion con FITC
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5.6.2. Translocacion de NTC en tejidos vegetales

Para evaluar la translocacion de NTC en avena, se realizaron cortes histolégicos y
se analizaron mediante microscopia de fluorescencia, como se describe a
continuacion

e Despigmentacion de la planta: 30 dias posteriores a la siembra las plantulas
fueron aclareadas con NaOH al 7% (w/v) por 60 min, posteriormente con etanol
al 40 %(v/v) por 24 horas, 20% (v/v) y 10% (v/v) por 30 min en secuencia cada
uno.

e Cortes histoldgicos: Se hicieron cortes manuales usando un bisturi, cuidado
no dafar las estructuras de la planta, se colocaron en un portaobjetos, de
manera que los haces basculares quedaran apuntando hacia arriba.

e Observacion al microscopio de fluorescencia: Se obtuvieron 4 muestras de
cada tratamiento en el microscopio de fluorescencia con las siguientes
condiciones; exposicion de la muestra a 211, tiempo de exposicion a 974.886
ms y ganancia analdgica de 3.55. Posteriormente, se realizo la cuantificacion
de fluorescencia en sofware Imagen J.
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5.6.1. Diagrama general: analisis anatomico de Avena sativa y translocacion
de NTC en raiz.
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5.6. Diseilo experimental

Para el establecimiento de los experimentos, se realiz6 un disefio experimental
totalmente aleatorio, con un control y 24 tratamientos con diferentes concentraciones
de NTC artificiales y naturales organizados de la siguiente manera.

Tabla 1.- Tratamientos para bioensayos con Avena sativa expuesta a los NTC

naturales y sintéticos pristina, oxidados y funcionalizados
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Tratamientos NTC-Pristina
(ng/mi)

CONTROL -
5

10

20

NTC 30
SINTETICO-A -
5

10

20

NTC 30
SINTETICO-B -
5

10

20

NTC 30
NATURAL-C -

5.7. Variables respuesta
Las variables respuesta fueron las siguientes:

Porcentaje y velocidad de germinacion de Avena sativa

NTC-Oxidados
(ng/mil)

NTC-
Funcionalizados

(ng/mi)

Variables de crecimiento: area foliar, biomasa, arquitectura radical

Determinacion de tasa fotosintética de plantulas de Avena sativa

Evaluacién de translocacion de los NTC funcionalizados con FITC en los

tejidos de Avena sativa.
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5.8 Analisis estadistico

Los datos fueron obtenidos 60 dias después de la siembra, fueron analizados
mediante prueba ANOVA-Tukey con p= 20.05, con n=5 en el software JMP Pro
Statistical Discovery.
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6. Resultados
La descripcion de resultados se realizara en dos etapas:

ETAPA |: Funcionalizacién y caracterizacion de nanotubos de carbono
naturales y sintéticos.

ETAPA II: Bioensayos de Avena sativa cultivada con nanotubos de carbono
naturales y sintéticos con y sin funcionalizacion.
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ETAPA I. Caracterizacion de nanotubos de carbono

6.1. Caracterizacion de nanoparticulas

Para identificar los cambios estructurales generados como consecuencia del proceso
de funcionalizacion de NTC, asi como confirmar dicho proceso, los NTC A, By C sin
funcionalizar (PRISTINA) se compararon con los NTC A, By C oxidadosy NTC A, B
y C funcionalizados mediante diferentes métodos complementarios entre si:

6.1.1Anédlisis de nanoparticulas por Espectroscopia Raman

Los resultados obtenidos por espectroscopia de Raman, de los 3 diferentes NTC (A,
B, C) sin tratamiento, oxidados y funcionalizados con FITC se muestran en la figura
5. En todos los casos, se identificaron dos de los picos caracteristicos de los NTC de
pared multiple correspondiente a la banda ID (-1,370 cm™), IG y (-1,600 cm™),
mientras que la relacién ID/IG, nos indica la cristalinidad y/o pérdida de esta causada
por la cantidad de defectos en la estructura del NTC causada por la accion de agentes
oxidantes (Wang et al., 2005).
El NTC A (figura 5) muestra que la relacion ID/IG inicialmente era de 0.824, al
oxidarlos ID /IG fue de 0.8979 y al funcionalizarlos se obtuvo ID/IG de 0.8073. Por
otro lado, los valores ID/IG del NTC B (figura 5) fueron de 0.8454 oxidado, 0.8389 en
el funcionalizado. Finalmente, la relacién ID/IG de los NTC C (figura 5) fue de 0.60,
0.8494 y 0.5968 para los NTC pristina, oxidados y funcionalizados respectivamente.
Los valores de ID/IG de los NTC nos indican que al momento de realizar la oxidacién
la cristalinidad de los NTC esta disminuyendo esto puede ser debido a la ruptura de
los enlaces C=C del grafeno, esto sucedid en los 3 NTC, mientras que en los NTC
funcionalizados el valor de ID/IG disminuyd con respecto a los oxidados, esto podria
explicarse, porque al funcionalizar con FITC estos espacios dejados en la red
cristalina causada por la ruptura de los enlaces del carbono fueron ocupados con los
nuevos enlaces de la funcionalizacion con la molécula FITC.
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Figura 5.- Espectros Raman de nanotubos de carbono naturales y sintéticos con y

sin funcionalizar con FITC.

e 6.1.2Analisis de nanotubos de carbono naturales y sintéticos con y sin
funcionalizar por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

