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Evaluacion de nanotubos de carbono durante la multiplicacion in vitro de cafia de azlcar
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Los nanotubos de carbono tienen un roll importante en la biotecnologia vegetal con efectos sobre
el crecimiento y diferenciacion de células, tejidos, érganos y plantas completas. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de los nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM durante la
multiplicacion in vitro de cafia de azlcar (Saccharum spp.) utilizando un sistema de inmersion
temporal. La caracterizacion morfoldgica de NTCPM fue realizada en un microscopio electrénico
de transmision. Diferentes concentraciones (0, 50, 100, 200 mg L) de NTCPM fueron
adicionados al medio de cultivo liquido Murashige y Skoog en etapa de multiplicacion. A los 30
d de cultivo, se evaluaron diferentes variables de desarrollo, contenido de clorofila, porcentaje de
materia seca, porcentaje de carbono, contenido de macro y micronutrimentos. Los resultados
mostraron un incremento en el desarrollo de brotes de cafia de azucar en las concentraciones de
100 y 200 mg L"1% NTCPM. El contenido de clorofila increment6 en las concentraciones de 50 y
100 mg L% NTCPM; mientras que, el contenido de macro y micronutrimentos fue variable en
las diferentes concentraciones de NTCPM. Los resultados sugieren un efecto hormético,
caracterizado por una estimulacion en concentraciones bajas y una inhibicion para concentraciones
altas. En conclusion, el uso de NTCPM tuvo efectos fisioldgicos y bioquimicos durante la
multiplicacion in vitro de cafia de azlcar y pueden tener un uso potencial en otras especies de
interés agricola.

Palabras clave: cultivo in vitro, contenido de carbono, clorofila, macro y micronutriementos,
hormesis



Carbon nanotubes play an important role in plant biotechnology due to their effects on the growth
and differentiation of cells, tissues, organs and whole plants. This study aimed to evaluate the
effect of multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS) during in vitro multiplication of sugarcane
(Saccharum sp.) using a temporary immersion system. Morphological characterization of
MWCNTSs was carried out under a transmission electron microscope. Different concentrations (0,
50, 100, 200 mg L) of MWCNTSs were added to Murashige and Skoog liquid culture medium in
the multiplication stage. At 30 d of culture, different developmental variables, chlorophyll content,
dry matter percentage, carbon percentage, and macro- and micronutrient content were evaluated.
Results showed an increase in the development of sugarcane shoots at concentrations of 100 and
200 mg Lt of MWCNT. Chlorophyll content increased at concentrations of 50 and 100 mg L™ of
MWCNT, whereas macro- and micronutrient content was variable at the different MWCNT
concentrations. Results suggest a hormetic effect, characterized by stimulation at low
concentrations and inhibition at high concentrations. In conclusion, the use of MWCNTSs had
physiological and biochemical effects during in vitro multiplication of sugarcane and may have a

potential use in other species of agricultural interest.

Keywords: In vitro culture, carbon content, chlorophyll, macro- and micronutrients, hormesis.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia en la agricultura es importante para elaboracién nanopesticidas,
nanofertilizantes, nanoreguladores del crecimiento y nanomateriales para mejorar la produccién
agricola (Usman et al., 2020). Los nanomateriales se caracterizan por un ensamblaje ordenado de
sus atomos para formar estructuras en una escala manomeétrica de entre 1 a 100 nm (Shang et al.,
2019; Mali et al., 2020). Algunos ejemplos de nanoestructuras de carbén incluyen fullereno,
grafeno, nanoparticulas, nanofibras, nanoarcillas y nanotubos (Verma et al., 2019; Seleem y Zaidi,
2020). Los nanotubos de carbono (NTC) son laminas enrolladas de grafeno de forma cilindrica
hueca, los cuales se clasifican en nanotubos de carbono de pared simple (NTCPS) y nanotubos de
carbono de pared multiple (NTCPM) (Ahmad y Silva 2020; Paramo et al., 2020). A diferencia de
los NTCPS, los NTCPM tienen una mayor densidad, fuerza de tensién, conductividad eléctrica
(Shoukat y Khan 2021) y menor toxicidad en células vegetales (Samadi et al., 2021). Se han
descrito algunos efectos de los NTC en las plantas, teniendo mayor efecto sobre el desarrollo,
estado nutricional y la fotosintesis. Sin embargo, los efectos de los NTC en las plantas dependen
de la especie, el tipo de NTC, concentracion, etapa de desarrollo y las condiciones de cultivo
(Martinez-Ballesta et al., 2020).

Por otra parte, los efectos de los NTCPM en plantas solo han sido evaluados en cultivos
hidropénicos de brdcoli (Brassica oleracea L.), girasol (Helianthus annuus L.) y marihuana
(Cannabis sativa L.) (Martinez-Ballesta et al., 2016; Oloumi et al., 2018). Una alternativa para
estudiar con mayor exactitud los efectos de los NTC en plantas es mediante el cultivo in vitro de
tejidos vegetales. Esta técnica permite la manipulacion de células, tejidos, drganos o plantas
completas bajo condiciones asépticas y controladas. Recientemente se han reportado algunos
estudios sobre la administracion de NTCPM en cultivos in vitro de sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), pasto varilla (Panicum virgatum L.), tomillo (Thymus daenensis) y lirio africano
(Agapanthus praecox) (Pandey et al., 2018; Samadi et al., 2020; Ren et al., 2020). Sin embargo,
los efectos y mecanismos fisiologicos y bioguimicos de los NTC en plantas no han sido

completamente elucidados. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de los nanotubos de
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carbono (NTC) durante la multiplicacion in vitro de cafia de azUcar (Saccharum spp.) cv. Mex 69-

290 utilizando un sistema de inmersion temporal.

2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de nanotubos de carbono durante la multiplicacién in vitro de cafia de azucar

(Saccharum sp. cv. Mex 69-290) en inmersién temporal

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar de manera morfologica y morfométrica los nanotubos de carbono de pared

multiple utilizando un microscopio electrénico de transmision.

2. Evaluar el desarrollo explantes de cafia de azlcar durante la multiplicacion in vitro a
diferentes concentraciones de nanotubos de carbono.

3. Determinar el contenido de clorofila en brotes cultivados in vitro de cafia de azucar bajo
diferentes concentraciones de nanotubos de carbono.

4. Determinar el contenido de carbono en brotes cultivados in vitro bajo diferentes
concentraciones de nanotubos de carbono.

5. Determinar el contenido de macro y micronutrimentos en brotes in vitro de cafia de azUcar.

2.3 Hipdtesis

Los nanotubos de carbono de pared multiple, adicionados al medio de cultivo en diferentes
concentraciones, pueden tener respuesta fisiologica en la etapa de multiplicacion in vitro en el
cultivo de cafia de azucar utilizando biorreactores de inmersion temporal.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Cultivo de cafia de azUcar

La cafia de azucar (Saccharum spp.) es un cultivo de la familia de las Poaceaes que crecen en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo (Getnet, 2017; Bigott et al., 2019). Es originaria de
Asia, donde se cultiva desde hace méas de 4000 afios, llegd a México en la época de la Colonia; su
primera plantacion tuvo lugar en el estado de Veracruz que actualmente ocupa el primer lugar con

mas de la tercera parte de la produccion nacional (SADER, 2020).

