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Resumen

Las nanoparticulas (NP’s) del Cu y sus derivados han demostrado tener una amplia aplicacion en la industria
principalmente por su actividad antimicrobiana, razon por la cual es comun encontrarlas presentes en los
materiales producidos por las grandes industrias. La abundante presencia de estas NP’s que eventualmente
son liberadas al ambiente, formula nuevas cuestiones acerca de los efectos que podrian causar al
interaccionar con organismos que las pueden absorber facilimente, como las plantas. En el presente estudio,
se muestran los resultados de experimentos realizados con NP’s de Cu metélico y CuO en concentraciones
de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm para evaluar la fitotoxicidad que ejercen estas particulas sobre el maiz (Zea
mays), una planta fundamental en la dieta de los mexicanos. Los resultados demostraron que existe una
tendencia de disminucién en la longitud de raiz e hipocdtilo conforme aumenta la concentracion de la NP’s
de Cuy CuO, sin embargo, este decremento en el desarrollo de la plantula no fue significativo con respecto
al control (p>0.05). Con respecto a la germinacion, se observé un aumento en el porcentaje de germinacion
de las semillas de maiz conforme aumento la concentracion de NP’s, el cual no es significativo al compararse
con el control (p>0.05). Estos resultados indican que las plantulas de maiz fueron tolerantes a las NP’s de Cu
y CuO en concentraciones de hasta 1000 ppm.
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Introduccion

Las nanoparticulas (NP’s) son objetos tridimensionales que tienen un didmetro en un intervalo que vade 1 a
100 nandémetros (Esparza P., et al. 2014) y cuyo tamafio nanométrico posee relevantes aplicaciones en la
actualidad. Las NP’s a base de cobre (CuO y Cu) son parte de las NP’s metalicas mas utilizadas, debido a
su capacidad de inhibicién del crecimiento de microorganismos, por lo que se encuentran presentes en la
industria textil, cosmética, farmacéutica, plastica y de envases alimenticios, aunque adicionalmente poseen
propiedades 6pticas, eléctricas y cataliticas potencialmente aplicadas a la electronica, mientras que el CuO
especificamente tiene un uso como absorbente en la purificacion de agua (Andreotti F. et al., 2015).

El cobre al ser un micronutriente para las plantas ejerce un protagonismo en su metabolismo al encontrarse
presente en las enzimas encargadas de procesos fisiolégicos tan importantes como la fotosintesis,
respiracion, desintoxicacion de radicales superéxidos y lignificacion (Kirkby & Romel, 2007). Ademas,
estudios han demostrado que las NP’s de Cu y sus derivados tienen potencial de aplicacion en el sector
agricola principalmente para control de hongos y bacterias fitopatogenos al ser adicionados en
concentraciones especificas a agroquimicos (Nizolaza Pariona et al., 2018).

La presencia de nanoparticulas en la germinacion de la semilla puede conducir a la adsorcion y absorcion de
las NP’s por las raices y a su translocacioén, transportando las NP’s a través de una via apoplastica o
simplastica. Las nanoparticulas pueden sufrir diferentes reacciones por el proceso de biotransformacion, sin
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embargo, la ocurrencia de las reacciones depende de las caracteristicas metalicas, las interacciones a escala
nanomeétrica, el modo de exposicion y la planta en estudio (Peng C et al., 2015).

Debido a la inevitable liberacion de nanoparticulas metalicas en el medio ambiente durante el proceso de
produccion, uso y eliminacion de productos relacionados con las NP’s metalicas, surge la necesidad de
comprender el efecto fitotoxico e interaccion con plantas de interés comercial debido a la bioacumulacion y
biomagnificacion de las nanoparticulas metalicas porque estudios demuestran que su presencia en alimentos
de animales o seres humanos puede tener potenciales riesgos la salud humana por la toxicidad de las NP's
metdlicas. (Peng C et al., 2015).

Segun datos de la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacién (FAOSTAT), en el afio 2021 en México,
el consumo de maiz anual per capita fue de 346.4 kilogramos, siendo este el cereal mas consumido en el
pais. Estas cifras demuestran el papel fundamental que desenvuelven los cultivos de maiz en la dieta de los
mexicanos, y por ende, su importancia economica.

