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Resumen

Las nanoparticulas son herramientas de gran utilidad en la nanotecnologia, se utilizan en diferentes sectores,
principalmente el medio ambiente y la agricultura. Las nanoparticulas (NPs) de metales y dxidos metalicos son utilizadas
ampliamente en el sector agricola debido a su actividad antimicrobiana. No obstante, la liberacién de las NPs por
diferentes actividades antropogénicas puede provocar una contaminacion excesiva de estos materiales, generando altas
concentraciones de NPs en suelos que potencialmente pueden ser toxicas para los cultivos, afectando indirectamente a
los organismos que los consumen, humanos y animales por medio de la cadena tréfica. Por lo anterior, en el presente
articulo se muestra un estudio de la fitotoxicidad de nanoparticulas de cobre y 6xido de cobre sobre la germinacion de
chile de &rbol (Capsicum annuum), cultivo de gran importancia en México. Se evaluaron diferentes concentraciones de
nanoparticulas sobre semillas de chile de arbol, con el fin de determinar la fitotoxicidad que ejercen en su porcentaje de
germinacion, en la longitud y el area del tallo y la raiz de las plantas. Los resultados demostraron que no existen
diferencias significativas en el porcentaje de germinacion y en la longitud y area del tallo después de la exposicion de las
semillas de chile de arbol, independientemente del tipo de nanoparticula y la concentracion. Sin embargo, la longitud y
el area de las raices disminuyen cuando aumenta la concentracion y en concentraciones superiores a 100 ppm esta
disminucioén es significativa con respecto al control (p<0.05). Ademas, se observa en C. annuum, las nanoparticulas de
cobre resultan menos tdxicas que las nanoparticulas de 6xido de cobre.
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Introduccion

Las nanoparticulas (NPs) son objetos esféricos, compuestos por polimeros naturales o sintéticos y con un tamafio entre 1
y 100 nm. (Khan, Saeed, & Khan, 2019). Se ha demostrado que cuanto mas pequefio sea el tamafio de las NPs, adquieren
nuevas funciones y propiedades, lo cual acelera el desarrollo de nanomateriales, especialmente de inhibiciéon microbiana
(Pourmadadi, y otros, 2024). Es asi como se han clasificado como una herramienta de importancia dentro de la
nanotecnologia, que puede ser aplicada en diferentes sectores como el medio ambiente, la agricultura, la industria
alimentaria, la biotecnologia, biomedicina, farmacéutica, entre otros. (Altammar, 2023).

El cobre (Cu) es un micronutriente esencial incoporado en una diversidad de proteinas y enzimas que cumplen un rol
fundamental en la salud y nutricidn de las plantas debido a sus propiedades conductoras excepcionales, asi como un buen
comportamiento catalitico (Kasana, Panwar, Kaul, & Kumar, 2017), de este modo, procesos como la fotosintesis,
respiracion, desintoxicacion de radicales superoxidos y lignificacién ocurren gracias a componentes celulares que
contienen cobre (Kirkby & Romheld, 2008). Por lo tanto, el desarrollo de NPs de cobre metalico ha cobrado importancia
debido a sus aplicaciones generales como antimicrobianos, inhibiendo eficazmente el crecimiento de bacterias patdgenas,
asi como contra varios hongos fitopatogenos, lo que las convierte en un buen candidato para la gestion de enfermedades
en plantas (Kasana, Panwar, Kaul, & Kumar, 2017).
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A la par que se han desarrollado NPs de cobre metalico, también se han estudiado NPs de 6xido de cobre, las cuales son
muy apreciadas en el sector industrial debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, atribuidas gracias a su gran
superficie activa, y al efecto del tamafio cuantico. Estas caracteristicas hacen que las nanoparticulas de CuO sean
indispensables para procesos de antioxidacién y procesos antimicrobianos, por lo que en tiempos recientes se les atribuye
su uso a la inhibicién de crecimiento microbiano en plantas (Pourmadadi, y otros, 2024).