Se caracteriza por su buena capacidad de adaptacion a suelos, clima, manejo, topografia, fertilidad,
manejo agrondémico y puede alcanzar una altura de entre tres y cuatro metros con un diametro de
5 cm (Ramirez-Cathi et al., 2014; Redae y Ambaye, 2018). Su desarrollo, inicia en germinacion y
emergencia, esta etapa empieza de los 7-10 dias después de la siembra, a los 35 dias después de la
plantacion, empieza el brote de varios tallos a partir de las articulaciones nodales de la base de los
tallos primarios; dando inicio a la etapa de amacollamiento, la cual es de las importante ya que
estd relacionada con el rendimiento. La etapa de crecimiento dependera de la variedad, la
temperatura y la humedad, durante la maduracion de este cultivo se da el proceso de sintesis y
acumulacion de sacarosa en los tallos, finalmente la etapa de cosecha la cual se refiere a la
recoleccion que se lleva a cabo entre los 11 y 16 meses de la plantacion, segun el desarrollo de la
variedad (temprana, media y tardia) (SADER 2019).

3.1.2. Clasificacion taxonémica

De acuerdo a Estrasburgo et al. (1988) la cafia de azlcar esta ubicada taxonémicamente de la

siguiente manera (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion Taxondmica de la cafia de azUcar

Taxones Clasificacion
Super-Reino Eucariota
Reino Plantae
Division Spermatophyta
Sub-Division Magnoliophyta
Clase Liliatae
Sub-Clase Lilidae
Orden Poales
Familia Poaceae
Sub-Familia Panicoideae
Tribus Andropogoneae
Sub-Tribus Saccharastrae
Género Saccharum
Especie Saccharum spp

3.1.3 Importancia del cultivo

La cafia de azucar es uno de los cultivos comerciales mas importantes principalmente por la
obtencion de sacarosa. Adicionalmente, de esta planta se pueden obtener mas de 200 productos,
coproductos, subproductos y derivados, incluyendo su uso en la biofabrica de nuevos productos
innovadores (Barnabas et al., 2015; Rivero et al., 2020; Zan et al., 2020).

Durante la zafra 2019/2020 en México operaron 50 ingenios, los cuales procesaron 49,274,468
toneladas de cafia bruta, obteniendo 5,278,320 toneladas de azucar, posicionandolo en el octavo
lugar a nivel mundial en produccion de azlcar y cafia molida (CONADESUCA, 2020). En México
hay 267 municipios rurales en 15 estados del pais, lo que genera un motor econémico y de
desarrollo que representa el 2.6% del Producto Interno Bruto (P1B) manufacturero, el 13.8% del
PIB agropecuario y el 11.6% del PIB en la industria alimentaria (CONADESUCA, 2020).
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3.1.4 Métodos de reproduccion

La cafia de azUcar tiene capacidad de reproduccion sexual y asexual. La propagacion en cultivos
comerciales se realiza mediante reproduccion asexual o técnicas vegetativas que asegura la
homogenidad en las caracteristicas fenotipicas de la plantacién (Hasner et al., 2019). Sin embargo,
para la reproduccion sexual, la floracion esta controlada por una serie de factores abidticos como
el fotoperiodo, la temperatura, la madurez y la humedad, que de manera simultanea restringe la
formacion de la semilla, por lo que el método de reproduccion de plantulas por la via asexual es el
mas usado, implicando la plantacién de esquejes de tallo de cafia aproximadamente de 8 a 12 meses
de edad cultivada con especial cuidado para tomarlos como semilla de cafia, los cuales pueden ser
tallos enteros o tallos cortados en segmentos mas cortos llamados conjuntos (Kaur y Sandhu, 2015;
Getnet, 2017).

3.1.5 Probleméatica

La agroindustria azucarera tiene grandes retos en materia de productividad y competitividad
(Rivera et al., 2010); el método de propagacion convencional con semilla vegetativa, aunque es
simple y rentable, no asegura el saneamiento y rejuvenecimiento de las variedades seleccionadas
en el campo (Bello-Bello et al., 2018), la multiplicacién tarda un afio en generar material de
siembra y no elimina las enfermedades que causan algunos virus (Barnabas et al., 2015).
Considerando que los productores requieren de una multiplicacién rapida, con suficiente cantidad
y semilleros puros de nuevas variedades, el cultivo de tejidos vegetales es una herramienta Util
para la multiplicacion masiva y obtener variedades de cafia de azlcar libres de enfermedades
(Criollo-Chan et al., 2016; Redae y Ambaye, 2018). Por lo antes mencionado se requiere el uso
del cultivo de tejidos vegetales, ya que es una herramienta biotecnoldgica que permite el
establecimiento de plantas libre de plagas y enfermedades, ademéas de la conservacion de los
recursos fitogenéticos, preservar la variabilidad genética de las poblaciones, el uso de cultivo de
tejidos vegetales es complementario para lograr la conservacion de los recursos genéticos de cafia
de azlcar (Bello-Bello et al., 2014).
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3.2 Cultivo de tejidos vegetales (CTV)

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una herramienta biotecnol6gica ampliamente usada en el
estudio de las plantas ya sea para su conservacion, manipulacion, saneamiento, propagacion de
células, tejidos, 6rganos y sus componentes bajo condiciones in vitro de plantas comestibles,
medicinales y ornamentales (Thorpe, 2007; Efferth, 2019), por lo que el cultivo de tejidos
vegetales impacta en la mejora de cultivos, la conservacion de germoplasma, estudios de genes
funcionales, micropropagacion, fitomejoramiento y en el rescate de especies amenazadas o en
peligro de extincion (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018; Bednarek y Ortowska, 2020). Una
alternativa para obtener un gran volumen de plantas a escala y en menor tiempo, es el uso de

técnicas como la micropropagacion, la cual nos garantiza plantas asépticas para el uso comercial.

3.3 Propagacion in vitro

Se conoce como propagacion invitro a la propagacion asexual de las plantas utilizando las técnicas
in vitro de cultivo de tejidos vegetales (Pérez et al., 1999). La micropropagacion es el método mas
prometedor de cultivo de tejidos para la multiplicacion y conservacion del germoplasma
(Chirumamilla et al., 2020), a partir de un fragmento llamados explante de una planta, se obtiene
plantas hijas genéticamente idénticas, denominadas clones (Castillo, 2004), Sea considerado una
de las técnicas de biotecnologia agricola mundial mas importantes para la generacion rapida de
material de alta calidad, uniforme y libre de enfermedades (Martinez-Estrada et al., 2017). Dentro
de las principales ventajas que provee el uso de esta técnica, es el desarrollo de un sistema de
propagacion clonal, independiente de las condiciones externas, con capacidad ilimitada de
reproduccién (dependiendo de la capacidad del laboratorio), reduccién de espacio y tiempo, asi
como la obtencion de plantas con calidad fitosanitaria (Hvoslef-Eide y Preil, 2005; Timoteo et al.,
2019). Dentro del proceso de micropropagacion diferenciamos varias fases o etapas (Pérez et al.,

1999) como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema general de la micropropagacion y sus fases de cultivo. a) seleccién de la planta
madre, b) establecimiento in vitro, ¢) multiplicacion del tejido, d) elongacién y enraizamiento, €)
aclimatizacion.

Etapa 0. Seleccion de planta madre: es una etapa de gran importancia en cual se seleccionan y
acondicionan las plantas madre para asegurar el éxito de la micropropagacion, partiendo
de una planta con caracteristicas deseables y vigorosas. En esta etapa se reduce los niveles
de contaminacidn microbiana, iniciando por sanear las plantas madre antes de la toma de
explantes, por lo que son trasladados a un ambiente semi controlado como es un

invernadero.

Etapa 1. Establecimiento in vitro: en esta etapa se selecciona el explante dependiendo de la especie,
la forma de multiplicacion y su sistema de propagacion ya sea por yemas 0 meristemos,
por otro lado, hojas, tallos o tejidos de plantas jovenes. Posteriormente se lleva un proceso

de esterilizacion.

