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RESUMEN

En la actualidad Avena sativa es una fuente de alimento importante para el ganado y consumo
humano en México. En la produccion de A. sativa se emplean de forma indiscriminada insumos
quimicos que contaminan el ambiente. Una alternativa para reducir el uso de agroquimicos es
mediante nanoparticulas como los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNTS) naturales
o sintéticos y el grafeno, nanoparticulas (NPs) promotoras del crecimiento vegetal, sin embargo,
no se han elucidado los efectos de estas nanoparticulas, en otros procesos fisioldgicos del desarrollo
vegetal. Por otro lado, se ha documentado que procesos biosintéticos a base de hongos pueden
modificar las propiedades fisico-quimicas de los nanotubos de carbono (NTC). Por lo que, en este
trabajo el objetivo fue evaluar los efectos de grafeno, MWCNTS naturales y sintéticos con y sin
biotransformacion por Trichoderma sp en la estimulacion del crecimiento de Avena sativa. Se han
estudiado ampliamente los basidiomicetes, sin embargo, con hongos como Trichoderma sp, poco
se sabe de su capacidad para biotransformar MWCNTS. Para ello, se expuso grafeno, MWCNTs
sintéticos y naturales al crecimiento de Trichoderma sp en bioensayos in vitro dosis respuesta. Se
caracterizaron los nanomateriales mediante Espectroscopia IR y Raman, y microscopia electronica
para evaluar los cambios estructurales causados por la exposicion al hongo. Posteriormente se
inocul6 la semilla de A. sativa con este material (Nanoparticulas-Trichoderma sp). Las variables
respuesta a evaluar fueron germinacion, en plantulas se evalud biomasa, variables fenotipicas de la
parte aérea, arquitectura radical y clorofila. Trichoderma sp biotransformé las estructura y
caracteristicas de los nanomateriales a base de carbono, demostrando una degradacion parcial de
la nanoparticula. Las NPs biotransformadas por Trichoderma sp promovieron el desarrollo y

crecimiento en Avena sativa.

Palabras clave: MWCNTSs, biotransformacion, Trichoderma sp, promocién del crecimiento

vegetal, grafeno



ABSTRACT

Currently Avena sativa is an important food source for livestock and human consumption in
Mexico. Chemical inputs that pollute the environment are used indiscriminately in the production
of A. sativa. An alternative to reduce the use of agrochemicals is through nanoparticles such as
natural or synthetic multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS) and graphene, nanoparticles (NPs)
that promote plant growth, however, the effects of these nanoparticles have not been elucidated, in
other physiological processes of plant development. On the other hand, it has been documented
that fungal-based biosynthetic processes can modify the physical-chemical properties of carbon
nanotubes (CNTSs). Therefore, in this work the objective was to evaluate the effects of graphene,
natural and synthetic MWCNTSs with and without biotransformation by Trichoderma sp on the
growth stimulation of Avena sativa. Basidiomycetes have been extensively studied, however, with
fungi such as Trichoderma sp, little is known about their ability to biotransform MWCNTS. For
this, graphene, synthetic and natural MWCNTSs were exposed to the growth of Trichoderma sp in
in vitro dose-response bioassays. Nanomaterials were characterized by IR and Raman
spectroscopy, and electron microscopy to assess the structural changes caused by exposure to the
fungus. Subsequently, A. sativa seed were inoculated with this material (Nanoparticles-
Trichoderma sp). The response variables to be evaluated were germination, biomass, phenotypic
variables of the aerial part, root architecture and chlorophyll were evaluated in seedlings.
Trichoderma sp biotransformed the structure and characteristics of carbon-based nanomaterials,
showing a partial degradation of the nanoparticle. NPs biotransformed by Trichoderma sp

promoted development and growth in Avena sativa.

Keywords: MWCNTS, biotransformation, Trichoderma sp, plant growth promotion, graphene



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Avena sativa

La avena (Avena sativa) esta dentro de la familia Poaceae con mas de 820 géneros y cerca de 12100
especies descritas, estando en el primer lugar de importancia econémica mundial, con una
distribucion cosmopolita, la avena en México es ampliamente utilizada como forraje para la
alimentacion de animales, como lo es el ganado por sus grandes concentraciones de carbohidratos
fermentables (almidones) (Torres et al., 2016) y como grano entero para el consumo humano por
sus componentes nutricionales. El forraje de esta graminea es de buena calidad estando presenta
en todo el afo, en México su produccion ascendio en 1990 de 311,218 ha a 942,823 para el 2011
(Ramirez et al., 2013).

Actualmente, para mejorar la produccion de A. sativa se emplean de forma indiscriminada insumos
quimicos que causan grave dafio al ambiente. Por ejemplo, existen plaguicidas muy potentes como
lo son los organoclorados y los organofosforados, estos ultimos son los més tdxicos y menos
estables, lo que puede causar mas dafio al medio ambiente (Del Puerto Rodriguez et al., 2014).
Ademas, en la actualidad se conocen varias causas del cambio climatico, alguna de ellas es el uso
indiscriminado de fertilizantes nitrogenados, los cuales emiten 6xido nitroso (N20) a la atmésfera
contribuyendo al efecto invernadero siendo este gas 298 veces mayor potencializador del
calentamiento global que el CO2 (Garzén & Cérdenas, 2013).

La disponibilidad de nutrientes en el suelo, y otros factores abidticos como la temperatura,
intensidad de la luz, disponibilidad de agua. En conjunto regulan procesos metabolicos como la
fotosintesis, clave para el desarrollo vegetal y que es critico para la produccion del cultivo de A.

sativa (Hermans et al., 2006).

Acumulacién de biomasa a través de la fotosintesis

La vida fotoautotrofa fue uno de los eventos mas importante para la existencia de la vida en la tierra
como hoy la conocemos, dando origen a la vida aerdbica y todo lo que ello representa. Los primeros
organismos fotosintéticos que se han identificado fueron las cianobacterias, capaces de asimilar la
luz solar, y que contenian la maquinaria especifica para generar materia organica a partir de CO2 y
H20 con la liberacion de oxigeno, lo que represento la evolucion para diferentes organismos, como

las primeras algas y plantas. Existen dos tipos de fotosintesis, la anoxigénica que es la produccién



de materia organica a partir de materia inorganica sin la produccion de oxigeno y la oxigénica
realizada por cianobacterias y plantas, respectivamente (Blankenship, 2014).

