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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo con el objetivo de determinar
el efecto en la germinacion y en el crecimiento de plantula de dos diferentes
sistemas de siembra:1. Entre papel Anchor y 2. Sobre papel secante azul (blue
blotter paper) en caja de plastico; y de dos métodos de aplicacién de
nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO): 1. Directo a la semilla y 2. Directo

a la plantula, en tomate (Solanum lycopersicum) variedad Rio grande.

Para cada sistema de siembra se establecieron cuatro repeticiones de 25
semillas cada una, aplicando tres concentraciones de NPsCuO a semillas o0 a
plantulas (0, 25, y 50 ppm). Para el método de siembra entre papel, las 4
repeticiones (tacos) se colocaron al azar en una bolsa de polietileno transparente
para conservar la humedad, después se ubicaron en una camara de germinacién
a25°C+2°C.

El ensayo se establecié en un disefio completamente al azar con arreglo factorial
(2 x 2 x 3) (2 sistemas de siembra x 2 métodos de aplicacion x 3 concentraciones
0, 25, 50 ppm NPsCuO). Se evaluaron las siguientes variables en porcentaje:
vigor de germinacion, germinacion, plantulas con alto vigor, plantulas con bajo
vigor, plantulas anormales, semillas sin germinar y peso seco de plantula en

mg/plantula.

Con los datos se realiz6 un andlisis de varianza y una comparacion de medias
con la Prueba de Tukey (P<0.05), para lo cual se utilizd el programa estadistico
SAS version 9.4 (2013).

En los resultados se observd que las NPsCuO causaron un efecto de
fitotoxicidad afectando la germinacion y el vigor. En cuanto a los métodos de
siembra, en caja de plastico transparente se obtuvieron los mejores resultados.
Para el método de aplicacion de NPsCuO, se observé mejor respuesta al aplicar

directo a las plantulas, posterior a su germinacion.

Palabras clave: nanoparticulas de cobre, métodos de siembra, germinacion,

plantula, semilla.
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l. INTRODUCCION

De acuerdo con Mejias et al. (2009), la nanotecnologia se deriva del griego
nanno que significa "enano” y proviene de la materia a una escala de 1-100
nandémetros. La nanotecnologia tiene la posibilidad de manipular los materiales
a escala atomica, subatomica y molecular, lo cual genera enormes beneficios a

las generaciones presentes y futuras.

Uno de los principales objetivos de los nanomateriales mejorar sus
caracteristicas y poder ser empleados en el sector agricola, asi como también
en el avance de recursos agroindustriales. Diversos estudios sefialan que el uso
de estos nanomateriales promueve la germinacion en plantas, ademas de que
contribuyen a que sean mas tolerantes al estrés biotico y abidtico (Genady et al.,
2017).

Las NPs metalicas en la agricultura y en la transformacion de alimentos son
utilizadas para disminuir las concentraciones de productos quimicos actualmente
empleados, asi como también para hacer un uso mas eficiente de los

agroinsumos (Singh et al., 2015).

Segun Rubilar et al. (2013), las NPs de cobre han sido objeto de estudio ya que
tienen diversas aplicaciones como, por ejemplo, en la biomedicina, la electrénica
y la 6ptica, entre algunas otras. Estos nanomateriales compuestos por cobre han
sido empleados en catalisis, peliculas conductoras, nanofluidos, como un

potente lubricador y agente antimicrobiano (referencia).

El cobre en plantas participa en procesos bioquimicos como la fotosintesis,
respiracion, respuesta al estrés oxidativo, metabolismo de la pared celular,
sefalizacion de hormonas, cofactor de varias enzimas como el superéxido
dismutasa, es ademas esencial en la sefializacion de transcripcion y transporte

de proteinas (Yruela, 2005).

En el presente trabajo se evaluaron en laboratorio dos sistemas de siembra de
semillas de tomate variedad Rio Grande, sobre papel secante azul en cajas de
plastico transparente y entre papel Anchor (tacos), asimismo dos métodos de

aplicacion de nanoparticulas, a semillas y a plantulas, y tres concentraciones de



NPsCuO (0, 25, 50 ppm), para determinar su efecto sobre la germinacion de las

semillas y el crecimiento de plantulas.

1.10bjetivo General

e Evaluar en laboratorio el efecto de dos sistemas de siembra, dos métodos
de aplicacion y tres concentraciones de NPsCuO, en la germinacién y
crecimiento de plantulas de tomate.

1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de sembrar entre papel y sobre papel en la germinacién
de semillas y crecimiento de plantulas de tomate, al aplicar diferentes

concentraciones de NPsCuO.

e Evaluar el efecto de aplicar las NPsCuO a semillas o a plantulas de

tomate, en variables relacionadas con la germinacion y el vigor.

1.3 Hipétesis

e Hi= Tratar las semillas con concentraciones bajas de NPsCuO y sembrar
sobre papel secante en caja de plastico, mejora el porcentaje de

germinacion y el crecimiento de plantulas.

e Ho: Tratar las semillas con concentraciones bajas de NPsCuO y sembrar
sobre papel secante en caja de plastico, no mejora el porcentaje de

germinacion ni el crecimiento de plantulas.



. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen de la nanotecnologia
El origen de la nanotecnologia (NT) se remonta a los resultados de la

investigacion del ganador del Premio Nobel de Fisica Richard Phillips Feynman,
quien en 1959 publicé "Mucho espacio” (Hulla, 2015). Feynman propuso
manipular y fabricar artefactos con una precisién de unos pocos atomos, pero a
pesar de este razonamiento, estas ideas permanecieron estancadas y no

prosperaron por afos.

Recientemente, la NT se ha empleado en aspectos agroindustriales, los cuales
se enfocan en las caracteristicas mas relevantes de los nanomateriales y que

impacten en el sector agricola (Sabourin y Ayande, 2015).