Etapa 2. Multiplicacion de tejido: en esta etapa se realiza de manera concreta la micropropagacion

donde se obtiene un gran numero de brotes nuevos a partir de los explantes establecidos.

Etapa 3. Elongacion y enraizamiento: en esta etapa se forma el sistema radicular, puesto que
durante la etapa de multiplicacion los brotes en su mayoria carecen de raiz, por lo tanto,
poca probabilidad de adaptacion ex vitro. La formacion de raices es favorecida por auxinas
0 carbdn activado, de manera alternativa enraizamiento in vivo aplicando enraizador

comercial y manteniendo una alta humedad relativa.
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Etapa 4. Aclimatizacion: en esta etapa las plantas in vitro pasan a condiciones externas, para la
cual deben tomarse en cuenta caracteristicas importantes; humedad relativa alta,
incremento paulatino en la intensidad luminosa, trabajar bajo condiciones higiénicas para

el control de microorganismos.

A pesar de los beneficios de la micropropagacion convencional en medios semisélidos, también
implica altos costos de produccion causados principalmente por la mano de obra, el uso de agentes
gelificantes y la falta de automatizacion (Estrada-Martinez et al., 2019). Debido a lo antes expuesto
que se ha optado por usar sistemas semi automatizados para minimizar los costos de produccion,
aumentar las tasas de multiplicacion y reducir la cantidad de manipulacion, entre estos sistemas se

encuentran los Sistemas de Inmersién Temporal (SIT).

3.4 Sistemas de inmersion temporal (SIT)

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) son sistemas automatizados simples, disefiados para el
cultivo intensivo y en un entorno 6ptimo, mejorando la transferencia de nutrientes, gases y
propiciando la formacion de los brotes, brindando la maxima oportunidad para monitorear y
controlar las condiciones ambientales estrechamente relacionadas con la comercializacion de las
plantas micropropagadas (Watt, 2012; Georgiev et al., 2014). EIl uso de medio liquido durante la
micropropagacion, se considera la solucién ideal para reducir los costos de produccion e introducir
la automatizacién (San José et al., 2020). La frecuencia y duracion de la inmersion, el volumen
del medio liquido, el nimero de explantes, la aireacion y la ventilacion forzada son factores criticos
para optimizar la técnica de micropropagacion (Bello-Bello et al., 2019). Existen diferentes
modelos de SIT, por mencionar algunos: el Recipiente de Inmersion Temporal Automatizado
(RITA®, Alvard et al., 1993), Biorreactor de Inmersion Temporal (BIT®, Escalona et al., 1999),
Monobloc Advance Temporary Immersion System (MATIS®) (Etienne et al., 2013) y Biorreactor
SETIS™ (Vervit, 2020) (Figura 2).
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Figura 2. Modelos de sistemas de inmersion temporal (SIT). a) biorreactor SETIS™, b)
Biorreactor de Inmersién Temporal (BIT®), c) Recipiente de Inmersion Temporal Automatizado
(RITA®), d) Monobloc Advance Temporary Immersion System (MATIS®).

3.4.1 Biorreactor de inmersion temporal (BIT)

El biorreactor de inmersion temporal BIT es un sistema de multiplicacion rapido, econdmico y
eficiente, que genera plantas de alta calidad (Escalona et al., 2003) ya que promueve procesos
fisiologicos tales como la fotosintesis, la respiracion, el desarrollo de la clorofila, y el
funcionamiento de las estomas, lo que favorece el desarrollo durante el proceso de aclimatizacion
(Luy Merkle, 2020).

El BIT como se muestra en la Figura 3, estd constituido por dos recipientes de vidrio transparente:
uno para cultivo de plantas y otro como deposito para medio liquido. Los dos contenedores estan

conectados por tubos de silicona. En cada caso, el flujo de aire pasa a través de filtros hidr6fobos
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con el objetivo de mantener un sistema estéril dentro de los contenedores. La presion positiva de
un compresor de aire empuja el medio de un recipiente a otro para sumergir las plantas por
completo. El flujo de aire se invierte para retirar el medio del recipiente de cultivo. Los
temporizadores electronicos controlan la frecuencia y la duracion del periodo de inmersion y las
valvulas solenoide de tres vias con operacion de encendido / apagado (Etienne et al., 2013; Rivero
et al., 2018).

Air pump
Regulator valve

IH®

Solenoid valve
3 Hydrophobic air filter

L)

< >

Figura 3. Funcionamiento del biorreactor de inmersion temporal (BIT). 1) los explantes y el medio
de cultivo se encuentra de manera independiente, 2) el medio de cultivo pasa al frasco con los

explantes, 3) después de un periodo de tiempo el medio de cultivo regresa a su frasco original
(Escalona et al., 2003).

3.4.2 BIT en caria de azlicar
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La propagacién in vitro de cafia de azlcar es una alternativa de gran beneficio para obtener un
numero elevado de plantas en corto tiempo. Se ha potenciado la micropropagacion de la cafia de
azucar mediante el uso de SIT que mejoran la tasa de propagacion, la calidad morfolégica de los
brotes y supervivencia ex vitro (Rivero et al., 2020). Sin embargo, Estrada-Martinez et al. (2017)
recomiendan hasta ocho subcultivos para la propagacion in vitro de Saccharum spp. en IT, ya que
a medida que aumenta el nimero de subcultivos, disminuye gradualmente el nimero de brotes y

su longitud.

Da Silva et al. (2020) reportaron que el uso de BIT para la produccion de plantulas de cafia de
azucar, cafia energética y otro germoplasma silvestre de cafia de alta calidad, simplificando el
método de micropropagacion, ya que se produjeron en promedio, alrededor de 300 plantulas por
biorreactor, las plantulas provenientes de biorreactores desarrollaron sistemas de raices y
presentaron una calidad superior en comparacion con las enraizadas en sistemas con medio
semisolido. Yang et al. (2020) report6 que incremento la tasa de multiplicacion a mas de 40 veces
en un subcultivo. Por otra parte, los altos contenidos de compuestos fendlicos durante la
micropropagacion con BIT en cafia de azUcar han mejorado el desempefio de la planta durante su
adaptacion en condiciones ex vitro (Arencibia et al., 2008), esto se debe a que la micropropagacion
de la cafia de aztcar en BIT es rica en CO2 lo que induce una condicion mixotrofica adecuada para
la produccion de metabolitos fendlicos naturales (Bernal et al., 2008).

La micropropagacion de cafia de azlcar en BIT ha sido una herramienta para el estudio de
nanomateriales como lo son las nanoparticulas de plata (AgNP), mostrando diferencias
significativas en la multiplicacion y elongacion de los brotes entre las dosis evaluadas (Bello-Bello
etal., 2017), es por eso que la micropropagacion esta aliada con distintas tecnologias para mejorar
su produccion, la automatizacion ha facilitado los trabajos para la obtencion de material vegetal,
sin embargo, existe otras ciencias como la nanotecnologia que ha convertido en una herramienta

para las innovaciones tecnologicas.

