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RESUMEN

En la presente investigacion se determinaron los efectos que provoca
la aplicacién de NPsCu a altas y bajas concentraciones en el proceso
de la germinacién y vigor de semillas de Cucumis sativus que se so-
meten a periodos de 12 y 24 h de imbibicidn. El experimento se realizé
en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica del Centro de Capacitacién
y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (ccoTs) de la Universidad Au-
ténoma Agraria Antonio Narro; en éste se utilizaron NPsCu de 25 nm,
y se efectuaron pruebas fisioldgicas de vigor y germinacion estandar
bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial A x B, 22
tratamientos de 0 hasta 500 ppm con 12 y 24 h de imbibicién, con
cuatro repeticiones cada una. Se evalué: porcentaje de vigor, germi-
nacion, plantulas anormales, semilla sin germinar, longitud de vasta-
go y radicula. En este trabajo se encontrd que el vigor se vio afectado
por el tiempo de imbibicién y el incremento de concentraciones; que
los tratamientos con bajas concentraciones, a 12 h de imbibicién con
NPsCu, mantuvieron porcentajes de germinacién aceptables, mien-
tras que los de altas concentraciones, en sus dos periodos de imbi-
bicién, tuvieron efectos inversamente proporcionales en el vigor y la
germinacién, ademas se les detectd fitotoxicidad, que se expresé al
incrementar el porcentaje de plantulas anormales y presentar la inhi-
bicién del crecimiento de las raices principales.
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ABSTRACT

The effects of NPsCu application at high and low concentrations in the
process of germination and vigor of Cucumis sativus seeds subjected
to periods of 12 and 24 h of imbibition were determined. The experi-
ment was carried out in the Laboratory of Physiology and Biochem-
istry at the Center for Training and Development in Seed Technology
(ccots), at the Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. In this
experiment, 25 nm NPsCu were used. Physiological tests for vigor and
standard germination were carried out under a completely randomized
design with factorial arrangement using 22 treatments from 0 to 500
ppm, 12 and 24 h of imbibition, and 4 repetitions each. The percentage
of vigor, germination, abnormal seedlings, ungerminated seed, stem
length and radicle were evaluated. It was found that the vigor was af-
fected by the imbibition time and the increase of concentrations, while
treatments with low concentrations at 12 h of imbibition with NPsCu
maintained acceptable germination percentages, and high concentra-
tions in their two imbibition periods had inversely proportional effects
In addition to the vigor and germination, phytotoxicity was detected,
which was expressed by increasing the percentage of abnormal seed-
lings and by presenting the inhibition of the growth of the main roots.

Key words: NPsCu, Cucumis sativus, germination, vigor.
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INTRODUCCION

1 término nanotecnologia (NT) se utilizé por

primera vez en 1974 por el japonés Norio Ta-

niguchi, un investigador de la Universidad de
Tokio, quien senald la posibilidad de poder manejar
materiales a nivel nanométrico. El prefijo nano se re-
fiere a una millonésima (1x10?), y la palabra nano-
tecnologia a las diferentes estructuras de la materia
y su control a escalas de entre 1 y 100 nandmetros
(Mejias et al., 2009). La NT involucra el disefo, la
caracterizacion y la aplicacion de estructuras, dispo-
sitivos y sistemas complejos mediante el control de
la forma, el tamafio y las propiedades de la materia a
escala nanométrica (Royal Society, 2004).

El atractivo de la NT esta relacionado con el he-
cho de que a escala nanométrica, las propiedades de
la materia cambian, y presentan una superficie mas
grande que los materiales a macroescala. Esta caracte-
ristica puede hacerlos quimicamente mds reactivos,
lo que afecta su resistencia y propiedades eléctricas,
magnéticas u opticas (Delgado, 2009). Las NPs meta-
licas poseen multiples propiedades fisicas, quimicas,
térmicas, magnéticas y Opticas que se aplican en di-
versas areas tecnologicas, incluidos alimentos y pro-
ductos comunes de uso diario (Trujillo, 2014).