El maiz (Zea mays) es una planta originaria de Mesoamérica, perteneciente a la familia de las poaceae, que
germina bajo condiciones favorables de humedad y temperatura que promueven la aceleracion en la division
y elongacion celular hasta emerger el embrién presentando la radicula e hipocotilo en la plantula (Escobar
J.L.A. et al,, 2021). El maiz es clasificado como una planta monocotiledénea, ya que posee solamente una
hoja embrionaria, y lleva a cabo el proceso de germinacion hipégea, en la cual el cotiledon permanece debajo
de la tierra, como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Germinacion de Zea mays (maiz). Lleva a cabo un proceso de germinacion hipogea. (Carlson, 2019)

La germinacién ocurre tras la imbibicién, un periodo durante el cual la semilla absorbe agua para obtener
potencial hidrico, y después de unas horas, la radicula de la semilla atraviesa la testa, para dar lugar a la
activacion del meristemo apical de la raiz que produce el crecimiento de la raiz mediante division celular y
enlongacion del tejido (Nabors, 2005). Es a partir de esta estructura, la raiz, donde surgen los pelos radicales,
células epidérmicas especializadas que llevan a cabo la mayor parte de la absorciéon de agua y minerales,
ademas de otras particulas como las NP’s de Cu y CuO.

En el presente articulo, se reportan los resultados obtenidos tras someter semillas de Zea mays (maiz) a
tratamientos con NP’s de Cu y CuO a diferentes concentraciones, con el objetivo de evaluar los posibles
efectos fitotoxicos que estas nanoparticulas ejercen sobre esta planta de interés comercial durante su
germinacioén y crecimiento.

Materiales y métodos

Prueba de germinacién

La esterilizacion de las semillas de maiz se realizd6 con una solucion de hipoclorito de sodio al 8%,
manteniendo en agitacion durante 30 min con agitador magnético en una parilla magnética. La siembra de
las semillas se realiz6 en condiciones de esterilidad colocando en una caja de Petri un papel filtro y sobre



pe VOLUMEN 16

XXVIlI Verano De la Ciencia
a ISSN 2395-9797
WWwWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

XXVII

W

éste se distribuyeron 10 semillas. Se adicionan 3 mL de agua desionizada estéril, después se cubrié con otro
papel filtro y se humedecioé con otros 3 mL, se cerrd y se pesé en una balanza digital, para controlar el volumen
manteniendo un + 5% del peso total de la caja de Petri durante los siete dias que permanecieron en la camara
ambiental en oscuridad total y temperatura ambiente.

Preparacion de suspension patron de NP’s de Cuy CuO

La suspensién patron se obtuvo al pesar 1,000 mg de NP’s de Cu en balanza analitica, se colocaron en un
matraz aforado y se afor6 a 100 mL con agua desionizada, obteniendo asi una suspension con una
concentracion de 10,000 ppm de nanoparticulas de cobre, se cubrié con papel aluminio y se mantuvo en
refrigeraciéon (4°C). El procedimiento se repitid con las nanoparticulas de 6xido de cobre considerando su
peso molecular al realizar los célculos para obtener la suspension patrén de 10,000 ppm de Cu.

Preparacién de solucion nutritiva de Hoagland

Se afiadié 1.0 mL de cada una de las siguientes soluciones: 3.57x10* M Ca(NOs)2, 2.14x10° M CaClz,
2.55x10* M KNO3, 2.31x10°M H3BO3, 4.0x10¢ M MnClz, 6.95x10® M MoO3, 3.7x107 M Zn(NO3)2, 1.0x10°
M FeCls, 9.68x10* M KH2PO4 y 9.0x10% M MgCl2 a un vaso de precipitado de 100 mL.

Germinacion de semillas con exposicién a nanoparticulas de cobre y nanoparticulas de 6xido de cobre

La suspension patron de 10,000 ppm NP’s Cu se colocé en ultrasonido durante 5 min, transcurrido este
tiempo se adicionaron 10 mL a la solucion nutritiva de Hoagland, y con agua destilada estéril se complet6 un
volumen de 80 ml para medir el pH, el cual se regul6 agregando NaOH y/o HCI hasta obtener un pH de 5,80.
Posteriormente se traslado la solucién a un matraz aforado de 100 mL para aforar con agua desionizada y
obtener una suspension de NP’s Cu 1,000 ppm a pH 5,80. El procedimiento se repitié6 de manera seriada
para finalmente terminar con 4 suspensiones de NP’s de Cu en solucién nutritiva con concentraciones de
1,000, 100, 10, 1 ppm y se realizd un blanco Unicamente con solucién nutritiva (0 ppm), se trasvaso cada
solucion un matraz Erlenmeyer distinto y se sometieron a esterilizacion en autoclave a 15 Ib/in? durante 20
min.