3.5 Nanotecnologia

La nanotecnologia es un area tecnologica que permiten la manipulacién controlada, al estudio de

estructuras y dispositivos con escalas de longitud en el rango de 1 a 100 nanémetros (McNeil,
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2005; Bhushan, 2017). Las propiedades fisicas y quimicas Unicas de los nanomateriales pueden
explotarse para aplicaciones que beneficien a la sociedad (Lira et al., 2018)

La nanotecnologia ha traido grandes avances tecnoldgicos-cientificos beneficiando a distintos
sectores entre los que se encuentra el sector de la agricultura, beneficiandola en la deteccién de
patdgenos, mejorando la absorcion de agua y nutrientes en las plantas. Las nanoparticulas (NPS)
son usadas para mejorar la eficiencia de los plaguicidas en el campo, reduciendo su volatilizacion,
lixiviacién, ademas de reducir la toxicidad y contaminacion de los agroecosistemas (Shang et al.,
2020), en la figura 4 se muestran otros usos innovadores de las nanotecnologias en la agricultura

beneficiando a la sostenibilidad alimentaria y ambiental.
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Figura 4. Aplicaciones de la nanotecnologia en agricultura (Shang et al., 2019). Modificado a

espanol.

Entre la linea reciente de innovaciones tecnologicas, la nanotecnologia ocupa una posicion
prometedora en la agricultura y la produccién de alimentos. La nanotecnologia permite avances s

en la investigacion agricola, como la reproduccion ciencia y tecnologia (Taha et al., 2016).

Los nanomateriales han sido utilizados en diferentes cultivos de interés agronémico, donde sefialan
que tienen efectos positivos en la germinacién, asi como en el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Las nanoparticulas de plata (AgNP) en estevia (Stevia rebaudiana) promovio la
produccion de brotes y longitud por explante (Castro et al., 2019) y reduccién de contaminacion
en vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) (Spinoso-Castillo et al., 2017). Paret et al.
(2013) reportaron que las particulas de 6xido de titanio (TiO2) en escala nanométrica tiene efectos
antimicrobianos, otro ejemplo es el uso de nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM) que
indujeron al crecimiento celular, la expresion de genes relacionados con la division celular (Cyc
B), formacién de la pared celular (NtLRX1) y transporte de agua (NtPIP1) (Khodakovskaya et al.,
2012).

Sin embargo; no existen reportes sobre su uso de los nanomateriales como lo son los nanotubos de

carbono en el cultivo in vitro de cafa de azucar.

3.6 Nanotubos de carbono (NTCYS)

Los nanotubos de carbono son estructuras cilindricas de diametro nanométrico, su observacion
experimental empezd en 1991 por lijima, aunque los primeros trabajos fueron Ilamados nanotubos
de carbono de paredes multiples, fue hasta 1993 el descubrimiento de nanotubos de carbono de
pared simple (Dresselhaus et al., 1995; Popov, 2004). Se ha demostrado que los nanomateriales
son de gran importancia debido a sus propiedades térmicas, mecanicas, eléctricas, y quimicas
(Martinez-Ballesta et al., 2017).
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La estructura de los NTC de pared simple y pared multiple (Figura 5) consta de enlaces puros de
carbono unidos por un enlace covalente hibrido sp2, estan formados por el angulo de enrollamiento

respecto a los hexadgonos formados por los enlaces de carbono (Balandran-Quintana et al., 2008).

Figura 5. Estructura de los nanotubos de carbono, a) nanotubos de carbono de pared multiple b)

nanotubos de carbono de pared simple.

Los nanotubos de carbono de pared simple estan compuestos por una hoja enrollada de grafeno,
mientras que los nanotubos de carbono de paredes multiples estdn compuestos por varias hojas de
grafeno enrolladas en cilindros concéntricos (Ahmad y Silva, 2020; Paramo et al., 2020). Los
nanotubos de carbono (NTC) tienen algunas propiedades fisicas lo que le otorga usos potenciales
en multitud de campos (Shoukat y Khan, 2021), pero la investigacion de sus efectos en las plantas

es muy escasa, por lo tanto, es necesario investigar a fondo la interaccion con las plantas.

3.6.1 Los nanotubos de carbono en la agricultura

La agricultura ha jugado un papel clave en el desarrollo de la civilizacion humana, el sector
agricola se enfrenta desafios globales; cambio climatico, baja productividad, perdida de fertilidad

del suelo, deficiencia de macro y micronutrientes, reduccion de tierras agricolas y reduccion en la
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disponibilidad agua, cuestiones relacionadas con el medio ambiente como el aumento de residuos
de plaguicidas (Acharya et al., 2020).

La nanobiotecnologia y la nano agricultura con las investigaciones que incluyen los
nanomateriales de carbono causan efectos en el manejo agricola de los cultivos. Liné et al., (2021)
reportaron impactos positivos en colza (Brassica napus) en donde se observé el aumento de mas
del 50% en la biomasa foliar y la superficie area, mientras que la clorofila tuvo un aumento de 29
% en plantas de pepino Cucumis sativus).

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que los nanotubos de carbono, a bajas
concentraciones, estimulan el desarrollo vegetal, también Ilamado efecto hormético u hormesis.
La hormesis se refiere a un fendmeno de dosis-respuesta caracterizado por una estimulacion a
dosis baja y una inhibicién a dosis alta (Agathokleous et al., 2019). Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) estan asociadas a la hormesis debido a que son moléculas de sefializacion que
desencadenan diferentes procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares sobre el desarrollo
vegetal; sin embargo, la producciény acumulacién en exceso de ROS resulta toxico para los tejidos
vegetales (Jalal et al., 2021). Los nanotubos de carbono, a altas concentraciones, pueden inducir
estrés oxidativo, por lo tanto, la produccion de ROS, que en altas concentraciones ocasionando
una disminucién de la proliferacion celular, lo que eventualmente conduce a la muerte celular (Tan
et al., 2009). De acuerdo a Majeed et al., (2020), los nanotubos de carbono tienen efecto el
alargamiento de las raices, crecimiento temprano, aumento de la biomasa, cambios en las
funciones metabdlicas y desarrollo de la planta (Majeed et al., 2020); sin embargo, esto depende
de la concentracion utilizada y sensibilidad en cada especie (Sadami et al., 2021). Se ha reportado
que los nanotubos de carbono, a bajas concentraciones, tiene efectos positivos durante el desarrollo
en especies como satureja (Satureja khuzestanica), mostaza (Sinapis alba), albahaca (Ocimum
basilicum (Ghorbanpour y Hadian, 2015; Polischchuk et al., 2020; Gohari et al., 2020). Esta
relacion entre la concentracion de NTCPM vy la respuesta de la planta, esta relacionada con el
efecto hormético.

Aunque estos efectos se han demostrado para diferentes especies, los mecanismos subyacentes y
las implicaciones para la seguridad alimentaria deben recibir rigurosas investigaciones. La mayoria
de los estudios centrados en el efecto de los NTC de pared mdaltiple en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, se han utilizado con cultivos en suelos, medios de cultivo hidroponicos o agar como
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sustratos de crecimiento (Zaytseva y Neumann, 2016). Su uso en cultivo de tejidos vegetales

podria mejorar el estudio para conocer los efectos que tiene sobre los distintos tejidos.

3.6.3 Los nanotubos de carbono en cultivo de tejidos vegetales

Los nanotubos de carbono han sido estudiados principalmente con la ayuda del cultivo de tejidos

vegetales, ya que se pueden estudiar bajo condiciones controladas los efectos que estos tienen

sobre los diferentes cultivos.

En la Tabla 2 se exponen algunos estudios sobre los efectos positivos que tienen los nanotubos de

carbono de pared multiple.

Tabla 2. Estudios que demuestran los efectos positivos de los nanotubos de carbono de pared
multiple plantas in vitro.