En la figura 5, se muestran los resultados obtenidos mediante FTIR en los NTC-A
(Pristina) mostraron grupos C=C a 1536 y CH a 993 cm™, en tanto que los NTC-A-
oxidados muestras los mismos grupos funcionales, sin embargo, también se
detectaron grupos OH a 1303 cm™, mientras que con la funcionalizacién de los NTC-
A se identifico también el grupo N=C=0 a 2116 cm™, caracteristico de los isocianatos.
Por su parte, en el caso de los NTC-B se sustituyeron los grupos funcionales C=C a
1536 y C-H a 993 cm™ por otros como C-H a 995, C=C a1537 y C=0 a 1720 cm™.
Y confirmamos la funcionalizacion del isotiocianato de fluoresceina mediante la
deteccion C=C y CH, ademas observamos un grupo N=C=S a 2166 cm™, del
isocianato y grupos NH a 3703 cm™. Con respecto de los NTC-C (Pristina)
observarnos la sustitucion de los grupos funcionales C=C a 1700 cm™'y CHs a 1156
cm™ por los grupos OH a 1040 cm™y C=0 a 1773 cm™ esto nos corrobora que la
oxidacion se llevé a cabo, en el caso de la funcionalizacion con FITC, esta se confirmo
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al observar los grupos NH a 1592 cm™ty N=C=0 a 2162 cm™ caracteristico de los
isocianatos®3.
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Figura 6.- FTIR de nanotubos de carbono naturales y sintéticos con y sin funcionalizar

con Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

e 6.1.3Analisis de nanoparticulas por microscopia electronica de barrido
(SEM)

Las micrografias de los NTC-A obtenidas por SEM, muestran un cambio tanto en la

morfologia como en la aglomeracion de las NTC oxidadas y funcionalizadas a

diferencia de las que no se les realiz6 ningun tratamiento (figura 7), también en la

NTC-A-funcionalizado se muestran areas con mayor brillo esto podria explicarse

debido a la fluorescencia de la molécula de FITC unidas al NTC.
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Figura 7.- Micrografia SEM de nanotubos de carbono A sintéticos y naturales con
y sin funcionalizar con FITC, obtenidas a 10Kv X1000,10,000,20,000 y 40,000 07 30
y 10 30 SEl, la linea representa la escala 10,1 y 0.5 pm.
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Las micrografias de los NTC-B obtenidas por SEM, muestran un cambio tanto en la
morfologia como en la aglomeracion de las NTC pristina, oxidadas y funcionalizadas
(figura 8), también en los NTC-A funcionalizados, se detectaron &reas con mayor

brillo esto podria explicarse debido a la fluorescencia de la molécula de FITC.

Figura 8.- Micrografia SEM de nanotubos de carbono B sintéticos y naturales con
y sin funcionalizar con FITC, obtenidas a 20 y 10Kv X1000,10,000 y 20,000 10 50 y

10 30 SEl, la linea representa la escala 10 y 1 pm.
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Las micrografias de los NTC-C (de origen natural) obtenidas por SEM, muestran un
cambio tanto en la morfologia como en la aglomeracion de las NTC pristina,
oxidadas y funcionalizadas (figura 9)

10 50 5

20aY  X10,000 Y

Figura 9.- Micrografia SEM de nanotubos de carbono C sintéticos y naturales con
y sin funcionalizar con FITC, obtenidas a 20Kv X2000,5000 y 10,000 11 50, 10 50 y

10 30 SEl, la linea representa la escala 10,5y 1 um.

30



Oxidado Pristina

Funcionalizado

ETAPA Il. Bioensayos de Avena sativa cultivada con nanotubos de
carbono naturales y sintéticos con y sin funcionalizar

e 6.1.4 Efecto delos NTC naturales y sintéticos en la germinacion de Avena
sativa

Los resultados de la germinacién (tabla 2) mostraron que con la adicion de NTC-A
(pristina, oxidado y funcionalizado), se obtuvo un efecto de emergencia temprana de
la semilla, al dia 4 se mostré un aumento del porcentaje en todos los tratamientos con
respecto al control, siendo los mas altos NTC-A-oxidado a concentraciones de 2.5y
10 pg/mL, al dia 6 la mayoria de los tratamientos tuvieron un mayor porcentaje de
germinacion que la semilla control; con los NTC-A a 20 pug/mL se alcanzé el 100% de
la germinacion, por ultimo al dia 8 solo los tratamientos NTC-A-oxidados a 5 ug/mL y
NTC-A-funcionalizados a 2.5 pg/mL fueron inferiores o igual al control. Mientras que
los NTC-A a 255 y 20 pg/mL; NTC-A-oxidado a 2.5 y 20 pg/mL; NTC-A-
funcionalizado a 5 pg/mL alcanzaron un 100% de la germinacion, comparados al 87%
de la semilla control.

Tabla 2.- Germinacion de Avena sativa cultivada con 0,2.5,5,10,20 pg/mL de NTC-A

sin tratamiento (pristina), oxidados y funcionalizados con FITC.

Dias después de la siembra |

NTC-A 0 4 6 8
(Hg/mL)
Porcentaje de germinacion (%)
Control 0 20 73 87
2.5 0 60 60 100
5 0 27 93 100
10 0 27 93 93
20 0 33 100 100
2.5 0 73 93 100
5 0 47 80 80
10 0 72 93 93
20 0 27 67 100
2.5 0 27 67 80
5 0 33 87 100
10 0 27 93 93
20 0 33 53 87
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Oxidado Pristina

Funcionalizado

Los resultados de la germinacién de Avena sativa con NTC-B, NTC-B-oxidado y
NTC-B-funcionalizado (tabla 3), mostraron que estos NTC estimularon la
emergencia temprana de la semilla desde el dia 4, donde la semilla control tiene un
20% de germinacion, comparado a los tratamientos donde se obtuvo porcentajes de
germinacion del 27% hasta un 67% de emergencia. Al dia 6 los NTC-pristina en
concentraciones de 2.5 y 5 ug/mL tuvieron un % de germinacion inferior al control,
sin embargo, en todos los demas tratamientos el porcentaje fue superior, donde el
tratamiento con NTC-B-funcionalizado a 10 pg/mL alcanzo el 100% de la
germinacion; por ultimo, al dia 8, la semilla con NTC-B a 2.5y 20 pg/mL; NTC-A-
oxidado a 2.5 pg/mL y NTC-B-funcionalizado a 20 pg/mL fueron inferiores o igual
que el control, mientras que con los demas tratamientos hubo un claro efecto de
estas NPs sobre la germinacién de avena, al alcanzarse de un 93 a un 100% de
germinacién, comparado a la semilla control con un 87%.

