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Resumen

Las nanoparticulas de cobre son ampliamente utilizadas en la agricultura por sus propiedades antibacterianas
y antifingicas, por lo que es primordial saber cual es el efecto que tienen para el crecimiento de algunas
plantas, en este estudio se llevé a cabo la germinacion de semillas del frijol negro (Phaseolus vulgaris L.) con
nanoparticulas de cobre (en su forma metalica y CuQ), asi como CuSO4 en solucion, para posteriormente
determinar las diferencias entre los efectos fitotdxicos entre las diferentes formas de Cu. Se encontr6 que el
porcentaje de germinacidon es mayor en nanoparticulas de Cu, pero el crecimiento de las raices en las
plantulas disminuye en todas las soluciones a partir de concentraciones mayores a 100 ppm, no importando
la forma quimica del Cu. Asimismo, los tallos de las plantulas en presencia de nanoparticulas de CuO tuvieron
un mayor promedio de crecimiento y se observd un efecto fitotdxico significativo a partir de las 100 ppm de
CuO (p < 0.05), en comparacion con el control, para el caso de los tallos en presencia de Cu metdlico y
CuSO04 disminuy® significativamente a partir de las 10 ppm al compararse con el control (p < 0.05). Finalmente
se concluy6 que el CuSOs4 en solucién (que no se encuentra en forma de nanoparticulas), produce mayores
efectos fitotoxicos en comparacion con las nanoparticulas de Cu y CuO.
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Introduccion

Actualmente, las nanoparticulas (NPs) metalicas se han convertido en una herramienta importante para
diversas aplicaciones industriales, ambientales y agricolas, debido a sus propiedades fisicoquimicas. Entre
ellas, las nanoparticulas de cobre (Cu-NPs) han destacado por su alta conductividad, capacidad
antimicrobiana y su potencial como micronutrientes en cultivos, especialmente en condiciones de estrés
abiotico (Anjum et al., 2015). Sin embargo, el exceso debido al uso ha sido un foco de atencién ante la
preocupacion como cientificos sobre sus efectos toxicos en organismos vegetales y sistemas ecoldgicos.

La fitotoxicidad hace referencia al dafo que cualquier compuesto (quimico, nanoparticulas, metales,
pesticidas, etc.) causa a las plantas independiente si hay presencia o ausencia de luz, esto puede afectar la
germinacion, el crecimiento radicular y el desarrollo de plantulas (Dietz & Herth, 2011). En el caso de las
plantas, el cobre es un micronutriente esencial, pero en concentraciones elevadas puede inducir estrés
oxidativo, dafiar el ADN vegetal y alterar la morfologia radicular (Wang et al., 2015).

Phaseolus vulgaris L., comunmente conocido como frijol, es una leguminosa cultivada en México y América
Latina, tanto por su alto valor nutricional, bajo costo e impacto a la salud. Forma parte de la dieta basica de
millones de personas en México por su alto contenido en proteinas, carbohidratos complejos, fibra, minerales
como hierro y zinc, y compuestos bioactivos como antocianinas con propiedades antioxidantes. Ademas, su
bajo costo lo convierte en una fuente asequible de nutrientes para sectores vulnerables, México se encuentra
entre los principales productores de frijol a nivel mundial (Rincon Sanchez et al., 2012).
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Dada su sensibilidad a contaminantes metalicos, se ha utilizado como modelo para evaluar la toxicidad de
nanoparticulas de Cu metdlico (NPs Cu), nanoparticulas de 6xido de cobre (NPs CuO) y el CuSO, (Aguillén
Barcenas et al., 2022). Estudios recientes han demostrado que la respuesta de esta especie al cobre depende
no solo de la concentracién, sino también de la forma quimica del metal y del tamafio de particula
administrado (Peng et al., 2015).

Con base a lo anterior, esta investigacién tiene como objetivo evaluar comparativamente los efectos
fitotoxicos de tres formas de cobre, dos en su forma de nanoparticulas (NPs Cu y NPs CuO) y otro en su
forma no nanoparticulada (CuSQO,) sobre la germinacion y el desarrollo temprano de Phaseolus vulgaris L.
en su variedad conocida en México como frijol negro. Esta evaluacion permitira comprender mejor los riesgos
potenciales del uso de nanomateriales metélicos en sistemas agricolas y su posible impacto en cultivos de
importancia alimentaria.

