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Resumen

En la actualidad el maiz (Zea mays L) es una fuente de alimento importante para el ganado y
consumo humano en México. En la producciéon de maiz 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, nanoparticulas (NPs) promotoras del crecimiento vegetal. Sin
embargo, no se han elucidado los efectos de estas nanoparticulas, en otros procesos fisiologicos
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 NPs de rastrojo, MWCNTSs
naturales y sintéticos con y sin biotransformacion por Trichoderma sp. en la estimulacion del
crecimiento de plantas de maiz. Por otro lado, se han estudiado ampliamente los basidiomicetes
como hongos capaces de biodegradar NPs a base de carbono, sin embargo, poco se sabe sobre la
capacidad para biotransformar MWCNT de hongos como Trichoderma sp. Para ello, se expusieron
NPs de rastrojo y MWCNTSs sintéticos y naturales al crecimiento de Trichoderma sp. en
bioensayos in vitro. Se caracterizaron los nanomateriales mediante Espectroscopia FTIR y Raman,
y microscopia electronica de barrido para evaluar los cambios estructurales causados por la
exposicion al hongo. Posteriormente se inocularon las semillas de maiz con este material
(Nanoparticulas-Trichoderma sp.). Las variables a evaluar fueron velocidad y porcentaje de
germinacion, biomasa en plantulas, variables fenotipicas de la parte aérea, raiz principal y
clorofila, y se analizo a la proteina S6K mediante western blot. Trichoderma sp. biotransformo las
estructura y caracteristicas de los nanomateriales a base de carbono, demostrando que la
biotransformacion de estas nanoparticulas contribuyd a la promocion del crecimiento vegetal,
desde estadios de germinacion, desarrollo de partes aéreas como subterraneas y la biomasa de Z.
mays, al mismo tiempo que estimulan la produccion de la clorofila. Por otro lado, se esta aportando
conocimiento nuevo que demuestra que estas nanoparticulas participan en la actividad de la via de
sefializacion TOR-S6K, y tienen una estrecha relacion con la actividad fotosintética como
mecanismo involucrado en el desarrollo vegetal.

Palabras clave: MWCNTs, biotransformacion, Trichoderma sp., promocion del crecimiento
vegetal, maiz.



Abstract

Currently Zea mays is an important food source for livestock and human consumption in Mexico.
In the production of maize, chemical inputs that contaminate the environment are used
indiscriminately. An alternative to reduce the use of agrochemicals is through nanoparticles such
as natural or synthetic multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs), plant growth-promoting
nanoparticles (NPs). However, the effects of these nanoparticles have not been elucidated in others
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 (CNTs). Therefore, the objective of this work was to evaluate the effects of stubble NPs,
natural and synthetic MWCNTSs with and without biotransformation by Trichoderma sp. on the
stimulation of the growth of maize. Basidiomycetes have been widely studied as fungi capable of
biodegrading carbon-based NPs. However, little is known about the ability to biotransforming
MWCNT by fungi such as Trichoderma sp. To this end, stubble NPs and synthetic and natural
MWCNTs were exposed to the growth of Trichoderma sp. through in vitro bioassays. The
nanomaterials were characterized by FTIR, Raman Spectroscopy, and scanning electron
microscopy to evaluate the structural changes caused by the exposure to the fungus. Subsequently,
Z. mays seeds were inoculated with this material (Nanoparticles-Trichoderma sp.). The response
variables to be evaluated were speed and percentage of germination; biomass, phenotypic variables
of the aerial part, main root, and chlorophyll were evaluated in seedlings, and the S6K protein was
analyzed by western blot. Trichoderma sp. biotransformed the structure and characteristics of
carbon-based nanomaterials, demonstrating that the biotransformation of these nanoparticles
contributed to the plant growth promotion, from germination stages, development of aerial and
underground parts and the biomass of Z. mays, stimulating the production of chlorophyll. On the
other hand, new knowledge is being provided that demonstrates that these nanoparticles participate
in the activity of the TOR-S6K signaling pathway, and have a close relationship with

photosynthetic activity as a mechanism involved in plant development.

Keywords: MWCNTSs, biotransformation, Trichoderma sp., plant growth promotion, maice.



1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 Zea mays

El maiz (Zea mays L) es un cereal de importancia economica mundial, es una graminea de la
familia Poaceae, siendo originaria de Mesoamérica y actualmente es el cereal con mayor
produccion en el mundo (Strable & Scanlon, 2009). En México es ampliamente utilizado en la
industria alimentaria, se tienen multiples formas y maneras de preparar alimentos a partir del maiz
y en la ganaderia se utiliza como forraje para la alimentacion de animales de consumo humano
(Perales & Golicher, 2014). Para el 2021 la produccion de este cereal fue de mas de 27 millones
de toneladas, siendo México el séptimo productor de este grano, obteniendo una produccion

nacional del 88.2% (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2023).

La demanda de cultivos agricolas como el maiz, requerird un incremento proporcional de suelos
agricolas cultivables y también de las dosis de insumos quimicos que actualmente se utilizan
(Pisante et al., 2012). Esto representa una preocupacion a la comunidad cientifica, debido a que el
sistema alimentario mundial actual requerird una “nueva revolucidon agricola” basada en la

intensificacion impulsada por la sostenibilidad y sustentabilidad.

En la agricultura convencional, para la produccion de maiz se ha hecho un uso indiscriminado de
los fertilizantes quimicos, causando a lo largo del tiempo, efectos perniciosos para el medio
ambiente, ademads, la cantidad de fertilizantes quimicos que cada vez se requiere para alcanzar la
misma produccion es creciente. Por ejemplo, se ha reportado que la cantidad de fertilizantes
nitrogenados y a base de fosforo aumentd aproximadamente 20 y 7 veces, respectivamente
(Bouwman et al., 2013); asimismo, se ha documentado que, en paises como China, considerado el
mayor consumidor mundial de fertilizantes nitrogenados, hasta el 50% del nitrogeno aplicado, se
pierde por volatilizacion y otro 5-10 % por lixiviacion. La pérdida de fertilizantes representa costos
muy elevados para la produccion agricola, y un grave problema ambiental. Cifras de 1970 y 2008,
mostraron que la cantidad de fertilizante necesaria para producir una tonelada de grano aumento
en mas del 300% (Subramanian et al., 2014; Yin et al., 2018). Durante las tltimas cuatro décadas,
la eficiencia en el uso de nutrientes de los elementos mas importantes requeridos por las plantas,

incluido el N, P y K, se ha mantenido baja: 30-35%, 18-20% y 35-40%, respectivamente



(Subramanian et al., 2014). La ineficiencia en la entrega y uso de nutrientes por las plantas asegura
que los productores agreguen cantidades excesivas, lo que posteriormente conduce a la
contaminacion ambiental por emisiones, lixiviacion y escorrentia. Atendiendo esta problematica,
cientificos de todo el mundo buscan alternativas sustentables para optimizar la demanda de

cultivos agricolas para la poblacion y reducir costos economico-ambientales (Ye et al., 2020).

1.2 Nanoparticulas

El uso de nanoparticulas se esta estudiando ampliamente para el desarrollo de nuevos insumos
para mejorar la produccion agricola y la aplicacion de nanomateriales disefiados para la produccion
agricola sostenible; estos nanomateriales han sido de gran interés, porque se les atribuyen efectos
benéficos para las plantas, por ejemplo, mejoran la retencion de nutrientes, la respuesta de la planta

ante enfermedades y en consecuencia inducen un mejor rendimiento vegetal (Khan et al., 2017).

Existen diversos tipos de nanoparticulas, de origen sintético y también de origen bidtico; entre
ellas, las nanoparticulas a base de carbono como los nanotubos de carbono de pared multiple

(MWCNTs) (Kumar et al., 2018).

1.3 Los Nanotubos de carbono

Desde el descubrimiento de los nanotubos de carbono, en 1991 por Lijima, estos han sido de gran
interés de estudio en distintos campos de la ciencia y la nanotecnologia, en disciplinas como la
electronica, la biomédica y la agricultura. Los nanotubos de carbono estan constituidos
principalmente por una o varias capas de grafeno que estdn unidas por fuerzas Van der Waals;
dependiendo del niimero de capas de grafeno que los constituyen se les da su nombre: los
nanotubos de carbono de pared simple o Single-walled carbon nanotubes (SWCNTSs) presentan
una sola capa de grafeno, mientras que los de pared multiple, Multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTs) estan constituidos con varias capas de grafeno enrolladas concéntricamente de forma
tubular con didmetros entre 2- 100 nm. En las ultimas décadas los MWCNTs han sido ampliamente
estudiados al presentar propiedades fisicoquimicas Unicas, como son su reactividad, dureza,
tamafo y estructura, a los cuales se les atribuyen sus efectos en los sistemas vegetales (Coleman
et al., 2006; Khan et al., 2019). Debido a la estabilidad de los enlaces C=C presentes en los

MWCNTs, estos presentan también propiedades mecénicas extraordinarias, que no se habia
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documentado en otro material (Liu et al., 2014; Thostenson et al., 2001). Se les atribuye
propiedades mecanicas, térmicas y electronicas, su densidad puede ser tan baja siendo hasta una
sexta parte que el acero inoxidable, con una rigidez cinco veces mayor que el acero y una

resistencia a la rotura 50 veces mas alta que el acero (Saifuddin et al., 2013).

1.4 Sintesis quimica de MWCNTSs

Los métodos para la produccion de MWCNTs incluyen descarga de arco, ablacion con laser y
deposicion quimica de vapor, los primeros SWCNTSs fueron sintetizados mediante la técnica de
descarga de arco en el que se utilizan dos varillas de carbono colocadas de extremo a extremo para
posterior vaporizarlas y formar los nanotubos de carbono, en el método de ablacion con laser se
combina un laser pulsante y un gas inerte a altas temperaturas. El laser pulsado vaporiza el grafito,
formando nanotubos de carbono a partir de los vapores. En estos dos métodos se colocan los
precursores de carbono y los metales de transicion (Co, Ni, Fe) a temperaturas mayores a los 2750
¢ C para después condensarlos a temperaturas bajas en algun gas inerte ya sea He o Ar (Elliott et
al., 2013). Ahora comiunmente los MWCNTs, son sintetizados a temperaturas que van de 350 ° C
a 1000 ° C, por el método de deposicion quimica de vapor, en este se obtienen grandes cantidades
de MWCNTs, pero tienen una gran cantidad de defectos, aunque a un precio relativamente bajo.
Para este método los precursores del carbono son tipicamente C>Hz, C2Ha, CH4 0 alcoholes y un

catalizador que puede ser el Fe, Co, Ni etc. (Elliott et al., 2013; Liu et al., 2014).