La fotosintesis se lleva a cabo en los cloroplastos, organelos que contienen pigmentos fotosintéticos
como la clorofila a y b que estadn ubicados en las membranas de los tilacoides(Nelson & Junge,
2015). Estos pigmentos fotosintéticos absorben una longitud de onda de luz azul y rojo anaranjado,
que son indicados por los picos en el espectro de absorcion de aproximadamente 450-475 nm y
650-675 nm, estos pigmentos fotosintéticos son esenciales para la obtencion de energia, necesaria
para fijar el CO2 atmosférico en carbohidratos (en el estroma del cloroplasto) con liberacion de Oz,
que garanticen la sintesis y mantenimiento de biomoléculas durante el desarrollo vegetal. Por lo
que la contribucién al estudio y conocimiento sobre estos pigmentos en cultivos de como la Avena
sativa podria tener importantes beneficios (Nelson & Junge, 2015).

Con el pasar del tiempo las técnicas de agricultura se han modificado para alcanzar la demanda de
cultivos agricolas para la poblacion, sin embargo, debido al aumento exponencial de la poblacion
cada vez se requiere una mayor produccion de alimentos para la sociedad. Por ello, se plantean
alternativas que minimicen riesgos ambientales y mejoren el rendimiento de las plantas en procesos
como la fotosintesis.

Trichoderma sp

Para reducir el uso de insumos quimicos para la agricultura sostenible de cultivos de interés
agricola como Avena sativa, se estudia fuertemente el desarrollo de biofertilizantes y biopesticidas
a base de hongos capaces de promover el crecimiento vegetal o servir como control biolégico.
Trichoderma sp es un hongo saproéfito que se encuentra en una gran variedad de ecosistemas. Se
ha documentado ampliamente que este hongo es un simbionte de diversas especies de plantas,
capaz de estimular el crecimiento vegetal (Andrade et al., 2019) y que ademas juega un rol
competitivo con hongos fitopatdgenos, impidiendo su establecimiento en la planta, por lo cual,
ampliamente se ha estudiado el uso de Trichoderma sp como un microorganismo usado para
control biologico en plantas (Ghazanfar etal., 2018). Trichoderma sp tiene una actividad
antagonista y micoparasita, lo que reduce las enfermedades al inhibir los patégenos en plantas.
Aparte, con la investigacién recabada de las Gltimas décadas, se sabe que Trichoderma sp interactia
directamente con las raices de las plantas, confiriéndoles un desarrollo acelerado, una tolerancia al
estrés abidtico e inmunidad a diversas enfermedades (Hermosa etal., 2012). La accion

micoparasita de Trichoderma sp se asocia con la produccidn de enzimas extracelulares como las



quitinasas y B-1,3 glucanasas, producidas por este hongo, y proveer ventajas competitivas sobre
hongos patdgenos por el espacio y nutrientes, en la planta y rizosfera. Por lo que el estudio de la
expresion de genes que codifican estas enzimas extracelulares son utiles para la elaboracion de

plantas transgénicas resistentes a enfermedades (Harman, 2006).

Nanoparticulas

Por otro lado, también se esta estudiando ampliamente el uso de nanoparticulas para el desarrollo
de nuevos insumos que mejoren la produccién agricola, la aplicacion de nanomateriales, disefiados
para la produccion agricola sostenible, confieren una retencién de nutrientes, suprimen
enfermedades y tienen un mejor rendimiento en plantas (Khan et al., 2017).

Existen diversos tipos de nanoparticulas, entre ellas, las nanoparticulas a base de carbono, las
cuales se han clasificado de acuerdo a su forma estructural en varias categorias: fullerrenos,
grafeno, nanohorns, nanobeads, dots, nanofibres, nanodiamonds y los nanotubos de carbono
(Kumar et al., 2018). Las nanoparticulas de 6xido de grafeno al igual que los nanotubos de carbono
también se estan estudiando ampliamente, debido a que se les ha atribuido efectos positivos en la
promocion del crecimiento y la produccion de biomasa en plantas (He et al., 2018) en diversos
estadios del desarrollo vegetal, desde la germinacion de la semilla, el crecimiento de la plantula, el
inicio de las raices, fotosintesis y en la floracion (Khan et al., 2017). Sin embargo, ain no es claro
cuéles son los mecanismos que participan en la regulacion del crecimiento vegetal al interactuar

con las nanoparticulas.

Grafeno

El grafeno es una nanoparticula organica de interés multidisciplinario ampliamente estudiada,
debido a sus propiedades fisico-quimicas Unicas. El grafeno sirve de base estructural para generar
otras nanoparticulas como los nanotubos de carbono. Sin embargo, el estudio del grafeno en
cultivos vegetales ha sido poco explorado, y la poca informacion documentada es controversial, ya
que los efectos documentados son contrastantes, al atribuirseles efectos benéficos en el crecimiento
vegetal, pero también efectos fitotoxicos dependiendo de la especie, los genotipos de la planta, el
tiempo de exposicion a la nanoparticula y las concentraciones de grafeno administradas (Anjum
etal., 2014).



En el trabajo reportado por Lu et al., (2020), encontraron que al acumularse el grafeno en hojas de
arroz se intensifico la fluorescencia de los cloroplastos con un aumento de 2,4 veces mayor
produccion de trifosfato de adenosina con respecto al de los controles. Por otra parte (Anjum et al.,
2014) en su investigacion con haba (Vicia faba L.) obtuvieron que, a concentraciones de 100, 200
y 600 mg de dxido de grafeno (GO) L1, la germinacion de la semilla y la longitud de la raiz
disminuyeron, en cambio mejoraron significativamente con 400 y 800 mg de GO L' en

comparacion con el control.