Tabla 3.- Germinacién de Avena sativa cultivada con 0,2.5,5,10,20 ug/mL de NTC-B

sin tratamiento (pristina), oxidados y funcionalizados con FITC.

Dias después de la siembra |

NTC-B 0 4 6 8
(Mg/mL)
Porcentaje de germinacion (%)
Control 0 20 73 87
2.5 0 20 67 87
5 0 53 60 100
10 0 67 87 93
20 0 47 80 80
2.5 0 47 80 87
5 0 33 93 100
10 0 33 93 93
20 0 27 93 93
2.5 0 27 87 100
5 0 73 87 100
10 0 60 100 100
20 0 47 87 87
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Oxidado Pristina

Funcionalizado

Los resultados de la germinacion con la adicion de NTC-C, NTC-C-oxidado y NTC-
C-funcionalizado (tabla 4), mostraron un efecto de emergencia temprana de la
radicula, al dia 4 se mostr6 un aumento del porcentaje en todos los tratamientos con
respecto al control, excepto NTC-C a 2.5 ug/mL, siendo el mas alto NTC-C a
concentraciones de 20 pg/mL, al dia 6 la mayoria de los tratamientos mostraron
mayor porcentaje de germinacion con respecto del control, en el caso de NTC-C a5
pg/ml, NTC-C-oxidado a 5 pg/ml y NTC-C-funcionalizado a 5 pg/ml llegaron al 100%
de la germinacion, por altimo, el dia 8, 4 tratamientos se quedaron por debajo del
control o lo igualaron, siendo NTC-C a 2.5, 10 y 20 pg/mL y NTC-C-funcionalizado a
2.5 pug/mL, por su lado los tratamientos NTC-C a 5 pg/mL; NTC-C-oxidado a 5
pg/mL; NTC-C-funcionalizado a 5 pg/mL llegaron al 100% de la germinacion, los
demas tratamientos mostraron un mayor porcentaje de germinacion comparado con
la semilla control.

Tabla 4.- Germinacion de Avena sativa cultivada con 0,2.5,5,10,20 pg/mL de NTC-C

sin tratamiento (pristina), oxidados y funcionalizados con FITC.

Dias después de la siembra |

NTC-C 0 4 6 8
(Hg/mL)
Porcentaje de germinacion (%)
Control 0 20 73 87
2.5 0 20 67 87
5 0 33 100 100
10 0 60 80 80
20 0 67 87 87
2.5 0 40 87 93
5 0 33 100 100
10 0 60 87 93
20 0 40 87 93
2.5 0 40 53 67
5 0 27 100 100
10 0 40 80 93
20 0 47 93 93
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6.1.5 Efecto de los nanotubos de carbono naturales y sintéticos en
el crecimiento de Avena sativa

En la figura 10 se muestran fotografias representativas del crecimiento de plantulas
de Avena sativa cultivada en interaccion con NTC-A (pristina, oxidados y
funcionalizados) a 40 dias de crecimiento, donde podemos observar diferencias
claras en la estructura radical tanto en el largo de la raiz como en el nimero de raices
secundarias con respecto al control, en el caso de NTC-A-pristina la que tiene mejores
resultados en la concentracion de 20 pg/mL, por el contrario en NTC-A-oxidados
muestran mejores resultados en las concentraciones bajas de 2.5 y 5 pg/mL, sin
embargo, a 20 pg/mL se obtuvo una inhibicion del crecimiento vegetal, esto puede
ser debido a los cambios estructurales del NTC como consecuencia de la oxidacion,
por ultimo, el crecimiento de Avena con los NTC-A-funcionalizados se observo la
misma tendencia en el crecimiento que en las plantulas cultivadas con el NTC-A-
pristina, teniendo los mejores resultados en 20 ug/mL. Por su parte en el area foliar
vemos un incremento en el tamafio y una coloracién con un verde mas fuerte en los
tratamientos pristina 5 y 20 ug/mL; oxidado 5y 10 pg/mL y funcionalizado 5, 10 y 20
pHg/mL con respecto al control.
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Figura 10.- Iméagenes que muestran el efecto de NTC A (pristina, oxidados y
funcionalizados) en el crecimiento de Avena sativa a los 40 dias después de la

siembra.

En la figura 11 se muestran fotografias representativas del bioensayo de la
interaccién de NTC-B (pristina, oxidados y funcionalizados) en Avena sativa a 40 dias
de crecimiento, donde podemos observar diferencias en la estructura radical tanto la
longitud de la raiz como en el nUmero de raices secundarias con respecto al control,
mientras que con NTC-B-pristina la que tiene mejores resultados en la concentracion
de 5,10 y 20 pug/mL, por el contrario en NTC-B-oxidado muestra mejores resultados
en las concentraciones bajas de 2.5y 5 pug/mL en el caso de 20 pug/mL se obtuvo un
resultado negativo esto puede ser debido a los cambios estructurales de la NTC, por
ultimo en los NTC-B-funcionalizado se observa una mejor estructura radical que va
directamente proporcional a la concentracion. Por su parte en el area foliar podemos
ver diferencias en la intensidad de verde en las hojas.
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Figura 11.- Imagenes que muestran el efecto de NTC B (pristina, oxidados y
funcionalizados) en el crecimiento de Avena sativa a los 40 dias después de la

siembra.