1.5 MWCNTSs de origen natural

Desde el descubrimiento de los MWCNTSs en 1991, los métodos de obtencion de estos
nanomateriales eran de origen sintético. Sin embargo, Lara et al. (2017), documentaron la
formacion de MWCNTs en la naturaleza, obtenidos después de un incendio forestal, en madera
incinerada de Pinus oocarpa, dichos nanotubos fueron caracterizados por analisis
termogravimétrico, espectroscopia Raman, microscopia electronica de transmision y rayos X.
Dichos hallazgos mostraron que los MWCNTs ahi obtenidos presentaban caracteristicas
estructurales muy similares a los MWCNTs de origen sintético (Lara-Romero et al., 2017). Por
otro lado, se han explorado alternativas para generar MWCNTs a partir de precursores de origen
biotico, algunas modificaciones del método de deposicion quimica de vapor, han permitido

sintetizar nanoparticulas a base de carbono a partir de precursores de origen natural, por ejemplo
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al utilizar semillas de ajonjoli con altos contenidos en hierro como sustituto del ferroseno o el uso
de trementina como precursor de carbono, lo que representa una alternativa ecoldgica y mediante
la cual, se podrian aprovechar también otros compuestos como la biomasa residual vegetal para la
obtencion de estos nanomateriales, que regularmente son de bajo costo econdémico, y dotarlos de
valor agregado al convertirlos en nanoparticulas que pueden tener un impacto positivo sobre el
desarrollo vegetal. Estas nanoparticulas al ser de origen natural, pueden integrarse a los cultivos
de forma segura, sus costos de obtencién son muy bajos y no se utilizan métodos quimicos para su
sintesis, lo cual es un aliciente para reducir los riesgos ambientales derivados de la sintesis quimica

de nanoparticulas y de agroquimicos (Afre et al., 2006; Andrews et al., 2006).

1.6 Biotransformacién de MWCNTSs

Diversos autores sugieren que los efectos de los MWCNTs en los sistemas vivos, son dependientes
de las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales como los son su tamafio, el cual les
confiere esa oportunidad de translocarse en diferentes tejidos celulares, su reactividad, forma y
estructura para poder realizar diversas aplicaciones, como lo son en la investigacion de la energia,

medicina y ciencias ambientales (Khan et al., 2019).

Estas propiedades se han modificado principalmente mediante tratamientos quimicos, sin
embargo, en la Gltima década se ha explorado la modificacion de las nanoparticulas, aprovechando
la capacidad de microorganismos para biotransformar compuestos altamente recalcitrantes. Por
ejemplo, la capacidad oxidativa de algunos hongos lignoliticos, para degradar polimeros altamente
resistentes a la biodegradacion. Algunos trabajos pioneros reportaron que diversos hongos, tienen
la capacidad de modificar ciertas caracteristicas estructurales de los MWCNTSs, 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 distinto a los ya

documentados.

Sin embargo, el proceso de biodegradacion o biotransformacion sigue siendo un misterio por
explorar, ya que aun se desconocen los efectos colaterales del uso de los MWCNTs sintéticos o
naturales biotransformados en los sistemas vegetales y microbioma del suelo. Algunos reportes de

investigacion como lo reportado por (Zhang et al., 2014), compararon la transformacion de



SWCNTs con la interaccion de tres enzimas lignoliticas: lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa (MnP) provenientes de Penicillum chrysosporium, y lacasa obtenida de Trametes
versicolor, de las cuales estos autores reportaron que la MnP fue capaz de biotransformar los
SWCNTs. En un trabajo similar (Ma et al., 2019), evaluaron la degradacion de MWCNTs pristinos
y oxidados, por P. chrysosporium los resultados arrojaron que hubo una degradacion parcial de los
MWCNTs en un corto periodo de tiempo. En su investigacion (Juarez et al., 2021), evaluaron la
capacidad de dos especies de hongos (P. chrysogenum y Pleurotus ostreatus) para biotransformar
MWCNTs, mediante la interaccion de lacasas y peroxidasas provenientes de estos dos hongos, los
resultados indicaron modificaciones estructurales en la superficie de los MWCNTs. Lo anterior
sugiere, que algunas enzimas flngicas extracelulares tienen la capacidad de modificar o
biotransformar la estructura y propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales a base de grafeno
y en consecuencia sus efectos son distintos en plantas y otros sistemas biologicos. Algunos hongos
saprofitos como Trichoderma, se han estudiado con fines de control bioldgico y promocion de
crecimiento en plantas, sin embargo, la actividad de este hongo sobre la biodegradacion de
nanomateriales, aun ha sido poco estudiada, o no estd documentado de acuerdo a nuestro acervo
de literatura, sin embargo, este deuteromicete se encuentra en una gran variedad de ecosistemas,
es un simbionte de diversas especies de plantas, capaz de estimular el crecimiento vegetal
(Andrade et al., 2019) y que ademds juega un rol competitivo con hongos fitopatdgenos,
impidiendo su establecimiento en la planta (Ghazanfar et al., 2018). Por lo que la capacidad de
este hongo para biodegradar MWCNTs, es de gran importancia ecologica y en los cultivos de

interés agroalimentario como Zea mays (Ghazanfar et al., 2018; Andrade et al., 2019).

1.7 Efecto de los MWCNTS sintéticos en la promocién del crecimiento vegetal

El estudio de los MWCNTs en las plantas, ha sido de gran interés cientifico, debido a que se les
ha atribuido efectos en las plantas, como inducir una mayor captacion de agua al interior de las
semillas, mejorando y acelerando el proceso de germinacion (Lahiani et al., 2017). En su
investigacion (Tiwari et al., 2014) demostraron que los MWCNTs sintéticos, mejoraron el
crecimiento germinativo en semillas de maiz 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 MWCNTs. El mayor

suministro de agua en consecuencia puede asociarse con efectos en la actividad metabdlica
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necesaria durante la germinacion, causando asi la emergencia temprana de la radicula
(Khodakovskaya et al., 2013; Lara et al., 2017), otros autores han sugerido que la germinacion de
semillas expuestas a los MWCNTSs se asocia fuertemente a la expresion de genes reguladores de

acuaporina (Lahiani et al., 2017).

Los efectos positivos de los MWCNTs, también se han documentado en otros estadios del
desarrollo vegetal, donde estas nanoparticulas favorecen el establecimiento y captacion de agua'y
nutrientes al mejorar el desarrollo de la arquitectura radical, estimular la sintesis de clorofila y
favorecer la tasa fotosintética. Por ejemplo, en un trabajo cientifico independiente, en cultivo de
plantas de Avena sativa reportaron que los MWCNTs son asimilados por las plantas en semilla y
raiz, una vez absorbidos estimularon la emergencia temprana de la radicula y el crecimiento de la
planta, estos efectos los atribuyeron a que los MWCNTs sintéticos estimularon la sintesis de

clorofila y en consecuencia la funcion fotosintética (Joshi et al., 2018).

1.8  MWCNTs de origen natural en las plantas

El estudio de los MWCNTs sintéticos, ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, los efectos de
los MWCNTs de origen bidtico aun son limitados. Fueron (Lara et al., 2017), quienes demostraron
la presencia de MWCNTs de origen natural, hasta entonces desconocidos. Al explorar por primera
vez sus efectos de estos MWCNTs naturales en plantas se reportaron efectos similares a los
causados por los MWCNTs de sintesis quimica, los cuales estimularon el desarrollo foliar y radical
de plantas forestales como Eysenhardthya polystachya (Juarez et al., 2020) y se obtuvo un efecto

positivo en la emergencia temprana de semillas de Z. mays (Muioz et al., 2023).

1.9 Efecto de nanotubos de carbono sobre el sistema antioxidante

El uso de MWCNTs sintéticos, también ha sido motivo de interés en procesos metabdlicos de
proteccion en plantas contra el estrés oxidativo. Existen diversos tipos de estrés abidtico que
pueden conducir a la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las plantas,
las cuales son altamente reactivas, causando dafios severos en las proteinas, lipidos, carbohidratos
y ADN, provocando de esta manera el estrés oxidativo, para ello la planta tiene una maquinaria de

defensa antioxidante para proteger contra los dafios del estrés oxidativo (Gill & Tuteja, 2010).



El uso de MWCNTs sintéticos en plantas para contrarrestar el estrés oxidativo, se ha asociado a
que estas nanoparticulas intervienen en procesos que imitan a las enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la peroxidasa (POX) (Khan et al., 2017). En
Satureja khuzestanica se demostro que después de la exposicion de MWCNTs, el crecimiento de
los callos de S. khuzestanica mejoro6 con el aumento de las concentraciones de MWCNTS, también
mostré un aumento significativo en la actividad antioxidante (Ghorbanpour & Hadian, 2015). En
otro estudio, se encontré que los MWCNTs estimularon el crecimiento de raices y tallos de
Onobrychis arenaria y de igual manera mejoran la actividad de la peroxidasa en estas partes de la
planta, esto debido a la captacion y acumulacion de los MWCNTSs por la raiz para su posterior
translocacion en distintos tejidos y células de la planta (Smirnova et al., 2012). En otro estudio, se
sometieron plantulas de Ocimum basilicum a distintas concentraciones de MWCNTs
funcionalizados con diferentes niveles de estrés salino en cada concentracion de MWCNTs,
encontrando que se puede mejorar los efectos negativos del estrés salino al incrementar los
componentes antioxidantes como lo son la actividad de la peroxidasa y catalasa (Gohari et al.,

2020).

Ademas, la aplicacion de MWCNTs en semillas de Thymus daenensis a concentracion de 250
pg/mL, promovi6 el crecimiento de las plantulas, asi mismo los resultados revelaron que a esa
concentracion puede mejorar la biosintesis de antioxidantes, en imagenes obtenidas por
microscopia electronica de transmision (TEM), estos autores mostraron que los MWCNTs pueden
cruzar la pared celular de la planta y de esta manera llegar al citoplasma celular (Samadi et al.,
2020). Con el cebado de semillas de Solanum lycopersicum y en la aplicacion via foliar se encontro
que los MWCNTs aumentaron la actividad enzimatica (Gonzéalez-Garcia et al., 2019; Lopez-
Vargas et al., 2020). En Daucus carota, las cantidades de perdxido de hidrogeno (H20-), una de
las especies reactivas de hidrogeno, se redujo mediante la aplicacion de MWCNTs a una
concentracion de 500 mg/L durante 48 h, lo que indica que los niveles de estrés oxidativo
disminuyeron (Park & Ahn, 2016), sin embargo, los mecanismos de regulacion de las ROS por las
nanoparticulas son escaso. En Arabidopsis thaliana los resultados a la exposicion de MWCNTs
han sido contrastantes en las actividades enzimaticas antioxidantes, por lo que se supone que los

MWCNTs podrian mitigar la toxicidad provocada por el estrés oxidativo (Zhao et al., 2017).



Sin embargo, efectos contrastantes también se han documentado, al reportarse que la exposicion
de MWCNTs en distintos organismos provoca toxicidad, de los cuales se tiene registro del dafo
oxidativo irreversible de las proteinas que estos nanomateriales causan en animales terrestres y

acuaticos (Patlolla et al., 2011; Seixas et al., 2018).