Nanotubos de Carbono (NTC)

Los nanotubos de carbono tienen una forma tubular, constituidos principalmente por capas de
grafeno, estan unidos por enlaces covalentes entre carbono y carbono en forma hexagonal, pueden
contener una o varias capas de grafeno en su estructura (Saifuddin et al., 2012), dando origen a los
nanotubos de carbono de pared simple y los nanotubos de carbono de paredes multiples o multi
walled carbon nanotubes (MWCNTS) por sus siglas en inglés, de los cuales, estos ultimos tomaron
una gran importancia en el estudio en plantas, al conferirles diversos beneficios (Kumar et al.,
2018). Se han propuesto diversos mecanismos asociados a la promocion del crecimiento vegetal
inducido por los MWCNTS, por ejemplo, se les atribuye una mayor captacion de agua al interior

de las semillas, mejorando y acelerando el proceso de germinacién (Lahiani et al., 2017).

Los MWCNTSs sintéticos

En su investigacion Tiwari et al., (2014) demostraron que los MWCNT sintéticos mejoraron el
crecimiento germinativo en semillas de maiz (Zea mays) a concentraciones bajas, pero a
concentraciones altas lo reducen. Estos investigadores sugieren que la mejora del crecimiento
vegetal fue principalmente causada por un mayor suministro de agua inducida por los MWCNTSs.
Joshi, Kaur, Dharamvir, et al., (2018) en cultivo de trigo (Triticum Aestivum L.) encontraron que
la adicion de MWCNTSs indujo una germinacion temprana de la semilla, se estimulé la formacion
de pelos en la raiz y mayor engrosamiento radical, dando como resultado un crecimiento vegetal
mayor comparado con las plantas control sin MWCNTS, ademaés, aportaron el primer reporte
documentado en donde se demuestra que los MWCNTSs en esta graminea modifican los haces
vasculares, al incrementar los didmetros de las células del xilema-floema, a lo que se le puede

atribuir la mayor absorcién de agua y nutrientes al interior de la planta.



En un trabajo cientifico independiente, en cultivo de plantas de Avena sativa Joshi, Kaur, Singh,
et al., (2018) reportaron que los MWCNTSs son asimilados por las plantas de Avena sativa L. en
semilla y raiz, una vez adsorbidos estimularon la germinacién de las semillas y el crecimiento de
la planta, y lo atribuyeron a que los MWCNTSs estimularon la sintesis de clorofila y en consecuencia

la funcion fotosintética.

MWCNTSs de origen natural

Por otro lado, Lara et al., (2017) demostraron la presencia de MWCNTSs de origen natural, hasta
entonces desconocidos. Al explorar por primera vez sus efectos de estos MWCNTSs naturales en
plantas se reportaron efectos similares a los causados por los MWCNTSs de sintesis quimica, los
cuales estimularon el desarrollo foliar y radical de plantas forestales como Eysenhardthya

polystachya (Juérez et al., 2020).

Los efectos de las nanoparticulas de carbono en plantas son dependientes de las propiedades fisico-
quimicas de los nanomateriales. Se ha documentado que diversos hongos, especialmente
basiodiomicetos tienen la capacidad de modificar o biotransformar estas caracteristicas
estructurales haciéndolos mas reactivos, mas solubles, o modificando la afinidad de estos
nanomateriales por los distintos tejidos vegetales, y, en consecuencia, los efectos en el desarrollo

vegetal pueden ser distintos a los ya documentados.

Biotransformacion del grafeno y sus derivados

Yang et al., (2018) incubaron 6xido de grafeno reducido (RGO) con interaccion de Phanerochaete
chrysosporium durante 4 semanas, en tal estudio se investigo la trasformacion del RGO por
diversas técnicas, se obtuvo que P. chrysosporium agreg6é oxigeno al RGO de esta manera se
disminuyd el contenido de carbono. Esta transformacion se atribuye a la degradacion enzimética
por parte de P. chrysosporium, dando con ello un método para el control de los derivados de grafeno
en el medio ambiente. En otro estudio Lalwani et al., (2014) trabajaron con nanocintas de 6xido
de grafeno oxidadas y reducidas en interaccion con lignina peroxidasa producida por P.
chrysosporium, en presencia y ausencia de alcohol veratrilico. Se mostr6 en la microscopia
electronica de transmision grandes defectos en la hoja de grafeno, los cuales aumentan al estar mas

tiempo en contacto.



Zhang et al., (2014) en su trabajo compararon la transformacion de nanotubos de carbono de pared
simple (SWCNTSs) con la interaccion de tres enzimas lignoliticas: lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa (MnP) provenientes de P. chrysosporium y lacasa obtenida de Trametes versicolor, de
las cueles solo MnP fue capaz de biotransformar los SWCNTSs. En un trabajo similar, (Ma et al.,
2019) evaluaron la degradaciéon de MWCNTSs pristinos y oxidados, por P. chrysosporium los
resultados arrojaron que hubo una degradacién parcial de los MWCNTSs en un corto periodo de
tiempo.

En su investigacion Juarez etal., (2021) evaluaron la capacidad de dos especies de hongos
(Penicillium chrysogenum y Pleurotus ostreatus) para biotransformar MWCNTs mediante la
interaccion de lacasas y peroxidasas provenientes de estos dos hongos, los resultados indican
modificaciones estructurales en la superficie de los MWCNTS.

Por lo anterior, algunas enzimas fangicas pueden modificar o biotransformar la estructura y
propiedades fisico-quimicas de los nanomateriales a base de grafeno, y en consecuencia sus efectos
sean distintos en plantas a los documentados.