Tipo de | Caracteristicas | Planta Resultados Referencia
Nanotubos modelo
NTCPM Pureza del 98% | Tomate Penetrabilidad de los NTC en la | (Khodakovskaya
a base de| (Solanum testa de la semilla. Aumento de | et al., 2009)
carbono lycopersicu | la tasa de germinacién vy
m) crecimiento.
NTCPM Pureza del 99% | Trigo Se observd mayor crecimiento | (Wang et al.,
a base de| (Triticum de raiz y biomasa vegetativa. 2012)
carbono, OD 9 | aestivum)

Longitud 6-13
nm 9 2,5-20

um
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NTCPM Pureza de | Tabaco Los NTCPM tienen la | (Khodakovskaya
~97%, (Nicotiana | capacidad de mejorar el | etal., 2012)
diametro tabacum) crecimiento del cultivo de
promedio de 20 celulas de tabaco (aumento del
nm y 55-64% sobre el control) y la
longitudes que regulacion positiva de los genes
requerian 500 involucrados en la division
nmalpm celular / formacion de la pared

celular y el transporte de agua.

NTCPM Diametros en | Cebada Estimula la expresion de genes | (Lahiani et al.,
un rango de 15 | (Hordeum | del canal de agua (acuaporinas) | 2013)

a 40 nm vulgare) que juegan un papel critico en

Maiz germinacion de semillas.
(Zea mays)

Soya

(Glycine

max)

NTCPM Pureza > 95% | Maiz Mejora la germinacion de las | (Tiwari et al,
a base de (Zeamays) | plantulas en concentraciones | 2014)
carbono, DO 6- bajas, pero lo reduce en
9nm, L5pum. concentraciones mas altas.

NTCPM Didmetro 110- | Palma En la etapa de embriogénesis, | (Taha et al,
170 nm, (Heliconia | los NTC aumentaron el numero | 2016)
longitud 5-9 chartacea | de embriones germinados,

Hm CV. Sewy) numero de raices y mejoraran

significativamente la longitud
de los brotes y el nimero de
hojas en la etapa de

alargamiento.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del &rea de trabajo

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Colegio de
Postgraduados campus Cdérdoba, Ver. Coordenadas, 18° 51° 20°” Norte, 97° 8’ 23"’ Oeste.

4.2 Estrategia experimental

Material vegetal (Cafa de azucar cv. Mex 69-290)

Establecimiento de material vegetal

Multiplicacion in vitro en medio semisélido

Caracterizacion de nanotubos de carbono

Multiplicacién en inmersion temporal + NTC de pared multiple

|
! ! ! !

OmglL? 50mg Lt 100 mg L 200 mg L1

|
Variables de desarrollo

Contenido de clorofila




Contenido de carbono (C)

Contenido de macronutrientes y micronutrientes

Analisis estadistico

4.3 Caracterizacion de nanotubos de carbono de pared multiple

Se utilizaron nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM), (CAS: 308068-56-6) (Sigma-
Aldrich® Chemical Company, MO, USA). Los nanotubos (1 mg de NTCPM) fueron disueltos en
1 mL de isopropanol (Sigma-Aldrich®) y dispersados en dos ciclos de agitacion de 10 minutos
(Super Mixer, LAB LINE; Melrose Park, IL, USA) y 2 ciclos de sonicacién (Ultrasonic equipment,
PS-20A, Shenzhen Jie Tai Co., LTD; Guangdong, China) a 40 KHz, por 10 min a 25 °C. La
caracterizacion morfoldgica de los nanotubos fue realizada en un microscopio electronico de
transmision (TEM) (Morgagni M-268, Philips/FEI, EI, NL). La muestra de NTCPM fue tomada
en una alicuota de 5 pL (1 mg de NTCPM /10 mL y depositadas en una rejilla de cobre con malla
200 mesh recubiertas con formvar/carbén. El secado de la muestra se realizd a temperatura
ambiente por 5 min. Las condiciones de operacion del microscopio fue alto voltaje de 80 Kv (HV),
en baja magnificacion a 14,000X y alta magnificacion a 200,000X, presion de trabajo de la
columna: 5 x 1072 Pa (5 x 107° Torr). Todas las micrografias fueron capturadas en formato .tiff

con un tamafo de 1376x1032 pixeles en formato de escala de grises.

4.4 Establecimiento de explantes cafia de azUcar in vitro

Para el establecimiento de los cultivos in vitro se colecto el apice de un tamafio aproximado de 30
cm provenientes de plantas de cuatro meses de edad. Los apices se redujeron a una longitud de 15
cmy se colocaron en termo hidroterapia en un bafio termostatico con circulacion (Ecoshel, SC-15;
TX, USA) a 50 °C durante 20 min. Posteriormente, en una campana de flujo laminar los apices se
redujeron a 1.5 cm, se enjuagaron durante cinco minutos en una solucion al 10% (v/v) de cloro

comercial Cloralex™ (Industrias Alen, S.A. de C.V.; NL, Mexico) (5% de i.a.) con tres gotas de
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Tween 20® (Sigma-Aldrich®) por cada 100 mL de agua. Los apices se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril. Finalmente, los explantes se colocaron individualmente en tubos de ensayo
que contenian 10 mL de medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 30 g L™! de
sacarosa sin reguladores de crecimiento. EI pH del medio de cultivo se ajust6 a 5.8, se afiadid
0.25% (w/v) Phytagel™ (Sigma-Aldrich®) como agente gelificante y se esterilizé en la autoclave
durante 15 min a 120 °C y 115 kPa. Los explantes se incubaron a 24 £ 2 °C, bajo irradiancia de 40
+5 umol m2 sy un fotoperiodo de 16 h de luz. Después de una semana de cultivo, los apices se
transfirieron para la fase de multiplicacion a medio MS suplementado con 30 g L ™! sacarosa, 1 mg
L' kinetina (KIN), 0.6 mg L' Acido indoloacético (AlA) y 0.6 mg L™! Bencilaminopurina (BAP).
Todos los reactivos fueron Sigma-Aldrich®. Después de tres subcultivos (30 d cada uno) en fase
de multiplicacion en medio semisdlido, se tomaron brotes como fuente de explante para los

experimentos con NTCPM

4.5 Aplicacién de nanotubos de carbono en cultivos in vitro

Para la multiplicacion in vitro se utilizé medio liquido MS de multiplicacion. Los NTCPM fueron
administrados al medio de cultivo liquido en diferentes concentraciones (0, 50, 100, 200 mg L ™).
Se emplearon biorreactores de inmersion temporal con capacidad de 1000 mL, se aforaron a 500
mL de medio de cultivo y se esterilizaron a 120 °C por 20 minutos. Se utilizaron 10 explantes por
frasco los cuales se cortaron de dos brotes fusionados de la base con longitud de 2 cm. El tiempo
de inmersion fue de 2 min cada 8 h durante 30 dias. Las condiciones de incubacion fueron las

mismas descritas anteriormente.

4.6 Evaluacion del contenido de macro y micronutrimentos

Para determinar el contenido de macro y micronutrimentos, las muestras se secaron a 70 °C en una
estufa de secado por 72 h y fueron pulverizadas en un blender (Oster 6832, MKE, WI, USA). Las
muestras se sometieron a una digestion himeda en una mezcla de &cidos perclorico y nitrico en
relacion 2:1 (v/v), de acuerdo el protocolo descrito por Alcantar y Sandoval (1999). Para
determinar las concentraciones de macronutrimentos (P, K, Ca, Mg y S) y micronutrimentos (B,
Cu, Fe, Mn, Ni y Zn), los extractos fueron analizados por espectrometria de emision oOptica de
induccién por plasma acoplado (ICP-OES, Varian 725-ES, Agilent; Mulgrave, Australia). La
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concentracion de N se determin6 mediante el método semi-microkjeldahl de acuerdo al protocolo

descrito por Bremner (1965).