La generacion de ROS, en las plantas puede ser inducida como consecuencia de algun tipo de
estrés, pero también de forma tipica durante procesos metabdlicos en las plantas como la
fotosintesis. Se conoce bien, que en la fotosintesis se toma la luz solar para impulsar la reduccion
de CO» y la oxidacion del agua, dando como producto hidratos de carbono y O», todo esto se lleva
a cabo mediante reacciones de oxido-reduccion. Pero cuando se pierde el equilibrio en estas
reacciones entre prooxidantes y antioxidantes, un aumento de prooxidantes promueve la
produccion de subproductos como lo son los radicales libres, dando lugar al estrés oxidativo
(Guerra, 2001). En estudios, en los que se produce estrés por inundacion (disminucion de oxigeno),
la planta cierra sus estomas, causando la disminucién de CO; en los espacios intracelulares y
consecuente la fotosintesis disminuye, induciendo la formacion de ROS, por tal motivo, es de gran

interés estudiar la relacion entre el sistema antioxidante y la fotosintesis (Jiménez et al., 2013).

1.10 Fotosintesis

La vida fotoautotrofa fue uno de los eventos més 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 orgénica a partir
de CO2y H20 con la liberacion de Oa, lo que representd la evolucion para diferentes organismos,
como las primeras algas y plantas. Existen dos tipos de fotosintesis, la anoxigénica que es la
produccion de materia orgénica a partir de materia inorgéanica sin la produccion de oxigeno y la

oxigénica realizada por cianobacterias y plantas (Blankenship, 2014).

En las plantas y en las algas, la fotosintesis se lleva a cabo en los cloroplastos (Fig. 1), los cuales
poseen un tamafio de 5 a 10 um, de color verde y estan localizados en su mayoria en las células

mesofilicas de las hojas, cada célula puede contener de 20 hasta 40 cloroplastos (Azcon & Talon,

2008).
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El proceso de la fotosintesis se divide en dos etapas,1) las reacciones luminosas que se producen
dentro de las membranas tilacoidales, siendo estas las que captan la energia luminosa para
convertirla en energia quimica en forma de ATP y NADPH, liberando como subproducto O>.2) el
ciclo de Calvin, en el cual se utiliza la energia quimica producida en la fase luminica y el CO»
atmosférico para la sintesis de azlcares de tres carbonos, esta fase se lleva a cabo en el estroma
del cloroplasto. Los carbohidratos producidos por el ciclo de Calvin son utilizados para la
produccion de moléculas complejas, principalmente la glucosa (Murray, 2006). En resumen, la

formula de la fotosintesis queda simplificada de la siguiente manera:

6CO2 + 6H>0 + energia luminosa — C¢H1206 + 60>

Estroma
Tilacoides

Membrana de
envoltura interna

Membrana de envoltura externa

Figura 1. Esquema de un cloroplasto que muestra la doble membrana externa y las membranas tilacoides (Karp, 2017).

Los pigmentos fotosintéticos son los encargados de absorber la luz proveniente del sol, los cuales
estan ubicados en las membranas tilacoidales de los cloroplastos, la clorofila es el pigmento mas
importante en la fotosintesis ya que este, estd directamente relacionado en las reacciones que se
llevan a cabo en la fase luminica. Existen distintos tipos de clorofila, a, b, ¢ y d, las principales son
la clorofila a y clorofila b, donde la clorofila a es el pigmento implicado primordialmente en la
fase luminica, esta absorbe 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. Mientras
que la clorofila b transmite la energia absorbida a moléculas de clorofila a, por ello es que es

considerada un pigmento accesorio (Taiz & Zeiger, 2006).
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Los fotosistemas estan constituidos por grupos de pigmentos (clorofila a y b, entre algunos otros),
cada grupo consta entre 200 y 300 pigmentos, ademas de proteinas asociadas. Las reacciones
luminicas son activadas por una clorofila a la cual absorbe la energia de un foton para posterior
expulsar un electron a un receptor primario, a estos dos componentes se les da el nombre de Centro
de reaccion, no necesariamente la clorofila a del centro de reaccion tiene que captar los fotones
provenientes de la luz, sino que, los demas pigmentos accesorios canalizan la energia a la clorofila
a en el centro de reaccion actuando como complejos antena. A la fecha se han identificado dos
fotosistemas, el fotosistema Il y el fotosistema I. En el fotosistema II la clorofila a del centro de
reaccion se conoce como P680 esto porque absorbe mejor la luz a los 680 nm, en el fotosistema [
la clorofila a del centro de reaccion se le denomina P700, esto como su nombre lo indica, ya que

absorbe mejor la luz en una longitud de onda de 700nm (Murray, 2006).

Los dos fotosistemas en conjunto con el complejo de citocromos y el complejo de ATP-sintasa
son el sistema encargado del flujo de electrones en la fotosintesis, en primera instancia la energia
luminosa que llega al centro de reaccion de la clorofila a en el fotosistema Il energiza un electron
que es transmitido al receptor primario (feofitina), el electrébn que sale es sustituido por otro
proveniente de una molécula de H>O que es dividida por la enzima OEC, la feofitina manda los
electrones a la cadena de transporte de electrones (complejo proteico de citocromos) y de manera
indirecta se produce ATP por la 6smosis quimica producida por el flujo de electrones a través de
la ATP sintasa, la cual toma un fosfato inorganico y lo une al ADP, causando que los electrones
sean tomados por la plastocianina (PC) para mandarlos al Fotosistema I, en esta parte se toman los

electrones por la ferredoxina para la formacion de NADPH (Fig. 2) (Nelson & Junge, 2015).
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Figura 2. Esquema del flujo de electrones en la membrana tilacoidal para la obtencion de las moléculas energéticas
(McKee et al., 2016).

Ampliamente se ha documentado que los productos energéticos obtenidos de las reacciones
luminicas, son los que impulsan la segunda parte de la fotosintesis, para la fijacion de CO2 en
carbohidratos (Ciclo de Calvin), en esta fase se llevan a cabo las reacciones oscuras, denominadas
asi, ya que no dependen de la luz solar para llevarse a cabo, siempre y cuando obtengan los
productos de las reacciones luminosas que son el ATP y el NADPH de la fase I. En esta etapa el
CO; entra a través de los estomas de la planta para posteriormente introducirse al interior de la
célula hasta llegar al estroma del cloroplasto, una vez aqui comienza la fijacién del carbono (Taiz

& Zeiger, 20006).

El CO; que entra en el ciclo de Calvin es fijado por una enzima llamada Rubisco, la cual une
moléculas del carbono proveniente del CO» para formar una molécula mas compleja de 5 carbonos
(ribulosa-1,5-Bifosfato), en esta parte, dos moléculas de ATP energizan las dos moléculas de 3
carbonos (3-fosfoglicerato) al afiadir fosfatos y convertirlas en 1,3-bifosfoglicerato, posterior el
NADPH afiade electrones a los fosfatos de acidos grasos de tres carbonos para obtener uno de los
bloques mas importantes de la vida que es el gliceraldehido-3-fosfato (G3P). Un carbono del CO>

requiere al menos tres vueltas en el ciclo de Calvin para obtener una molécula de G3P, para que
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esta pueda abandonar el ciclo y dejar suficientes carbonos para que se regenere la molécula de 5
carbonos (ribulosa-5-fosfato) para de esta manera, continuar los procesos en el ciclo de Calvin.
Una vez el G3P fuera del ciclo de Calvin, es utilizado para la formacion de azucares de 6 carbonos,
como son la fructosa y la glucosa, que, a su vez, estos dos pueden formar la sacarosa, que esta
formada de 12 carbonos, la cual es el producto mas abundante de la fotosintesis, la cual juega un
rol crucial durante el crecimiento, el desarrollo, la transduccion de senales y la aclimatacion al

estrés del medio ambiente que afecta a las plantas (Fig. 3) (Murray, 2006).

AP
NADPH
3-PGA
RUBP H0
Ciclo de Calvin l
NADP*
G3p [AOP ]~

Azlcar

CO,

Membrana externa Estroma

Grana l

0,

Membrana interna

Tilacoide

Figura 3. Esquema general de las dos fases de la fotosintesis (Charles et al., 2015)

La fotosintesis regula la asimilacion de C en el ciclo de Calvin la formacion de carbohidratos
requeridos para el desarrollo vegetal y colateralmente en este proceso también afecta el sistema
antioxidante, en conjunto, ambos factores juegan un rol clave en la regulacion de sistemas de
sefializacion criticas del desarrollo vegetal, como la via de senalizacion de TOR (TARGET OF

RAPAMYCIN).
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1.11 Via de sefalizacion TOR (Target of rapamycin)

El ciclo de vida de las plantas consiste en diferentes etapas de crecimiento, en las cuales sufren
eventos desfavorables como lo es el estrés abiotico, la falta de nutrientes, temperaturas elevadas,
las sequias, la alta salinidad o déficit nutricional. Para poder combatir contra estas condiciones
adversas, las plantas han desarrollado mecanismos metabolicos intracelulares especificos durante
todo el crecimiento y desarrollo vegetal. La quinasa TOR, ha sido considerada un regulador clave

en el desarrollo de las plantas, animales, levaduras y algas unicelulares (Fu et al., 2020).

TOR es una proteina evolutivamente conservada en los eucariontes, estd implicada en la
integracién de factores hormonales y nutricionales que afectan el crecimiento de las plantas,
funciona como un interruptor maestro, que al activarse echa andar casi todos los mecanismos
anabolicos en las plantas, es activada por nutrientes y factores de crecimiento, mientras que es

inhibido por el déficit de carbohidratos o diversos tipos de estrés (Fig. 4) (Rodriguez et al., 2019).

Luz solar
Fotosintesis
Glucosa

Nutrientes
ROS

Inhanicion de

/ carbohidratos
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Sintesis de proteinas

Autofagia

Division celular Traduccién

Figura 4. Modelo propuesto de la via de sefializacion TOR (Pérez et al., 2017)

TOR es una proteina (Ser/Thr), perteneciente a la familia de las quinasas asociadas con la
fosfatidil-inositol-3-quinasa, de la que en mamiferos y levaduras forma parte central de los
complejos multiproteicos TORC1 y TORC2, mientras que en plantas solo se ha documentado la
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presencia del complejo TORCI1 (Pereyra et al., 2020). TORCI contiene la proteina TOR, RAPTOR
y LSTS, en tanto que TORC2 tiene TOR y RICTOR entre otras proteinas. Entre los procesos que
participa TORC1, se encuentra la regulacion de la transcripcion, la autofagia, el metabolismo
mitocondrial, la biogénesis, sintesis de proteinas y la division celular. Por otro lado, TORC2
modula la organizacion del citoesqueleto y la polarizacion de las células (Wu et al., 2019). En las
plantas, el estudio de TOR se ha estudiado principalmente en A. thaliana, de la cual se tiene un
enorme conocimiento, pero es crucial aumentar las investigaciones en distintos sistemas vegetales
para aclarar la funcién de TOR en distintos procesos de desarrollo en plantas y tener un panorama

mas extenso de todas las implicaciones que tiene este complejo proteico (McCready et al., 2020).