El chile de arbol (Capsicum annuum) pertenece a la familia Solanaceae, de origen mexicano y regiones de centroamérica.
La planta requiere una temperatura entre 18-30°C para crecer adecuadamente, es exigente de luz y requiere un pH de
suelo entre 5y 7. Es una planta rica en nutrientes como calcio, fésforo, proteinas, potasio, vitamina C, vitamina E,
vitamina B6, hierro y magnesio. Su uso mas comun es en la cocina y la industria alimentaria, siendo el condimento
esencial en salsas y productos enchilados; ademas, es utilizado como colorante en alimentos y en la industria cosmética
(FIRCO, 2017). La capsaicina es el principio activo caracteristico del chile, que se encuentra mayoritariamente en su
semilla como un mecanismo de defensa, y ha sido estudiado debido a sus efectos biolégicos de relevancia farmacéutica,
incluyendo propiedades cardio protectoras, efectos litogénicos, antiinflamatorios, analgesicos, termogénica, y beneficios
adicionales en el sistema gastrointestinal. Incluso se ha demostrado potencial clinico en el alivio del dolor, prevencion
de cancer y pérdida de peso (Srinivasan, 2016).

La presencia de nanoparticulas durante la germinacion de semillas de plantas puede resultar en la adsorcion y absorcion
de estas particulas mediante sus raices, asi como su transporte a través de vias apoplasticas o simplasticas. Las
nanoparticulas pueden experimentar diversas reacciones debido al proceso de biotransformacion; no obstante, la
ocurrencia de estas reacciones esta condicionada por las propiedades metélicas de las nanoparticulas, las interacciones a
escala nanométrica, el modo de exposicion y la especie vegetal en estudio (Peng , y otros, 2015).

La liberacion de nanoparticulas metélicas en el medio ambiente durante las etapas de produccion, uso y eliminacién de
productos que contienen estas particulas genera la necesidad de comprender su efecto fitotdxico y su interaccion con
plantas de interés comercial. Esta necesidad se deriva de la bioacumulacién y biomagnificacion de las nanoparticulas
metdlicas, ya que estudios indican que su presencia en alimentos consumidos por animales o seres humanos puede
representar riesgos potenciales para la salud humana debido a la toxicidad inherente de dichas nanoparticulas. (Peng , y
otros, 2015)

Debido a la necesidad de comprender a mayor detalle el efecto fitotoxico de las NPs sobre el crecimiento de plantas de
importancia regional, se realizo el presente estudio, donde se describen los resultados de la fitotoxicidad generada por
diferentes concentraciones de NPs de Cu y CuO en la germinacién y crecimiento de plantulas de chile de éarbol.

Materiales y métodos

Preparacion de suspension patron de NPs de Cuy CuO

Las NPs empleadas fueron adquiridas en Sigma-Aldrich (40-60 nm para NPs de Cu y < 50 nm para NPs de CuO). La
suspension patron se obtuvo al pesar 1,000 mg de NPs de Cu en una balanza analitica, se colocaron en un matraz aforado
y se aforé a 100 ml con agua desionizada, obteniendo asi una suspensién con una concentracion de 10,000 ppm de NPs
de cobre; se cubrid con papel Parafilm y se almacen6 para su uso posterior. Este mismo procedimiento fue replicado para
la preparacion de la suspension de NPs de CuO, considerando su peso molecular al realizar los calculos para obtener la
suspension patrén de 10,000 ppm de Cu.

Preparacion de suspensiones de NPs de Cu y CuO para la siembra de semillas

Se prepararon 5 suspensiones de NPs de Cu a 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm, asi como 5 suspensiones de NPs de CuO a las
mismas concentraciones.