Segun Verma et al. (2019), estos materiales varian en una escala de 1 a 100

nanometros (nm).

Genady et al. (2017) sefialan que el uso de nanomateriales promueve la
germinacion en plantas, asi como también contribuye a que éstas sean mas
tolerantes al estrés bidtico y abidtico, incrementando la administracién y uso
eficaz de nutrientes, ademas de tener un mejor desarrollo de las plantas, lo cual

ocasiona un menor efecto ambiental en cuanto a metodologias tradicionales.

2.2 NPs en la agricultura
En la agricultura, las NPs metalicas pueden ser utilizadas para incrementar la

eficiencia de los agroinsumos, asi como también disminuir las concentraciones
de productos quimicos a emplear (Singh et al.,, 2015). Cota et al. (2013)
mencionan que, al encapsular los ingredientes activos de las NPs, se incrementa
el poder de su composicion quimica, y con esto se puede disminuir la toxicidad

y la contaminacién de los sistemas agroecoldgicos.



Ademas, el incremento en el rendimiento de cultivos y disminucion de la
contaminacion del agua y suelo se puede afirmar que han sido beneficiados por

la aplicacion de la agronanotecnologia (Marchiol et al., 2020).

El empleo de nanomateriales en la agricultura moderna permite la deteccion
temprana de algunas enfermedades causadas por patdgenos (Krishnaraj et al.,
2016), asi como un mejor aprovechamiento en plantas de nutrientes esenciales
(Martinez et al., 2016).

2.3 NPs en Laboratorio
En un estudio llevado a cabo para valorar los resultados a la aplicacion en bajas

concentraciones (<50 ppm) de NPs de 6xido de Cu, Zn, Mn y Fe preparadas en
laboratorio para la germinacion de semillas de Lactuca sativa dentro de un
sistema hidroponico, se obtuvo que las NPsCuO son por poco mas toxicas que
el Cu (Liu et al., 2016).

Betanzos (2017) al realizar aplicaciones de Cu en concentraciones de 10 mm
sintetizadas en extracto de algas, en frutos sanos de papaya, generé un aumento

de vida de anaquel del fruto, ya que el Cu tiene un efecto antifungico.

Al aplicar NPsCu en semillas de tomate durante el proceso de imbibicion,
aumento el crecimiento del vastago de la planta, asi como también de la radicula,
y el incremento del peso seco en plantula, por lo tanto, las NPsCu se

desempefiaron como factores promotores de crecimiento (Sanchez, 2018).

2.4 NPs en Invernadero
Solis (2019) describi6é en su trabajo realizado bajo condiciones de invernadero,

que al injertar una planta de tomate y aplicar NPsCu en el sustrato, la firmeza
del fruto se incrementd en un 63.7 %, asi como también aumento el diametro del

fruto.

Al llevar a cabo una investigacion en injertos en pepino de la variedad Induran

RZ F1 y utilizando como porta injerto el hibrido de calabaza criolla (Cucurbita



maximay), se obtuvo como resultado que el rendimiento y el area foliar (cm?3) en
la variable con injerto y con NPsCu, tiene un resultado positivo en la calidad de

los frutos (Hernandez, 2018).

Linares (2019) menciond que, al aplicar NPsCu en plantas de pimiento morron
en concentraciones de 100 mg L™, se increment6 la altura de la planta, diametro
del tallo y aumentd el peso en raiz, asi como el numero de hojas de la planta.

2.5 NPs en Campo
Las NPs aplicadas en pequefias concentraciones en campo ayudaron a

aumentar la eficacia de los plaguicidas (Patil et al., 2012).

2.6 Cobre
El cobre es el segundo material conductor térmico y de electricidad, presenta un

color rojizo en su estructura y puede ser encontrado en piedras, suelo, aire y
agua. Para su proceso de obtencion del suelo, se deben cumplir con ciertos
procesos ya que este material es de laboriosa degradaciéon en el ambiente, por
su composicion, ya que tiene un intercambio cationico elevado (Araya et al.,
2014). El cobre es utilizado en el sector agricola en el control de enfermedades

y nutricion de plantas.

2.7 Funciones metabdlicas y fisioldgicas de Cu
Hay dos formas de absorcion de minerales: la primera es a través de la via foliar,

gue se absorbe a través de los estomas de la hoja para llegar al mesdéfilo
responsable del transporte descendente a través de la via del xilema. Este es un
tubo conductor cilindrico de células muertas con una pared de tamiz hasta que
llega a la raiz. El segundo es absorbido directamente por la raiz, hasta llegar a
la clorofila, donde se sintetizan los nutrientes, y son transportados al interior de

la planta a través del floema (Alvarez et al., 2014).

De acuerdo con Marschner (1998), el cobre en conjunto con hierro, magnesio,
manganeso Yy calcio tiene un efecto sinérgico sobre la sintesis de clorofila. Es
cofactor de enzimas, y también constituye la plastocianina, que es responsable

de la interaccion ibnica dependiendo del fotosistema |, responsable de la sintesis

5



de polifenoles en cloroplastos, y también de la produccién de lignina en el tallo y
de la pigmentacion de frutos y la permeabilidad de las membranas. De igual
forma, participa en las funciones de oxidacion y reduccién de la citocromo-
oxidasa en el intercambio i6nico, lo que interfiere con la absorcion y

evapotranspiracion de la planta.