JUSTIFICACION

Los MWCNTSs naturales y sintéticos, asi como el grafeno son nanoparticulas capaces de estimular
el crecimiento vegetal. Sin embargo, también pueden tener efectos fitotéxicos dependiente de las
propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas, la concentracion y el modelo bioldgico
evaluado. Asi mismo, se ha documentado que diversos hongos son capaces de modificar la
morfologia y propiedades fisico-quimicas de los nanomateriales. Sin embargo, no se ha
documentado si Trichoderma sp modifica la estructura del grafeno o de los MWCNTS naturales o
sintéticos y si estas modificaciones tienen un efecto en el desarrollo de la planta. Por otro lado, no
es claro cual es el efecto que desempefian dichas nanoparticulas en la fotosintesis, proceso clave
durante el desarrollo vegetal. Por lo que es de gran importancia evaluar si estos nanomateriales
naturales o sintéticos expuestos a una biotransformacion controlada pueden aumentar sus efectos
sobre la concentracion de clorofila de la planta y mejorar su habilidad de estimular el crecimiento

vegetal, en plantas de interés agricola como Avena sativa.



HIPOTESIS

El grafeno, los MWCNTSs naturales y sintéticos biotransformados por Trichoderma sp

promueven el crecimiento y el desarrollo de Avena sativa

OBJETIVOS:

Generales:
Evaluar la capacidad de Trichoderma sp para biotransformar nanoparticulas de carbono.
Evaluar los efectos de grafeno, MWCNTSs naturales y sintéticos biotrasformados por

Trichoderma sp en la sintesis de clorofila.

Especificos

1. Evaluar la capacidad de Trichoderma sp para modificar la morfologia de grafeno, MWCNTSs
naturales y sintéticos.

2. Evaluar el efecto del grafeno, MWCNTSs naturales y sintéticos sobre el crecimiento de
Trichoderma sp

3. Evaluar los efectos de grafeno, MWCNTSs naturales y sintéticos en interaccion con

Trichoderma sp en la promocion de crecimiento y desarrollo de Avena sativa.
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MATERIALES Y METODOS
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Figura 1 Biotransformacién de nanoparticulas por Trichoderma sp y efecto en el desarrollo de Avena sativa.
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Obtencion de nanoparticulas

MWCNTSs sintéticos

Se utilizaron para este estudio MWCNTSs de origen sintético con las siguientes caracteristicas:
didmetro externo de 6 a 13 nm, diametro interno de 2,0 a 4,0 nm, longitud de 2,5 a 20 pm, un
espesor de pared medio de 7 a 13 capas de grafeno y una pureza> 98% (Aldrich, Cat 698849).

MWCNTSs naturales

Se utilizaron MWCNTSs de origen natural obtenidos de muestras de madera quemada de Pinus
oocarpa de bosques en Michoacan, centro-oeste de México. Los MWCNTSs fueron recolectados y
purificados de acuerdo con Lara-Romero et al., (2017) y presentaron las siguientes caracteristicas
estructurales: ~10 capas de grafeno, con didmetros interior y exterior de 2,52 nm y 12 15 nm,

respectivamente.

Grafeno
Se obtuvo del raspado fino de la mina de un lapiz #2 utilizando un bisturi, recolectando solo el

material mas fino.

Preparacion de cultivo fangico: Trichoderma sp

Se inocul6 Trichoderma sp en caja Petri en un medio de Potato Dextrose Agar (PDA) por 7 dias a
una temperatura de 25° C. Posteriormente se tomaron 3 discos de ~0.5cm? y se cultivaron en
medio liquido papa dextrosa. Se suplemento a cada matraz con medio liquido suplementado con
MWCNTSs naturales, sintéticos y grafeno en concentraciones de 10 y 20 pg/ml. Se incubaron a
30°C con 150 rpm en shaker durante 14 dias.

Secado-pulverizacion de Trichoderma sp-nanoparticulas

Después de 14 dias de crecimiento de Trichoderma sp en medio liquido, se elimin el total de H20
en estufa a una temperatura de 75° C por 8 hrs. Posteriormente en balanza analitica se obtuvo el
peso seco total fungico para evaluar el efecto de las diferentes nanoparticulas en el crecimiento de
Trichoderma sp. Finalmente se pulverizd el material seco con el hongo-nanomateriales en molino

orbital para homogenizar y reducir el tamafio de particula.
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Caracterizacion de nanoparticulas

Los MWCNTSs y el grafeno con y sin exposicion al crecimiento de Trichoderma sp (pulverizado)
fueron caracterizados por los siguientes métodos analiticos:

Las muestras se calcinaron a 1000 °© C por 3 hrs, posterior se realizd la caracterizacion de
nanomateriales para evaluar el efecto de Trichoderma sp sobre los cambios estructurales de los

nanomateriales.

e Espectroscopia Raman

e Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

e Microscopia electrénica de barrido

Bioensayos de Avena sativa

Semillas de Avena sativa cebadas durante 24 hrs con el indculo nanoparticulas- Trichoderma sp
(pulverizado-secado) correspondientes a cada tratamiento, fueron cultivadas en semilleros con
agrolita previamente esterilizada 40min a 121°C y 1latm de presion, después de 30 dias posteriores
a la siembra, las plantulas se trasplantaron a macetas con agrolita y se mantuvieron en casa sombra

a temperatura de 25° C hasta los 100 dias de crecimiento después de la siembra.

Disefio experimental:
Se realiz6 un disefio experimental completamente aleatorio, con controles y 19 tratamientos, cada
uno con sus correspondientes concentraciones de nanoparticulas y extracto fungico, dispuestos de

la siguiente manera:
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Tabla 1 Tratamientos para bioensayos con Avena sativa expuesta a grafeno, MWCNTS naturales y

sintéticos con y sin biotransformacion con Trichoderma sp

Tratamiento

Nanoparticula

Concentracién de

nanoparticula suplementada

Interaccion nanoparticula-

Trichoderma sp

(Hg/semilla)