Primeramente, se prepard una solucidn nutritiva de Hoagland, afiadiendo 0.5 mL de cada una de las siguientes soluciones
en vasos de precipitados con capacidad de 100 mL: 3.57x10* M Ca(NOs)2, 2.14x10® M CaClz, 2.55x10* M KNOs,
2.31x10° M H3BOs, 4.0x10® M MnClz, 6.95x10® M MoOs, 3.7x107 M Zn(NOz)z, 1.0x105 M FeCls, 9.68x10* M
KH2PO4 y 9.0x10* M MgCl.. Después, en los mismos vasos de precipitados con la solucién nutritiva de Hoagland se
aforaron a 40 mL con agua desionizada. Enseguida se procedid a realizar diluciones seriadas de la suspensién patron de
NPs de Cu, adicionando 5 ml de la suspension patron hacia un vaso de precipitados con solucién nutritiva de Hoagland,
para después tomar 5 ml de este mismo vaso y transferirlo hacia otro vaso con solucidn nutritiva, repitiendo este
procedimiento hasta obtener 4 suspensiones de nanoparticulas a las concentraciones deseadas. Este mismo procedimiento
fue replicado con la suspensién patron de NPs de CuQ; la solucién control a 0 ppm de Cu y CuO no contiene NPs,
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Unicamente se adicionaron 45 ml de agua desionizada a la solucion nutritiva. Una vez realizadas las diluciones seriadas
se obtuvieron suspensiones de 0, 1, 10, 100 y 1000 ppm de NPs, se procedi6 a ajustar el pH a 5.8 adicionando HCI 0.1 N
0 NaOH 0.1 N segun sea el caso con ayuda de un pHmetro digital BLE-C600. Finalmente, cada suspension obtenida de
NPs se aforé en matraces aforados de 50 ml con agua desionizada. El contenido de cada matraz aforado con las
suspensiones de NPs fue depositado en matraces Erlenmeyer de 300 ml y se taparon con papel Parafilm para su uso
posterior.

Durante el procedimiento de la realizacién de las diluciones seriadas, tanto la suspensién patrén como las suspensiones
que fueron preparadas se mantuvieron en sonicacion con ayuda de un sonicador DK SONIC, con el fin de asegurar la
suspension homogénea de las NPs.

Germinacion de semillas con exposicion a NPs de Cu'y CuO

Las semillas de chile de arbol utilizadas fueron adquiridas en sobres de un comercio local en Guanajuato, México. Para
la esterilizacion de las semillas, se contaron un total de 600 semillas y se dispusieron en un vaso de precipitados de 250
ml, se les adiciond 100 ml de una solucion de hipoclorito de sodio al 8% y se mantuvo en agitacion constante durante 30
minutos empleando un agitador magnético previamente esterilizado y una parrilla de agitacion magnética; el vaso de
precipitados fue tapado con aluminio para evitar que algiin contaminante entrase durante el proceso de agitacion.

La siembra de las semillas se realiz6 en cajas de Petri, colocando un papel filtro seco sobre la base de la caja Petri y
afiadiendo 3 ml de la suspension de NPs correspondiente con ayuda de una micropipeta con capacidad de 1000-5000 pl,
asegurandose de sonicar la suspension para una distribucion homogénea de las NPs; seguido de esto, se colocaron 15
semillas estériles previamente filtradas con un embudo que contiene una gasa, y se distribuyeron sobre el papel filtro
humectado con la suspension con ayuda de unas pinzas metdlicas; finalmente se coloc6 otro papel filtro sobre las semillas
y se adiciond nuevamente 3 ml de la misma suspension de NPs empleada anteriormente, se cerro la caja de Petri y se
pes6 en una balanza analitica, etiquetando la caja con su peso total y sus debidas especificaciones para ser almacenada.
Para cada suspension de NPs de Cu'y CuO (0, 1, 10, 100 y 1000 ppm), se realizaron 4 repeticiones con 15 semillas cada
una, generando un total de 40 cajas de Petri y 600 semillas sembradas. Las semillas fueron dispuestas en una camara
ambiental BIOTRENETTE MARK 11l LAB-LINE a temperatura constante de 25°C durante 21 dias, realizando el riego
de las semillas con agua destilada estéril y colocando la cantidad de agua necesaria para igualar el peso total inicial de la
caja de Petri. Durante todo el procedimiento de siembra y riego de semillas, se trabajé en condiciones de esterilidad, y el
material empleado fue esterilizado en autoclave por via hiimeda a 15 Ib/in? durante 20 minutos.

