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Resumen

Las nanoparticulas de cobre son ampliamente utilizadas en la agricultura por sus propiedades antibacteriales
y antifungicas, por lo que es primordial saber cual es el efecto que tienen para el crecimiento de algunas
plantas, en este caso de Phaseolus vulgaris, que actualmente en México es de los productos con mayor
produccion y consumo. En este trabajo se llevo a cabo la germinacion de semillas del frijol negro sometidas
a dos tratamientos con cobre, el primero en forma de acetato de cobre (II) monohidratado y un segundo con
particulas finas de cobre de 150 nm (cercano al tamafio de las nanoparticulas), para posteriormente
determinar las diferencias con respecto a su crecimiento y evaluar posibles efectos fitotdxicos que trae
consigo la utilizacion de este metal en diversas concentraciones y tamafos de particula. Los resultados de
esta investigacion arrojaron que las particulas finas de cobre pueden ser tanto benéficas como perjudiciales
para el crecimiento de las semillas de frijol negro dependiendo de su concentracion ya que en concentraciones
pequefias de 1 ppm se observé un mayor crecimiento, sin embargo, durante todo el tratamiento, el crecimiento
de semillas presenté un indice de fitotoxicidad elevado de acuerdo con el indice propuesto por Bagur.
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Introduccion

Las nanoparticulas (NPs) son materiales que miden entre 1 a 100 nm y han tomado un realce en los ultimos
afos. Una de estas NPs son las de cobre, que segin Guzman (2020), tiene excelentes propiedades fisicas y
quimicas que se diferencian de las particulas de mayor tamafio. Existen algunos articulos, en los que se ha
estudiado las diversas interacciones de las nanoparticulas de cobre (NPs Cu) con el medioambiente, las
bacterias y las plantas por mencionar algunas. Aunado a esto, lavicoli (2014) estudi6é la hormesis en la
nanotecnologia, observando que a ciertas dosis aparecen ciertas respuestas, que dependen de las
propiedades del agente y de la especie con la que se esté trabajando. Otro punto para considerar fue el
expuesto por Barrera et al. (2009), ya que mencionan que los efectos téxicos de algunas NPs estan ligados
con la interaccién con el disolvente.

Entrando de lleno a las plantas, Dietz (S.F) menciona que las NPs necesitan tener un tamafio maximo de 5
nm para que puedan ser absorbidas por la planta, ademéas demostrd que este proceso ocurre por endocitosis,
dependiendo de la superficie de la célula y el material de la NP. Aunado a esto, Peng et al. (2015) investigaron
el comportamiento de NP de Cu en plantas de arroz, observando que el Cu se desplaza a la epidermis, la
exodermis y la corteza de la raiz, para poder alcanzar la endodermis, ademas concluyeron que este proceso
se vio beneficiado por la formacién de raices laterales. Por otro lado, si bien existen numerosos estudios
acerca de la fitorremediacion - utilizan plantas para remediar lugares contaminados-, en este estudio
abordaremos la parte fitotoxica. Por ejemplo, las NPs Cu pueden ser capaz de dafiar el DNA de las plantas
mediante interacciones redox directas, asi mismo, Le Van y colaboradores (2016) estudiaron el efecto del
CuO en dos especies de algodon y observaron que éste inhibe el crecimiento en ambas especies afectando
parametros como altura, longitud de raiz, nimero de raices y biomasa. Ademas, en este mismo estudio, el
CuO aumento la expresion de a proteina de la foxina B, la cual es un excelente plaguicida. En el presente
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estudio, se trabajara con dos experimentos, el primero con acetato de cobre y el segundo con particulas de
cobre finas de 150 nm, muy cercanas al tamafio de NPs Cu para observar si existen diferencias en los efectos
con respecto al cobre (II).