La esterilizacion de las semillas de maiz se realiz6 con una solucién de hipoclorito de sodio al 8%,
manteniendo en agitacion constante durante 30 minutos. La siembra de las semillas se realiz6 en ambiente
estéril y en una caja de Petri con un papel filtro como base para colocar 15 semillas estériles. Posteriormente
se adicionaron 15 mL de la suspensién de NP’s Cu en solucién nutritiva correspondiente con una micropipeta
de 5000 L, realizando 5 repeticiones para cada concentracion. Cada caja de Petri estéril se pesé y rotuld
con la concentracion de NP’s de Cu. Ademas, se pesaron las cajas de Petri con las semillas con la intencion
de mantener un peso minimo, manteniendo un margen de 3 g menor al peso total con la idea de controlar el
volumen durante los siete dias que permanecieron en la cdmara ambiental. Las cajas se mantuvieron en
oscuridad total a temperatura ambiente. Este procedimiento se repiti6 con la suspension patréon de
nanoparticulas de 6xido de cobre.

Medicion de raiz e hipocétilo

Completados los siete dias en la camara ambiental, se midi6 la raiz y el hipocétilo, obtenido en cada una de
las semillas de maiz que germinaron haciendo uso del Vernier digital (Steren), ademas, se obtuvo el
porcentaje de germinacion de cada una de las cajas de Petri. Todos los datos obtenidos fueron registrados

en el software Microsoft Excel y se utilizaron para su posterior analisis estadistico reportado en seccién de
resultados.

Resultados y discusion
Prueba de germinacion

La germinacion de las semillas de maiz en ambiente estéril, hUmedo y temperatura ambiente en la camara
ambiental “BIOTRONETTE MARK I1I” LAB-LINE a oscuridad durante siete dias resulté en un promedio de
germinacion del 80% de las semillas sometidas a la prueba de germinacién, demostrando asi la viabilidad de
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las semillas de maiz a utilizar, por lo que se procedi6 a realizar el estudio con el tratamiento de nanoparticulas
de cobre (Cu) y 6xido de cobre (CuO).

Germinacion de semillas de maiz con exposicién a nanoparticulas de cobre

Las nanoparticulas de cobre utilizadas fueron adquiridas en Sigma-Aldrich (40 - 60 nm). Los tres parametros
medidos para evaluar el efecto fitotdxico de las nanoparticulas fueron la longitud de la raiz, la longitud del
hipocoétilo y el porcentaje de germinacion. Los resultados obtenidos en una muestra representativa de cada
una de las concentraciones de NP’s de Cu a las que se expusieron las semillas se muestran en la Figura 2A,
en la cual se observa que conforme fue incrementando la concentracion de NP’s Cu fue disminuyendo la tasa
de germinacion, ademas de que se observan longitudes de raices e hipoc6tilos mas cortas.

El andlisis estadistico se llevo a cabo en Minitab Statistical Software v.21.4.1 y GraphPad Prism 10, y se
realiz6 ANOVA de un solo factor con una confianza del 95%, utilizando la prueba post-hoc de Tukey HSD.
En el parametro de longitud de raiz se obtuvieron medias significativamente distintas para 1 y 1000 ppm,
como se visualiza en la gréfica de la Figura 3, y de manera general se observa que el aumento en la
concentracion de NP’s de Cu disminuye la media de la longitud de la raiz. La longitud del hipocétilo no
presento diferencias estadisticamente significativas (p>0.05), pero se observa en la Figura 2 que las medias
a partir de 1 ppm comenzaron a disminuir. La raiz es la estructura que primero entra en contacto y absorbe
las NP’s de Cu, por lo cual suele verse méas afectada que el resto de la plantula. Las plantulas que germinaron
bajo la presencia de la solucién con NP’s de Cu a 1 ppm presentaron las medias mas altas, debido a que, en
bajas concentraciones, el cobre actia como micronutriente favoreciendo el crecimiento de éstas. El
porcentaje de germinacion de las semillas no presenté diferencias significativas en las diferentes
concentraciones evaluadas de NP’s de Cu (Figura 4). Por lo tanto, por lo analizado anteriormente, se puede
deducir que no existe efecto de las concentraciones de NP’s de Cu en el crecimiento de la plantula de maiz.