Medicidn de la longitud de raiz y tallo de las semillas germinadas

Las plantulas fueron cosechadas después de 21 dias en la camara ambiental, las semillas y plantulas fueron extraidas de
la caja de Petri y dispuestas sobre un papel negro para realizar la medicion de la longitud del tallo y la raiz en milimetros
de aquellas semillas que germinaron con ayuda de un vernier digital. Adicionalmente, se tomé una foto de todas las
semillas y plantulas dispuestas en la caja de Petri con la camara de un teléfono celular Samsung Galaxy M31 para su
posterior andlisis en software. Este procedimiento se realiz6 con todas las cajas que contienen las semillas a diferentes
concentraciones de NPs de Cu y CuO, descartando aquellas que se encontraron contaminadas con microorganismos.

Medicion del area de raiz y tallo de las semillas germinadas

Con las diferentes fotos tomadas de las semillas sembradas en las cajas de Petri, se realizé la medicion del area de la raiz
y el tallo de cada semilla que logr6é germinar empleando el software “ImageJ” (Schneider, Rashand, & Eliceiri, 2012),
ajustando una escala en mm? y realizando el registro de cada area.

Analisis estadistico

Se utilizé el software Minitab 19 para realizar el andlisis estadistico correspondiente, se utiliz6 ANOVA de un solo factor
con un nivel de confianza del 95% para determinar la normalidad y la varianza de los diferentes parametros evaluados en
el experimento, asi como se realizaron pruebas de comparaciones de medias por el método de Tukey HSD para determinar
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de NPs de Cu y CuO. Las graficas de los resultados
obtenidos en el analisis estadistico fueron elaboradas con el software GraphPad Prism 10.
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Resultados y discusion
Germinacion de semillas con exposicion a NPs de Cuy CuO

Después de 21 dias en la camara ambiental, las semillas de chile de arbol expuestas a NPs de Cu y CuO lograron germinar
adecuadamente en cada una de las concentraciones estudiadas (Figura 1), observando que el porcentaje de germinacion
(Figura 2) es independiente de la concentracion de NPs de Cu y CuO, pues no se observaron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos (p>0.05). La germinacion de las semillas es el primer paso determinante del crecimiento
de las plantas en medios contaminados con NPs de diferentes metales y 6xidos de metales. De manera general, la
bibliografia reportada indica que la fitotoxicidad de las NPs reducen la tasa de germinacion de algunas especies, como la
cebada (Hordeum vulgare L.), el nabo (Brassica rapa L.), el arroz (Oryza sativa L.) y habas (Vicia faba L.); utilizando
NPs de plata (Ag), disminuyendo de 10-20% su tasa de germinacion. Similarmente, en el caso de las NPs de 6xidos
metalicos, se ha reportado una disminucidn en la tasa de germinacion de lechuga (Lactuca sativa), rabano (Raphanus
sativus L.) y pepino (Cucumis sativus L.), adsorbiendo las NPs en la superficie de las semillas y liberando iones metalicos
libres cerca de las semillascei(Rizwan, y otros, 2017). En las semillas de C. annuum, no se observo fitotoxicidad en las
concentraciones estudiadas de NPs de Cu y CuO, por lo que el chile de arbol presenta una buena resistencia en su tasa de
germinacion ante la contaminacion de cobre en el medio. Se ha reportado que tanto las NPs de Cu como las de CuO no
afectan en gran medida la tasa de germinacion en diferentes plantas por ser un micronutriente esencial, de hecho, en
algunos casos puede favorecer a la germinacion a concentraciones relativamente bajas de NPsgei(Kasana, Panwar, Kaul,

1ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

NP Cu

NP CuO

.