4.7 Cuantificacién del contenido de carbono

El contenido de C se determino segun el método de Walkley-Black (1934). Muestras de 100 mg
de cada tratamiento fueron sometidas a una digestién en una mezcla de 10 mL de dicromato de
potasio 1 N 'y 20 mL de &cido sulfarico concentrado 0.1 N. Posteriormente, la mezcla se llevo a
cabo en matraces Erlenmeyer de 500 mL y fue agitado manualmente por 1 min. La cuantificacion

de C se realizo por titulacién con sulfato ferroso heptahidratado 0.05 N.

4.8 Contenido de clorofila

El contenido de clorofila total se determiné segun la metodologia propuesta por Harborne (1973).
Para cada muestra se macero 1 g de materia fresca con acetona al 80% y se dejo reposar a —4° C
por 24 h en acetona 80 % a un volumen final de 10 ml. Posteriormente, la mezcla se filtré con
papel filtro No. 41, se ajusto a un volumen de 25 mL con acetona al 80%. Se utilizaron 2 mL por
muestra a una absorbancia de 663 y 645 nm para clorofila a y b, respectivamente. Las lecturas se
realizaron utilizando un espectrofotometro (Genesys 10S, Thermo Scientific; MA, USA).

Finalmente se realizd la cuantificacion utilizando las siguientes ecuaciones:

Clorofila total = [[(8.20 * Ases3) - (20.20 * Aess)] (V)] / (1000 * W)

Donde Agss Y Asss: absorbancia, V: volumen de graduacion en mL™%, W: peso de la muestraen gy

1000 es el factor de conversion.

4.9 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) de una via y
comparacion de medias por Tukey (p < 0.05) utilizando el software estadistico IBM SPSS®

(version. 22 para Windows).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de los nanotubos de carbono

La caracterizacion fisicoquimica de los NTCPM se muestra en la Tabla 3, su formulacion es a base
de polvo y con una pureza de carbono de 98%. La caracterizacion por MET corrobora las
dimensiones de fabricacion, con un didmetro exterior de entre 6-13 nm y longitud promedio de

entre 2.5-20 um (Figura 6).

Tabla 3. Caracteristicas fisicoguimicas de los nanotubos de carbono de pared mdltiple

Propiedad Descripcion

Pureza > 98% de base de carbono

Formulacion Polvo

Composicion Carbono, > 98% (impurezas totales de metales)
Diametro/longitud 6-13 nm x 2.5-20 um

Preparacion Deposicion quimica de vapor
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Figura 6. Nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM) observados por microscopia
electronica de trasmision (MET) usando diferentes magnificaciones, a) Barra negra 1000 nm, b)
Barra negra = 100 nm.

5.2 Efecto de nanotubos de carbono pared multiple en el desarrollo de brotes,
contenido de clorofila 'y carbono

La administracion de diferentes concentraciones de NTCPM tuvo un efecto contrastante sobre el
namero de brotes por explante, longitud de brote, nimero de hojas por brote, contenido de
clorofila, porcentaje de materia secay porcentaje de carbono en brotes de cafia de azlcar cultivados
en BIT (Figura 7). La mayor cantidad de brotes se obtuvo en las concentraciones de 100 y 200 mg
L*de NTCPM, con 38.33 y 37.93 brotes por explante, respectivamente; mientras que, la menor
cantidad de brotes se observo en el tratamiento control, con 26.06 brotes por explante (Figura 7a).
Respecto a la longitud de brote, la mayor altura de brotes se observé en el tratamiento con 200 mg
Lt de NTCPM, con 8.61 cm de longitud; mientras que la menor longitud se observé en el
tratamiento control, con 6.01 cm de altura (Figura 7b). La mayor cantidad de hojas por brote se
observo en las concentraciones de 100 y 200 mg L*de NTCPM, con 4.6 y 5.06, respectivamente;
mientras que, la menor cantidad de hojas se obtuvo en el tratamiento control, con 3.33 de hojas
por brote (Figura 7c). Para el contenido de clorofila, el mayor contenido de clorofila se observé en
los tratamientos con 50 y 100 mg L™t de NTCPM, con 0.38 y 0.37 mg g~* FW, respectivamente;

mientras que, el menor contenido de clorofila se observé en los tratamientos con 0 y 200 mg L™
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de NTCPM con 0.27 y 0.28 mg g FW, respectivamente (Figura 7d). Por otra parte, para el
porcentaje de materia seca, el mayor contenido de materia seca se observo en los tratamientos con
100 y 200 mg Lt de NTCPM, con 7.31y 7.44% de materia seca, respectivamente; mientras que,
el menor contenido se observo en el tratamiento control, con 6.65% de materia seca (Figura 7e).
Para el porcentaje de carbono se obtuvieron los mayores porcentajes en las concentraciones de 100
y 200 mg L~*de NTCPM con 60.00 y 64.07%, respectivamente; mientras que, el menor contenido
de carbono se obtuvo en las concentraciones de 0y 50 mg L *de NTCPM, con 47.39 'y 51.25% de
carbono, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de los nanotubos de carbono de pared mdultiple (NTCPM) en el desarrollo de
brotes, contenido de clorofila y carbono de cafia de azucar (Saccharum spp.) cv. Mex 69-290
cultivadas in vitro en inmersion temporal. a) brotes por explante, b) longitud de brote, ¢) hojas por
brote, d) clorofila total, e) materia seca y f) contenido de carbono a los 30 dias de cultivo. Los
valores representan la media + ES (error estandar). Medias con diferente letra, son

significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de NTCPM en el desarrollo de brotes in vitro de
cafia de azUcar (Saccharum spp.) cv. Mex 69-290 a los 30 dias en inmersién temporal; a—d) 0, 50,
100, y 200 mg L *de NTCPM, respectivamente. Barra =1 cm.

5.3 Efecto de los nanotubos de carbono sobre el contenido de macro y
micronutrimentos

Se observé un efecto significativo de los NTCPM sobre el contenido de macroelementos N, Ca, y
S, asi como en los micronutrimentos Fe, Cu, Zn'y Na (Tabla 4). Los mayores contenidos de N se
observaron a concentraciones de 0, 50 y 100 mg L *de NTCPM, con 4.79, 4.58 y 4.24%, mientras
que el menor contenido se encontrd en la concentracion de 200 mg L%, con 3.95%. Para el

elemento Ca el mayor contenido se observd en el tratamiento de 200 mg L™ seguido del
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tratamiento a 100 mg L™t de NTCPM, con 1848 y 1627 mg Kg !, respectivamente; mientras que,
el menor contenido de Ca fue en 0y 50 mg L™ de NTCPM, con 1425.42 y 1561.81 mg Kg?,
respectivamente. Para el macronutriente S, los mayores contenidos se obtuvieron en los
tratamientos a 100 y 200 mg L™ de NTCPM, con valores de 3267.52 y 3487.07 mg Kg!,
respectivamente; mientras que el menor contenido de S se observo en el tratamiento sin NTCPM,
con 3032.37 mg Kg 1. Respecto a los micronutrimentos, los mayores contenidos de Fe fueron en
los tratamientos 0, 50 y 100 mg L' de NTCPM, con 299.49, 318.00 y 322.49 mg Kg !, mientras
que el menor contenido de Fe se encontrd en el tratamiento con 200 mg Lt de NTCPM, con 281.86
mg Kg2. Para el micronutriente Cu, el mayor contenido se observd en el tratamiento control, con
6.41 mg Kg !, mientras el contenido mas bajo de Cu se observo en los brotes tratados con 100 mg
L~ de NTCPM, con valores entre 3.22- 3.39 mg Kg 2. Para el elemento Zn, los contenidos mas
altos fueron en los tratamientos 50 y 100 mg L™t de NTCPM, con 74.45 y 76.65 mg Kg?,
respectivamente; mientras que, el menor contenido fue en 0y 200 mg L' de NTCPM, con 69.73
y 68.98 mg Kg?, respectivamente. Finalmente, el mayor contenido de Na se observo en brotes
tratados con 0y 50 mg L' de NTCPM, con 508.29 y 515.24 mg Kg?, respectivamente; mientras
que, los menores contenidos se observaron en las concentraciones de 100 y 200 mg L " NTCPM,

con 322.45 y 352.95 mg Kg !, respectivamente.