El uso potencial de las NPs dentro de la agricul-
tura radica en que se pueden resolver problemas que
con productos a escala normal son muy costosos y no
siempre lo hacen eficientemente, como lo harian los
productos formulados con NPs (Carrillo y Gonzalez,
2009); ademas, estos productos mejoran la capaci-
dad de absorcién de los cultivos de los nutrientes del
suelo, lo que permite incrementar los rendimientos
de las cosechas al aprovechar que las NPs tienen pro-
piedades quimicas, estructurales y bioquimicas, que
representan una ventaja sobre otros productos for-
mulados con sus homologos sélidos (Bergeson, 2010;
Balinova et al., 2007).

Recientes estudios indican que los nuevos ma-
teriales metalicos y/o basados en el carbén afectan
a plantas y microorganismos en diferentes formas,
tanto en niveles ﬁsiolégicos, como bioquimicos, nu-
tricionales y genéticos (Zheng et al., 2005; Dehkour-
di et al., 2015; Yao et al., 2009; Khodakovskaya et al.,
2009). Sin embargo, en algunas areas ain no hay su-
ficiente informacién documentada en lo que respec-
ta a respuestas fisiologicas y fitotoxicas que las NPs
metalicas pueden tener en plantas y semillas para al-
gunos géneros especificos, y como éstos pueden ayu-
dar a expresar su maximo potencial en la germina-
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cion y vigor al ser sometidas a tratamientos con NPs
de esta naturaleza. La sintesis de NPsCu han estado
ganando atencion debido a su alta disponibilidad, fa-
cil manipulacién y por ser un metal semiconductor
debido a sus propiedades fisicas, quimicas, antimi-
crobianas, asi como a su abundancia, no obstante,
factores como la aglomeracion y la oxidacion rapida
lo han convertido en un area de investigacion dificil,
debido a que esto representan limitaciones impor-
tantes (Usman et al., 2013).

El cobre es un micronutriente esencial para el
crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Taiz
y Zeiger, 2006), y se sabe que participa en numerosos
procesos fisiologicos y que es un cofactor esencial
para muchas metaloproteinas, y también proteinas
que contienen Cu desempeiian un papel fundamen-
tal en procesos tales como: fotosintesis, respiracion,
desintoxicacion de radicales superdxido y lignifica-
cion (Kirkby y Romheld, 2008). A nivel celular, el Cu
también juega un papel esencial en la senalizacion de
la transcripcion y el transporte de proteinas, fosfo-
rilacion oxidativa y movilizacion del hierro (Yruela,
2005), pero también es conocido por ser potencial-
mente téxico. Algunos autores resaltan la impor-
tancia del Ciclo redox entre Cu** y Cu*y como éste
puede catalizar la produccion de radicales hidroxilo
altamente toxicos, con dafo subsiguiente al ADN,
lipidos, proteinas y otras biomoléculas (Halliwell y
Gutteridge, 1984), por lo tanto, a altas concentracio-
nes, el Cu puede volverse extremadamente toxico y
causar sintomas como clorosis y necrosis, atrofia, de-
coloracion de las hojas e inhibicién del crecimiento
de las raices (Van Assche y Clijsters, 1990).

Sin embargo, su forma nanoparticulada es posi-
ble que cuente con otras propiedades quimicas apro-
vechables en amplios ramos de la agricultura. Con
tal propdsito, el objetivo de la presente investigacion
es estudiar el potencial de las NPsCu como promo-
tor del crecimiento, a la vez que establecer las dosis
adecuadas para que asi suceda, y determinar en qué
momento las NPs pueden causar fitotoxicidad; al
mismo tiempo se pretende determinar en qué espe-
cies de importancia agricola es preciso su aplicacion.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en el Laboratorio de Fi-
siologia y Bioquimica del Centro de Capacitacion
y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (ccprs), de
la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro,
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Cuadro 1. Descripcion de tratamientos con NPsCu aplicados
en semillas de Cucumis s. mediante imbibicidn.