Materiales y métodos
Semillas de frijol negro

Las semillas de frijol negro (Phaseolus vulgaris) fueron adquiridas en una tienda comercial en Guanajuato
capital, de la marca “Morelos” del lote 05M4, con una fecha de caducidad correspondiente al 04 de febrero
de 2023. Cabe resaltar que las semillas fueron esterilizadas previas a su uso para evitar posible
contaminacion, para esto se utilizé una solucion de hipoclorito de sodio al 8%, en agitacion constante por 30
minutos en una parrilla magnética.

Germinacion de semillas (blanco)

Primeramente, se llevé a cabo la germinacion del blanco, se realizaron 4 réplicas de 10 semillas cada una en
cajas Petri, que contenian papel filtro tanto arriba como abajo, previamente esterilizados. Se afiadieron 6
mililitros de agua desionizada esterilizada y posteriormente se colocaron en una camara ambiental
(BIOTRONETTE MARK III) durante 48 horas a 24 + 1 °C, se les agreg6 8 mililitros de agua desionizada estéril
y se regresaron a la camara ambiental durante otras 48 horas mas a 24 + 1 °C. Pasado el tiempo se retiraron
de la camara y se procedié a medir las semillas germinadas.

Germinacion de semillas con acetato de cobre (II) monohidratado

Se realizaron soluciones a partir de una solucion patrén de 10,000 ppm de Cu (ll) en una solucion nutritiva
de Hoagland modificada a pH = 5.00, obteniendo concentraciones de 1000 ppm, 100 ppm, 10 ppm, 1 ppm y
0 ppm. Asi, obteniendo 5 concentraciones diferentes, se realiz6 el cultivo de 4 repeticiones de 10 semillas
cada una en cajas Petri con papel filtro previamente esterilizado y se reprodujo el mismo procedimiento que
las semillas blanco.

Germinacion de semillas con nanoparticulas de 6xido de cobre (II)

Las nanoparticulas utilizadas fueron obtenidas en la Ciudad de Leén, Gto. del Laboratorio del Dr. Juan Luis
Pichardo M. en el Centro de Investigaciones de Optica (CIO). Estas nanoparticulas de CuO son de un tamafio
promedio de 150 nm. Al recibirlas se sometieron sonicacién por 15 minutos para obtener una suspension de
particulas de CuO.

Se realizaron Unicamente 3 soluciones con concentraciones diferentes, igualmente complementadas con
solucion nutritiva de Hoagland modificada y a pH = 5.00, siendo estas de: 10 ppm, 1 ppm y 0 ppm. Cada
solucion posterior a su esterilizacion se sometié a sonicacion para obtener una suspension de particulas
homogénea. Debido a la cantidad disponible de NPs se opt6 por realizar solamente tres repeticiones de cada
una de las concentraciones. De igual manera se repitié el mismo procedimiento que con el cultivo de las
semillas blanco.

Analisis estadistico

Se realizé el procedimiento de acuerdo con la US EPA Bagur et al. (1996) que nos indica a partir de la
germinacion de las semillas (SG) y el alargamiento de la raiz (RE) la toxicidad que puede haber en las plantas
a partir de las fracciones contaminantes que se encuentran en el agua. A partir de los datos obtenidos se
midieron los indices de toxicidad:

- SG, que es calculado con la Eq. 1: En términos estadisticos, representa el porcentaje residual
normalizado de semillas germinadas después del experimento.

pag 2



pe VOLUMEN 16

. XXVII Verano De la Ciencia
de . ISSN 2395-9797
WWW. jovenesenlaciencia.ugto.mx

SG = (Germmuestrag) - Germcontrol) / GermControl (1)

Donde Germmuestray €5 €l nimero de semillas germinadas en la solucion saturada i (%), y Germcontrol €S €l
numero de semillas germinadas en el control blanco (%)

- RE, es calculado con la Eq 2: En términos estadisticos, esto representa el alargamiento residual
normalizado de la raiz de las semillas germinadas por tratamiento.