Tabla 4. Efecto de nanotubos de carbono de pared multiple sobre el contenido de macro y micronutrimentos de
brotes in vitro de cafia de azlcar (Saccharum spp.) cv. Mex 69-290 en inmersion temporal.
NTCPM Macronutrimentos (mg Kg ™)
MmgL™ N (%) P K Ca Mg S
0 4.79+0.13%  3288.13+63.927 39156.96+3609.36°  1425.42+25.07° 1006.97+20.32%  3032.37+72.02°
50 4.58+0.14°  3172.63+84.08% 39263.50+4270.20*  1561.81+14.68° 1008.41+16.54*  3267.52+13.44%
100 4.24+0.15% 3170.66+126.87° 36006.56+3114.44°  1627.85+60.79% 1006.35+8.31°  3549.03+69.46°
200 3.95+0.16°  3304.98+108.87° 36434.70+4068.33*  1848.00+70.56° 1051.42+27.62%  3487.07+122.15
Micronutrimentos (mg Kg )
Fe Cu Zn Mn B Ni Na
0 299.49+7.04% 6.41+0.38° 69.73+0.25°  62.04+0.86°  20.750.43% 1.42+0.267 508.29+10.86°
50 318.00+3.792 3.32+0.35° 74.45+0.93°  62.89+0.64°  20.17+0.64°  2.11+0.507 515.24+9.162
100 322.49+2 452 3.22+0.17° 76.65+0.44*  61.39+0.42°  20.20£0.29°  1.58+0.90% 322.45+1.50°
200 281.86+10.04°  3.39+0.02° 68.98+2.61°  64.65+2.61°  22.45+0.93°  2.51+0.79? 352.95+16.30°

Los valores representan la media £ ES (error estandar). Medias con diferente letra, son significativamente diferentes (Tukey,

p <0.05).
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6. DISCUSION

6.1 Desarrollo vegetal y contenido de carbono

En este estudio se demuestran el efecto de los NTCPM durante la multiplicacion in vitro de
cafia de azucar. El incremento en la tasa de multiplicacion, longitud de brote y nimero de hojas
a concentraciones de 100 y 200 mg L' de NTCPM podria deberse a una mayor absorcion de
nutrimentos y compuestos organicos como la sacarosa, reguladores del crecimiento, vitaminas,
entre otros. Al respecto, Khodakovskaya et al. (2012) en callo de tabaco (Nicotina tabacum)
in vitro observaron un incremento en la biomasa entre 55% - 64% en un rango de
concentraciones de 5-500 pg mL™* de NTCPM. Pandey et al. (2018) en semillas de sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench) y pasto varilla (Panicum virgatum) in vitro lograron aumentar
el porcentaje de germinacion y longitud del brote en la concentracion de 200 ug mL ™! de
NTCPM. De manera similar, Seddighinia et al. (2019) en melén amargo (Momordica
charantia) obtuvieron un mayor desarrollo en longitud de brote y raiz, contenido de biomasa
fresca y seca durante la germinacion en 200 mg L' de NTCPM. Esto sugiere una
internalizacion de los nanotubos de carbono en los tejidos que contribuyen también al aumento
en % PS. Yousefi etal. (2017) en Hopbush (Dodonaea viscosa L.) reportaron que los NTCPM
incrementaron el porcentaje de germinacién de semillas, asi como el peso fresco y seco de
raices y tallos en concentraciones entre 10 y 200 mg L™ de NTCPM. Samadi et al. (2020) en
tomillo (Thymus daenensis celak) in vitro reportaron aumento el peso fresco y seco de los tallos
mientras que su altura fue tres veces mayor que el control en plantulas desarrolladas con 250
png mL™t de NTCPM; sin embargo, las concentraciones de 500-2000 pug ml™t de NTCPM,

tuvieron efecto negativo sobre su desarrollo.

En este estudio, el incremento en el peso seco se presentd como respuesta al incremento de la
concentracion de NTCPM adicionados al medio de cultivo, probablemente se debe a una
mayor acumulacion de compuestos organicos e inorganicos que son trasportados en los tejidos
por los NTCPM. La mayor fuente de carbono fue suministrada en forma de sacarosa y otros
compuestos organicos en el medio de cultivo MS (glicina, mio-inositol, acido nicotinico,

pyrodoxina, tiamina), reguladores de crecimiento KIN, AIA, BAP y por el contenido de C de
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los tratamientos con NTCPM. El incremento del porcentaje de C total esta relaciona con el

incremento de la concentracion de NTCPM.

6.2 Contenido de clorofila

El incremento del contenido de clorofila en las concentraciones de 50 y 100 mg L™ de NTCPM
esta relacionado a una mayor actividad fotosintética. Al respecto, Sun et al. (2020) y Lopez-
Vargas et al. (2020), mencionan que los NTC tienen la capacidad de moverse a través de los
tejidos formando poros via apopléstica y via endocitosis hasta llegar a las células del mesofilo
en hojas, especialmente dentro de los cloroplastos afectando la actividad fotosintética mediante
la captura de carbono para uso de energia y transporte de electrones. Ghasempour et al. (2019)
en vinca (Catharanthus roseu) in vitro, en concentracion de 50 mg L™ de NTCPM tuvieron la
mayor cantidad de biomasa y en concentraciones de 100 y 150 mg L™t de NTCPM observaron
un aumento en el contenido de clorofila. Rahmani et al. (2020) en salvia (Salvia verticillata)

observaron aumento en el contenido de clorofila en concentracion de 50 mg L™ de NTCPM.

6.3 Contenido de macro y micronutrimentos

Los NTCPM tuvieron efecto sobre el contenido de algunos macros y micronutrimentos en los
brotes de cafia de azlcar cultivados in vitro. Al aumentar las concentraciones de NTCPM se
observo una tendencia a incrementar del nimero de brotes por explante, longitud y nimero de
hojas por brote. EI aumento en la actividad propagativa pudiera estar asociado por una mayor
absorcion de N, Ca, S, Fe 'y Zn; sin embargo, el bajo contenido de N, Fe y Zn en concentracion
de 200 mg L™ % NTCPM podria explicarse debido a diferentes hipotesis: 1) un posible
agotamiento de estos elementos en el medio de cultivo que fue utilizado durante las primeras
etapas de desarrollo de los brotes, 2) debido a mayor difusién ocasionado por un factor de
dilucion de estos elementos ocasionado por una mayor longitud y nimero de hojas por brote
y/o 3) debido a un intercambio de iones a través de los NTCPM ocasionado por un gradiente
de concentracion tanto del interior como al exterior de la células. Este hecho podria explicar
también el bajo contenido de clorofila en la concentracion de 200 mg L™t % NTCPM,
probablemente asociado a una baja cantidad de N y Fe, nutrimentos en la sintesis de clorofila.