Dosis Concentraci6n Imbibicién (h)
(ppm)
Bajas 0,5, 10,20,50y 100 12
5,10, 20,50y 100 24
Altas 0, 100, 200, 300,400 y 500 12
100, 200, 300, 400 y 500 24

ppm = Partes por millén; h = Horas; conc. = Concentracion

Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, ubicada a 25°
21’ 19” latitud norte y a 101° 01’ 48” longitud oeste a
una altura de 1 779 msnm. La semilla que se trabajo
fue de Cucumis sativus L., var. Edisto. Se utilizaron
nanoparticulas de cobre (NPsCu) de 25 nm de la em-
presa Skyspring Nanomaterials; se establecieron 22
tratamientos con cuatro repeticiones, cada uno a dos
niveles de concentraciones, sometidos a periodos de
imbibicion de 12 y 24 h (Cuadro 1).

En el laboratorio de biotecnologia del Departa-
mento de Plasticos en la Agricultura (c1Qa) se elabo-
raron las soluciones para los diferentes tratamientos,
las cuales se realizaron a partir de una solucién ma-
dre (500 ppm) que se colo, de manera individual, en
un tubo falcén coénico (50 ml), para luego disolverla
a diferentes concentraciones; después las soluciones
se sometieron a un proceso de sonicacién ultrasoni-
ca en un ultrasonicador Branson 2510, durante tres
periodos de 20 minutos cada uno.

Se usaron 25 semillas por repeticion, que se co-
locaron en cajas de Petri (vidrio, 60 x 15 mm), en las
que se adicionaron 30 mL de cada solucién. Las cajas
se taparon, identificaron y sellaron con papel parafilm
y, finalmente, se colocaron en un agitador orbital ho-
rizontal tipo shaker a 90 rpm durante periodos de 12
y24h.

Una vez transcurrido el tiempo de imbibicidn,
se sembraron 25 semillas entre papel anchor, mismas
que se distribuyeron en una hilera horizontal entre
dos hojas previamente humedecidas con agua des-
tilada sobre una superficie plana, y se enrollaron en
forma de “taco’, para luego colocarlas en canastas
plasticas, y de forma aleatoria se introdujeron en
una camara germinadora Seedburo, a una tempe-
ratura constante de 25° C durante ocho dias, y se
regaron cada tercer dia.

La evaluacion del estudio se realizé de acuerdo
con la normatividad de la International Seed Testing
Association (1sTA, 2009), v se efectud la valoracion
de las siguientes variables:

« Porcentaje de plantulas normales (PN). Este se
tom6 como indicativo del vigor de la germina-
cion, y considera que las plantulas presenten to-
das sus estructuras esenciales: raices, tallo, coti-
ledones, yemas terminales completas y sanas, lo
que indica un desarrollo satisfactorio de la nueva
planta. Se evaluaron al cuarto dia después de la
siembra.

o Porcentaje de germinaciéon (GERM). Total de
plantulas normales al octavo dia después de la
siembra.

o Longitud de vastago (LV) y longitud de radicu-
la (LR). Para la evaluacién de estas variables se
tomaron las mediciones en centimetros al octavo
dia después de la siembra; se consideraron todas
las plantulas normales de las cuatro repeticiones
de cada tratamiento.

o Plantulas anormales (PA). Se refiere a las que
presentan algunas de sus estructuras con dafos
irreparables, con un desarrollo inadecuado o de-
formaciones, por lo que no muestran potencial
de desarrollo.

o Semillas sin germinar (SSG). Semillas que no
germinaron o iniciaron el proceso sin concluir
todas las etapas de la germinacion.

Con la informacién que se obtuvo del anlisis fisiol6-
gico, se efectud un analisis de varianza y una prueba
de comparacion de Medias de Tukey (a = 0.05) y se
analizaron con el paquete estadistico del programa
SAS, version 9.0.
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Cuadro 2. Andlisis de varianza para las variables fisioldgicas evaluadas en semillas de C. sativus tratadas
con NPsCu a dosis altas y bajas durante diferentes periodos de imbibicién (12 y 24 h).