Metodologia
Semillas de Phaseolus vulgaris (frijol negro)

Se emplearon semillas comerciales de frijol negro (Phaseolus vulgaris L.), marca “Morelos”, lote 05M4,
adquiridas en un establecimiento comercial ubicado en el centro de la ciudad de Guanajuato, México. Previo
a su utilizacién, las semillas fueron sometidas a un proceso de desinfeccidn mediante inmersién en una
solucion de hipoclorito de cloro al 8% bajo agitacién constante durante 30 minutos, utilizando una parrilla
magnética. Este procedimiento tuvo como finalidad prevenir la contaminacion microbiana y contaminar
nuestro medio.

Preparacion de solucion nutritiva de Hoagland

Para preparar la solucion nutritiva tipo Hoagland, se utilizaron 10 compuestos que aportan macronutrientes y
micronutrientes necesarios para el crecimiento de las semillas. Para su preparacion, se utilizé un vaso de
precipitado de 500 mL al cual se afiadieron 5 mL de cada solucién madre correspondiente de los siguientes
compuestos: CaCl, 2.14 x 1073 M, KNO; 2.55 x 10™* M, H3BO; 2.31 x 10~ M, MnCl, 4.0 X 107 M, MoO3,
6.95 x 1078 M, Zn(NO3), 3.70 x 107 M, FeCl; 1.0 x 1075 M, KH,PO, 9.68 x 10™* M, MgCl, 9x 10™* M y
CaS0as. 2.96 x 10~* M. Se repite el procedimiento en la preparacion de cada solucion de cobre y para el
blanco.

Germinacion de semillas (control)

En un vaso de precipitado de 500 mL se agregé 50 mL de solucion nutritiva, se aford a 400 mL y se ajusto el
pH a 5.8 utilizando soluciones de NaOH o HCI. Finalmente se aforé a 500 mL con agua desionizada en un
matraz aforado, se le agregd 1.5 g de Phytagel y se vertio la solucién a un frasco de vidrio para su posterior
esterilizacion.

Para establecer el grupo control, se realizaron tres réplicas, distribuidas en contenedores de 1 L. A cada
recipiente se adicionaron 125 mL de la solucién anterior. Posteriormente, los contenedores se colocaron en
una camara de crecimiento controlado (BIOTRONETTE MARK IIl) durante 10 dias a una temperatura
constante de 25 °C y con ausencia de luz. A continuacion, se incorporaron a una camara de crecimiento
durante 48 h bajo las mismas condiciones y con un fotoperiodo de 12 h luz/ 12 h oscuridad. Finalizado el
periodo de incubacion, se contabilizaron y registraron las semillas germinadas.

Germinacidn en presencia de nanoparticulas de cobre, 6xido de cobre (II) y sulfato de cobre (II)

A partir de tres soluciones madre de NPs Cu, NPs CuO y CuSO4 con una concentracion de 10,000 ppm cada
una, se prepararon soluciones de 1000, 100, 10, 1 y 0 ppm, a las cuales se les agregé 50 mL de solucion
nutritiva Hoagland, luego se ajusté su pH a 5.8 utilizando soluciones de NaOH o HCI y se aforaron a 500 mL
con agua desionizada se le agregd 1.5 g de Phytagel y se vertié la solucién a un frasco de vidrio para su
posterior esterilizacion.

pag 2



VOLUMEN 37

}? pyicIang XXX Verano De la Ciencia
¥ ciencia ISSN 2395-9797

www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Para cada concentracion, se dispusieron tres réplicas de 15 semillas en contenedores estériles, replicando
las condiciones del grupo control para la germinacion.

Esterilizacion

Los frascos con solucion de NPs de cobre, NPs de CuO y CuSOs, asi como los materiales de laboratorio
necesarios (pinzas de metal, embudos, frascos de vidrio), se esterilizaron en una autoclave a una temperatura
de 121°C, durante 20 minutos a una presion 15 Ib/in?.

Los contenedores de plastico con capacidad de 1 L, usados para germinar las semillas, se esterilizaron con
una solucién de hipoclorito de cloro al 20%. A cada recipiente se le agregé una porcién de la solucion, esto
bajo condiciones de esterilizacion y se dejo en exposicion a la solucion durante 30 minutos.