RE = (Elongmuestra(i) - Elongcontrol) / Elongcontrol (2)

Donde Elongmuestra) €S la longitud media de las raices de las semillas en el extracto de saturacién i (cm), y
Elongcontrol €S la longitud de las raices de semillas en el blanco control (cm).

De acuerdo con la investigacion de Bagur se establecié los valores de toxicidad que se encuentra en las
plantas a largo tiempo. La escala es la siguiente:

(a) 0 a -0.25 baja toxicidad,
(b) - 0.25 a -0.5 moderada,
(c)-0.5a-0.75 alta

(d) - 0,75 a -1 muy alto.

RE valores > 0 indicaria la estimulacion del crecimiento de la semilla (hormesis)

Para probar si existen diferencias significativas entre los tratamientos se utilizé el Analisis de Varianza
(ANOVA) de una via. Para encontrar diferencias entre pares de tratamientos, se utilizé el método de
comparaciones multiples de Tukey HSD (Honestly Significant Difference). En todos los casos se consideraron
diferencias significativas para p < 0.05. EIl programa GrahpPad se utilizé para realizar los graficos de los
tratamientos y el programa MINITAB para los analisis estadisticos de ANOVA y Tukey, asi como para realizar
las pruebas de normalidad, homogeneidad e independencia.

Resultados y discusion
Germinacion de semillas con acetato de cobre (II) monohidratado

La germinacion de las semillas de frijol resultd con indices de toxicidad diferentes para las diversas
concentraciones que se sometieron, en el caso de 0 ppm y 10 ppm, indicaron una baja toxicidad, mientras
que, para 1, 100 y 1000 ppm su toxicidad es moderada. Los resultados del crecimiento se observan en la
Tabla 1.

Por otro lado, se analizaron estadisticamente los datos, véase Figura 1. Se muestran los resultados de un
andlisis estadistico ANOVA por el método Tukey. Podemos observar que el tratamiento a 10 ppm y 100 ppm
son estadisticamente diferentes (p < 0.05), sin embargo, los tratamientos a 0 ppm, 1 ppm y 1000 ppm son
estadisticamente iguales entre todos ellos, ademas son estadisticamente iguales al tratamiento control (p >
0.05). Estos cambios pueden deberse a que, en bajas concentraciones, el cobre es requerido como nutriente,
y tiende a causar efectos tdxicos en altas concentraciones. Aunque en este experimento, no se observaron
efectos fitotdxicos significativos hasta 1000 ppm de Cu (ll).
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Tabla 1. Calculos de fitotoxicidad representada por las diferentes concentraciones de Cu(ll) como acetato de cobre (Il)
monohidratado.

Porcentaje  Porcentaje Germinacion Elongacion Elongacion
Germinaciéon Germinacion de las semillas muestra control AIZLg;rr;::to
muestra (control)
0 ppm 97.50% 72.50% 34.48% 42.8 55.2 -0.2
1 ppm 32.50% 72.50% -55.17% 28.3 55.2 -0.5
10 ppm 100% 72.50% 37.93% 50.6 55.2 -0.1
100 ppm 7.50% 72.50% -89.66% 334 55.2 -0.4
1000 ppm 52.50% 72.50% -27.59% 35.7 55.2 -0.4
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Figura 1. En la grdfica se observa el crecimiento de las radiculas de frijol negro (Phaseolus vulgaris) en presencia de diferentes concentraciones de
cobre (Il) (usando acetado de cobre (Il) monohidratado como fuente de cobre). Las barras indican el crecimiento promedio de las radiculas. Las
barras de error muestran el error estdndar, n=4. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Germinacion de semillas con particulas finas (150 nm) de cobre II (como CuO)

El crecimiento de las semillas de frijol tratadas con particulas finas de cobre (150 nm) se vi6 significativamente
afectada en comparacion con el blanco, en los tres tratamientos, segun el indice de toxicidad impuesto por
Bagur y colaboradores (1996) se observa una alta toxicidad (-0.5 a -0.75). Segun Rizwana y col. (2016),
numerosos estudios han demostrado que las nanoparticulas metalicas afectan el crecimiento, rendimiento y
calidad de las plantas en el ambito agricola ya que alteran su nutricion mineral, su fotosintesis y en casos,
provocan estrés oxidativo induciendo genotoxicidad en dichos cultivos.