En la figura 12 se muestran fotografias representativas del bioensayo de la
interaccién de NTC-C (pristina, oxidados y funcionalizados) en Avena sativa a los 40
dias después de la siembra, donde podemos observar diferencias en la estructura
radical tanto en la longitud de la raiz como en el nimero de raices secundarias con
respecto al control, mientras que con NTC-C-Pristina existe una estructura radical
consistente entre los tratamientos estando todos por encima del control, por el
contrario en NTC-C-oxidado muestra mejores resultados en las concentraciones
bajas de 2.5y 5 ug/mL y a partir de 10 pug/mL se muestra una menor longitud en las
raices asi como menos raices secundarias, por ultimo en los NTC-C-funcionalizado
se observa mejor estructura radical en las concentraciones 2.5,5y 10 pg/mL. Por otra
parte, el area foliar se vio modificada en color y tamafio siendo el tratamiento pristina
con mejores resultados con respecto al control en cada concentracion, con la adicion
de NTC oxidado se nota una disminucion de la longitud del follaje dependiente de la
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concentracion, en tanto que con los NTC-C-funcionalizados se nota un constante el
aumento del area foliar, asi como un color verde intenso.
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Figura 12.- Iméagenes que muestran el efecto de NTC C (pristina, oxidados y
funcionalizados) en el crecimiento de Avena sativa a los 40 dias después de la

siembra.

6.1.6 Efecto de los NTC en la estructura foliar de Avena sativa.

Al evaluar la altura de las plantulas de avena, pudimos determinar que con la adicion
de NTC-A-pristina el tratamiento de 5 pg/mL fue significativamente superior que las
plantulas control, mientras que con los NTC-A-oxidados, fue con 10 pg/mL donde se
observaron plantulas con mayor altura, por su parte, al adicionar la nanoparticula B,
los tratamientos que tuvieron diferencias significativas fueron NTC-B-oxidado 5 y 20
pHg/mL y NTC-C-pristina a 2.5 pg/mL comparado con el control.
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Figura 13.- Longitud de plantulas de Avena sativa cultivada con nanotubos de
carbono naturales y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina

(FITC) 40 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas.
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6.1.7 Efecto de los NTC en la arquitectura radical

Para evaluar los efectos de los NTC sintéticos y naturales antes y después de su
funcionalizados con FITC sobre la arquitectura radical en Avena sativa 40 dias
después de la siembra (figura 14). Se midi6 la longitud de la raiz principal, donde se
observdO que con la adicibn de NTC-A-oxidado a 2.5 y 10 pg/mL, NTC-A-
funcionalizado 20 pg/mL estimularon la longitud de la raiz principal radical con
respecto a las plantas control. En el caso de NTC-B hubo una diferencia significativa
en NTC-B-oxidado a 2.5,5 pg/mL, NTC-B-funcionalizado a 2.5 y 20 pug/mL con
respecto al control. Por su parte en NTC-C se obtuvo una estimulacién con la adicion
de NTC-C-pristina a 2.5 pg/mL, NTC-C-funcionalizado a 2.5,5 pg/mL sobre la longitud
de la raiz, comparado con las plantas control.
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Figura 14.- Longitud radical de Avena sativa cultivada con nanotubos de carbono
naturales y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

40 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas.
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Los efectos de los NTC sintéticos y naturales antes y después de la funcionalizacion
con FITC sobre el area radical en Avena sativa se evaluaron 40 dias después de la
siembra (figura 15). Los resultados mostraron que con la adicién de NTC-A-oxidados
a 5 ug/mL y los NTC-A-funcionalizados a 20 pg/mL estimularon el area radical de
avena, comparado con las plantulas control. Mientras que los NTC-B tuvieron una
diferencia significativa en NTC-B-oxidado a 20 pg/mL, NTC-B-funcionalizado a 10 y
20 pg/mL significativamente superior a las plantas control. Por su parte, con los NTC-
C se obtuvo una estimulacion con respecto al control en el caso de los tratamientos
con NTC-C-pristina a 2.5 pg/mL, NTC-C-oxidados a 2.5 pg/mL y NTC-C-
funcionalizados a 2.5,5 pg/mL, significativamente mayor que en las plantulas control.
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Figura 15.- Area radical de Avena sativa cultivada con nanotubos de carbono
naturales y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

40 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas.
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Los efectos de los NTC sintéticos y naturales sin tratar y funcionalizados con FITC
sobre volumen radical en Avena sativa se evalu6 a 40 dias después de la siembra
(figura 16). Los resultados obtenidos mostraron que la adicién de NTC-A-pristina a 20
pg/mL, NTC-A-oxidado a 5y 10 pg/mL, NTC-A-funcionalizado 20 pg/mL estimularon
el volumen radical con respecto a las plantulas control. Por su parte, con los NTC-C
se obtuvo una estimulacion del volumen radical con la adicion de NTC-C-pristina y
oxidado a 2.5 pg/mL y NTC-C-funcionalizado a 2.5, 5 pg/mL con diferencias
significativas con respecto a las plantas control.
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Figura 16.- Volumen radical de Avena sativa cultivada con nanotubos de carbono
naturales y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

40 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas.
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Los efectos de los NTC sintéticos y naturales antes y después de la funcionalizacién
con FITC sobre la longitud de la raiz principal de plantulas de Avena sativa 40 dias
después de la siembra se presentan en la figura 17. Los resultados mostraron que
con la adicion de NTC-A-pristina a 5 pg/mL, NTC-A-oxidado a 2.5 pg/mL, NTC-A-
funcionalizado 20 pg/mL estimularon el largo de la raiz principal con respecto al
observado en las plantas control. En el caso de NTC-B hubo una diferencia
significativa en NTC-B-oxidados a 5 y 10 pg/mL, NTC-B-funcionalizado a 20 pg/mL
con respecto al control. Por su parte, con la adicion de NTC-C se observo que con la
adicién de NTC-C-oxidados a 5 ug/mL y NTC-C-funcionalizados a 10 pg/mL se obtuvo
una estimulacién sobre la longitud de la raiz, comparado con el control (figura 17).
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Figura 17.- Longitud de la raiz principal de Avena sativa cultivada con nanotubos de
carbono naturales y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina

(FITC) 40 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas. La barra representa ¢ o ET.
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Al evaluar los efectos de los NTC sintéticos y naturales sin tratar y funcionalizados
con FITC sobre el numero de raices laterales en Avena sativa de 40 dias de
crecimiento (figura 18). Se obtuvo que con la adicién de NTC-A-oxidado a 10 y 20
pHg/mL y NTC-A-funcionalizado a 20 ug/mL estimularon el nimero de raices laterales
con respecto a las plantulas del control. En el caso de NTC-B hubo una diferencia
significativa en NTC-B-oxidado a 20 pg/mL, NTC-B-funcionalizado a 5,10 y 20 pg/mL
con respecto al control. Por su parte, con la adicion de NTC-C se observé que estas
nanoparticulas incrementaron el numero de raices laterales, comparado con las
plantas control, en el caso de los tratamientos NTC-C-pristina a 10 pg/mL, NTC-C-
oxidado a 10 pg/mL y NTC-C-funcionalizado a 5,10 pg/mL también se observé que
estas nanoparticulas favorecieron significativamente la formacién de raices laterales,
al compararlo con las plantulas del control (figura 18).
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Figura 18.- Numero de raices laterales de Avena sativa cultivada con nanotubos de
carbono naturales y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina

(FITC) 40 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas. La barra representa ¢ o ET.
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6.1.8 Efecto de los NTC en peso fresco y seco

Al evaluar los efectos de los diferentes NTC en la biomasa de avena, se observé con
la adicion de NTC-A pristina, oxidado y funcionalizado en Avena sativa, un efecto
positivo sobre el peso fresco vegetal, donde en todos los tratamientos con NTC-A
mostraron resultados estadisticamente superiores en las plantas vs el control,
mientras que con los NTC-B, solo los tratamientos NTC-B-oxidados en
concentraciones de a 2.5y 5 pg/mL no tienen una diferencia significativa con respecto
al control; en el caso de NTC-C se obtuvieron mas tratamientos sin diferencias como
NTC-C-pristina a 2.5 y 10 pg/mL; NTC-C-oxidado a 2.5,5,10 pg/mL y NTC-C-
funcionalizado a 20 pg/mL comparado con el control (figura 19).
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Figura 19.- Peso fresco de Avena sativa cultivada con nanotubos de carbono

naturales y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina (FITC)
40 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas. La barra representa c o ET.
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Mientras que, al evaluar el peso seco, se observo con la adicion de NTC-A pristina,
oxidado y funcionalizado en Avena sativa, un aumento del peso seco, excepto con la
adicion de NTC-A-pristina a 2.5y 5 pg/mL, NTC-A-oxidado a 2.5y 10 pg/mL y en el
caso de NTC-A-funcionalizado solo el 20 pg/mL tuvo diferencia significativa con
respecto al control; por su parte en NTC-B solo se obtuvieron diferencias significativas
en NTC-B-oxidado 10 pug/mL, NTC-B-funcionalizado 2.5 y 20 ug/mL. En el caso de
NTC-C solo en NTC-C-funcionalizado a 20 pg/mL tuvo diferencias significativas con
el control (figura 20).

NTC(ug/mL)
Em 0 mm 25mm 5 mm 10 =2 20
NTC-A

0,28+ 0,20
_ 20.15—- 015
- . i
f é""”' E’nm—
& g 4

0.05 * .05

0.00- 0.00-

Priatina Oxidade Funcionalizado Pristina Oxidade Funcionalizado Pristina Oxidado  Funcionalizado

Figura 20.- Peso seco de Avena sativa cultivada con nanotubos de carbono naturales
y sintéticos con y sin funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina (FITC) 40 dias

después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas. La barra representa ¢ 0 ET.
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6.1.9 Efecto de los NTC en la tasa fotosintética

Para evaluar el efecto de los NTC en la actividad fotosintética, se midid Phi2, phiNO
y phiPQ. Estos efectos sobre la tasa fotosintética se observaron principalmente en los
tratamientos NTC-A-funcionalizado a 5 pg/mL, en estos tratamientos hubo un cambio
significativo en Phi2, en los demas tratamientos si bien hubo una diferencia esta no

fue significativa comparado con las plantas control.
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Figura 21.- Efecto de nanotubos de carbono naturales y sintéticos con y sin

funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina sobre Phi2 en Avena sativa después

de 40 dias de crecimiento.

Phi2 fue analizado con Software PhotosynQ y los datos fueron analizados con
ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas representan diferencias

significativas.
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Para evaluar el efecto de los NTC en la actividad fotosintética, se midid Phi2, phiNO
y phiPQ. Estos efectos sobre la tasa fotosintética se observaron principalmente en los
tratamientos NTC-B-oxidado a 2.5 y 10 pg/mL, en estos tratamientos hubo un cambio
significativo en Phi2, en los demas tratamientos si bien hubo una diferencia esta no
fue significativa comparado con las plantas control.
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Figura 22.- Efecto de nanotubos de carbono naturales y sintéticos con y sin
funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina sobre phiNO en Avena sativa después
de 40 dias de crecimiento.

PhiNO fue analizado con Software PhotosynQ y los datos fueron analizados con
ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas representan diferencias

significativas.
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Para evaluar el efecto de los NTC en la actividad fotosintética, se midié Phi2, phiNO
y phiPQ. Estos efectos sobre la tasa fotosintética se observaron principalmente en los
tratamientos NTC-C-pristina a 20 pg/mL y NTC-C-oxidado a 2.5 pg/mL, en los demas
tratamientos si bien hubo una diferencia esta no fue significativa comparado con las

plantas control.
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Figura 23.- Efecto de nanotubos de carbono naturales y sintéticos con y sin

funcionalizar con Isotiocianato de fluoresceina sobre phiPQ en Avena sativa después

de 40 dias de crecimiento.