1.12 Interaccién de la via TOR y fotosintesis

La fotosintesis es el proceso anabolico mas importante en la planta, y en los ultimos afios, las
investigaciones sugieren que TOR juega un rol indispensable en la fotosintesis. En plantas donde
TOR es inhibido se muestran defectos severos en los cloroplastos y colateralmente en la
fotosintesis, los genes implicados en la fotosintesis suelen estar presentes en las vias anabolicas,
las cuales son rio abajo, posterior a la inactivacion de TOR (Dobrenel et al., 2016; Song et al.,

2021).

En A. thaliana la inhibicion de TOR por AZD8055 provocé la remodelacion de la expresion de
los genes asociados a la fotosintesis y a varias fitohormonas, provocando un desfase nutricional y
energético (Dong et al., 2015). Ademas, al inhibir TOR en Chlorella sorokiniana los genes
involucrados en la fotosintesis y la fijacion del carbono, se redujeron significativamente,
demostrando que TOR regula positivamente la fotosintesis (Li et al., 2022). Por otro lado, en
Chlamydomonas reinhardtii se encontré que la inhibicion de TOR perjudica el mantenimiento del
transporte de electrones mitocondrial inhibiendo de esta manera las transiciones de estado eficiente
entre los PSII y PSI (Upadhyaya & Rao, 2019). En otro estudio el que se estudio a C. reinhardtii
estos autores encontraron que la asimilacion fotosintética de CO, activa eficientemente TOR,

probablemente a través de la sintesis de aminoacidos centrales. Este subconjunto de aminoécidos
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regulados al alza incluia Glu, Gln, Ala, Val, Leu, Met, Gly y Pro, algunos de los cuales (Ala, Leu,
Glu, Gln) se encuentran entre los aminoacidos mas abundantes en Chlamydomonas (Mallén et al.,

2021).

1.13 Interaccion de la via TOR y sistema antioxidante

La relacion entre la via TOR y el sistema antioxidante en las plantas aun es escaso, pero se ha
documentado que en condiciones metabodlicas y de sefializacion desfavorables se producen las
ROS y un desequilibrio de ellas pueden ser muy téxicas para las plantas, para esto el glutation es
uno de los principales eliminadores de ROS no enzimaticos, en los tltimos estudios se descubrio
que Glc-TOR controla la sintesis de glutation (Rodriguez et al., 2019). Ademas, Speiser et al. 2018,
informo6 que TOR puede ser estabilizado por condiciones bajo estrés y de esta manera, ser activo
para la induccion de sintesis de glutation, para poder hacer frente a las condiciones adversas contra
el estrés oxidativo (Speiser et al., 2018). Por otro lado, se ha documentado que la acumulacion de
ROS generada por distintos tipos de estrés en las plantas, pueden desempefiar un papel antagdnico

a la via de sefializacion TOR.

1.14 Proteina S6K y su relacion con TOR

La proteina ribosomal S6 quinasa (S6K) ha sido ampliamente estudiada al ser un efector muy
importante del complejo TORCI, se conoce que TORCI fosforila y activa a S6K para llevar a
cabo funciones como controlar procesos celulares, sintesis de proteinas, crecimiento y tamafio
celular en respuesta a los nutrientes, energia y hormonas que los organismos captan del ambiente

en el que se encuentren (Magnuson et al., 2012; Schepetilnikov et al., 2013).

En un estudio con A. thaliana se encontrd que TOR integra la via de sefializacion de las auxinas
para conectar las vias hormonales y de nutrientes, también se ha demostrado que aguas abajo de
TOR, S6K media estas respuestas (Henriques et al., 2014). Aun se sigue estudiando como la via
TOR controla procesos clave en las plantas, como la biosintesis de proteinas, el crecimiento y
tamafio celular, la sefalizacion de las auxinas o la senescencia, sin embargo, se ha reportado que
una sobreexpresion de S6K1 aumenta el tamafio celular y afecta la homeostasis de la glucosa, al

ser esta fosforilada por TOR (Fingar et al., 2002; Van Leene et al., 2019).

17



1.15 Nanoparticulas y su relacion con TOR

A la fecha no se cuenta con estudios que demuestren que las nanoparticulas estan involucradas en
los mecanismos de la via TOR en plantas, aun cuando algunas investigaciones recientes he
innovadoras datan que las nanoparticulas pueden ser utiles para tratar algunos canceres en
mamiferos, ya que las nanoparticulas intervienen en mecanismos que modulan la actividad de

mTOR, sin embargo, no se tiene claro como se vinculan exactamente (Lunova et al., 2019).

En 2018, Xue y colaboradores trabajaron con nanoparticulas de TiO2 en Bombyx mori en donde
encontraron que TiO; estimula la via de sefalizacion Akt/Tor, junto con la fosforilacion de
proteinas, lo importante de este estudio fue localizar los sitios especificos de accion de TiOz en el
gusano de seda y de esta forma tener una perspectiva mas amplia en los estudios que tienen que

ver entre NPs y la via de sefializacion TOR (Xue et al., 2018).
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2 JUSTIFICACION

Se ha documentado que diversos hongos son capaces de modificar las propiedades fisicoquimicas
de los nanomateriales y pueden modificar su efecto en los sistemas bioldgicos. Lo anterior es
transcendental para la sintesis verde de nuevos nanomateriales que puedan ser utilizados como
insumos en la agricultura de forma segura. Sin embargo, a la fecha se desconocen los efectos de
las nanoparticulas biotransformadas en el desarrollo vegetal y los posibles mecanismos
involucrados en dichos procesos. Por lo que, en este trabajo de investigacion, se estudid la
capacidad de Trichoderma sp. para biotransformar MWCNTSs de origen sintético, naturales y a
base de biomasa residual, asi como el papel que estos juegan antes y después de su
biotransformacion en el desarrollo de maiz a través de sus efectos en procesos fotosintéticos y en

la via de senalizacién TOR.
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3 HIPOTESIS

Los MWCNTs naturales, sintéticos y nanoparticulas de rastrojo biotransformados por
Trichoderma sp. mejoraran el desarrollo de Zea mays L estimulando la actividad fotosintética y la

via de senalizacion TOR

4 OBJETIVOS:

41 OBJETIVO GENERAL:

Determinar los efectos de los MWOCNTSs naturales, sintéticos y de NPs de rastrojo
biotransformados en la estimulacion del desarrollo de Zea mays L, la tasa fotosintética y la via de

sefializacion TOR.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de los MWCNTs naturales, sintéticos y nanoparticulas de rastrojo
naturales y sintéticos biotransformados, en variables fenotipicas de crecimiento de Zea mays

L.

2. Evaluar el efecto de los MWCNTs naturales, sintéticos y nanoparticulas de rastrojo

naturales y sintéticos biotransformados, sobre la fotosintesis Zea mays L.

3. Evaluar los efectos de MWCNTs naturales, sintéticos y nanoparticulas de rastrojo, sobre la

via de sefalizacion de TOR en Zea mays L.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencién de nanoparticulas

MWCNTs sintéticos: Se utilizaron para este estudio MWCNTs de origen sintético con las siguientes
caracteristicas: didmetro exterior de 6 a 13 nm, didmetro interno de 2,0 a 4,0 nm, longitud de 2,5
a 20 um, un espesor de pared medio de 7 a 13 capas de grafeno y una pureza> 98% (Aldrich, Cat

698849).

MWCNTs naturales: Se utilizaron MWCNTs de origen natural obtenidos de muestras de madera
quemada de Pinus oocarpa de bosques en Michoacan, centro-oeste de México. Los MWCNTs
fueron recolectados y purificados de acuerdo con Lara-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.

Nanoparticulas de rastrojo: Se utilizaron nanoparticulas obtenidos por una modificaciéon del
método de spray pirdlisis himeda usando como precursor de carbono residuos de maiz (rastrojo)
y para generar condiciones andxicas se utilizo trementina mineral (aguarras). Para el presente
estudio, este material fue analizado previamente a su aplicacion, por los métodos de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier, espectroscopia Raman y microscopia electronica de

transmision.

5.2 Preparacion de cultivo fungico: Trichoderma sp.

Se inoculd Trichoderma sp. en caja Petri en un medio de Potato Dextrose Agar (PDA) por 7 dias
a 25° C. Posteriormente, se tomaron 3 discos de ~0.5cm? y se cultivaron en medio liquido papa
dextrosa. En matraz con medio liquido se suplementaron MWCNTSs naturales y sintéticos en
concentraciones de 10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 pg/mL y 40 pg/mL. Se incubaron a 30°C en agitacion

constante a 150 rpm durante 14 dias.
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Secado y pulverizacion de Trichoderma sp.-nanoparticulas

Después de 14 dias de crecimiento de Trichoderma sp. en medio liquido, se eliminé el total de
H>O en estufa a una temperatura de 75° C por 8 h. Posteriormente, en balanza analitica, se obtuvo
el peso seco fungico total para evaluar el efecto de las diferentes nanoparticulas en el crecimiento
de Trichoderma sp. Finalmente, se pulverizé el material seco con el hongo-nanomateriales en
molino orbital a una frecuencia de 15/s por 30 s para homogeneizar y reducir el tamafio de

particula.

5.3 Caracterizacion de nanoparticulas

Los MWCNTs y las NPs a base de carbono con y sin exposicion al crecimiento de Trichoderma

sp. (pulverizado), se caracterizaron por los siguientes métodos analiticos:

Las muestras se calcinaron a 650 °C por 3 h, posteriormente se realizd la caracterizacion de
nanomateriales para evaluar el efecto de Trichoderma sp. sobre los cambios estructurales de los

nanomateriales (Fig. 5).

. Espectroscopia Raman (Thermo Scientific)

. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Frontier FT-IR / NIR, Perkin
Elmer)

. Microscopia electronica de barrido (JEOL, model JSM-6390LV)
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Figura 5. Obtencion y caracterizacion de nanoparticulas a base de carbono

5.4 Bioensayos con maiz

Para el establecimiento de bioensayos con maiz y nanoparticulas, se utilizaron semillas de Z. mays
L de la variedad Chalquefio, las cuales se impregnaron durante 24 h con el indculo, de la siguiente
manera: 1) semilla + nanoparticulas expuestas al crecimiento del Trichoderma sp. por 14 dias. 2)
nanoparticulas sin exposicion al hongo y 3) nanoparticulas + biomasa fingica de Trichoderma sp.
cultivado sin nanoparticulas (mezclados) (pulverizado-secado), cada uno con las siguientes
concentraciones: 10 pg/semilla, 20 pg/semilla y 40 pg/semilla, posteriormente se cultivaron en
caja Petri con papel filtro, después de 3 dias. Se evalud el porcentaje y velocidad de germinacion

de las semillas 30, 42 y 54 h después de la siembra.

Posteriormente las semillas germinadas se trasplantaron en macetas de polipropileno con un
diametro de 12.5 cm y 25 cm de altura con agrolita previamente esterilizada 40 min a 121°C y
latm de presion, colocando 4 plantulas por maceta y se mantuvieron las plantulas en casa sombra
a temperatura de ~25° C durante 28 dias, mismas que fueron suplementadas con solucion nutritiva

de Steiner cada tres dias (Steiner, 1961).
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La cuantificacion de la clorofila se llevd a cabo por espectrofotometria a plantulas de 21 dias de

crecimiento.