Medicién de longitud de raiz, tallo y hoja

Finalizado el proceso de incubacion, se inicid con las mediciones correspondientes. Las plantas fueron
retiradas del medio de cultivo y separadas cada una. Posteriormente, cada planta fue sumergida en acido
nitrico 0.1 M con la finalidad de eliminar posibles trazas de Cu y otros metales durante menos de 10 s y
enseguida se sumergieron en agua desionizada para retirar el exceso de reactivo. Una vez limpias, se
procedié al corte de las plantas separando las estructuras principales: raiz., raices secundarias, tallo,
cotiledones y hojas.

Estas secciones fueron medidas de manera individual utilizando un calibrador digital (Steren) obteniendo
datos de longitud en milimetros. Después, se midi6 el contenido relativo de clorofila en hojas mediante un
medidor de clorofila Minolta portatil, registrando los valores obtenidos para cada muestra en unidades SPAD,
que posteriormente fueron normalizadas de acuerdo con la cantidad de clorofila en unidades SPAD
considerando la concentracion blanco de 0 ppm como 100 %. Finalmente, todas las porciones vegetales
fueron colocadas en bolsas de papel y transferidas a un desecador (Hamilton Beach) a 60°C por 48 horas;
con el objetivo de eliminar la humedad y preparar las muestras para futuros analisis de biomasa o contenido
mineral.

Analisis estadistico

Se utilizé el software Minitab 19 para realizar el analisis estadistico, con el cual se realizé el ANOVA de una
via con un nivel de confianza del 95%, previamente se realizaron las pruebas de normalidad y
homocedasticidad de los diferentes parametros evaluados en el experimento. Asimismo, se realizaron
pruebas de comparaciones de medias por el método de Tukey HSD para determinar diferencias significativas
(p < 0.05) entre las diferentes concentraciones de NPs de Cu, CuO y CuSOa. Las graficas de los resultados
obtenidos en el analisis estadistico fueron elaboradas con el software GraphPad Prism 10.

Resultados y discusion
Germinacion de semillas con exposicion a nanoparticulas de Cu, CuO y CuSOg4

Después de 12 dias de germinacion y crecimiento, se observaron altos porcentajes de germinacién de
Phaseolus vulgaris L. negro en presencia de NPs de Cu y CuO, asi como CuSOQas. Es importante destacar
que este porcentaje disminuia al tener una concentracién de 1000 ppm, como se muestra en la Figura 1, en
la cual se observa en general que los porcentajes mas altos de germinacion se obtuvieron con las NPs de Cu
(Figura 1A) puesto que en todas las concentraciones se obtuvo al menos un 50% de germinacién y sin
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). En cuanto al CuO (Figura 1B), los porcentajes también
fueron altos, pero se observa una diferencia significativa en la concentraciéon de 1000 ppm (p < 0.05). Asi
mismo, el comportamiento de la germinacién de las NPs de CuO es similar al observado en CuSO4 en donde
la germinacion es significativamente menor en el tratamiento de 1000 ppm en comparacién con las demas
concentraciones (p < 0.05). Lo anterior indica que Phaseolus vulgaris L. es capaz de germinar en medios con
NPs de Cu, CuO y CuSO4, pero se observa un efecto negativo en el desarrollo de la planta a altas
concentraciones de dicho metal. Estos resultados demuestran una mejor respuesta en comparacién con lo
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reportado al usar acetato de cobre || monohidratado, cuyo promedio en el porcentaje de germinacion fue del
58% (Aguillon et al., 2023).

Ademas, los resultados obtenidos en este analisis son similares a lo que se reporta en la bibliografia, en
donde el uso de NPs de TiO2 y ZnO en tomate promueve un buen crecimiento, pero a concentraciones
menores de 250 mg/Kg. Mismo caso sucede con NPs de Fe en plantas de zacate, cebada y lino, cuyo
porcentaje de germinacién no fue inhibido a concentraciones menores de 250 mg/L (Arredondo J, 2016). Por
lo que, si bien las nanoparticulas de metales pueden aportar beneficios a la planta en su germinacion, en
altas concentraciones puede disminuir significativamente su crecimiento.