Control NO 0 NO

Tratamiento 1 Trichoderma sp sin 0 NO
NPs

Tratamiento 2 MWCNTSs naturales 10 NO
Tratamiento 3 MWCNTSs naturales 20 NO
Tratamiento 4 MWCNTSs sintéticos 10 NO
Tratamiento 5 MWCNTS sintéticos 20 NO
Tratamiento 6 Grafeno 10 NO
Tratamiento 7 Grafeno 20 NO
Tratamiento 8 MWCNTSs naturales 10 Biotransformacion
Tratamiento 9 MWCNTSs naturales 20 Biotransformacion
Tratamiento 10 MWCNTSs sintéticos 10 Biotransformacion
Tratamiento 11 MWCNTSs sintéticos 20 Biotransformacion
Tratamiento 12 Grafeno 10 Biotransformacion
Tratamiento 13 Grafeno 20 Biotransformacion
Tratamiento 14 MWCNTSs naturales 10 Hongo+ Nps
Tratamiento 15 MWCNTSs naturales 20 Hongo+ Nps
Tratamiento 16 MWCNTSs sintéticos 10 Hongo+ Nps
Tratamiento 17 MWCNTSs sintéticos 20 Hongo+ Nps
Tratamiento 18 Grafeno 10 Hongo+ Nps
Tratamiento 19 Grafeno 20 Hongo+ Nps

*Biotransformacidn= las nanoparticulas se incubaron con Trichoderma sp por 14 dias para biotransformacion de NPs

*Hongo+ NPs= NPs fueron mezcladas con micelio de Trichoderma sp pulverizado.

Nota: Los tratamientos se trataron con una solucion mineral reducida en 50% de los minerales.
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Variables respuesta:

Se evaluo la biomasa seca de Trichoderma sp cultivado en medio de cultivo suplementado con
diferentes concentraciones de grafeno, MWCNTS naturales y sintéticos.

Se realiz6 una caracterizacion parcial de los nanomateriales expuestos al crecimiento Trichoderma
sp durante 14 dias.

Se evaluo la germinacion de las semillas de Avena sativa durante los primeros 20 dias después de
la siembra, se determind el porcentaje y velocidad de germinacion de las semillas.

Plantulas de 100 dias de crecimiento se analizaron con WhinRhizo software para determinar la
arquitectura radical y aérea; asimismo, se evaluo la biomasa de las plantulas (peso fresco y seco).
Se midid la concentracion de clorofila A, B y total en plantulas de 100 dias de crecimiento mediante

espectrofotometria.

Andlisis estadistico
Los resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) de una via y las medias se
compararon mediante las pruebas de Tukey con p<0.05, en el software JMP Pro Statistical

Discovery.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Interaccién nanoparticula-Trichoderma sp

Para evaluar la capacidad de Trichoderma sp en presencia de nanoparticulas se evaluo el peso seco
fangico de este hongo, cultivando en medio PDA liquido con 10 y 20 pg/ml de nanoparticulas, con
agitacion continua a 150 rpm/30°C por 14 dias. Los resultados mostraron que los MWCNTSs
promovieron un aumento de la biomasa fangica de Trichoderma sp. Se registrd un aumento
significativo de biomasa fingica en los ensayos tratados con MWCNTS naturales y sintéticos en
comparacién con el control, mientras que en los ensayos tratados con grafeno no se detectaron
diferencias significativas (Fig 2).

A) 10 ug/ml B)
@8 0 ug/ml &= 10me/ml
MWCNT m 20 pg/ml
naturales
12-
= a
2 104 bc bc S, ab
o 4
2 4 d o
MWCNT S 6l
sintéticos o
@
%
a

MWCNT MWCNT
Sintéticos naturales

Grafeno
Grafeno

Control

0 png/ml

Figura 2 Efecto de nanotubos de carbono y grafeno en la biomasa de Trichoderma sp.

1A=Imagenes representativas de crecimiento del hongo; 1B= Peso flingico de Trichoderma sp en
bioensayo in vitro con agitacion continua a 150 rpm/30°C por 14 dias. n=3, los datos fueron
analizados con ANOVA-tukey, letras distintas son significativamente distintos.
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Caracterizacion de nanoparticulas
Para identificar y confirmar la biotransformacion del grafeno y MWCNTS naturales y sintéticos a

la exposicion de Trichoderma sp, las muestras fueron analizadas por distintos métodos:

Anélisis de nanoparticulas por espectroscopia infrarroja por transformada de Furier (FTIR)
Los resultados obtenidos por FTIR mostraron en MWCNTS sintéticos los grupos funcionales C=C
a1522, OH a 3675y 2295 cm™, mientras que en los MWCNTSs naturales se identificaron los grupos
funcionales C-H a 2975 cm™, C-O a 2165 y 1441 cm™, C=C 1597 cm™, al comparar estas
nanoparticulas con los FTIR de los MWCNTSs naturales y sintéticos expuestos a Trichoderma sp,
se observo la pérdida de grupos funcionales como C=C y OH, mientras que se detectaron otros
como C-H a 617, 1397, 304 cm™. Por el contrario, en las muestras de grafeno no se observd un

cambio en sus grupos funcionales (Fig.3).
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MWCNTs Naturales
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Figura 3 FTIR de nanotubos de carbono y grafeno, con y sin biotransformacién con Trichoderma sp, en un

experimento in vitro con agitacion continua en shaker a 150 rpm/30°C por 14 dias.

Anélisis de nanoparticulas por Espectroscopia Raman

Los analisis por espectroscopia Raman se efectuaron a nanotubos de carbono y grafeno, con y sin

biotransformacion con Trichoderma sp, para su caracterizacion. En la figura 4 se muestran los

espectros de analisis Raman para las nanoparticulas a base de carbono. Se observan picos ~1350 y

1600 cm que corresponden a las bandas ID e 1G respectivamente. Con esto obtenemos a relacion

ID/IG en los que valores de ID/1G<1 indican que los nanomateriales son méas cristalinos o presentan

menos defectos en su estructura (Wang et al., 2005). Los valores ID/IG de los MWCNTSs mostraron

que la interaccion de Trichoderma sp con esta nanoparticulas disminuyeron la cristalinidad, donde
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se detectaron valores de 1.14 en los NTC sin el hongo comparado con 1.47 y 1.24 con los MWCNTSs

con el hongo. Mientras que en el grafeno y en los MWCNTS naturales no se detectaron diferencias

significativas en la relacién ID/IG.
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Figura 4 Espectros Raman de nanotubos de carbono y grafeno, con y sin biotransformacion con Trichoderma sp, en
un experimento in vitro con agitacion continua en shaker a 150 rpm/30°C por 14 dias.
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Anélisis de nanoparticulas por microscopia electronica de barrido (SEM)

Las imagenes SEM mostraron una clara biotransformacion de las nanoparticulas (Figs. 5-7). Se
observan cambios tanto en la morfologia, como en el tamafio de los nanomateriales. Ademas,
diferencias dependientes de la concentracion de NPs que se aplico. Cabe sefialar que en los
MWCNTSs se observa una degradacién parcial dada por Trichoderma sp (Figs. 5y 6).