PhiPQ fue analizado con Software PhotosynQ y los datos fueron analizados con
ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas representan diferencias

significativas.
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6.1.10 Traslocacién de NTC en tejidos vegetales

En las figuras 24-35 se muestran imagenes obtenidas por microscopia de
fluorescencia para evaluar la traslocacién de NTC- funcionalizados con isocianato de
fluoresceina al interior de la raiz. Las imagenes muestran cortes de la raiz de avena
cultivada con 2.5, 5, 10 y 20 pg/mL de NTC A, B y C. Los resultados obtenidos
muestran que tanto en la planta control (sin NTC) como en el tratamiento con adicion
de NTC sin funcionalizar y oxidados no se observa fluorescencia al interior del corte
de raiz, por el contrario, en las imagenes correspondientes a los NTC-A
funcionalizados con FITC, se observan aglomerados fluorescentes que sugieren la
presencia de los NTC en el interior de la raiz de avena, sefialados en el circulo blanco.

Control Pristina

Oxidado Funcionalizado

Figura 24.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-A (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 2.5 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia a 4x. a) corte de
raiz sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con

NTC oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.

49



Control ) Pristing

{
" N

Funtionalizado

Figura 25.- Cortes histoldgicos de Avena sativa tratados con NTC-A (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 5 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 26.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-A (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 10 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 27.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-A (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 20 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 28.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-B (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 2.5 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 29.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-B (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 5 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 30.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-B (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 10 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 31.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-B (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 20 pug/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Funcionalizado

Figura 32.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-C (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 2.5 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 33.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-C (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 5 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 34.- Cortes histologicos de Avena sativa tratados con NTC-C (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 10 pg/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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Figura 35.- Cortes histolégicos de Avena sativa tratados con NTC-C (Pristina, oxidado
y funcionalizado) a 20 pug/mL vistos en microscopio fluorescencia 4x. a) corte de raiz
sin NTC, b) corte de raiz con NTC sin funcionalizar (pristina), c) corte de raiz con NTC

oxidados y d) corte de raiz con NTC funcionalizados con FITC.
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6.1.11 Translocacion de NTC funcionalizados con FITC en la raiz de Avena
sativa.

En la siguiente figura se muestra la cuantificacion de la fluorescencia detectada en
cortes histolégicos de la raiz de Avena sativa tratadas con nanotubos de carbono A,
B y C con y sin funcionalizar con FITC, Los resultados mostraron un claro aumento
en el nivel de fluorescencia en las NTC A, B y C funcionalizadas con respecto a los
nanotubos pristina y oxidados. En el caso de NTC-A-funcionalizado los 4 tratamientos
muestran valores similares mientras que el NTC-B-funcionalizado muestras mayor
intensidad en la fluorescencia emitida al adicionar 5y 10 pg/mL de NTC-B, por su
parte, con los NTC-C-funcionalizados se muestra una mayor fluorescencia con 5
pg/mL.
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Figura 36.- Fluorescencia en la raiz de Avena sativa tratados con NTC Pristina,
oxidados y funcionalizados con FITC en concentraciones de 2.5,5,10,20 pg/mL

obtenidos por microscopia de fluorescencia a 4x, y cuantificados en software ImageJ.

Los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas.
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7. Discusion de resultados

En las Ultimas dos décadas, ampliamente se ha documentado el efecto de la
interaccion de las nanoparticulas como los NTC en las plantas, donde se ha reportado
gue estas actlan positiva 0 negativamente sobre distintas etapas del desarrollo
vegetal, desde estadios de germinacion, plantula o madurez vegetal donde se han
identificado cambios morfologicos, fisioldgicos y estructurales, por ejemplo sobre la
arquitectura radical, area foliar, metabolismo secundario, sistema antioxidante,
asimilacion de nutrientes y actividad fotosintética (Swift et al.,2018). Al realizar
estudios sobre los posibles mecanismos y factores involucrados durante dichos
procesos, se ha identificado que la respuesta de las plantas a los NTC es dependiente
de la planta y condiciones de cultivo, pero también influyen la concentracién y las
propiedades fisicoquimicas de los NTC, asi como la solubilidad o grado de dispersion
de estos (Pérez et al 2017). Ampliamente se ha documentado que los NTC tienen
propiedades muy especificas, a las que atribuimos los beneficios que confieren a las
plantas y otros sistemas biolégicos. Sin embargo, al modificar dichas caracteristicas
podria mejorarse su eficiencia o cambiar su actividad frente a la interaccién con las
plantas. Procesos quimicos como la funcionalizacion covalente de los NTC, ha
permitido mejorar la limitada solubilidad que tienen estos nanomateriales para
hacerlos mas compatibles con los sistemas biéticos (Andrade et al., 2012). Dicho
proceso de funcionalizacién a través de la oxidacion parcial del NTC rompe los
enlaces covalentes de la estructura del grafeno que los constituye, reduciendo su
cristalinidad y esto genera enlaces sencillos que les permite unirse a otras moléculas
como el H20 haciéndolos mas solubles y por lo tanto, facilitar su transporte de estas
NPs al interior de la planta, ademas estos enlaces permiten la unién de otras
moléculas de interés para cada investigacion, por ejemplo el isotiocianato de
fluoresceina, que permite dentro de los tejidos vegetales rastrear estos
nanomateriales a través de su rastro de fluorescencia (Joshi et al., 2018).