A B

Nanoparticulas de Cu Nanoparticulas de CuO

150
150 Hl % de germinacion

100- 100+

50 50

% de germinacion
% de germinacién

0-

0-

0 1 10 100 1000
Concentraciéon de CuO (ppm)

0 1 10 100 1000
Concentracion NPs de Cu (ppm)

C Cuso,

1504
100+

50

% de germinacion

0-

0 1 10 100 1000
Concentracion de CuSO, (ppm)

Figura 1. Porcentaje de germinacion de Phaseolus vulgaris L. (frijol negro) en presencia de (A) NPs Cu, (B) NPs CuO y (C) CuSOg4 en diferentes
concentraciones de Cu. La altura de las barras indica el porcentaje promedio de germinacion. Las barras de error muestran el error estdndar y letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos a diferentes concentraciones de cobre (p < 0.05), n=3.

Analisis de la longitud en tallos y raices de plantulas expuestas a NPs de Cu, CuO y CuSO4

La capacidad de germinacién de una planta es caracteristico de su calidad fisiolégica y, por ende, demuestra
su potencial para desarrollarse (Morales et al. 2017). En este estudio, se consider6 como semilla germinada
aquellas con al menos un crecimiento de 2 mm y como se describié anteriormente, se obtuvieron promedios
de germinacion altos, pero este no es el Unico parametro que demuestra el impacto que tiene el Cu en el
crecimiento de Phaseolus vulgaris L., por lo que comparar la longitud de tallos y raices permite tener un
caracter cuantitativo mas claro y asi reconocer posibles dafios fitotdxicos en la planta.

En la Figura 2 se muestran las longitudes de los tallos y raices obtenidos, en donde se observa que para los
tallos en presencia de NPs de Cu (Figura 2A) no hay diferencias significativas para las concentraciones de 0
a 10 ppm, pero a partir de 100 y 1000 ppm las diferencias son significativamente diferentes (p < 0.05). En las
raices, comienzan a tener diferencias a partir de la concentraciéon de 100 ppm. Para el caso de CuO, el
comportamiento es similar al caso anterior, pues los tallos presentan cambios significativos a partir de 1000
ppm, mientras que la longitud de las raices tiene un cambio significativo a partir de 100 ppm (p < 0.05). Otra
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diferencia importante es el promedio de la longitud, el cual es mayor en presencia de CuO, por lo que las
plantas tuvieron un mayor crecimiento. En cuanto a las plantas que crecieron en CuSOs4 (Figura 2C), se
percibe que sus longitudes obtenidas fueron las de menor tamafio en comparacién con las NPs de Cuy CuO,
lo que indica un mayor efecto fitotéxico ya que se presenta un crecimiento menor, como se puede apreciar

en la Figura 2.
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Figura 2. Efecto fitotéxico en la longitud de tallo y raiz de Phaseolus vulgaris L. en presencia de (A), NPs Cu (B) NPs CuO y (C) CuSO4 en diferentes
concentraciones. La altura de las barras indica el porcentaje promedio de germinacién. Las barras de error muestran el error estdndar y letras

diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos a diferentes concentraciones de cobre (p < 0.05), n=3.

Analisis del porcentaje de clorofila en semillas expuestas a NPs de Cu, CuO y CuSO4

La clorofila es un pigmento importante presente en las plantas que permite llevar a cabo la fotosintesis,
proceso de suma relevancia ya que se obtiene energia quimica a partir de energia luminosa; por lo que una
planta con altos niveles de clorofila implica un metabolismo adecuado para la obtencion de sus nutrientes
(Gonzalez et al., 2008). En la Figura 3 se presentan los graficos del nivel de clorofila producido por las plantas.
De manera general se observa una misma tendencia en el porcentaje de clorofila, el cual disminuye a partir
de la concentraciéon de 100 ppm, lo que indica que a altas concentraciones no hubo suficiente produccién de
ésta, o bien, no se presentd un desarrollo adecuado de hojas, debido al efecto fitotdxico analizado
previamente. De manera similar, en presencia de CuSO4 (Figura 3C) se obtuvieron porcentajes muy bajos de
clorofila, cuyos valores son menores al 15% con respecto a la concentracion de 0 ppm. En cambio, en
presencia de NPs de Cu y CuO, los porcentajes de clorofila son mayores lo que indica un menor efecto
danino. Cabe destacar que el porcentaje de clorofila obtenido en CuO (Figura 3B) es independiente de la
concentracion, ya que no hay diferencia significativa entre los tratamientos (p > 0.05).
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Figura 3. Porcentaje de clorofila presente en Phaseolus vulgaris L. en presencia de nanoparticulas de: (A), NPs Cu, (B) NPs CuO y (c) CuSO4 en
diferentes concentraciones. Las barras de error muestran el error estdndar y letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos
a diferentes concentraciones de cobre (p < 0.05), n=3.