2.8 Deficiencias de Cu
De acuerdo con Sierra (2016), las plantas contienen una concentracion de cobre

entre 5y 20 mg/kg, asi como también un 70% de cobre que se encuentra dentro
de la clorofila. Cuando se tiene un nivel estable de cobre, éste funge como un
elemento mévil dentro de la planta y las mayores concentraciones pueden
encontrarse en las hojas y brotes nuevos. Dentro de las plantas mas jévenes se
encuentra en mayores proporciones, pero conforme la planta va madurando,
estas concentraciones se reducen de manera significativa. Cuando existe una
deficiencia de cobre en las plantas, se ocasiona un envejecimiento acelerado de
la clorofila, la cual deteriora el rendimiento fotosintético. El cobre permanece
inmovil dentro de la planta mientras que haya una deficiencia. Dentro de la
enzima citocromo-oxidasa también es almacenado el Cu, y si éste se encuentra
por debajo de los niveles normales, se disminuye el crecimiento de la planta.

El rango en que se encuentra disponible el cobre, en funcion del pH en suelo es
de 4.7 — 7.2 y en el caso de sustratos es de 5.4 — 6.5, en suelos alcalinos se
encuentra restringido. Cuando existe un exceso de Nitrogeno, se impide la
filtracion de Cu, por lo que se genera una deficiencia (Lopez et al., 1996).

2.9 Toxicidad por Cu

Un nanomaterial puede resultar fitotoxico y perturbar los sistemas biolégicos,
debido a sus caracteristicas superficiales, forma, tamafio y composicion
(Dhawan et al., 2009, Hossain et al., 2015).

Rao et al. (2014) indican que al hacer uso en abundancia de NPs metalicas de
Zinc, el contenido de clorofila total de las plantas de Brassica juncea (mostaza)
se ve afectado.

El cobre actia como metal toxico mientras que sea aplicado en cantidades mas
elevadas a las requeridas por el crecimiento vegetal (30 mg/kg). Debido al efecto

oxidativo que produce el cobre, las plantas activan un sistema bioquimico de
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defensa, entre el cual se encuentra el aumento de las funciones de enzimas
antioxidantes, asi como, glutation reductasa, catalasa, ascorbato, superoxido

dismutasa y guayacol peroxidasas (Ledn y Sepulveda, 2012).

Prakash et al. (2014) encontraron que al evaluar a nivel molecular y fisiolégico
la toxicidad de NPsCu en plantas de frijol mungo (Vigna radiata L.), con
diferentes concentraciones (0, 20, 50, 100, 200 y 500 mg L), en un ambiente
controlado durante 21 dias, se observo que al emplear concentraciones de 200
y 500 mgL*de NPsCu, se redujo de modo significativo la biomasa y la longitud
del vastago, asi como también se encontrd que en la aplicacion de las demas
concentraciones de NPsCu disminuyé significativamente la longitud media de la

raiz y de la biomasa.

Woo-Mi et al. (2008) realizaron un estudio con dos especies frijol (Phaseolus
vulgaris) y trigo (Triticum sativum), para determinar el impacto de las NPsCu, en
medio de agar en concentraciones de 450 a 722 mg L. En los resultados
obtenidos se observo que el frijol resultdé ser mas perceptible al aumento de las
concentraciones de NPsCu, desde caracteristicas de germinacion, crecimiento
vegetal y toxicidad. A mayor concentracion, se observaron mas particulas en las

células mediante espectroscopia.

2.10 NPs de Cu
Las NPsCu cuentan con caracteristicas distintas al Cu a granel en cuanto a

tamafio y superficie especifica, por ejemplo, la reactividad quimica, magnetismo,
resistencias fisicas, efectos opticos y conductividad eléctrica (Hong et al., 2015).

Lira et al. (2017) sefalaron que las NPsCu estan dirigidas al control de hongos
y bacterias en comparacion con otros metales. Para que estas propiedades
puedan ser mejor aprovechadas, todo depende de las concentraciones en que

sean aplicadas, la variedad a estudiar, las condiciones ambientales y la especie.

Las NPsCu han sido objeto de estudio ya que tienen probables aplicaciones en

la biomedicina, la electronica y la Optica, entre algunas otras. Estos



nanomateriales compuestos por cobre han sido empleados en catalisis, peliculas
conductoras, nanofluidos, como un potente lubricador y agente antimicrobiano
(Rubilar et al., 2013).

2.11 Productos en mercado de NPsCu
Hasta el afio de 2010 existian aproximadamente mas de 800 productos

elaborados a partir de la NT y que se encuentran disponibles a nivel mundial,
pero soOlo el 10 % de éstos son bebidas, alimentos y productos envasados
comestibles (Dudo et al., 2010).

En el afio 2008 la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US
Environmental Protection Agency, EPA), detectd que al menos existian 300
combinaciones que contenian cobre en funciéon de agentes antimicrobianos,
dirigidas a la reproduccién de bacterias que ponen en riesgo la salud y la vida,
por lo que las NPsCu se empezaron a utilizar para prevenir infecciones (Marin
et al., 2016).

2.12 Uso de NPs en el cultivo del tomate

Se estudio sistematicamente el efecto de NPsCu-Quitosano sobre el crecimiento
de semillas de tomate, se comprobd que se obtiene un rapido crecimiento y

eficaz desarrollo (Saharan et al., 2016).

Juarez-Maldonado et al. (2016) mencionaron que al aplicar NPsCu (0.006 mg L-
1) en el sustrato del cultivo de tomate, se incrementaron los niveles totales de
fenoles, asi como la transformacion del contenido de compuestos enzimaticos y

no enzimaticos de respuesta antioxidante.

Al aplicar concentraciones bajas de NPsCu (25 ppm) en plantas de tomate de la
variedad Rio Grande bajo condiciones controladas de invernadero, se detectaron
deficiencias y por consecuencia se obtuvieron frutos pequefios de menor peso y
tamafo. Pero al aumentar la concentracion a (100 ppm), se desarrollé6 mejor el
fruto, teniendo mayor tamafo y un efecto positivo en la division y elongacion
celular (Galindo, 2020).