FV GL VIG GERM
(%) (%)

Tiempo 1 2904* 416 ns
Dosis 1 53016** 79350**
Dosis de 1 130ns 1014 ns
tiempo
Error 697 811
C.V. (%) 50.1 44.4

PA SSG LR LV
(%) (%) (cm) (cm)
486 ns 6ns 2038** 16 ns
71722%** 170** 0.69 913**
ns
1232 ns 24 ns 1308** 71*
787 9.5 317 9.1
83.3 138 38.1 34

*,** = Significativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad respectivamente; FV = Fuente de variacion; GL= Grados de libertad; CV = Coeficiente de
variacion; VIG = Vigor; GERM = Germinacién; PA = Plantulas anormales; SSG = Semillas sin germinar; LV = Longitud de vastago; LR = Longitud de

radicula.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado, la aplicacion de dosis bajas y altas
de NPsCu provoco diferencias en las variables vigor
(%), mostrd diferencias en la FV tiempo y dosis, y
respecto a la variable germinacién (%) se encontra-
ron diferencias en la FV dosis; para la variable plan-
tulas anormales, las diferencias se encontraron en
las FV dosis (P < 0.01); en cuanto a la variable longi-
tud de vastago, sélo hubo diferencias en la FV dosis
y dosis por tiempo y, finalmente, para la variable LR
las diferencias se presentaron en las FV tiempo, do-
sis por tiempo (P< 0.01) (Cuadro 2).

De acuerdo con la comparacion de medias (Tu-
key, a= 0.05), para la variable vigor se observé que
ningun tratamiento super6 al control (Figura 1A);
sin embargo, en la FV el tiempo a 12 h de imbibicién
superd 11% al porcentaje obtenido a 24 h, y a altas
dosis de NPsCu el vigor disminuy6 hasta 47% (Figu-
ra 2), por lo que se determin6 que conforme se in-
crementa la concentracion y al duplicar el tiempo de
imbibicion, el vigor de semillas de C. melo se afecta
negativamente. Partiendo del hecho de que el vigor
es aquella propiedad de las semillas que determina su
potencial para una emergencia rapida y uniforme, y
de que los efectos del nivel de vigor pueden persistir
para influir en el crecimiento de las plantas maduras,
y en la uniformidad y rendimiento del cultivo, se uti-
lizé un amplio orden de métodos para caracterizar y
determinar el vigor de las semillas.
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En lo que respecta a la variable germinacion, se
observo que todos los tratamientos a concentracio-
nes bajas resultaron favorables, ya que presentaron
porcentajes aceptables cercanos al control (Figura
1B), por lo que es posible mejorar la germinacién a
dosis bajas por tiempos de imbibicién cortos (Figu-
ra 2); por otro lado, los tratamientos en dosis altas
mostraron que el porcentaje de germinacion es in-
versamente proporcional a las concentraciones, es
decir, que entre mas altas sean las dosis de NPsCu,
el porcentaje de germinacion disminuye (Figura 1B).

En plantulas anormales, los porcentajes aumentan
de forma exponencial dentro de los tratamientos en
altas dosis de NPsCu (Figura 1C), lo que indica que la
plantula mostr6 una respuesta por toxicidad, de ma-
nera que a 500 ppm las anormalidades aumentaron a
97%, lo que significa que niveles de altas concentracio-
nes y tiempos prolongados de imbibiciéon aumentan
la toxicidad y, por ende, una respuesta morfoldgica
(anormalidades); al evaluar la variable LR en ambos
tiempos de imbibicion, se comprob¢ la inhibicion
del desarrollo de raices primarias bajo efecto de tra-
tamientos con altas concentraciones; sin embargo, a
concentraciones de 50 y 100 ppm la LR aumento 1.8
respecto al control (Figura 3B). Finalmente, para la
variable LV, los mejores tratamientos fueron 10 y 50
ppm al aumentar 6 y 4 cm respecto al control. Lo an-
terior nos indica que la respuesta de las semillas de C.
sativus no es independiente del tiempo de imbibicién
y del nivel de concentracion aplicado (Figura 3A).
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Figura 1. Diferentes concentraciones de NPsCu aplicadas a semillas de C. sativus y su efecto en el vigor (A}, la germinacion

(B) y porcentaje de plantulas anormales (C). Las barras en cada gréfico sefialan valores promedio para cada variable, y
literales diferentes sobre cada barra indican diferencias significativas segun una prueba de Tukey (a = 0.05).
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Figura 2. Efecto de dos dosis de NPsCu aplicadas en semillas de C. sativus: bajas concentraciones a 12 h (1a 12 h),y 24 h
de imbibicién (1a 24 h}; y altas concentraciones a 12 h (2b 12 h) y 24 h (2b 24 h) de imbibicidn.
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Figura 3. Diferentes concentraciones de NPsCu aplicadas a semillas de C. sativus y su efecto en la longitud de vastago (A)
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sobre cada barra indican diferencias significativas seglin una prueba de Tukey (o = 0.05).