MWCNTs Sintéticos

Control
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Figura 5 Micrografias SEM de MWCNTSs sintéticos, con y sin biotransformacion por
Trichoderma sp obtenidas a 10Kv X10,000 y 20,000 08 30 SEI, la linea representa escala
10 v 1um.
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Figura 6 Micrografias SEM de MWCNTs naturales, con y sin biotransformacién por
Trichoderma sp obtenidas a 10Kv X10,000 y 20,000 08 30 SEI, la linea representa escala 10 y
lum.
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Figura 7 Micrografias SEM de grafeno, con y sin biotransformacién por Trichoderma sp
obtenidas a 10Kv X10,000 Y 20,000 08 30 SElI, la linea representa escala 10 y 1um.
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Efecto de NPs biotransformadas en la germinacion de Avena sativa

Los resultados de germinacion de semillas mostraron que la adicion de MWCNTSs naturales y
grafeno a concentracion de 20 pg/semilla junto con Trichoderma sp tuvo un efecto en la
emergencia temprana de la semilla, comparado con el control, y el porcentaje de germinacion
alcanzado fue del 100%. En contraste, los tratamientos causaron una inhibicion en el porcentaje de

semillas germinadas en comparacion al control (Figura 8).
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Figura 8. Germinacion de Avena sativa cultivada con 0, 10 y 20 pg/ml de nanotubos de carbono
o grafeno con y sin Trichoderma sp

*A= Biotransformadas
*D= Nanoparticulas + Trichoderma sp

Efecto de NPs biotransformadas en el crecimiento de Avena sativa

En la figura 9 se muestra el crecimiento de Avena sativa cultivada con MWCNTSs naturales o
sintéticos, grafeno a concentracion de 10 y 20 ug/semilla con y sin biotransformacion por
Trichoderma sp conservadas para su desarrollo en condiciones de casa de sombra, veinticinco dias

después de la siembra.
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MWCNTs MWCNTs naturales Trhichoderma NO
Control Trichedermasp naturales biotransformadados biotransformadados
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Grafeno Grafeno + Trhichoderma

C Control Trichodermasp Grafeno biotransformadados NO biotransformadados

4D

(10 pg/ml) (10 jg/ml)

Figura 9 Iméagenes que muestran el efecto de A) MWCNTSs naturales, B) MWCNTS sintéticos, C)
Grafeno y Trichoderma sp en el crecimiento de Avena sativa a los 25 dias.
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Efecto de MWCNTSs, grafeno a concentracion de 10 y 20 pg/semilla y Trichoderma sp en el
crecimiento de Avena sativa cultivadas en condiciones de casa de sombra cien dias después de la
siembra se muestran en las (Figs. 10-12)

& MWCNTs MWCNTs Grafeno
Y Naturales Sintéticos

Figura 11 Imagenes que muestran el efecto de MWCNTSs, grafeno y Trichoderma sp en
el crecimiento de Avena sativa a los 100 dias.

MWCNTs MWCNTs Grafeno
Naturales Sintéticos

Figura 10 Iméagenes que muestran el efecto de (MWCNTs y grafeno
biotransformados) y Trichoderma sp en el crecimiento de Avena sativa a los 100 dias.
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Figura 12 Imégenes que muestran el efecto de (nanoparticulas +Trichoderma sp)
y Trichoderma sp en el crecimiento de Avena sativa a los 100 dias.

Efecto de NPs biotransformadas en la arquitectura radical de Avena sativa

Los efectos de MWCNTSs naturales o sintéticos y grafeno en la arquitectura radicular de A. sativa
se evaluaron 100 dias después de la siembra (Fig. 13). Se observo que la adicion de NPs sin
Trichoderma sp en A. sativa, al adicionarse en concentraciones de 10 pg/ml de MWCNTS naturales
y 20 pg/ml de grafeno estimularon la longitud radical comparado con las plantas control; mientras
que la exposicion de estas NPs durante el crecimiento de Trichoderma sp con 10 pg/ml de
MWCNTSs sintéticos y 20 pg/ml de MWCNTSs naturales, sintéticos y grafeno estimularon la
longitud de raiz, comparado con el control sin NPs; Asimismo, la mezcla de las NPs con micelio
fangico en Avena sativa, gener6 efectos significativos con MWCNTSs naturales en ambas
concentraciones, y con 20 pg/ml de MWCNTSs sintéticos comparado con las plantas control
(Fig.13A).

Por otro lado, al evaluar el volumen radical, se observd que en el tratamiento con 20 pg/ml de
grafeno sin Trichoderma sp generé un volumen radical significativamente mayor que el control,
mientras que los otros tratamientos no mostraron diferencias significativas. Por el contrario, se

observo que la exposicion de las NPs al crecimiento del hongo favorecio el volumen radical en los
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tratamientos con MWCNTSs naturales en ambas concentraciones y con MWCNTS sintéticos con 10
pg/ml. Finalmente, con la adicion de micelio fungico con NPs favorecio el volumen radical de A.
sativa con MWCNTSs naturales, pero no se detectaron diferencias significas en los otros

tratamientos, comparado con las plantas control (Fig 13B).
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Figura 13 Efecto de grafeno, MWCNTSs naturales y sintéticos biotransformacion por
Trichoderma sp sobre la arquitectura radicular de Avena sativa.

La arquitectura fue analizada 100 dias después de la siembra con Software WhinRhizo y
los datos fueron analizados con ANOVA-Tukey con p= < 0.05. n=5. Letras distintas
representan diferencias significativas.