Figura 1. Germinacion de semillas de chile arbol expuestas a diferentes concentraciones de NP de Cuy CuO. Cada fotografia pertenece a las semillas
cultivadas en una sola caja de Petri para cada concentracion.
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Figura 2. Efecto fitotoxico de NPs de Cu 'y CuO en la germinacion de semillas de chile de arbol. Letras diferentes indican diferencias significativas en
los tratamientos (p < 0.05), n=4.

Analisis de la longitud y el area en raices y tallos de semillas expuestas a NPs de Cu 'y CuO

pag. 4



de
la

XXIX

pe

Universidad de Guanajuate

El analisis de parametros como la longitud y el area de las raices y tallos en las plantulas, son indicadores claros de la
salud general de las plantas (Rizwan, y otros, 2017), por lo que es necesario observar el comportamiento de estos
parametros en el chile de arbol cuando es expuesto a NPs de Cu y CuO.

De acuerdo con lo observado en la Figura 3, la presencia de diferentes concentraciones de NPs de Cu y CuO (0-1000
ppm) en el medio no afecta de manera significativa a la longitud del tallo de las semillas, pues en ambos casos (Figuras
3Ay 3B) el andlisis estadistico indicé que no hay diferencias significativas en las medias de la longitud de los tallos de
las plantas en los diferentes tratamientos (p>0.05). No obstante, la longitud de las raices si presentd diferencias
significativas (p<0.05), indicando que las NPs a diferentes concentraciones tienen efecto sobre el tamafio de la raiz.
Diferentes estudios han demostrado que las plantas pueden tomar NPs de metales y éxidos metalicos presentes en el
medio a través de contacto foliar, logrando penetrar hacia la semilla debido a su pequefio tamafio y adhiriéndose a la
superficie de las raices, entrando tanto a la corteza como a la epidermis por rutas apoplasticas; este fendmeno varia
dependiendo de la especie, el cultivo y las condiciones de crecimiento (Rizwan, y otros, 2017). Por lo tanto, este
experimento sugiere que las NPs de Cu y CuO logran penetrar las semillas del chile de arbol, y son retenidas en sus
raices, pues son el primer componente de la planta con el que las NPs entran en contacto; de este modo, la toxicidad
producida por las NPs afecta Gnicamente la raiz, sin ser translocadas hacia el tallo de las plantas y evitando que afecte su
tamafio.

Por otra parte, el efecto fitotdxico observado de las NPs en las raices de las plantas nos muestra que las NPs de Cu son
asimilados de mejor manera que las de CuO, obteniendo una mayor diferencia entre las medias de cada tratamiento. Los
autores han sugerido que los iones de cobre liberados a partir de las NPs de CuO tienen un mayor efecto fitotdxico que
las NPs de cobre metalico (Rizwan, y otros, 2017), debido posiblemente a que los iones metalicos causan un estrés iénico
en las plantas, desencadenando inactivacién enzimética por la formacion de enlaces entre el metal y los grupos tiol (-SH)
de las proteinas (Prieto-Méndez, Gonzélez Ramirez, Roman Gutiérrez, & Prieto-Garcia, 2009). En cuanto al efecto de la
concentracion, en los tratamientos con NPs de Cu a diferentes concentraciones se observaron fluctuaciones en la longitud
de las raices, obteniendo diferencias significativas en concentraciones de 1, 10 y 1000 ppm respecto al control, siendo el
tratamiento mas toxico aquel con 1000 ppm de NPs de Cu (Figura 3A), por lo que se deduce que a concentraciones de
0-100 ppm no hay un comportamiento claro de la toxicidad, sin embargo a partir de 1000 ppm el efecto toxico afecta
significativamente a la longitud de las raices del chile de arbol (p<0.05); por otro lado, se observa una tendencia clara en
el aumento de la longitud de las raices entre 0-10 ppm de NPs de CuO, y posteriormente ocurre una clara disminucion en
la longitud entre 100-1000 ppm (Figura 3B), indicando que la fitotoxicidad de NPs de CuO es mas evidente que la
fitotoxicidad de Cu, debido posiblemente al estrés i6nico que provoca la liberacion de iones de cobre a partir de las NPs
de CuO. Por lo que en general, podemos decir que el chile de arbol aprovecha de mejor manera, ademéas de que posee
mejor tolerancia, ante las NPs de Cu en comparacion a las NPs de CuO.