Después de 28 dias de crecimiento, las plantulas se cosecharon y se eliminaron los residuos de
agrolita de las raices. Después, se midi6 la altura de las plantas y longitud de la raiz principal.
También se obtuvo el peso fresco de las plantulas en balanza analitica, posteriormente, las

plantulas se llevaron a secado en estufa a 60° C por 24 h para obtener el peso seco.

En la figura 6 se muestra el diagrama general del establecimiento de bioensayos de maiz y su

interaccion con nanoparticulas.
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FASE II Se analizaron mediante

Western Blot |
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Figura 6. Bioensayo de Zea mays y su interaccion con nanoparticulas cultivadas en caja Petri

Para evaluar la via de sefializacion TOR se realizo la extraccion de proteinas totales de los ejes
embrionarios de tres dias de desarrollo. Estos ejes embrionarios se pulverizaron con N liquido, al

polvo obtenido se le agregod buffer de extraccion de S6K, las muestras se llevaron a centrifuga a
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9500 G durante 30 min a 4° C, a continuacion, se obtuvo el sobrenadante para la cuantificacion de

proteinas totales mediante Técnica de Bradford.

Western Blot: Las muestras (10 ug de proteina) se separaron mediante geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS- PAGE) al 12%, para lo cual se utiliz6 el marcador de peso
de proteinas de Bio-Rad y la electroforesis se realizd a 140 volts durante aproximadamente una
hora. Una vez terminado el tiempo de la electroforesis, los geles se retiraron de las placas de vidrio
y se enjuagaron con agua desionizada para retirar los residuos del buffer de corrida y se
transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) por 60 minutos a 1 mA por
cm?2 de gel. Las membranas con las proteinas se incubaron con los anticuerpos primarios (IgG de
raton anti-S6K 'y IgG de raton anti-pS6K a una dilucion de 1:5000 con 5% de
polivinilpolipirrolidona) a 4°C con agitacion durante toda la noche. Posteriormente a la membrana
se le retird el anticuerpo primario y se realizaron lavados con T-TBS (2 con 1M y 2 con 0.15M)
por 10 minutos en agitacion y se le coloc6 el anticuerpo secundario (IgG de cabra anti-IgG de
conejo acoplado a peroxidasa a una dilucion de 1:5000 con 5% de polivinilpolipirrolidona) durante
dos horas en agitacion a temperatura ambiente, una vez terminado el tiempo, se realizaron lavados
con T-TBS 0.15M (3 lavados) por 5 minutos en agitacion y finalmente se realizé el revelado
usando luminol como sustrato (Li-cor) y mediante el equipo Chemi-Doc (Bio-Rad), las imagenes

fueron obtenidas y analizadas con el software Image Lab (Bio-Rad) (Fig. 6).

5.5 Disefio experimental

Para este trabajo de investigacion se realizd un disefio experimental completamente aleatorio, con
un control y 28 tratamientos, cada uno con sus correspondientes concentraciones de nanoparticulas

y extracto fungico, dispuestos como se muestra en la tabla 1:
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Tabla 1. Tratamientos para bioensayos con maiz expuesto a NPs de rastrojo, MWCNTs naturales
y sintéticos con y sin biotransformacion con Trichoderma sp

Control

IOI

—_
(=}

MWCNTS naturales

o
S

NO

S}
S

—_
S

NPs de rastrojo
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[\®}
(=]
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MWCNTSs sintéticos

o
S

[\S}
(=]

—_
(=}

MWCNTS naturales

o
S

Trichoderma sp + Nanoparticulas

[\S}
(=]

—_
(=}

NPs de rastrojo

40

Nota: Las plantulas fueron suplementadas con una solucion Steiner convencional cada tres dias.
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5.6 Las variables analizadas

-Biomasa seca de Trichoderma sp. cultivado en medio de cultivo suplementado con diferentes

concentraciones de MWCNTs naturales, sintéticos y nanoparticulas de rastrojo.

- Evaluacion de la velocidad y porcentaje de germinacion de las semillas de Z. mays en

bioensayo in vitro.

- Anélisis de la longitud de la raiz principal, altura de la planta y biomasa vegetal.

-Cuantificacion clorofila en plantulas por espectrofotometria.

- Fosforilacion de la proteina S6K por western Blot.

5.7 Analisis estadistico

Los resultados del peso seco flngico se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de una via

y las medias se compararon mediante las pruebas de LSD con p<0.05.

Para analizar la germinacion, se realiz6 un andlisis de supervivencia, adaptado a la germinacion
con distribucion binomial, para evaluar la trayectoria de las curvas de germinacion a través del
tiempo entre los tratamientos el andlisis se dividid por nanoparticula (MWCNTs sintéticos,

naturales y NPs de rastrojo).

Para el porcentaje y velocidad de germinacién se realizé un andlisis de varianza de una via y una
prueba de comparaciones multiples por medio de LSD, el analisis se divididé por nanoparticula

(MWCNTs sintéticos, naturales y NPs de rastrojo).

Los resultados de la longitud de la raiz principal, altura de la planta, biomasa vegetal y la
cuantificacion de clorofila se sometieron a un anélisis de varianza (ANOVA) de una via y las
medias se compararon mediante las pruebas de LSD con p<0.05, en el software Statistica Six

Sigma.
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6 RESULTADOS

6.1 Interaccion nanoparticula-Trichoderma sp.

Para evaluar los efectos de las NPs a base de carbono sobre el crecimiento de Trichoderma sp., se
evaluo el peso seco fungico. Los resultados mostraron que las nanoparticulas promovieron un
aumento de la biomasa fungica de Trichoderma sp. Se registr6 un aumento significativo de
biomasa fungica en los ensayos tratados con MWCNTSs sintéticos a concentracion de 10 y 30
ug/mkL, al igual que con los MWCNTs naturales en concentraciones de 10, 20 y 40 ug/mL, también
en los tratamientos de nanoparticulas de rastrojo a concentracion de 10, 20, 30 y 40 pg/mL se
mostrd un aumento significativo en la biomasa fingica con respecto al control con una media de
8.03 g/L siendo la concentracion de 20 pg/mL de NPs de rastrojo el mejor tratamiento con una

media de 10.99¢g/L (Fig. 7).
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Figura 7. Efecto de nanotubos de carbono y NPs de rastrojo en la biomasa de Trichoderma sp. en
bioensayo in Vvitro con agitacion continua durante 14 dias. n=3, los datos fueron analizados con
ANOVA-LSD con p= < 0.05, la barra representa el error estandar, letras distintas representan
diferencias significativas.

6.2 Caracterizacion de nanoparticulas

Para confirmar la biotransformacion de los MWCNTs sintéticos y naturales obtenidos de Pinus
oocarpa o a base de rastrojo a la exposicion de Trichoderma sp., las muestras fueron analizadas

por los siguientes métodos:
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6.2.1 Analisis de nanoparticulas por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

Los resultados obtenidos por FTIR mostraron en MWCNTs sintéticos pristinos los grupos
funcionales C-H a 1860 cm™, OH a 3692 y 2338 cm™ (Fig 8A). Al estar en contacto con
Trichoderma sp. se observa la pérdida de estos grupos y se detecta la formacion de C-H a 1397
cm’!(Fig. 8B), mientras que en los MWCNTSs naturales, se identific el grupo funcional C-O a
2165 cm!(Fig. 8C), al comparar esta nanoparticula con el FTIR de los MWCNTSs naturales
expuesto a Trichoderma sp, se observé la pérdida de este grupo funcional, mientras que se
generaron otros como C-O a 976 cm™, C-H a 698 y 1366 cm™!(Fig. 8D). Por el contrario, en las
muestras de NPs de rastrojo no se observo la pérdida de algiin grupo funcional (Fig. 8E), pero si

se detectaron otros grupos funcionales como C-O a 1122 cm’!, C-H a 2930 cm! (Fig. 8F).
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Nanoparticulas pristinas
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6.2.2 Analisis de nanoparticulas por Espectroscopia Raman

En las figuras 9-11, se muestran los resultados obtenidos por Espectroscopia Raman de los
MWCNTs pristinos y las NPs de rastrojo, asi como los cambios identificados en estas
nanoparticulas después de su exposicion al crecimiento de Trichoderma sp. Los resultados
obtenidos mostraron en todos los casos picos caracteristicos de los MWCNTs y del material
cristalino de carbono. Se identificaron los picos ~1350 y ~1600 cm™ que corresponden a las bandas

ID e IG, respectivamente.

Con esto se obtiene la relacion ID/IG en los que valores de ID/IG<1 indican que los nanomateriales
son mas 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 estas nanoparticulas
disminuyeron la cristalinidad, mostrando una mayor pérdida de cristalinidad donde se adicion¢ la
concentracion mas baja de MWCNTs, conforme se incrementod la concentracion de estas NPs la
pérdida de cristalinidad fue menor, sin embargo, en todos los casos se confirmd un efecto de

Trichoderma sp. sobre estas NPs.

En la figura 9, se muestran los espectros Raman de MWCNTs sintéticos sin biotransformar con un
valor de ID/IG = 1.11, que al exponerlos a Trichoderma sp. en concentraciones de 10, 20, 30 y 40
pg/ml, su valor aumenta conforme su concentracion disminuye llegando a un valor de ID/IG=
1.71. Enla figura 10, se observa la misma tendencia con los MWCNTs naturales sin biotransformar
con un ID/IG= 1.25, en los que también aumenta la perdida de cristalinidad conforme disminuye
la concentracion de MWCNTs obteniendo un valor de ID/IG=1.76 a la concentracion de 10 pg/ml.
Por otro lado, las NPs de rastrojo sin biotransformar obtuvieron un ID/IG= 1.45, este se encuentra
por encima de los ID/IG de los tratamientos con 20, 30 y 40 pg/ml, esto se debe a que la muestra
obtenida de NPs de rastrojo es una mezcla de carbon amorfo y NPs cristalinas. El carbon amorfo
presente en esta mezcla es susceptible a ser utilizado por Trichoderma sp como fuente de nutrientes
para su metabolismo. Por este motivo se encuentran valores por encima de las NPs pristinas ya
que el hongo en primera instancia utiliza el carbén amorfo, dejando las NPs cristalinas como tltimo

recurso (Fig. 11).
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MWCNTs Sintéticos
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Figura 9. Espectros Raman de MWCNTs sintéticos, con y sin biotransformacion con
Trichoderma sp., en un experimento in vitro con agitacion continua a 150 rpm/30°C por 14 dias.
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MWCNTs Naturales
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Figura 10. Espectros Raman de MWCNTs naturales, con y sin biotransformacion con
Trichoderma sp., en un experimento in vitro con agitacion continua a 150 rpm/30°C por 14 dias.
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Figura 11. Espectros Raman de NPs de rastrojo, con y sin biotransformacion con Trichoderma
sp., en un experimento in vitro con agitacion continua a 150 rpm/30°C por 14 dias.
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6.2.3 Analisis de nanoparticulas por microscopia electronica de barrido (SEM)

En la figura 12, se muestran las micrografias obtenidas por microscopia electroénica de barrido
(SEM) que permitieron evaluar los cambios estructurales de la morfologia y tamafio de los
MWCNTs y nanoparticulas de rastrojo al estar expuestos a Trichoderma sp. Las imagenes SEM
mostraron una clara biotransformacion de las nanoparticulas. Se observan cambios tanto en la
morfologia, como en el tamafio de los nanomateriales. Ademads, diferencias dependientes de la

concentracion de NPs que se suplemento.