Efecto de NPs biotransformadas en la biomasa de Avena sativa

Se observo que la adicidén de NPs sin Trichoderma en Avena sativa, estimul6 el peso fresco, con
excepcion del tratamiento con 10 pg/ml de grafeno, comparado con el control sin NPs; mientras
que la exposicion de estas NPs durante el crecimiento de Trichoderma sp también estimularon el
peso fresco a excepcion del tratamiento con grafeno 20 pg/ml que no mostrd diferencias
significativas a las plantas control. Asimismo, la mezcla de las NPs con micelio fangico en Avena
sativa generd incrementos significativos en el peso fresco de esta graminea con MWCNTS
naturales en ambas concentraciones, y con 10 pg/ml de MWCNTSs sintéticos comparado con las
plantas control (Fig.14A).
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Por otro lado, se observé que el peso seco con la adicion de NPs fue superior que las plantas control,
a excepcion de las plantulas con 10 pg/ml de grafeno; con la exposicion de las NPs al crecimiento
de Trichoderma sp se favorecio significativamente la biomasa seca de esta graminea, en los
tratamientos con 10 pg/ml de MWCNTS naturales, ambas concentraciones de MWCNTS sintéticos
y Trichoderma sp sin NPs, sin embargo, con el grafeno no se detectaron diferencias significativas
comparado con las plantas control. Finalmente, al mezclar la biomasa fungica con las NPs se
observo que en los tratamientos con solo el micelio de Trichoderma sp, en los tratamientos con
MWCNTSs naturales y sintéticos en ambas concentraciones tuvieron incrementos significativos en

el peso seco, comparado con las plantas control (Fig. 14B).
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Figura 14 Efecto de grafeno, MWCNTS naturales y sintéticos en biotransformacion por
Trichoderma sp sobre la biomasa de Avena sativa.

Los datos fueron analizados 100 dias después de la siembra con ANOVA-Tukey con p=
<0.05. n=5. Letras distintas representan diferencias significativas.
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Efecto de NPs biotransformadas en el contenido de clorofilas en Avena sativa

La concentracion de clorofila A en los distintos tratamientos de A. sativa suplementados 10 o 20

pg/semilla de los nanomateriales a base de carbono se observd un aumento significativo en la

concentracion de clorofila en comparacion a Trichoderma sp y el control (Fig. 15 A). Para la

concentracion de clorofila B, se mostr6 aumentos significativos en la concentracion de este

en la concentracion

al compararlas con las plantas del control. Por lo tanto,

pigmento (Fig. 15 B)

todos los tratamientos excepto Trichoderma sp tuvieron aumentos significativos

de clorofila total,

en la concentracion de clorofila total con respecto al control (Fig. 15 C).
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Figura 15 Efecto de grafeno, MWCNTS naturales y sintéticos biotransformacién por Trichoderma sp

sobre las clorofilas A, B y total en plantulas de Avena sativa.

=5.

<0.05.n

Los datos fueron analizados 100 dias después de la siembra con ANOVA-Tukey con p

Letras distintas representan diferencias significativas.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se han documentado estudios en los que se evalla la biotransformacion de MWCNTS por accion
oxidativa de diversas especies de hongos, en el que las enzimas fangicas modifican la estructura y
composicion de las nanoparticulas a base de grafeno (Yang et al., 2018; Lalwani et al., 2014; Zhang
et al., 2014; Ma et al., 2019; Juérez et al., 2021), lo que sugiere que al modificar su estructura y
composicion, colateralmente modificaran sus propiedades fisico-quimicas, por lo que los efectos
en los sistemas biologicos como las plantas seran distintos a los ya documentados. Por lo que, en
nuestro trabajo, al llevar a cabo la caracterizacion de los nanomateriales a base de carbono
expuestos a la interaccion con Trichoderma sp, observamos por FTIR, espectroscopia Raman y
microscopia electronica de barrido se confirm6 que las nanoparticulas a base de carbono fueron
modificadas al encontrar defectos estructurales, reduccion en el tamario de las NPs y modificacion
en los grupos funcionales presentes. Por ejemplo, en espectroscopia Raman, la banda D que
representa el enlace sp® del carbono alrededor de los 1350 cm™ muestra los defectos en las capas
de grafeno presentes en las nanoparticulas a base de carbono; la banda G que representa el enlace
sp? del carbono alrededor de los 1600 cm™ que corresponde a la cristalinidad del material (Huang
etal., 2003). La (fig. 4) mostro perdida de cristalinidad de los MWCNTS sintéticos al estar en
interaccion con Trichoderma sp, asimismo, se observd que la pérdida de cristalinidad es
dependiente de la concentracion de NPs sintéticas, siendo los de méas baja concentracion los mas
susceptibles a la oxidacion fungica en cambio con los MWCNTS naturales el efecto fue contrario
al igual que con grafeno.

Los MWCNTSs sintéticos se han utilizado en las ultimas décadas, como promotoras del crecimiento
en distintos sistemas vegetales, con las cuales se han documentado efectos tanto positivos como
negativos (Tiwari et al.,2014; Joshi et al., 2018; Khan et al., 2017). Por otro lado, se encuentran los
MWCNTSs naturales, de los cuales hay poca informacion, pero investigaciones pioneras han
documentado que presentan caracteristicas similares a los MWCNTS sintéticos y en bioensayos
comparativos en plantas, en las que se evaluaron los efectos de los MWCNTS naturales y sintéticos,
se reporto que las nanoparticulas naturales presentan efectos similares o mejores a los MWCNTS
sintéticos (Lara et al., 2017; Juarez et al., 2020). Sin embargo, el estudio del grafeno en sistemas
vegetales aln no es muy explorado, se tiene poca informacion en los que se atribuyen efectos
benéficos en el crecimiento vegetal, pero también efectos fitotoxicos (Anjum et al., 2014). En este

trabajo, se presentd los resultados sobre los efectos de las nanoparticulas a base de carbono
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biotransformadas por Trichoderma sp, la nanoparticula por si sola, la combinacién del extracto
fangico y la nanoparticula en bioensayos dosis-respuesta en plantas de Avena sativa.