En general, diferentes estudios muestran resultados contrastantes, ya que se ha
observado tanto efectos benéficos como de fitotoxicidad al aplicar NPsCu en
concentraciones bajas. En este estudio, se quiere identificar si concentraciones
bajas de NPsCuO, promueven o inhiben la expresion de variables fisiologicas

relacionadas con la germinacién y crecimiento de plantula.



. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacién
El presente estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Fisiologia de Semillas

del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con coordenadas 25°
23" 25" de latitud norte, 100° 50" 57" de longitud oeste y a una altitud de 1742
msnm en Buenavista; Saltillo, Coahuila México, durante el mes de septiembre
del 2021.

3.2 Material Genético
En esta investigacion se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum),

variedad Rio Grande.

3.3 Preparacién de las nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO)
Se prepararon suspensiones con NPsCuO a diferentes concentraciones (0, 25,

50 ppm). Con la ayuda de una balanza analitica se pesaron las nanoparticulas
en los miligramos requeridos y se depositaron en tubos tipo Falcon con tapa de
rosca, aforando con agua destilada a 50 mL. Posteriormente se colocaron en un
sonicador por 15 minutos para obtener una dispersion correcta de las NPsCuO.
Para el testigo (0 ppm) se utiliz6 agua destilada siguiendo el mismo

procedimiento.

3.4 Acondicionamiento de las semillas previo a la siembra
Para la siembra se contaron 100 semillas para cada tratamiento, se colocaron

en cajas de Petri con ayuda de unas pinzas de diseccion sobre una capa de
papel filtro. Posteriormente con ayuda de un gotero se aplicaron 3 ml de NPsCuO
de acuerdo con cada tratamiento, al testigo se le aplico agua destilada en la
misma cantidad. Después se colocaron en una camara de germinacion a 25°C
+ 2 °C durante 24 horas. Enseguida se procedié a sembrar las semillas en con

el tratamiento correspondiente.

3.5 Sistemas de siembra
Se usaron dos sistemas de siembra para determinar como influye en la

germinacion de la semilla y el desarrollo de la plantula:
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1. Cajas de plastico transparente: Se sembraron 25 semillas por caja (4),
representando una repeticion, colocando las semillas en el fondo sobre
papel secante azul previamente humedecido con agua destilada. Las
cajas con semillas se colocaron en una cadmara de germinacion a 25°C +
2 °C.

2. Entre papel Anchor: Se sembraron 4 repeticiones de 25 semillas de
tomate sobre papel Anchor humedecido con agua destilada, después de
la siembra se cubri6 con un pliego mas de papel previamente
humedecido, enrollando ambos para formar un “taco”. Las 4 repeticiones
de cada tratamiento se colocaron en bolsas transparentes de polietileno
para evitar la pérdida de humedad, después se colocaron en una camara

de germinacion a 25°C £ 2 °C.

3.6 Métodos de aplicacién de NPsCuO
Los tratamientos a plantula se realizaron con un atomizador pequefio, aplicando

3 ml de las NPsCuO en las concentraciones de 0, 25 y 50 ppm, a partir de los
cuatro dias después de la siembra.

Los tratamientos aplicados a semillas se realizaron de acuerdo con lo explicado
en 3.4.

3.7 Variables evaluadas

3.7.1 Plantulas Normales al Primer Conteo (Porcentaje del vigor de
germinacion).

Se llevd a cabo cinco dias después de la siembra, se evaluaron las plantulas

normales (tallo y radicula bien desarrollados), se expres6 en porcentaje y

represento el vigor de germinaciéon de la semilla.

3.7.2 Segundo conteo (Porcentaje de Germinacion)

Se realizo a los quince dias después de la siembra en la caja o entre papel
Anchor, se hizo el conteo de las plantulas normales, plantulas anormales y las

semillas sin germinar.
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3.7.3 Plantulas Normales (PN)

En esta variable, se cuantifican las plantulas con sistemas apicales y sistemas

radiculares bien desarrollados, que incluyen la raiz principal, cotiledones y tallo.

3.7.4 Plantulas Anormales (PA)

Para esta variable se tienen en cuenta las plantulas que presentaron raices
atrofiadas, raquiticas o ausentes, limitando su 6ptimo desarrollo. Con tallo

ausente o fuertemente torcido, o deforme.

3.7.5 Semillas sin Germinar (SSG)

Se contaron todas aquellas semillas que no germinaron aun con las condiciones

necesarias para hacerlo.

3.7.6 Longitud del tallo (LT)

Al finalizar el estudio se midié la longitud del tallo, para lo cual se considerd

desde la base del tallo hasta el punto apical mas alto y se report6 en centimetros.

3.7.7 Longitud de radicula (LR)

Se midié la longitud de la radicula y se reporté en cm, tomando en cuenta desde

el cuello hasta la caliptra o cofia de la raiz.

3.7.8 Peso Seco de Plantula (PS)

Se obtuvo de todas las plantulas normales (PN) de cada repeticidn, colocandolas
en bolsas de papel de estraza perforadas y rotuladas, luego se ubicaron en una
estufa de secado a 70 ° C durante 24 horas. Terminado el proceso de secado se

pesaron en una balanza analitica.
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3.8 Disefio experimental

Se utilizdé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2 x 3 (2
sistemas de siembra (1. entre papel y 2. en caja de plastico) x 2 métodos de
aplicacion (1. a planta y 2. a semillas) x 3 concentraciones (0, 25, 50 ppm de
NPsCuO), después se realiz6 un analisis de varianza y una comparacion de
medias con la Prueba de Tukey (P<0.05), para lo cual se utilizé el programa
estadistico SAS version 9.4 (2013).

3.9 Modelo estadistico

Modelo Lineal:

Yik = u+Si+ Mj +Ck+ SMjj+ SCik + MCjk +SMCijk + Eijki

Donde:

Yix = Respuesta para la I-ésima unidad experimental del nivel i de S, jde My k
de C.