Chile de arbol Chile de arbol
30 a _ 40+ _
a B Raiz a B Raiz

_- a ab m Tallo — 2 a = Tallo
£ ab g 301 a
£ 204 - a a £ a
g b T s ab
E o F Zafecfl 7
2 40 4
s 3 104 cd g

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

Figura 3. Efecto fitotéxico de NPs de Cu 'y CuO sobre la longitud de raiz y tallo en semillas de chile de arbol. A) Efecto de NPs de Cu; B) Efecto de NPs
de CuO. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos (p < 0.05), n=4.

Respecto al area de las raices y los tallos en las plantas de chile de &rbol que lograron germinar, en la Figura 4 se logra
observar que, nuevamente, el tallo no es afectado por la fitotoxicidad que implican las NPs de Cu 'y CuO ya que no logran
translocar de la raiz hacia el tallo, por lo que no se visualizan diferencias significativas (p>0.05) en las medias de los
tallos en los distinto tratamientos (Rizwan, y otros, 2017). Sin embargo, las raices si sufren cambios respecto al tipo de
NPs y a la concentracion. En cuanto al efecto de la concentracion, la toxicidad de las NPs de Cu sobre el area de las raices
es mas clara (Figura 4A), donde a medida que incrementa la concentracion de Cu, disminuye el area, sin embargo en
concentraciones mayores de 100 ppm de NPs de Cu reduce significativamente el area de la raiz del chile de arbol
(p<0.05); mientras tanto, las NPs de CuO incrementan significativamente el area de las raices entre 1-10 ppm, y
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disminuye significativamente (p<0.05) al comparar con el control a partir de 100-100 ppm (Figura 4B). Sin embargo,
aungue con las NPs de Cu se haya visualizado mas claramente un efecto fitotoxico en las raices de las plantas, los valores
en las medias de los tratamientos con Cu son mas altos que aquellos en los que se utiliza CuO, por lo que nuevamente
podemos decir que las NPs de CuO son mas toxicas para el chile de arbol que las de Cu, debido al estrés idnico que
causan (Prieto-Méndez, Gonzalez Ramirez, Roméan Gutiérrez, & Prieto-Garcia, 2009).

A B

Chile de arbol Chile de arbol

20+ ) 40
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1
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0 1 10 100 1000 0 1 10 100 1000
Concentracion de NPs de Cu (ppm) Concentracion de NPs de CuO (ppm)

Figura 4. Efecto fitotoxico de NPs de Cu y CuO sobre el area de raiz y tallo en semillas de chile de arbol. A) Efecto de NPs de Cu; B) Efecto de NPs de
CuO. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos (p < 0.05), n=4

Conclusiones

Se realiz6 un estudio fitotoxico de exposicion de nanoparticulas de cobre y 6xido de cobre en diferentes concentraciones
a semillas de chile de arbol, obteniendo que el porcentaje de germinacion, asi como la longitud y el area del tallo, no son
afectados significativamente por el tipo o concentracion de nanoparticula. Por otra parte, la raiz se ve afectada tanto por
el tipo de nanoparticula como por la concentracion, obteniendo que las nanoparticulas de 6xido de cobre resultan mas
toxicas que las de cobre por el posible estrés idnico que causa en la planta; en cuanto a la concentracion, las raices logran
desarrollarse mejor a concentraciones entre 0-10 ppm, pero a concentraciones superiores de 100 ppm el desarrollo de la
raiz del chile de &rbol es afectado tanto en longitud como en &rea. Se considera necesario realizar estudios mas profundos,
tales como estudios de bioacumulacion, para lograr obtener resultados alin mas precisos.
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