Nuestros hallazgos mostraron que en semillas germinadas de Avena sativa la adicion de MWCNTSs
naturales y grafeno a concentracion de 20 pg/ml junto con Trichoderma sp se obtuvo un efecto en
la emergencia temprana de la semilla al compararla con el control y con un porcentaje del 100 %
de semillas germinadas al igual que el control. Hubo una inhibicion del porcentaje de semillas
germinadas causada por los demaés tratamientos en comparacion con el control. Por otra parte, en
investigaciones recientes obtuvieron efectos en los que se mejord y acelerd el proceso de
germinacion de la semilla en distintos sistemas vegetales, dependientes de las concentraciones
agregadas de las nanoparticulas utilizadas, al compararlas con las plantas control, por éxido de
grafeno en Vicia faba L. (Anjum et al., 2014); MWCNTSs sintéticos en Zea mays (Tiwari et al.,
2014); MWCNTSs sintéticos en Triticum aestivum L. (Joshi, et al., 2018); MWCNTS naturales en
Eysenhardtya polystachya (Juarez et al., 2020). Estos efectos se atribuyen a una mejor captacion
de agua por parte de la raiz, en donde se estimulé la formacion de pelos de laraiz y el engrosamiento
radical. Ademas, en los MWCNTSs naturales o sintéticos y grafeno se detectd la promocion y
desarrollo en la arquitectura radicular de A. sativa, al adicionar MWCNTS naturales y grafeno sin
Trichoderma sp, estimularon la longitud radical; mientras que la exposicion de MWCNTSs
sintéticos o naturales, y grafeno a distintas concentraciones estimularon la longitud de raiz durante
el crecimiento de Trichoderma sp; de igual manera, la mezcla de MWCNTSs naturales y sintéticos
con micelio fingico en Avena sativa, tuvo efectos contrastantes. Diversos autores han documentado
efectos similares con el uso de NPs en el desarrollo de la arquitectura radical, lo cual le confiere
beneficios a la planta para la absorcion de agua, nutrientes, establecimiento de la planta, interaccion
con microorganismos benéficos, etc, (Joshi, Kaur, Dharamvir, et al., 2018; Rahmani et al., 2020;
Verma et al., 2019).

Finalmente, con la adicion de micelio fungico con NPs favorecio el volumen radical de A. sativa
con MWCNTSs naturales. Esto sugiere que, la planta se beneficia al tener un area de contacto mayor,
para la obtencion de agua y nutrientes al interior de la planta (Joshi, et al., 2018). Ademas, las
plantas tratadas con las NPs ya mencionadas mostraron un efecto significativo en el peso fresco y
seco de la planta de A. sativa, las nanoparticulas de 6xido de grafeno al igual que los nanotubos de

carbono se estan estudiando ampliamente, debido a que se les ha atribuido efectos positivos en la
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promocion del crecimiento y la produccion de biomasa en las plantas (He et al., 2018). Este efecto
puede estar asociado a la mayor concentracion de clorofila que se esta produciendo en las plantas
que evaluamos, donde la concentracion de clorofila total, en todos los tratamientos excepto
Trichoderma sp tuvo aumentos significativos. Resultados similares se han reportado, por ejemplo,
Lu et al., (2020) encontr6 que al acumularse grafeno en las hojas de arroz se intensifico la
fluorescencia de los cloroplastos con un aumento de 2.4 veces mayor produccion de trifosfato de
adenosina con respecto al de los controles. En otro trabajo Joshi et al., (2018) reportaron que los
MWCNTSs son asimilados por las plantas de A. sativa en semilla y raiz, una vez adsorbidos
estimularon el desarrollo y crecimiento de la planta, lo cual fue atribuido a que los MWCNTS
estimularon la sintesis de clorofila y en consecuencia la funcion fotosintética.

Sin embargo, a la fecha no hay evidencia documental o es escasa, en donde se evaltan los efectos
de nanomateriales expuestos a biotransformacion y sus posibles efectos en la promocion del
crecimiento vegetal. Esto es de gran relevancia, debido a que en condiciones naturales las
nanoparticulas estan expuestas a microorganismos como los hongos, con una capacidad potencial
de biodegradarlos y generar efectos colaterales en las plantas nativas. Algunos reportes que han
documentado los efectos de nanomateriales biotransformados en sistemas biolégicos sugieren que,
al biodegradarse los nanomateriales por accion oxidativa de los hongos, estos se pueden hacer méas
reactivos e inducen estrés oxidativo, ocasionando dafios en organismos como los nematos (Chen
etal., 2017; Modugno etal.,, 2016; Vlasova etal., 2016). Sin embargo, nuestros resultados
mostraron que la adicion de NPs biotransformadas por Trichoderma sp estimul6 el desarrollo
vegetal desde etapas tempranas de desarrollo, hasta etapas de madurez, mediante mecanismos que

contribuyen a la formacion de biomasa con el incremento en la sintesis de clorofila.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el trabajo muestran la capacidad de Trichoderma sp para
biotransformar las NPs bajo las condiciones experimentales que evaluamos. Donde estas NPs no
causaron inhibicion en el desarrollo del hongo. Trichoderma sp biotransformd las estructura y
caracteristicas de los nanomateriales a base de carbono, demostrando una degradacion parcial de
la nanoparticula. Ademas, estas nanoparticulas biotransformadas contribuyeron a la promocion del
crecimiento vegetal de las plantas. Este es el primer trabajo en utilizar NPs biotransformadas por
Trichoderma sp en la promocion y desarrollo en sistemas vegetales como Avena sativa.
Observamos que los MWCNTS naturales y grafeno mas el hongo, aceleraron la germinacién, las
NPs biotransformadas promovieron el crecimiento tanto de partes aéreas como subterraneas de
Avena sativa. e incrementaron significativamente de la concentracién de clorofila en las plantas,
Se requiere de estudios més a fondo para saber cuéles son los mecanismos que estan involucrados

en estos efectos.

PERSPECTIVAS

Continuar estudios exploratorios en donde se evallen los efectos de las NPs con y sin

biotransformacién sobre la fotosintesis.
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