KU = Media general; S; = Efecto del nivel i-ésimo del sistema de siembra; M; =
Efecto del nivel j-ésimo del método de aplicacion de NPs; CK = Efecto del nivel
k-ésimo de las concentraciones de NPsCuO; SM; = Efecto de la interaccion SM;
SCik = Efecto de la interaccion SC; MCj = Efecto de la interaccién MC; SMCix =

Efecto de la interaccion SMC; Ejx = error experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de varianza (Cuadro 1),
para las variables evaluadas en el ensayo de germinacion de semillas de tomate
(Solanum lycopersicum) de la variedad Rio Grande, tratadas con NPsCuO
indican que la fuente de variacion sistemas de siembras (S), presenté diferencias
significativas (P<0.01) para las variables Vigor, PAV y PBV, mientras que en las
variables PA, GERM y SSG, no se observaron diferencias estadisticas
significativas. En la fuente de variacion método de aplicacion (M), no se
encontraron diferencias significativas para las variables evaluadas, lo cual indica
una respuesta similar al aplicar a semillas o a plantulas. Por otra parte, en la
fuente de variacién concentracién (C), se encontraron diferencias estadisticas
(P=<0.01) en las variables PAV, PBV, GERM y SSG, mientras que en las variables
Vigor y PA no se encontraron diferencias estadisticas significativas.

Para la interaccion sistema de siembra x método de aplicacion (SxM), no se
obtuvieron diferencias estadisticas significativas en las variables Vigor, PBV,
GERM, PA y SSG, solo en la variable PAV (P<0.05), indicando que se puede
sembrar entre papel Anchor o sobre papel secante azul y aplicar las NPsCuO a
semilla o a plantula, obteniendo resultados estadisticamente iguales, sin afectar
el vigor de germinacion y la germinacion. En la fuente de variacibn SxC
(interaccion sistemas de siembra x concentracion de NPsCuO), se encontraron
diferencias significativas (P<0.01) en la variable PAV, ademas de diferencias
P<0.05 en las variables Vigor, GERM y SSG, sin embargo, en las variables PBV
y PA no se encontraron diferencias estadisticas significativas. Por ultimo, en la
fuente de variacion SxMxC (interaccion sistemas de siembra x método de
aplicacion x concentracion), no se encontraron diferencias significativas en las

variables analizadas.

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (Cuadro 2), para las variables
longitud de tallo (LT), longitud de radicula (LR) y peso seco de plantula (PS), no
mostraron diferencias significativas en la fuente de variacion sistemas de
siembra (S). La fuente de variacion método de siembra (M), asi como la
interaccion SxMxC mostraron diferencias significativas (P<0.01) en la variable

LR, mientras que las variables LT y PS, no mostraron diferencias estadisticas
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significativas. En la fuente de variacion concentracion de NPsCuO (C) se
encontraron diferencias significativas (P<0.01) en las tres variables (LT, LR, PS).
En la fuente de variacion SxC, se encontraron diferencias significativas (P<0.05)
en las variables LT y LR, mientras que en la variable PS no se encontraron

diferencias significativas.

En general, los resultados obtenidos en los analisis de varianza indican que el
sistema de siembra tuvo efecto en variables relacionadas con el vigor de la
semilla para germinar, lo cual es importante, ya que permitira identificar el
sistema en el cual se obtiene su mayor expresion. El vigor de un lote de semillas
es el conjunto de propiedades que determinan el nivel de actividad durante la
germinacion y posterior emergencia de las plantulas (Delouche,1976). La
expresion del vigor resulta de la interaccion de factores inherentes a la variedad,
como lo es su metabolismo, y a factores ambientales (Ferguson, 1995).

El método de aplicacion tuvo efecto en el crecimiento de la radicula, indicado por
las diferencias estadisticas observadas. Por otra parte, las concentraciones de
las suspensiones de las NPsCuO afectaron significativamente la expresion de
siete de 9 variables evaluadas, revelando una respuesta contrastante a las
NPsCuO.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables evaluadas en el ensayo de germinacion de semillas

de tomate usando diferentes sistemas de siembra, métodos de aplicaciéon, y concentraciones de NPsCuO.

Fv GL VIGOR GERM PAV PBV PA SSG
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Sistema (S) 1 1008.33 ** 54.81 ns 1053.72 ** 627.89 ** 5.92 ns 99.69 ns
Método (M) 1 96.33 ns 54.81 ns 93.72 ns 5.18 ns 0.03 ns 4.92 ns
Concentracion (C) 2 2.33 ns 796.11 ** 2216.57 ** 385.59 ** 163.26 ns 374.89 **
SxM 1 3.00 ns 272.75 ns 545.18 * 46.7 ns 241.71 ns 1.23 ns
SxC 2 206.33 * 422.96 * 703.47 ** 65.06 ns 178.16 ns 150.89 *
SXMxC 4 31.66 ns 143.25 ns 296.12 ns 104.63 ns 77.43 ns 2.14 ns
Error 61.88 81.94 115.54 42.28 63.72 33.64
CV (%) 9.34 12.26 16.86 4.75 43.71 68.06

** = Significativos P<0.01; * = Significativo P<0.05; ns = No significativo; FV= Fuente de variacion; GL= Grados de libertad;
Sistema= sistema de siembra caja sobre papel secante azul/entre papel Anchor; Método= Método de aplicacion plantula/
semilla; Concentracion = 0, 25, 50 ppm NPsCuO; SxM= Interaccion sistema de siembra x método de aplicacion; MxC=
Interaccion método de aplicacion x concentracion NPsCuO; SxMxC= Interaccion sistema de siembra x método de aplicaciéon
x concentracion de NPsCuO; CV (%)= Coeficiente de variacién; GERM= Germinacién; PAV= Plantas con alto vigor; PBV=
Plantas con bajo vigor; SSG= Semillas sin germinar.
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables longitud
de tallo, longitud de radicula y peso seco de plantula, evaluadas en el ensayo de
germinacion usando diferentes sistemas de siembra, métodos de aplicacion, y

concentraciones de NPsCuO.