Resultados similares fueron reportados por Hao et al. (2016) en arroz (Oryza sativa L.), el que
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se observd un rapido crecimiento de las raices ocasionando una disminucion significativa en
el contenido de N, este efecto fue relacionado a los NTCPM disminuyendo significativamente
la asimilacion de N. Tiwari et al. (2014) reportaron la disminucion del contenido de K y un
aumentd en el contenido de Ca durante la germinacion in vitro de maiz (Zea mays) a partir de
5 mg L' de NTCPM. El Ca disminuyé a partir de 20 mg Lt de NTCPM; mientras que, el
contenido de P, Mg y Na aumenté a partir de 20 mg L ™! de NTCPM y disminuyd a partir de
50 mg L™t de NTCPM. El contenido de Fe aument6 a partir de 50 mg L™ de NTCPM y
disminuyd a partir de 200 mg L™ de NTCPM; el S no se observaron cambios. Estos autores
sugieren que el aumento6 y disminucién de elementos puede ser debido a un mecanismo de

intercambio de iones en la pared celular ocasionado por NTCPM.

Taha et al. (2016) en brotes de Palmera datilera (Phoenix dactylifera) crecidas in vitro,
encontraron que el contenido de N y P increment6 en la concentracion de 0.1 mg L™* de
NTCPM, mientras que K y Ca tuvieron un aumentd en la concentracion de 0.05 mg L™t de
NTCPM; por otra parte, el contenido de Na" disminuy6 al aumentar la concentracion de
nanotubos de carbono; esto podria demostrar la capacidad de los nanotubos de trasportar iones

de Na del interior al exterior de las células.

Los NTC tienen capacidad de transportar metales pesados (Cu, Cd, Zn, Pb) sin gasto de
energia; sin embargo, la absorcion de estos metales depende la concentracion de NTC, el metal
pesado y el genotipo de plantas (Oloumi et al., 2018, Sun et al., 2020), simulando un efecto
quelante. Martinez- Ballesta et al. (2020) en protoplastos de brdcoli (Brassica oleracea L.),

observaron que en una concentracion de 10 mg Lt de NTCPM el contenido de P y Fe aumento.

6.4 Discusion general

En este estudio se demostr6 el uso potencial de los nanotubos de carbono durante la
propagacion in vitro de cafia de azUcar, los cuales juegan un papel importante en el desarrollo
de vegetal. Lahiani et al. (2013) menciona que los nanotubos de carbono tienen la capacidad
de penetrar las células vegetales y a altas concentraciones pueden actuar como un factor de
estrés, afectando la sobreexpresion de las acuaporinas. Las acuaporinas son canales
trasmembranales encargados del trasporte de agua y pequefios solutos como urea, amoniaco,

metaloides, gases e incluso iones. Las acuaporinas se regulan en respuesta a multiples
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estimulos ambientales y hormonales; las cuales contribuyen en varios procesos de crecimiento
y desarrollo de las plantas (Li et al., 2014; Verdoucq y Maurel 2018). Por otro lado, de acuerdo
con Zhao et al. (2017), la internalizacion de los NTCPM en las células podria ser a través de
los poros de la pared celular, ocasionando su expansion con diferentes efectos en el desarrollo
de las plantas de acuerdo a su concentracion. Zhai et al. (2015) en soya (Glycine max)
demostraron la presencia de NTCPM en el citoplasma, pared celular, membrana celular,
cloroplasto y mitocondrias. De acuerdo a Selvaraj y Gobikrishnan, (2020) en genotipos de cafia
de azucar silvestre (Saccharum spontaneum), el diametro del poro en células oscila entre 3.65
y 9.71 nm. Los NTCPM utilizados en este estudio tienen un didmetro entre 6 y 13 nm. Esto
podria relacionarse con la penetracion de los NTCPM dentro de las células de Saccharum spp.
en donde se podrian expandir a través de la membrana celular ocasionando los efectos descritos
en este estudio. Ademas, los resultados obtenidos sugieren un efecto hormético, caracterizado
por una estimulacion en dosis bajas y una inhibicion en concentraciones altas; sin embargo, se
requiere evaluar concentraciones superiores a 200 mg L™ de NTCPM. El efecto hormético en
plantas esta relacionado por la activacion de enzimas antioxidantes en respuesta a una baja
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) ocasionado por un estimulo estresante.
Gonzélez-Garcia et al. (2019) en tomate (Solanum lycopersicum) demostraron un aumento de
la capacidad antioxidante en concentraciones de 10 a 100 mg L de NTCPM y toxicidad dentro
de un rango de 250 a1000 mg L™* de NTCPM.

Por otro lado, otros autores mencionan que los NTCPM podrian actuar como reguladores del
crecimiento, ya que a bajas concentraciones impactan en el desarrollo de las plantas
(Khodakovskaya et al., 2009; Tiwari et al., 2014). Mathew et al. (2020) estudiaron, el efecto
de los NTC podria estar relacionado especie de planta, etapa de desarrollo, condiciones de

crecimiento, el tipo de nanotubos, tamafio y concentracién.

En este estudio se demostr6 que los NTCPM tienen efecto sobre el crecimiento y
diferenciacion de brotes, contenido de pigmentos fotosintéticos y contenido de macro y
micronutrimentos. Ademas, los NTCPM tienen un efecto sobre la absorcion de nutrimentos,
dando como resultado el incremento de la tasa de multiplicacion de los brotes de cafia de
azUcar. Estos resultados abren la posibilidad de aplicar NTCPM para la multiplicacién in vitro

en otros cultivos de interés agricola.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a la caracterizacion morfolégica y morfométrica los nanotubos de carbono de pared se
confirmaron las dimensiones proporcionadas por la marca del producto (CAS: 308068-56-6) con

un didmetro de 6-13 nmy longitud de 2.5-20 pm.

Los nanotubos de carbono tuvieron un efecto sobre el desarrollo in vitro de explantes de cafia de
azUcar. Las concentraciones de 100 y 200 mg L~! de NTCPM promovieron el mayor nimero de
brotes por explante, nimero hojas por brote y porcentaje de materia seca. Sin embargo, en la

concentracion de, 200 mg L™! de NTCPM se observé un incremento de la longitud de los brotes.

El contenido de clorofila aument6 en las concentraciones de 50 y 100 mg L™! de NTCPM vy

disminuy6 en concentraciones de 0y 200 mg L™t de NTCPM.

Se observé un aumento en el contenido de carbono relacionado al incremento de las concertaciones

de nanotubos de carbono adicionados al medio de cultivo.

Los nanotubos de carbono tuvieron efecto sobre el contenido N, Ca, S, Fe, Cu, Zn y Na. En
concentraciones de 100 y 200 mg L tde NTCPM el contenido de N y Na disminuy6; mientras que,
el contenido de Cay S aumentd. El contenido de Cu disminuyd en los tratamientos con nanotubos

de carbono. El contenido de Fe y Zn aumento en concentraciones de 50 y 100 mg Lt de NTCPM.

Se demostr6 que la administracion de NTCPM a una concentracion 100 mg L produce efectos
fisioldgicos favorables sobre el desarrollo en etapa de multiplicacion in vitro de cafia de azlcar
(Saccharum spp. cv. Mex 69-290) utilizando biorreactores de inmersién temporal. Mientras que
concentraciones superiores a 200 mg L™ los NTCPM produce efectos negativos en el desarrollo
de los explantes. Estos resultados indicaron que bajas dosis pueden inducir hormesis durante la

multiplicacion in vitro de cafia de azUcar y puede tener un uso potencial en otras especies.
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