Andlisis de la biomasa en tejido seco de semillas expuestas a NPs de Cu, CuO y CuSOq4

El cobre es un metal esencial para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas, pues participa en
procesos bioquimicos tales como la fotosintesis, respiracion, respuesta al estrés oxidativo, metabolismo de
la pared celular y sefializacién de hormonas, cofactor de varias enzimas, entre otros (Villegas et al., 2015).
De esta manera, se destaca la gran importancia que tiene la presencia de este metal, pero como se ha visto
a lo largo del analisis, a concentraciones altas de cobre, ya sea en su forma de NPs de Cu, CuO o CuSOs,
hay un dafio evidente en el desarrollo de Phaseolus vulgaris L. en altas concentraciones de Cu. Por lo anterior,
para finalizar con el analisis fitotdxico, se comparoé la biomasa en tejido seco producido por las semillas; estos
resultados se muestran en la Figura 4, en la cual se tiene que la biomasa producida es independiente de la
concentracion de NPs de Cu (Figura 4A) y de CuO (Figura 4B) ya que no hay una diferencia significativa entre
los tratamientos (p > 0.05). Sin embargo, se aprecia una mayor produccién de biomasa en presencia de NPs
de Cu. Sucede lo contrario en CuSO4 (Figura 4C), donde la cantidad de biomasa es dependiente de la
concentracion porque existe una diferencia significativa en la producciéon de biomasa en 1000 ppm al
compararse con las otras concentraciones (p < 0.05). Por lo tanto, el CuSO4 presenta un mayor riesgo
fitotéxico. Este resultado puede ser debido a la solubilidad de los metales, ya que el CuSO4 es el mas soluble,
lo que provoca una mayor interaccién en el medio nutritivo y a su vez con las plantas, ademas, el exceso de
cobre causa estrés oxidativo en las plantas y consecuentemente incrementa la respuesta de antioxidantes
debido al incremento de la produccion de radicales libres de oxigeno altamente toxicos (Villegas et al., 2015).
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Figura 4. Biomasa producida en tejido seco de Phaseolus vulgaris L. al estar expuesto a: (A) NPs Cu, (B) NPs de CuO y (C) CuSOasen diferentes
concentraciones. Las barras de error muestran el error estdndar y letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos a
diferentes concentraciones de cobre (p < 0.05), n=3.

Conclusiones

Se analiz6 la fitotoxicidad de las NPs Cu, NPs CuO y CuSOQOs4 en el crecimiento y desarrollo de Phaseolus
vulgaris L., en su variedad frijol negro utilizando distintos parametros como germinacion, elongacion (longitud)
de tallos y raices, contenido de clorofila y producciéon de biomasa en tejido seco. Se concluye que la
germinacion fue mejor en presencia de NPs de Cu. Sin embargo, el crecimiento de raices y tallos de las
plantas disminuye significativamente en todas las formas de Cu a partir de la concentracion de 100 ppm al
compararse con el tratamiento control (p < 0.05). En cuanto al porcentaje de clorofila, se encontré que la
produccion de este pigmento se reduce significativamente en presencia de NPs de Cu y CuSO4 en 1000 ppm
al compararse con el tratamiento control (p < 0.05). Asi mismo, la cantidad de clorofila producida en presencia
de CuO no tiene diferencias significativas entre las concentraciones estudiadas (p > 0.05). La presencia de
NPs Cu y NPs de CuO no tuvo un efecto significativo en la produccion de biomasa, pero en el caso de la
CuSOq4, se observo una disminucién significativa en 1000 ppm con respecto al tratamiento control (p < 0.05).
Finalmente se concluyd que el CuSO4 en solucion (que no se encuentra en forma de nanoparticulas), produce
mayores efectos fitotdxicos en comparacion con las nanoparticulas de Cu y CuO. Para complementar estos
estudios se propone realizar la determinacion de contenido de cobre en los tejidos de las plantas expuestos
a NPs Cu, NPs CuO y CuSOa.
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