Por lo tanto, en este proyecto de investigacion, se llevé a cabo la funcionalizacién
primero para incrementar la solubilidad de los NTC y después con el objetivo de
evaluar si estas nanoparticulas ingresan al interior de la raiz y asi confirmar su
traslocacién. Por lo que para confirmar la correcta funcionalizacién de los NTC con el
isotiocianto de fluoresceina, el primer analisis que se realizo fue de espectroscopia
Raman, donde se identificaron dos de los picos caracteristicos en los NTC, la banda
D que se encuentra alrededor de 1350 cm-1 representa el enlace sp3 del carbono y
una banda G que representa el enlace sp2 del carbono alrededor de los 1600 cm-1,
la relacion de estas dos bandas (ID/IG), nos indican la cristalinidad de los NTC (Huang
etal., 2003), en el caso de los resultados que obtuvimos, pudimos confirmar que habia
en las 3 nanoparticulas NTC A, B y C, un aumento de ID/IG (figura 5) en los NTC
oxidados, esto puede ser debido a la ruptura parcial de la estructura del NTC, y el
numero disminuyd después en los NTC funcionalizados esto posiblemente por la
adicién del isocianato de fluoresceina que ocupo el lugar de la ruptura causada por la
oxidacion, al ocupar el lugar se disminuyeron las imperfecciones del NTC (Figura 5).
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Complementario a espectroscopia de Raman, para confirmar la funcionalizacion de
NTC con isotiocianato de fluoresceina las muestras se analizaron mediante FTIR
(figura 6) donde se identificaron los grupos funcionales caracteristicos de los NTC,
donde encontramos que al oxidar los NTC se sustituyeron enlaces C-C por enlaces
C=0, lo que sugiere que hubo una ruptura de la estructura del nanotubo de carbono
y se realizé la oxidacion por otro lado, los FTIR de los NTC funcionalizados con el
compuesto fluorescente, mostraron ademas los grupos funcionales tipicos N-H,C-N
Y N=C=0 de la molécula de FITC, a 2200 cm-1, estos confirmaron la funcionalizacion
de los NTC con FITC. Finalmente, también pudimos constatar que al someter a los
NTC A, B 'Y C se modificaron sus caracteristicas estructurales, donde identificamos
mediante SEM que con la oxidacion y funcionalizacion de los NTC sufrieron cambios
en su forma, se redujo el tamafio de las NPs, incremento su porosidad, se modifico el
color y aumento la aglomeracioén (figuras7-9).