Ademas, se observé un incremento en el crecimiento de las radiculas de las semillas de frijol tratadas con
CuO a una concentracion de 1 ppm, véase Figura 2, tanto para la radicula como para el tallo, y esto se debe
a que, en pequefias concentraciones, las nanoparticulas de cobre pueden fungir como micronutrientes
fomentando el incremento de la germinacion de semillas (Wang y col. 2015).

Al igual que con el acetato de cobre, los datos se analizaron mediante un analisis ANOVA y método Post hoc
de Tukey. En este caso se analizaron tanto la radicula como el hipocétilo (tallo), en el primer caso, podemos
observar en la grafica 2.A que las medias son estadisticamente diferentes, ya que el nivel de significancia es
de 0.031, por lo cual se rechaza la hipétesis nula. Por el contrario, la grafica 2.B referente a la medicion del
hipocdtilo, nos muestra que las medias son estadisticamente iguales, en este caso se acepté la hipétesis nula
ya que el valor del nivel de significancia fue mayor que 0.05 (p=0.339).
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Tabla 2. Calculos de fitotoxicidad representada por concentracion de CuO (particulas finas de 150 nm).

Porcentaje = Porcentaje Germinacion Elongacion Elongacion

Germinaciéon Germinacion lES muestra control  Alargamiento
semillas de la raiz
muestra (control)
0 ppm 6.67% 72.50% -90.80% 14.1 55.2 0.7
1 ppm 56.67% 72.50% -21.83% 27.2 55.2 -0.5
10 ppm 70% 72.50% -3.45% 15.5 55.2 0.7
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Figura 2. A) Grdfico de las mediciones de radicula de la germinacién de semillas de frijol negro a diferentes concentraciones de particulas finas (150
nm) de cobre (Il) como CuO. B) Grdfico de las mediciones del tallo de la germinacién de semillas de frijol negro a diferentes concentraciones de
particulas finas (150 nm)de cobre (Il) como CuO. ). Las barras indican el crecimiento promedio de las radiculas. Las barras de error muestran el error
estdndar, n=3. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Conclusiones

De acuerdo con el indice de toxicidad de Bagur et al. (1996), se encontraron indices de toxicidad de baja a
moderada para el Cu (Il) cuando se utiliza en su forma de acetato de cobre (lI) monohidratado. También se
observa que no existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos de 1, 10, 100 y 1000 ppm
con respecto al tratamiento control. Esto puede deberse a que el cobre es considerado como un nutriente
esencial en las plantas y, por otro lado, al no notarse una tendencia, se propone realizar otro experimento en
donde se tenga mas control en cambios como temperatura y humedad, asi como en la preparacion de la
solucion nutritiva de Hoagland.

Las particulas ultrafinas de cobre resultaron altamente fitotdxicas segun el indice de toxicidad de Bagur y col
(1996), sin embargo, esto contrasta con los analisis estadisticos realizados en radiculas e hipocétilos. En la
radicula se observa un efecto hormético a la concentraciéon de 1 ppm de Cu (aumento de la raiz significativa
con respecto al control, p < 0.05), y con respecto a los hipocétilos no se observa este efecto, siendo en todas
las concentraciones estadisticamente igual. Esto nos indica que no existe una fitotoxicidad evidente de las
particulas finas de cobre (Il) con respecto al control.

Por otro lado, se observa que los crecimientos promedios en las raices de Cu en su forma de acetato son
mayores a los observados en el Cu en su forma de particula fina como CuO, esto puede indicar cierta
toxicidad del Cu (Il) en su forma de particula fina de Cu (Il) en comparacion con su forma de acetato de Cu

).
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