Nanoparticulas biotransformadas

Control ’ 20(pg/ml) l 40(ug/ml)
& - sl o

MWCNTs MWCNTs
Sintéticos Naturales

NPs de
Rastrojo

Figura 12. Micrografias SEM de nanoparticulas de rastrojo y MWCNTs naturales y sintéticos
pristinos y biotransformados con Trichoderma sp. Obtenidas a 1.50Kv X10,000, la linea
representa escala 1um.
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6.3 Efecto de NPs biotransformadas en la germinacion de maiz

Los resultados del analisis de supervivencia adaptado a la germinacion con distribucion binomial

(X2=3.55, G.L. 10, P>0.05) para evaluar la trayectoria de la germinacion a través del tiempo

evaluando las curvas entre los tratamientos de MWCNTs sintéticos con y sin biotransformacion,

no se encontraron diferencias significativas.

Los resultados de germinacion de semillas impregnadas con MWCNTs sintéticos con y sin

biotransformacion, no mostraron diferencias significativas en la velocidad de germinacién, de

igual forma, en el porcentaje de germinacion a las 30 h tampoco hubo diferencias significativas de

los tratamientos de MWCNTSs sintéticos al compararlos con el control, en cambio a las 42 h hubo

diferencia significativa del porcentaje de germinacion en el tratamiento de 40 pg/semilla de

MWCNTs sintéticos + extracto fingico con un 93 %, comparado con el control que fue del 73 %

en semillas germinadas (Tabla 2).

Tabla 2. Germinacioén de maiz cultivado con 0, 10, 20 y 40 pg/semilla de MWCNTSs sintéticos

con y sin Trichoderma sp.

. Disposicion Nanoparticulas
Tratamientos de la )
Nanoparticula (ng/semilla)
Control No aplica 0
Trichoderma  No aplica 0
10
NTC Pristinos 20
40
10
MWCNTs NPs 20
Sintéticos Biotransformadas
40
Pristinos 10
+ 20

Extracto Fungico 40

Germinacion de semillas (%)

Tiempo después de la siembra

30h

47 ab
37b

47 ab
47 ab
40 ab
60 a

37b

40 ab
53 ab
43 ab
53 ab

42 h
73 be
67 bc
67 be
67 be
63 ¢
83 ab
83 ab
77 abc
63 c
80 abc
93a

Nota: Los datos se analizaron analizados con ANOVA-LSD con p=<0.05. n=30

Valores en la misma columna con letra diferente representan diferencias significativas.

54 h

97
97
93
97
100
100
97
97
93
97
100

Velocidad
de
germinacion
40.1 a
42.1a
414 a
409 a
41.6a
37.6a
40.1a
40.5 a
41.0a
39.7a
40.8 a
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Para los MWCNTs naturales con y sin biotransformacion, los resultados del andlisis mostraron

diferencia significativa entre los tratamientos (X?=20.76, G.L. 10, P=0.0027).

Los resultados de germinacion de semillas impregnadas con MWCNTSs naturales biotransformados

a concentracion de 10 pg/semilla mostraron diferencias significativas en la velocidad de

germinacion en comparacion al control, de igual manera, en el porcentaje de germinacion a las 30

h también hubo diferencia significativa de este mismo tratamiento con un 77 % se semillas

germinadas al compararlo con un 47 % del control, sin embargo, a las 42 h no hubo diferencias

significativas en el porcentaje de germinacion (Tabla 3).

Tabla 3. Germinacion de maiz cultivado con 0, 10, 20 y 40 pg/semilla de MWCNTSs naturales con

y sin Trichoderma sp.

Disposicion Nanoparticulas

Tratamientos de la

Nanoparticula (ng/semilla)

Control No aplica 0

Trichoderma  No aplica 0

10

NTC Pristinos 20

40

10

MWCNTs NTC 20
Naturales Biotransformados

40

NTC Pristinos 1l

+ 20

Extracto Fungico 40

Germinacion de semillas (%)

Tiempo después de la siembra

30h
47 bed
37 cd
37 cd
30d
30d
77a
67 ab
50 bed
43 cd
53 be
40 cd

Nota: Los datos se analizaron con ANOVA-LSD con p=< 0.05. n=30

Valores en la misma columna con letra diferente representan diferencias significativas.

42 h
73 abc
67 c
83 abc
70 be
80 abc
90 a
87 ab
67 c
80 abc
87 ab
90 a

54h

97
97
100
100
100
97
97
100
100
100
100

Velocidad
de
germinacion

40.1 be
42.1¢
39.6 abc
42.0 be
40.8 be
345a
36.9 ab
41.2 bc
39.2 abc
38.4 abc
41.2 bc
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Los resultados del analisis mostraron diferencias significativas (X*=31.41, G.L. 10, P=0.0005) en
la trayectoria de la germinacion a través del tiempo entre los tratamientos de NPs de rastrojo, con

y sin biotransformacion.

Los resultados de germinacion de semillas impregnadas con NPs de rastrojo + el extracto flingico
a concentracion de 40 pg/semilla mostraron diferencias significativas en la velocidad de
germinacion en comparacion al control. Por otro lado, en el porcentaje de germinacion a las 30 h
se encontraron diferencias significativas en los tratamientos de 20 y 40 pg/semilla de NPs de
rastrojo + el extracto fingico con un 73 % y 80 % de semillas germinadas al igual que el
tratamiento de 40 pg/semilla de NPs de rastrojo biotransformadas que fueron mayores al control
con un 47 %, en cambio en el tratamiento de 40 pg/semilla de NPs de rastrojo sin biotransformar
se encontr6 una disminucion significativa del porcentaje de germinacion con un 20 % en
comparacion al control. Para lo que fue las 42 h no se encontraron diferencias significativas (Tabla

4).

Tabla 4. Germinacion de maiz cultivado con 0, 10, 20 y 40 pg/semilla de NPs de rastrojo con y
sin Trichoderma sp.

Germinacion de semillas (%)

Disposicion Nanoparticulas Velocidad
Tratamientos de la ; Tiempo después de la siembra de
Nanoparticula (ng/semilla) germinacion
30h 42 h 54 h
Control No aplica 0 47 ¢ 73 a 97 40.1 be
Trichoderma  No aplica 0 37 cd 67 a 97 42.1¢
10 40 cd 83 a 97 39.7 abc
NPs Pristinas 20 30 cd 87 a 97 40.5 be
40 20d 83a 97 42.1¢
10 53 be 77 a 97 38.9 abc
Nanoparticulas | p; /. o rmadas 20 53 be 73a 97 39.3 abc
de Rastrojo
40 83a 83a 93 35.8 ab
NPs Pristinas 10 40 cd 67 a 93 422 ¢
+ 20 73 ab 77 a 100 36.0 ab

Extracto Fungico 40 80 a 87 a 90 34.2a

Nota: Los datos se analizaron con ANOVA-LSD con p= < 0.05. n=30

Valores en la misma columna con letra diferente representan diferencias significativas.
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6.4 Efecto de NPs en el desarrollo de maiz

En la figura 13A se muestran imégenes representativas de la raiz de maiz cultivadas con
nanoparticulas pristinas, es decir, sin biotransformar por Trichoderma sp. suplementadas en
concentraciones de 0, 10, 20 y 40 pg/semilla. Estas plantulas se conservaron en casa sombra

durante veintiocho dias después de la siembra para su desarrollo.

Los resultados sobre la influencia de estas nanoparticulas sobre la longitud de la raiz principal se
muestra en la figura 13B, en la cual se observa que la adicién de NPs sin Trichoderma sp. en maiz,
en concentraciones de 10 pg/semilla de MWCNTs sintéticos con 24.56 cm fue el tratamiento con
el mayor aumento significativo con respecto al obtenido en las plantulas control, con de 8.2 cm,
para los tratamientos suplementados con 20 y 40 ug/semilla de MWCNTs sintéticos también se
encontrd un aumento significativo con respecto al control, de igual forma para las NPs de rastrojo

y Trichoderma sp por si solo, obtuvieron resultados similares con aumentos significativos al
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Figura 13. Efecto de nanoparticulas sin biotransformacion en la raiz, a los 28 dias después de la siembra. A) Imagenes
representativas de la raiz, la barra de escala representa 10 cm. B) Longitud de la raiz principal.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=5

Letras distintas representan diferencias significativas.

40



compararlos con el control, para los MWCNTs naturales solo los tratamientos a concentracion de

20 y 40 pg/semilla generaron un aumento significativo en la longitud de la raiz principal.

En la figura 14A, se muestra el crecimiento de la raiz de maiz cultivadas con nanoparticulas
biotransformadas por Trichoderma sp. suplementadas en concentraciones de 0, 10, 20 y 40
pg/semilla y conservadas en casa sombra, veintiocho dias después de la siembra. Asimismo, en la
Figura 14B, se muestra el efecto de estas nanoparticulas biotransformadas por Trichoderma sp.
sobre la longitud de la raiz principal de plantulas de maiz; los resultados mostraron que en
concentraciones de 10 y 20 pg/semilla de MWCNTs naturales se alcanz6 una longitud de 28.92 y
29.34 cm fueron los tratamientos con el mayor aumento significativo con respecto al control con
una longitud de 8.2 cm, para el tratamiento a concentracion de 40 pg/semilla de MWCNTs
naturales también se encontré un aumento significativo con respecto al control, de igual forma
para los MWCNTSs sintéticos, NPs de rastrojo y Trichoderma sp., obtuvieron resultados con

aumentos significativos al compararlos con las plantas control.
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Figura 14. Efecto de nanoparticulas biotransformadas en la raiz, a los 28 dias después de la siembra. A) Imagenes
representativas de la raiz, la barra de escala representa 10 cm. B) Longitud de la raiz principal.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=5