Al evaluar los efectos de los NTC A, B, y C sobre el desarrollo vegetal, los hallazgos
gue obtuvimos muestran que, a nivel de germinacion de Avena sativa, existen
diferencias dependientes de si el NTC se encuentran funcionalizado o no, se identifico
en el caso del NTC-A que el tratamiento pristina tuvo mejores resultados en
germinacion, por el contrario en el nanotubo B y C fue los tratamiento funcionalizados
los que alcanzaron mayor porcentaje de germinacion, sin embargo, la mayoria de los
tratamientos estimularon tanto la emergencia temprana como el porcentaje de
germinacion. Resultados similares han sido documentados en plantas de
Lycopersicum y Nicotiana tabacum (Lahiani et al. 2015; Shweta et al. 2017), mientras
gue Joshi et al.,afio obtuvo que al exponer semillas de Avena sativa incremento la
velocidad de germinacion con respecto al control, estos autores sugieren que estos
efectos pueden atribuirse a las diferentes propiedades de los NTC, creando nuevos
poros o funcionando como acuaporinas o aumentando la division celular , en el
estudio realizado por Hadmi et al (2015) se demostraron diferencias en la germinacién
entre nanotubos funcionalizados con aminoacidos y los que no tenian estas
moléculas* . En otros estadios del desarrollo de avena, también observamos que las
plantulas de Avena sativa se vieron afectado por los diferentes NTC, donde con la
adicion del nanotubo A pristina se obtuvieron resultados positivos en las 4
concentraciones (2.5, 5, 10 y 20 ug/mL), con diferencias evidentes en la altura de las
plantulas, pero sobre todo en la arquitectura radical. Mientras que con la adicion de
NTC-A-oxidados se obtuvo un mayor desarrollo radical en las primeras
concentraciones (2.5, 5y 10 ug/mL) pero al llegar a la concentracion de 20 pug/mL se
vio un decaimiento en la longitud de la raiz, asi como una inhibicion de raices laterales
(figura 10). En el caso del nanotubo B se obtuvo resultados similares, en NTC-B-
pristina se observO un crecimiento en la estructura radical al aumentar su
concentracion, mientras que en NTC-B-oxidado a partir de 10 pg/mL empezo a verse
efectos negativos tanto con la adicion de nanotubos oxidados o funcionalizados
(figura 11). Por ultimo, con la adicion del nanotubo correspondiente al NTC de origen
natural, observamos en el caso del tratamiento pristina se observa un aumento en la
estructura radical hasta la concentracién de 10 ug/mL esto vuelve a suceder en el
tratamiento con NTC oxidados mienytas que con el NTC funcionalizado se muestra
un aumento creciente en la estructura radical (figura 12). Esto cambios en la
estructura radical les da a las plantulas desde una mayor absorcién de agua y
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nutrientes hasta un establecimiento més estable (Cuadros, et al, 2011). Existen
numerosos estudios que muestran efectos contrastantes con la interaccion de los
NTC sintéticos pristina con plantas, donde se han documentado efectos tanto
positivos como negativos (Martinez et al., 2016; Tiwari et al., 2014; Joshi et al., 2018),
sin embargo, los efectos de los NTC naturales ha sido poco documentado, algunos
resultados sugieren que los nanotubos naturales vs sintéticos suelen tener efectos
distintos en el desarrollo vegetal (Juarez et al., 2020). Algunos de los efectos positivos
de los SWCNT sintéticos reportados en la germinacion y el crecimiento de las plantas,
esto varia segun las concentraciones y los tipos de plantas, algunas semillas tratadas
con NTC y que se obtuvieron resultados positivos son Zea mays, Oryza sativa, Avena
sativa, Cynodon dactylon, Solanum. Por otro lado, efectos negativos se han
documentado en copersicon esculentum, Allium cepa y Cucumis sativus '° . Los
efectos positivos y negativos se han atribuido a las propiedades fisico-quimicas de
los NTC, mismas que con el proceso de oxidacion de los nanotubos de carbono
cambian, sobre todo la reactividad (Andrade et al. 2012), esto puede influir al
momento de tener contacto con la planta. En general, los resultados que obtuvimos
mostraron que los NTC influenciaron tanto la longitud de la raiz principal, como la
formacion de raices laterales, lo que se ve reflejado en parametros como el volumen
y area radical. Aunado a esto, también pudimos observar que dichos efectos son
distintos dependiendo de la funcionalizacion de los NTC, siendo en el caso del
nanotubo A los tratamientos oxidados obtuvieron mejores resultados en la estructura
radical, por su parte en los tratamientos C y B encontramos mejores resultados con
la funcionalizacion de los NTC. Los efectos de estos nanomateriales en la raiz son de
gran relevancia, ya que un sistema radical extenso confiere beneficios para un mejor
establecimiento vegetal, mayor disponibilidad de recursos disponibles como el agua
y minerales, asi como la mejor absorcién y aprovechamiento de estos (Joshi, et al.,
2018). Por otro lado, también pudimos identificar que los efectos de los NTC fueron
distintos al oxidar los NTC y funcionalizarlos, esto era de esperarse, ya que la
oxidacion de NTC les confiere una mayor solubilidad que los hace de mas facil
interaccidén con los sistemas biologicos, aumentando su absorcién y la facilidad de
interaccionar con otros componentes minerales y estructurales en la planta. Lo que
puede interferir en el comportamiento tipico de la planta. Algunos autores han
mostrado efectos similares como Kramer et al (2004) que identificaron una menor
bioacumulacién de los NTC al ser funcionalizados con un grupo amino por su parte
cafas et al en (2008) realizaron un estudio en distintas plantas (Zea mays, Daucus
carota, Allium cepa, Solanum lycopersicum y Cucumis sativus) donde les agregaba
NTC sin funcionalizar y funcionalizados sus hallazgos mostraron que los NTC
funcionalizados actuaban de mejor manera y en una mayor cantidad de estas plantas,
estos autores sugieren que al modificar la estructura del NTC con la una molécula, le
estamos confiriendo caracteristicas que estimulan los diferentes procesos por los
cuales el NTC regulan el desarrollo vegetal.
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Por otro lado, el uso de NTC también se ha explorado en procesos bioquimicos de
las plantas, por ejemplo, en la fotosintesis, debido a que es uno de los procesos
nutricionales esenciales y que converge en otros procesos criticos del desarrollo
vegetal. Por ejemplo, Giraldo et al. 2016 demostraron que los nanotubos pueden
atravesar las membranas y aumentar el desempefo fotosintético, o que se puede
traducir en plantas de mayor biomasa y rendimiento. Por lo que con el objetivo de
evaluar los efectos de los NTC A, B y C pristina, oxidados y funcionalizados, al medir
la tasa fotosintética analizamos 3 parametros; Phi2 que es el porcentaje de luz que
entra al fotosistema por su parte phiNO nos da la proporcion de luz que entra y sale
de la planta, la planta regula la luz para asi disminuir dafios y por ultimo phiPQ nos
indica la luz que se pierde por procesos no regulados* .Los resultados que
encontramos mostraron que phiNO y phiPQ no mostraron diferencias significativas en
las plantas en estas condiciones experimentales analizadas, lo que nos indica que
aun que este entrando mayor luz al fotosistema 2 no se ve afectada de manera
negativa sin embargo, pudimos identificar diferencias significativas en Phi2 con la
adicién de NTC-C comparado al de las plantas control, mientras que con los NTC-A
solo el tratamiento de 5 pg/mL funcionalizado y por su parte NTC-B el tratamiento que
estuvo por encima fue 2.5 oxidado, al momento de diferenciar entre los nanotubos
pristina, oxidados y funcionalizados no se puede sacar una diferencia significativa
debido al parecido de los resultados. Por otro lado, se han documentado efectos
positivos y negativos de los NTC en la biomasa de diversas especies vegetales
Martinez et al., 2016 encontraron que al agregar NTC a concentraciones altas el peso
fresco y seco disminuyeron en cambio a una concentracion de 10 pg/mL aumentaron
significativamente con respecto al control, dichos efectos se han asociados a una
mayor estimulacion de proteinas como CYCB, clave en procesos e division celular.
Del mismo modo nosotros observamos un aumento significativo en el peso fresco y
seco, siendo en la nanoparticula A donde todos los tratamientos estuvieron resultados
por encima del control por su parte los nanotubos B y C tuvieron los tratamientos
funcionalizados y oxidados con mejores resultados con respecto al control. Por otro
lado, al evaluar la traslocaciéon de NTC en la raiz de avena y cuantificacion de
fluorescencia, se mostré una clara diferencia entre las nanoparticulas sin FITC y las
gue si tenian, estas Ultimas mostraron aglomeraciones de fluorescencia en puntos
especificos, esto sucedié en la mayoria de las concentraciones, esto nos indica que
la planta absorbi6é correctamente los nanotubos de carbono y estos se alojaron en la
raiz, hay estudios que afirman esto mismo que nosotros, joshi et al. (2018)
demostraron la traslocacion de nanoparticulas a través de los tejidos de la planta por
diferentes técnicas microscoépicas.
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8. Conclusiones

La oxidacion y posterior funcionalizacion de los nanotubos de carbono cambian su
estructura molecular sus propiedades fisicoquimicas y colateralmente su efecto en
Avena sativa, esto fue identificado al comparar los efectos entre NTC oxidados,
funcionalizados y sin ningun tratamiento. Por otro lado, nuestros hallazgos
demostraron la capacidad de los nanotubos de carbono para modificar el crecimiento
y desarrollo de Avena sativa, promoviendo la germinacion y el crecimiento tanto de la
parte aérea como de la arquitectura radical, a su vez, observamos un aumento en la
tasa fotosintética, incrementado la luz inducida en el fotosistema I, estos resultados
se vieron favorecidos con la aplicacion de los nanotubos de carbono a
funcionalizados, por lo cual, podemos concluir que estos procesos hacen que las
nanoparticulas modificadas afecten de mejor manera a Avena sativa, por su parte no
existio diferencia significativa entre los NTC sintéticos y naturales. Se demostré que
las NTC logran ser absorbidas y traslocadas por la raiz, pero se requieren mas
estudios donde se observe la traslocacion en otras partes de la planta, para asi
conocer un poco mas los efectos que tienen estos sobre los sistemas vegetales.
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