Figura 2. A) Cajas de Petri con una muestra representativa para cada tratamiento de nanoparticulas de cobre.
1) 0 ppm, 2) 1ppm, 3) 10 ppm, 4) 100 ppm y 5) 1000 ppm. Se visualiza una disminucién en el desarrollo de
la plantula y la germinacion de las semillas de maiz con respecto aumento la concentracion. B) Cajas de Petri
con una muestra representativa para cada tratamiento de nanoparticulas de 6xido de cobre (Il). 1) 0 ppm, 2)
1ppm, 3) 10 ppm, 4) 100 ppm y 5) 1000 ppm. Se visualiza una disminucion en el desarrollo de la plantula y
la germinacion de las semillas de maiz con respecto aumento la concentracion.
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Figura 3. Efecto fitotdxico de NP’s Cu en raiz e hipocdtilo Figura 5. Efecto fitotoxico de NP’s CuO en raiz e hipocdtilo
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Figura 4. Efecto fitotoxico de NP’s Cu en la germinacion de Figura 6. Efecto fitotoxico de NP's CuO en la germinacion de
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n=>5.

Germinacion de semillas de maiz con exposicién a nanoparticulas de 6xido de cobre

Las nanoparticulas de Oxido de cobre utilizadas fueron adquiridas en Sigma-Aldrich (<50 nm). Los tres
parametros medidos para evaluar el efecto de las nanoparticulas en el crecimiento de la semilla fueron la
longitud de la raiz, la longitud del hipocétilo y el porcentaje de germinacion. Los resultados obtenidos en una
repeticion de cada una de las concentraciones de NP’s de CuO a las que se expusieron las semillas se
muestran en la Figura 2B, en la cual a primera vista se puede deducir que conforme aumento la concentracién
de NP’s CuO se afectd negativamente la germinacion de la semilla de maiz.

El andlisis estadistico se llevd a cabo en Minitab Statistical Software v.21.4.1 y GraphPad Prism 10, y se
realiz6 ANOVA de un solo factor con una confianza del 95%, utilizando la prueba post-hoc de Tukey HSD.
Con respecto a la longitud de raiz, el ANOVA arroj6 que las medias son significativamente diferentes para un
0=0.05, no obstante, el analisis con el método de Tukey que al controlar los errores Tipo | no se identificé la
media diferente aceptando asi la hipotesis nula de que todas las medias son iguales, pero se visualiza que el
aumento en la concentracion de NP’s de CuO a partir de 1 ppm si disminuye la media de la longitud de la raiz
(Figura 5), aunque las diferencias no fueron significativas con respecto al método de Tukey (p>0.05). La
longitud del hipocétilo no presentd diferencias significativas estadisticamente para un nivel de significancia
de 0=0.05 debido a que la posible traslocacion de las NP’s CuO no se realizé hasta el nivel del hipocétilo. El
porcentaje de germinacién de las semillas no presenté diferencias significativas con respecto al tratamiento
control (0 ppm) en las diferentes concentraciones evaluadas de NP’s de CuO (Figura 6).
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Conclusiones

El aumento de las concentraciones de NP’s de Cu y CuO no afectd negativamente el porcentaje de
germinacion, contrario a la idea previa concebida en donde se esperaba que aquellas cajas de Petri que
fueron expuestas a mayor concentracion de NP’s tuvieran menor éxito en su germinacion. Es decir, las
semillas de maiz son capaces de llevar a cabo el proceso de germinacion aun siendo expuestas al estrés de
concentraciones altas de NP’s de Cu y CuO, pero el efecto fitotoxico de estas nanoparticulas es observado
en el dafio que las mismas causan a estructuras de la planta como la raiz.

La investigacion realizada ha demostrado que concentraciones utilizadas en el estudio (1-1000 ppm)
aplicadas en semillas de maiz en medio nutritivo de Hoagland, tras siete dias de cultivo, no afectan de manera
significativa el crecimiento de raiz e hipocaétilo de las plantulas. Sin embargo, se observé una tendencia de
disminucion de raiz e hipocatilo, aunque no es significativa (p>0.05) debido a la posible capacidad de las
raices de absorber NP’s de Cu y CuO como micronutriente.

Las NP’s de Cu utilizadas a concentraciéon de 1 ppm han demostrado tener un ligero aumento con respecto
al control en los parametros de longitud de raiz e hipocoétilo, lo que indica un posible beneficio donde el Cu
confiere al crecimiento de la planta, al actuar como micronutriente y probablemente como antimicrobiano al
inhibir el desarrollo de posibles agentes patégenos que retrasan el desarrollo de las plantulas.
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