LT LR PS
Fv GL (cm) (cm) (mg/plantula)

Sistema (S) 1 10.75 ns 9.53 ns 51.84 ns
Método (M) 1 29.57 ns 31.26 ** 6.73 ns
Concentracion (C) 2 212.07 ** 71.32 ** 107.79 **
SxM 1 70.34 ns 9.71 ns 9.86 ns
SxC 2 107.15* 8.3* 7.84 ns
SxMxC 4 41.85 ns 13.94 ** 13.2 ns
Error 31.66 2.52 15.9
CV (%) 56.53 18.04 68.69

** = Significativo P<0.01; * = Significativo P<0.05; ns = No significativo; FV=
Fuente de variacion; GL= Grados de libertad; Sistema= sistema de siembra
sobre papel secante azul en caja de plastico/entre papel Anchor; Método=
Método de aplicacion plantula/ semilla; Concentracién = 0, 25, 50 ppm NPsCuO;
SxM= Interaccion sistema de siembra x método de aplicacion; MxC= Interaccion
meétodo de aplicacion x concentracion NPsCuO; SxMxC= Interaccion sistema de
siembra X método de aplicacion x concentracion de NPsCuO; CV (%)=
Coeficiente de variacion; LT= Longitud tallo; LR= Longitud radicula; PS= Peso
seco de plantula.

En el Cuadro 3 se presenta la comparacion de medias para las variables
evaluadas por sistema de siembra, se encontré que en las variables VIGOR y
PAV la diferencia es estadisticamente superior para el sistema de siembra en
caja de plastico sobre papel secante azul, en comparacién con el sistema de
siembra entre papel Anchor. En la variable GERM no se observaron diferencias
estadisticas entre sistemas de siembra, obteniendo valores muy similares, el
meétodo de siembra sobre papel en caja de plastico obtuvo 75 %, en comparacion
con 73 % que alcanzo la siembra de semillas entre papel Anchor. En la variable
PBYV el sistema de siembra entre papel Anchor obtuvo resultados superiores al
método de siembra sobre papel secante en caja de plastico, con 14 % y 6 %
respectivamente. Sin embargo, lo que se busca es obtener mayor porcentaje de
PAV. Por otra parte, las variables PA, SSG, PS, LT y LR no mostraron diferencias

estadisticas entre sistemas de siembra.
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Los resultados en el Cuadro 3 indican que sembrar sobre papel secante dentro
de la caja de plastico, permite una mayor expresion del vigor de germinacion
(VIGOR), asi como del porcentaje de plantulas con alto vigor (PAV). Lo anterior
posiblemente debido a la exposicion de las plantulas a la luz directa dentro de la
camara, una vez que germinan las semillas, al estar dentro de la caja de plastico
transparente. La mayor cantidad de cobre en las plantas se concentra en el
cloroplasto, por lo que tiene una importante participacion en el proceso
fotosintético. Al ser un elemento metalico puede aceptar y donar electrones,
proceso conocido como oxido reduccion. Este proceso de oxido-reduccion es
indispensable para producir energia mediante la fotosintesis. Otra de las
funciones del cobre en las plantas es su participacibn en la cadena
transportadora de electrones durante la fotosintesis. El vigor depende de
interacciones entre la constitucion genética, las condiciones ambientales, el
grado de madurez, el tamafio y peso de la semilla, asi como de su deterioro
(Pérez y Pita, 2001). Las principales funciones del cobre en las plantas estan
relacionadas con su participacidon en la activacion de diversas enzimas,
principalmente de las superdxido dismutasas (SOD). Estas enzimas SOD son
las responsables de neutralizar especies reactivas de oxigeno producidas
naturalmente por el metabolismo de la planta (Marschner, 1998). Las especies
reactivas de oxigeno son capaces de oxidar y deteriorar los componentes
celulares. La enzima SOD evita esto, neutralizandolos y permitiendo el normal

metabolismo de las plantas, resultando en un mayor vigor de plantula.

En la comparacion de medias para las variables evaluadas por método de
aplicacion de las NPsCuO (Cuadro 4), el VIGOR, GERM, PAV, PBV, PA, SSG,
PS y LT no mostraron diferencias estadisticas. Por otra parte, la variable LR
mostro diferencias estadisticas, el método de aplicacion a la semilla obtuvo un
valor de 8.97 cm, el cual fue superior al método de aplicacion a la plantula, que
mostro un valor de 8.64 cm. La raiz es una estructura vital para la plantula, su
funcidn es absorber el agua y los nutrientes, ademas da soporte a la planta
(Valla, 1996). La raiz también participa en la tolerancia a la sequia, ya que las
raices profundas contribuyen a la absorcién de agua, cuando esta escasea en

los perfiles superiores del suelo.
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Cuadro 3. Comparacién de medias de las variables evaluadas en el ensayo de germinacion de semillas de tomate por sistema de

siembra.