Letras distintas representan diferencias significativas.
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En la figura 15A se muestra el crecimiento de la raiz de maiz cultivadas con nanoparticulas sin
biotransformar+ extracto fungico suplementadas en concentraciones de 0, 10, 20 y 40 pg/semilla
y conservadas en casa sombra, veintiocho dias después de la siembra. Asi mismo, en la figura 15B,
se muestra el andlisis de la longitud de la raiz principal de esta graminea. Los resultados mostraron
que la adicion de nanoparticulas + extracto fungico en maiz, en concentraciones de 10 pg/semilla
de MWCNTs sintéticos alcanzaron una longitud de 27.62 c¢m, siendo el tratamiento con el mayor
aumento significativo con respecto a la longitud de la raiz de las plantas control, con una longitud
de 8.2 cm, de igual manera con los MWCNTSs naturales, NPs de rastrojo y Trichoderma sp.,

obtuvieron resultados con aumentos significativos al compararlos con las plantas control.
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Figura 15. Efecto de nanoparticulas sin biotransformar + el extracto fingico en la raiz, a los 28 dias después de la
siembra. A) Imagenes representativas de la raiz, la barra de escala representa 10 cm. B) Longitud de la raiz principal.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=5.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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En la figura 16A, se muestran imagenes representativas del crecimiento de la parte aérea de maiz
cultivadas con nanoparticulas sin biotransformar por Trichoderma sp. conservadas en casa sombra,
veintiocho dias después de la siembra, mientras que en la figura 16B se muestra la altura que
alcanzaron estas plantulas. Se observo que la adicion de NPs sin Trichoderma sp. en maiz, en
concentraciones de 10 pg/semilla de MWCNTSs sintéticos con 22.44 cm de altura, 10 y 40
ug/semilla de NPs de rastrojo con 22.64 y 21.46 cm y Trichoderma sp. con una longitud de 21.38
cm fueron los tratamientos con el mayor aumento significativo con respecto a las plantas control,
que tuvo una altura de 17.72 cm, para el tratamiento a concentracion de 20 pg/semilla de

MWCNTs sintéticos también se encontré un aumento significativo con respecto al control.
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Figura 16. Efecto de nanoparticulas sin biotransformacion en la parte aérea, a los 28 dias después de la siembra.
A) Iméagenes representativas de la parte aérea, la barra de escala representa 10 cm. B) Longitud de la parte aérea.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=5.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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En la figura 17A, se muestran imagenes representativas del crecimiento de la parte aérea de maiz
cultivadas con nanoparticulas biotransformadas por Trichoderma sp. suplementadas en
concentraciones de 0, 10, 20 y 40 pg/semilla y conservadas en casa sombra, veintiocho dias
después de la siembra. Asimismo, se muestra el analisis del crecimiento. Los resultados mostraron
que la adicion de nanoparticulas biotransformadas por Trichoderma sp. en maiz, en
concentraciones de 20 pg/semilla de MWCNTs naturales con 30.54 c¢m, fue el tratamiento con el
mayor aumento significativo con respecto a la altura alcanzada por las plantas control, con una
longitud de 17.72 cm, para los tratamientos a concentracion de 10 y 40 pg/semilla de MWCNTs
naturales también se obtuvo un aumento significativo sobresaliente con respecto al control, con
26.56 y 26.90 cm respectivamente, de igual forma, en los tratamientos de 10 y 20 pg/semilla de
MWCNTs sintéticos, 20 y 40 pg/semilla de NPs de rastrojo y Trichoderma sp. se encontré un

aumento significativo con respecto a las plantas control (Fig.17B).
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Figura 17. Efecto de nanoparticulas biotransformadas en la parte aérea, a los 28 dias después de la siembra. A)
Imagenes representativas de la parte aérea, la barra de escala representa 10 cm. B) Longitud de la parte aérea.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=5.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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En la figura 18 A, se muestra el crecimiento de la parte aérea de maiz cultivadas con nanoparticulas
+ extracto fingico conservadas en casa sombra, veintiocho dias después de la siembra. Se observo
que la adicion de nanoparticulas + extracto fungico en maiz, en concentraciones de 20 pg/semilla
de MWCNTs sintéticos con 25.66 cm fue el tratamiento con el mayor aumento significativo con
respecto al control con 17.72 cm, para los demas tratamientos de MWCNTs sintéticos, MWCNTs
naturales y los tratamientos de 20 y 40 ug/semilla de NPs de rastrojo y Trichoderma sp. se encontro

un aumento significativo con respecto a las plantas control (Fig.18B).
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Figura 18. Efecto de nanoparticulas sin biotransformar + el extracto fingico en la parte aérea, a los 28 dias
después de la siembra. A) Imagenes representativas de la parte aérea, la barra de escala representa 10 cm. B)
Longitud de la parte aérea.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=5.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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6.5 Efecto de NPs biotransformadas en la biomasa de maiz

Se observo que la adicion de NPs sin Trichoderma sp. y Trichoderma sp. en maiz, estimul6 el
peso fresco, comparado con el control con un peso fresco de 1.01 g, siendo el tratamiento con 20
pg/semilla de MWCNTs sintéticos el que mostré el mayor aumento de peso, con 2.24 g, es decir,
mas del doble alcanzado en las plantas control (Fig. 19A); mientras que la exposicion de estas NPs
durante el crecimiento de Trichoderma sp. también estimularon el peso fresco a excepcion del
tratamiento con MWCNTs sintéticos a 40 pg/semilla, que no mostr6 diferencias significativas a
las plantas control, en donde el tratamiento con 40 pg/semilla de NPs de rastrojo con un peso
fresco de 2.07 gy MWCNTs naturales a concentracion de 20 pg/semilla con 2.06 g, fueron los de
mayor aumento con mas del doble comparados con el control (Fig. 19B). En cambio, la mezcla de
las NPs con micelio fingico + NPs sin biotransformar, solo se encontr6 incrementos significativos
en el peso fresco de esta graminea con MWCNTs naturales con sus respectivas concentraciones y
los MWCNTs sintéticos con el mayor aumento a concentracion de 20 y 40 pg/semilla con un peso

fresco de 1.81 y 1.82 g respectivamente (Fig. 19C).
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Figura 19. Efecto de nanoparticulas biotransfomadas en el peso fresco, 28 dias después de la siembra. A) Peso
fresco de NPs sin biotransformar. B) Peso fresco de NPs biotransformadas. C) Peso fresco de NPs + extracto
fungico.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=5.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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Peso seco (g)

Por otro lado, se observo que la adicion de NPs sin biotransformar en maiz, en los tratamientos de
20 pg/semilla de MWCNTs sintéticos y naturales se encontrdé un aumento significativo en el peso
seco con valores de 0.23 y 0.22 g respectivamente, en comparacion al control con 0.14 g (Fig.
20A); mientras que con las nanoparticulas biotransformadas, los tratamientos que estimularon el
peso seco fueron los MWCNTSs naturales a sus tres concentraciones probadas, siendo la
concentracion de 20 pg/semilla la de mayor aumento significativo en peso seco con 0.25 g, junto
con el tratamiento de 40 pg/semilla de NPs de rastrojo con 0.22 g, también en los tratamientos con
MWCNTs sintéticos a concentracion de 20 y 40 pg/semilla se encontré aumento significativos en
la biomasa seca en comparacion a las plantas control (Fig. 20B). Finalmente, al mezclar la biomasa
fingica con las nanoparticulas en maiz solo se encontrd incremento significativo en el peso seco
con MWCNTs sintéticos a concentraciones de 40 pg/semilla con una media de 0.17 g comparados

con las plantas control (Fig. 20C).
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Figura 20. Efecto de nanoparticulas biotransformadas en el peso seco, 28 dias después de la siembra. A) Peso seco
de NPs sin biotransformar. B) Peso seco de NPs biotransformadas. C) Peso seco de NPs + extracto fungico.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p=<0.05 la barra representa el error estandar. n=>5.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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6.6 Efecto de NPs biotransformadas sobre el contenido de clorofilas en maiz

La concentracion de clorofila A en los distintos tratamientos de maiz suplementados a 10, 20 y 40
pg/semilla de los nanomateriales a base de carbono se observd un aumento significativo en las
NPs sin biotransformar a la concentracion de 40 y 20 pg/semilla de MWCNTs naturales y NPs de
rastrojo a concentracion de 10 y 40 pg/semilla, siendo el de 40 pg/semilla el de mayor
concentracion con una media de 2.10 mg/g de clorofila A en comparacién a el control con 0.98
mg/g (Fig. 21A). En las NPs biotransformadas se observd un aumento significativo a las
concentraciones de 20 y 40 pg/semilla de MWCNTSs naturales en donde el tratamiento de 20
pg/semilla fue el de mayor concentracion de clorofila A con 2.22 mg/g, también en las
concentraciones de NPs de rastrojo y MWCNTs sintéticos a 20 pg/semilla se encontré un aumento
significativo con respecto al control (Fig. 21B). Para las nanoparticulas sin biotransformar + el
extracto fungico se observo un aumento significativo en todos los tratamientos con respecto al
control, excepto en los MWCNTs sintéticos de 10 pg/semilla, siendo los MWCNTs naturales a 20

pg/semilla con la mayor concentracion de clorofila A con 1.83 mg/g (Fig. 21C).

Por otro lado, la clorofila B en maiz en los tratamientos suplementados con NPs sin biotransformar
solo se observéd un aumento significativo con los MWCNTs naturales a concentracion de 20 y 40
pg/semilla en donde el de 20 pg/semilla con 0.74 mg/g de clorofila B, siendo el tratamiento de
mayor concentracion de esta clorofila comparado con el control, donde se obtuvo 0.25 mg/g de
clorofila B (Fig. 21D). Mientras que con la adicion de NPs biotransformadas se observd un
aumento significativo en los tratamientos con MWCNTs naturales en donde el tratamiento de 20
pg/semilla fue el de mayor concentracion de clorofila B con 0.87 mg/g, también en los MWCNTs
sintéticos a 20 pg/semilla se encontré un aumento significativo con respecto al control (Fig. 21E).
En contraste, las nanoparticulas sin biotransformar + el extracto fungico mostré un aumento
significativo solo en el tratamiento de 40 pg/semilla de MWCNTs sintéticos con una 0.47 mg/g,
al contrario, el tratamiento con 10 pg/semilla de NPs de rastrojo se causé una disminucion

significativa con 0.16 mg/g de clorofila B (Fig. 21F).
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Por lo tanto, en la concentracion de clorofila Total para los distintos tratamientos de maiz
suplementados a 10, 20 y 40 pg/semilla de las nanoparticulas a base de carbono sin biotransformar,
gener6 un aumento significativo a la concentracion de 40 y 20 pg/semilla de MWCNTSs naturales
y NPs de rastrojo a concentracion de 10 y 40 pg/semilla siendo el de 40 pg/semilla el de mayor
concentracion con 2.48 mg/g de clorofila total, en comparacion a la del control con 1.33 mg/g (Fig.
21G). Con la adicion de las NPs biotransformadas, se observo un aumento significativo en las

concentraciones de MWCNTs naturales donde a 20 pg/semilla se registro el mayor contenido de
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Figura 21. Efecto de nanoparticulas biotransformadas en la concentracion de clorofila A, By Total, 21 dias
después de la siembra. A) Clorofila A de NPs sin biotransformar. B) Clorofila A de NPs biotransformadas. C)
Clorofila A de NPs + extracto fungico. D) Clorofila B de NPs sin biotransformar. E) Clorofila B de NPs
biotransformadas. F) Clorofila B de NPs + extracto fungico. G) Clorofila total de NPs sin biotransformar. H)
Clorofila total de NPs biotransformadas. I) Clorofila total de NPs + extracto fungico.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p= < 0.05 la barra representa el error estandar. n=3.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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clorofila total, con 3.09 mg/g, es decir, con mas del doble al compararlo con la clorofila total
detectada en las plantulas control, también con la adicién de las distintas concentraciones de NPs
de rastrojo y MWCNTs sintéticos a 20 pg/semilla se encontré un aumento significativo con
respecto al control (Fig. 21H). Finalmente, en las nanoparticulas sin biotransformar + el extracto
fingico se observo un aumento significativo en todos los tratamientos con respecto al control,
excepto en los MWCNTs sintéticos de 10 pg/semilla, siendo los MWCNTSs naturales a 20

pg/semilla con la mayor concentracion de clorofila total con 2.24 mg/g (Fig. 211).