SISTEMA  VIGOR  GERM PAV PBV PA SSG LT LR PS
SIEIE)/IEB RA (%) (%) (%) (%) (%) (%) (cm) (cm)  (mg/pléantula)
CAJA 84 a 75a 69 a 6 b 18 a 7a 10.14 a 8.76 a 6.50 a
PAPEL 75 b 73a 59 b 14 a 17 a 10 a 9.76 a 8.86 a 5.41a
MEDIA 79.08 73.78 63.74  10.04 18.26 852  9.95 8.81 5.8
TUKEY 4.6 5.3 6.36 3.85 4.78 347 0.75 0.21 2.85

Caja = Sistema de siembra sobre papel azul secante en caja de plastico; Papel= Sistema de siembra entre papel Anchor; GERM=
Germinacion; PAV= Plantas con alto vigor; PBV= Plantas con bajo vigor; SSG= Semillas sin germinar; LT= Longitud tallo; LR=

Longitud radicula; PS= Peso seco de plantula.
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En la comparacion de medias por concentracion de NPsCuO (Cuadro 5), se
observo que las variables VIGOR y PA fueron estadisticamente iguales en todas
las concentraciones, mientras que para GERM y PAV, el testigo resultd
estadisticamente superior con 82 y 77 %, respectivamente. Por otra parte, en
ambas variables, la concentracion con 50 ppm mostré resultados de 68% y 52%,
respectivamente. Esto indica que las NPsCuO causaron fitotoxicidad, afectando
la germinacion y el vigor de las plantulas. En este sentido, Wojcik y Tukiendorf
(2003) y Lequeux et al. (2010) mencionaron que, al aplicar concentraciones en
exceso de Cu, se puede ocasionar una reduccion en la biomasa de la parte
radicular y aérea de las plantas; asi como también, disminucion de la viabilidad
de las células de la raiz (Rodrigo-Moreno et al., 2013).

Por logica, para la variable PBV, al aumentar la concentracion de NPsCuO se
incrementd su porcentaje, esto es, a mayor NPsCuO en la suspensiéon, mayor
fue el efecto de toxicidad sobre el vigor de la plantula. El dafio que causa es a
nivel celular, retrasando el crecimiento de las plantulas, reflejAndose en el

incremento del porcentaje de plantulas con bajo vigor.

Igualmente, para la variable SSG se incrementd su porcentaje al aumentar la
concentracion de NPsCuO, encontrando que con las concentraciones de 25y 50

ppm se incrementaron a un 11 %, mientras que el testigo (Oppm) obtuvo 3%.

En la variable PS de plantula, se observdO que los resultados fueron
estadisticamente mas altos a una concentracién a 0 ppm (9.2 mg/plantula), en
comparacion a 50 ppm (3.55 mg/plantula), esto es, se presentd una reduccion
del 61.41 % en la acumulacion de materia seca por plantula, al incrementar de 0
a 50 ppm. En un estudio realizado con S. bicolor, indican que la disminucion en
la productividad de las plantas expuestas a cobre se pudo deber al cierre de
estomas, afectando el intercambio de gases y el transporte de electrones en los

fotosistemas | y Il (Kasim,2006).

En cuanto a la variable LT, el testigo (0 ppm) mostré valores significativamente
mas altos (10.80 cm) en comparacion a las otras dos concentraciones, en donde
a 25 ppm se obtuvo 9.62 cm y con 50 ppm una longitud de 9.23 cm. En ambas

concentraciones se observé efecto de toxicidad.
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Cuadro 4. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el ensayo de germinacion de semillas de tomate por método

de aplicacién de NPsCuO.

METODO DE VIGOR GERM PAV PBV PA SSG LT LR PS
APLICACION
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (cm) (cm) (mg/plantula)
PLANTULA 8la 78 a 64 a 10 a 18 a 8a 10.10 a 8.64 b 6.35 a
SEMILLA 78 a 73 a 62 a 10 a 19 a 9a 981a 8.97 a 525a
MEDIA 79.08 73.78 63.74 10.04 18.26 8.52 9.95 8.81 5.8
TUKEY 4.6 5.3 6.36 3.85 4.78 3.47 0.75 0.21 2.74

Plantula= Método de aplicacion de NPsCuO a la plantula; Semilla= Método de aplicacion de NPsCuO a la semilla; PAV= Plantas
con alto vigor; PBV= Plantas con bajo vigor; SSG= Semillas sin germinar; LT= Longitud de tallo; LR= Longitud de radicula; PS=

Peso seco de plantula.
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Cuadro 5. Comparacion de medias de las variables evaluadas en el ensayo de germinacion de semillas de tomate por

concentraciones de NPsCuO.

VIGOR GERM PAV PBV PA SSG LT LR PS
CONCENTRACIONES
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (cm) (cm)  (mg/plantula)
0 80 a 82 a 77 a 5b 15 a 3b 10.80 a 9.04 a 9.23 a
25 79 a 72 b 62 b 10 b 17 a 11 a 962 b 9.08a 5.76 ab
50 79 a 68 b 52 ¢ 16 a 21 a 11 a 923 b 820 b 355 b
Media 79.08 73.78 63.74 10.04 18.26 8.52 9.95 8.81 58
TUKEY 6.79 7.9 9.4 5.68 7.06 5.14 1.1 0.31 4.12

GERM = Germinacion; PAV= Plantas con alto vigor; PBV= Plantas con bajo vigor; SSG= Semillas sin germinar; LT= Longitud tallo;
LR= Longitud radicula; PS= Peso seco de plantula.
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Esto concuerda con lo reportado por Nair y Chung (2015), quienes encontraron
que los efectos de la fitotoxicidad del Cu en plantas incluyen un crecimiento
raquitico y desarrollo pobre. En la variable LR se observé mayor crecimiento en
el testigo (9.04 cm), sin embargo, estadisticamente igual que al tratar las semillas
con 25 ppm (9.08 cm), a diferencia de la concentracién con 50 ppm, que fue
menor, con una longitud de 8.20 cm. Asi como se observo con el tallo, el
crecimiento de la radicula también se afectd con la dosis mas alta de NPsCuO.
En otros cultivos se han observado respuestas similares, en un estudio realizado
con alfalfa y lechuga, se observé que al aplicar NPsCuO (0-20 mg L) via riego,
no solo alter6 el contenido nutricional y la actividad enziméatica, sino que también,
se redujo su crecimiento (Hong et al.,, 2015). En este sentido, Kasim (2006)
menciond que el exceso de Cu afecta el proceso de expansion celular
provocando la reduccion del tamafio celular y en consecuencia disminucién del

tamario de la raiz.

La Figura 1 muestra la interaccion entre el sistema de siembra y el método de
aplicacién de NPsCuO, para la variable plantulas con alto vigor. Se observo que,
al utilizar el sistema de siembra en cajas de plastico transparente sobre papel
secante, y al aplicar las NPsCuO directo a las plantulas se aumento el porcentaje
a 74.18 %; mientras que, al aplicar las NPsCuO a las semillas, se observo un
comportamiento similar entre sembrar en la caja sobre papel secante y entre
papel Anchor (63.66 % y 61 %, respectivamente). En las cajas de plastico, con
aplicacion foliar a las plantulas de NPsCuO, posiblemente este no se absorbio
en su totalidad, reduciendo el efecto de fitotoxicidad observado al aplicarlas a
semillas. Avellan et al. (2021) mencionaron que las NPs aplicadas de manera
foliar, se absorben principalmente por los estomas, sin embargo, Bombo et al.
(2019) indicaron que la absorcion también se realiza a través de los hidatodos.
Por otra parte, Ledn y Sepulveda (2012) indicaron que, en plantas sembradas
en suelo, la absorcion del Cu comienza en la epidermis de la raiz y el movimiento
de la epidermis a la endodermis es por difusién apoplastica y la translocacion de
cobre de la raiz a las hojas, a través del xilema, esto se lleva a cabo de forma

pasiva por la corriente de la transpiracion.
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Plantulas de alto vigor
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Figura 1. Interaccion SxM para la variable plantulas con alto vigor (PAV).

En la interaccion sistema de siembra por concentracion de NPsCuO (Figura 2),
se observé que al sembrar en cajas de plastico se mejord considerablemente el
porcentaje de vigor de las plantulas con respecto a la siembra entre papel, esto
en el testigo y al aplicar 25 ppm de NPsCuO. Al incrementar la concentracion a

50 ppm, se observd un comportamiento similar entre sistemas de siembra.
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Figura 2. Interaccion SxC para la variable vigor de germinacion.
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La Figura 3 muestra la interaccion sistemas de siembra por concentracion,
observandose un efecto de toxicidad al incrementar la concentracion de
NPsCuO. El testigo en ambos sistemas de siembra mostré los porcentajes de
germinacion mas altos (85.5 % en la caja 'y 78 % entre papel), reduciéndose a

61.71 % en la cajay a 73 % entre papel.
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Figura 3. Interaccion SxC para la variable porcentaje de germinacion.

En la interaccion sistemas de siembra por concentracién (Figura 4), para la
variable plantas con alto vigor, también se observé un efecto de toxicidad, siendo
el testigo el que mostré los mejores porcentajes. El sistema de siembra en la caja
resulté superior tanto en el testigo, como con la aplicacién de 25 ppm, con 83 y
70 % respectivamente. De acuerdo con los resultados, la aplicacion de estas
concentraciones de NPsCuO afectaron el desarrollo de las plantulas.
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Plantulas con alto vigor
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Figura 4. Interaccion SxC para la variable de plantulas con alto vigor

En la interaccién sistema de siembra x concentracién (Figura 5), para la variable
longitud de tallo, se observé que, al sembrar las semillas en cajas sobre papel
secante, el testigo (0 ppm) presenté la mayor longitud de tallo con una media de
11.24 cm, mientras que en la siembra entre papel se obtuvo una LT de 10.31

cm. Los resultados indican que ademas de la germinacién se afect6 el vigor.
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Figura 5. Interaccion SxC para la variable longitud de plantula
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Al incrementar la concentracion a 25 ppm, en el sistema de siembra en la caja,
la longitud del tallo se redujo a 10.09 cm, y en la siembra entre papel a 9.09 cm.
A 50 ppm se observé un comportamiento diferente, ya que en el sistema de
siembra entre papel se incremento la LT a 9.78 cm. La reduccion en la longitud
del tallo se puede deber a una disminucion en el tamafio celular por efecto del
cobre, lo que indica que también perturba el proceso de expansion celular
(Kasim, 2006).

En la Figura 6 se muestra la interaccion sistema de siembra x concentracion,
observandose resultados estadisticamente iguales entre sistemas de siembra,
dentro de concentraciones. Al parecer la radicula en esta etapa de desarrollo no
es tan sensible al cobre, como lo es el tallo. Sin embargo, si se presentd una

disminucion al incrementar la concentracion a 50 ppm.
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Figura 6. Interaccion SxC para la variable longitud de radicula.

En la interaccion sistema de siembra x método de aplicacion x concentracion de
NPsCuO (Figura 7), se observo que en el tratamiento que incluyé al testigo (0
ppm) en un sistema de siembra entre papel por el método de aplicacion a semilla,
se obtuvo la mayor longitud de radicula con 9.43%, en comparaciéon con los
demas tratamientos. También se observo que con 50 ppm se presento toxicidad,

en ambos sistemas de siembra y métodos de aplicacion.
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Figura 7. Interaccion SxMxC para la variable longitud de radicula.
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V. CONCLUSIONES

Las NPsCuO a las concentraciones aplicadas a plantulas y a semillas de
tomate, produjeron un efecto de toxicidad, resultando en menor
porcentaje de germinacion y de plantulas vigorosas, y mayor porcentaje
de plantulas con tallos cortos.

El sistema de siembra sobre papel secante dentro de la caja de plastico
favorecié la expresion del vigor, la germinacion y el desarrollo del tallo en
tomate, a pesar del efecto toxico de las NPsCuO.

El método de aplicacion a semilla tuvo efecto positivo Unicamente en la
variable longitud de radicula.

La disminucion del crecimiento de plantula por efecto de las NPsCuO
puede ser resultado de una reduccion en el proceso de division celular y

del dafo estructural a células meristematicas.
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