6.7 Efecto de nanoparticulas en la via de sefalizacion TOR-S6K

Para evaluar el efecto de las nanoparticulas a base de carbono sobre la activacion de la via TOR se
tomaron los ejes embrionarios de maiz a los 3 dias de desarrollo. Los resultados obtenidos
mostraron que al impregnar las semillas con NPs de rastrojo, MWCNTSs sintéticos y naturales
(pristinos y biotransformados), suplementadas en concentraciones de 0, 10, 20 y 40 pg/semilla
modificaron la actividad de la via de TOR-S6K, al detectarse una mayor fosforilacion de la
proteina S6K en distintos tratamientos, comparado con la actividad de esta proteina en el control.
También se tifio la membrana con Rojo de Ponceau para evidenciar la carga homogénea de
proteina en el gel (Fig. 22). Se observo un aumento considerable en los tratamientos con MWCNTs
naturales biotransformados en la expresion de la S6K fosforilada (Fig. 22 B), de igual forma en lo
que fueron los MWCNTs naturales + extracto fungico a concentracion de 10 y 40 pg/semilla (Fig.
22 By D). y sin biotransformar a concentracion de 40 pg/semilla (Fig. 22 B), para lo que fueron
los MWCNTs sintéticos no se encontr6 una diferencia notable en la actividad de la via (Fig. 22 D
y F), sin embargo, se observo una disminucion notable en el tratamiento de MWCNTSs sintéticos
+ extracto fungico a la concentracion de 20 pg/semilla (Fig. 22 F), finalmente en las NPs de
rastrojo de observo un aumento en la via TOR-S6K fosforilada en las NPs biotransformadas y NPs
+ extracto fungico (Fig. 22 H), al igual que en las NPs sin biotransformar a concentracion de 40

pg/semilla (Fig. 22 F).
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Figura 22. Efecto de nanoparticulas biotransformadas sobre la via de sefializacion TOR-S6K en maiz. A,C,Ey G)
Westerns-Blot de las proteinas S6K y S6K fosforilada de ejes embrionarios de 3 dias de desarrollo a diferentes
concentraciones de NPs de carbono. La membrana se tifio con Rojo de Ponceau como control de carga. B,D,Fy H)
Densitometria del western blot de la relacion de las proteinas S6K sobre S6K fosforilada, a diferentes concentraciones

de NPs de carbono.
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7 DISCUSION

Se han documentado estudios en los que se evalta la biotransformacion de MWCNTs por accion
oxidativa de diversas especies de hongos, en el que las enzimas fingicas modifican la estructura y
composicion de las nanoparticulas a base de carbono (Lalwani et al., 2014; Zhang et al., 2014;
Yangetal., 2018; Maetal., 2019; Juarez et al., 2021), lo que sugiere que al modificar su estructura
y composicion, colateralmente modificaran sus propiedades fisico-quimicas, por lo que los efectos
sobre el tejido vegetal serian distintos a los ya documentados para nanoparticulas pristinas. Una
parte del presente trabajo, fue llevar a cabo la caracterizacion de los nanomateriales expuestos a la
interaccion con Trichoderma sp., por medio de los analisis FTIR, espectroscopia Raman y
microscopia electronica de barrido, donde se confirmé que las nanoparticulas a base de carbono
fueron modificadas. Al encontrar defectos estructurales, como reduccion en el tamaifio de las NPs
y modificacion de 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, en tanto la banda G
representa el enlace sp? del carbono alrededor de los 1600 cm™ que corresponde a la cristalinidad
del material (Huang et al., 2003). Los andlisis de espectroscopia raman (fig. 9-11), mostraron que
se produjo una perdida generalizada de cristalinidad en los materiales, al interaccionar con
Trichoderma sp., asimismo, se observd que la pérdida de cristalinidad es dependiente de la
concentracion de NPs, siendo los de mas baja concentracion los mas susceptibles a la oxidacion
fungica, de igual forma se encontro la pérdida de cristalinidad con los MWCNTs naturales y las

NPs de rastrojo.

Los MWCNTs sintéticos se han utilizado en las ultimas décadas, como promotores del crecimiento
en distintos sistemas vegetales, con los cuales se han documentado efectos tanto positivos como
negativos (Tiwari et al.,2014; Khan et al., 2017; Joshi et al., 2018), en contraste con los MWCNTs
naturales, de los cuales hay poca informacion, sin embargo investigaciones pioneras han
documentado que presentan caracteristicas similares a los MWCNTSs sintéticos y en bioensayos
comparativos en plantas, en las que se evaluaron los efectos de los dos tipos de nanoparticulas, se
reportd que las naturales presentan efectos similares o mejores a los MWCNTs sintéticos (Lara et
al., 2017; Juarez et al., 2020). Sin embargo, poco se conoce en torno a los efectos de las NPs

sintetizadas a partir de rastrojo, utilizadas en este proyecto, en cambio se tiene basta informacion
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de los efectos de nanoparticulas a base de grafeno a las que se les atribuyen efectos benéficos en
el crecimiento vegetal, pero también efectos fitotéxicos (Anjum et al., 2014). En este trabajo, se
presentd los resultados sobre los efectos de las nanoparticulas de carbono biotransformadas por
Trichoderma sp., la nanoparticula por si sola, la combinaciéon del extracto fungico y la

nanoparticula en bioensayos dosis-respuesta en plantas de maiz.

Nuestros hallazgos mostraron que en semillas germinadas de Z. mays, la adicién de nanoparticulas
biotransformadas de MWCNTs naturales a concentracion de 10 y 20 pg/semilla, MWCNTSs
sintéticos a concentracion de 10 pg/semilla y NPs de rastrojo a concentracion de 40 pg/semilla, se
obtuvo un efecto en la emergencia temprana de la semilla al compararla con el control a las 30 h.
Por otra parte, en investigaciones recientes documentaron 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 oxido de grafeno en Vicia faba L. (Anjum et al., 2014); MWCNTs sintéticos en Zea mays L
(Tiwari et al., 2014); MWCNTs sintéticos en Triticum aestivum L. (Joshi, et al., 2018); MWCNTs
naturales en Eysenhardtya polystachya (Juarez et al., 2020). Estos efectos se han atribuido a una
mayor captacion de agua por las raices de la planta, en donde se ha documentado la estimulacion
de la formacion de pelos radicales y el engrosamiento radical permitiendo tener una mayor area de
superficie disponible para captar agua. En el presente estudio, se detectd la promocidn y desarrollo
en la raiz principal de maiz, en nanoparticulas de los MWCNTs naturales o sintéticos y NPs de
rastrojo. La adicion de nanoparticulas de carbono pristinas a distintas concentraciones, estimularon
la longitud de la raiz principal; mientras que la adicion de MWCNTs sintéticos o naturales, y NPs
de rastrojo biotransformadas estimularon la longitud de la raiz principal durante el crecimiento de
Trichoderma sp; en tanto la mezcla de MWCNTS naturales y sintéticos con micelio fngico, tuvo
efectos contrastantes en maiz. 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; Verma et al., 2019; Rahmani et al., 2020).

53



Por otra parte, la adicién de nanoparticulas sin biotransformar + el extracto fungico, NPs
biotransformadas y sin biotransformar a diferentes concentraciones favorecio la longitud de la
parte aérea de maiz. Esto sugiere que, la planta se beneficia al tener un area de contacto mayor,
para la obtencidén 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 maiz, 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
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 estd produciendo en las plantas
que evaluamos, donde la concentracion de clorofila total, en distintos tratamientos con y sin
biotransformacion y NPs mas micelio fingico, tuvieron aumentos significativos. Resultados
similares se han reportado, por ejemplo, Lu et al. (2020), encontré 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 MWCNTs 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.

En condiciones naturales, las nanoparticulas estan expuestas a microorganismos como 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 bioldgicos sugieren que, al biodegradarse los nanomateriales por accion oxidativa de los
hongos, estos se pueden hacer mas reactivos e inducir estrés oxidativo, ocasionando dafios en
organismos como los nematodos (Modugno et al., 2016; Vlasova et al., 2016; Chen et al., 2017).
Sin embargo, a la fecha, no hay evidencia documental en donde se evalien los efectos de
nanomateriales expuestos a biotransformacién y sus posibles efectos en la promocion del
crecimiento vegetal. Nuestros resultados mostraron que la adiciéon de NPs biotransformadas por
Trichoderma sp., estimuld el desarrollo de las plantas de maiz desde etapas tempranas del

desarrollo fenologico.
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Existen estudios que muestran los efectos negativos de la inhibicion de la via de sefializacion TOR
en los cloroplastos, lo que origina un dafio colateral en la fotosintesis (Dobrenel et al., 2016; Song
et al., 2021). Lo anterior sugiere, que una mayor eficiencia fotosintética esta asociada a una mayor
actividad de la via de sefializacion TOR-S6K. No obstante, a la fecha no se cuentan con estudios
que evaluen la actividad de la via TOR, en plantas que hayan sido impregnadas con nanoparticulas
a base de carbono, por lo que, en este trabajo, se realizo el analisis de esta via en busca de una
posible respuesta al efecto promotor del crecimiento de los MWCNTs sintéticos y naturales, asi
como las NPs de rastrojo sobre el maiz. Los resultados de nuestro trabajo muestran un incremento
en la fosforilacion de la S6K en distintos tratamientos, lo que indica una mayor actividad de TOR.
Los resultados anteriores concuerdan con investigaciones en mamiferos que documentan que las
nanoparticulas intervienen en mecanismos que modulan la actividad de mTOR (Lunova et al.,

2019), sin embargo, no se tiene claro coémo se vinculan exactamente.
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8 CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos en este trabajo de investigacion, demostraron la capacidad de
Trichoderma sp. para biotransformar las NPs bajo las condiciones experimentales que evaluamos.
Donde, ademas estas NPs, estimularon el desarrollo de este hongo. La biotransformacion incluyo
cambios en la estructura y caracteristicas de los nanomateriales a base de carbono. Esta
biotransformacion modificé e incremento la actividad en sistemas como las plantas, donde
contribuyeron a la promocion del crecimiento vegetal, desde estadios de germinacion, desarrollo
de partes aéreas como subterraneas y la biomasa de Zea mays L, al mismo tiempo que estimulan
la produccion de pigmentos esenciales del desarrollo vegetal como la clorofila. Por otro lado, se
estd aportando conocimiento nuevo que demuestra que estas nanoparticulas biotranformadas
participan en la actividad de la via de sefializacion TOR-S6K, y tienen una estrecha relacion con

la actividad fotosintética como mecanismo involucrado en la promocion del desarrollo vegetal.
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