Los resultados anteriormente descritos demostraron
que las NPsCu a bajas concentraciones solo promue-
ven el vigor si las semillas pasan por periodos cortos
de imbibicién, y que a medida que aumentan las con-
centraciones, el vigor se ve afectado de forma progre-
siva; sin embargo, los porcentajes de germinacion y
longitud de vastago se mantienen constantes respecto
al control, mientras que la LR se afecta conforme el
tiempo de imbibicién y la aplicacion de altas concen-
traciones de NPsCu. Es posible que el cobre no afec-
te significativamente el porcentaje de germinacion y
la longitud de véstago a dosis bajas, debido a que la
planta requiere minimas cantidades de este elemento;
sin embargo, aunque el cobre es un micronutriente y
participa en numerosos procesos fisioldgicos, y ade-
mas es un cofactor esencial para muchas metalopro-
teinas, surgen problemas cuando el exceso de cobre
estd presente en las células, y se expresa con la inhi-
bicion el crecimiento de plantas, principalmente de
raices, y ademds deteriora importantes procesos ce-
lulares.

También es preciso considerar el hecho que el
cobre es un elemento de facil aglomeracién y tiende a
tener poca movilidad dentro de la planta. Los hallaz-
gos encontrados en el presente estudio son similares
a los reportados por Liu et al. (2016), quienes desa-
rrollaron estudios para determinar si las NPs pueden
asimilarse por las plantas o producir respuestas de
fitotoxicidad, adem4as de evaluar CuO, iones de Cu
y NPsCu a concentraciones basadas en los siguien-
tes requerimientos nutritivos: 0, 0.02, 0.04, 0.4, 4y 8
ppm, y sus efectos en semillas de Lactuca sativa L.,
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y determinaron que las CuO son ligeramente mas
toxicas que los iones de Cu, en tanto que las NPsCu
no suprimieron significativamente el porcentaje de
germinacion en concentraciones de 0.02 a 8 ppm,
pero redujeron la longitud de la raiz en todas estas
concentraciones, lo que indica una toxicidad directa
de las NPCu sobre la lechuga.

Otros investigadores coinciden con estos resulta-
dos como Stampoulis ef al. (2009), quienes al evaluar
NPsCu y su contraparte a granel (polvo) (1000 mg
L") y su efecto en la germinacion, elongacion de raiz
y biomasa en semillas de Cucurbita pepo, observaron
que ninguno de los tratamientos afect6 la germina-
cidén, pero NPsCu presentaron una reduccion consi-
derable (77%) de la longitud de raices y, por ende, una
reduccion de biomasa de 90% respecto al control. De
forma similar, Lee et al. (2008), también demostraron
que NPsCu a concentraciones de <200 mg L afectan
el crecimiento (reduccién) de plantulas de Phaseolus
radiatus y Triticum aestivum, y a 800 mg L ' se encon-
tr6 que la reduccion de la longitud se present6 prin-
cipalmente en las raices, con lo que se concluyé que
la longitud de plantulas se relaciona negativamente
con las concentraciéon de exposicion, y que la raiz
es la parte mas sensible a la toxicidad, debido a que
la absorcién de NPs ocurre durante la absorcion de
humedad y absorcion de nutrientes. Con ello coinci-
den Yasmeen et al. (2015), que comprobaron el efecto
inhibitorio de NPsCu adicionadas mediante tres mé-
todos a semillas de Triticum aestivum L., con lo que
concluyeron que éstas NPs no son buenas candidatas
como promotores del crecimiento.
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CONCLUSIONES

Las NPsCu a bajas concentraciones s6lo promueven
el vigor si las semillas pasan por periodos cortos de
imbibicidn, y lo afectan negativamente si aumentan
las concentraciones y duplican el tiempo de imbibi-
cion, aunque es posible mantener porcentajes acepta-
bles de germinacion si se aplica NPsCu a concentra-
ciones bajas (0- 100 ppm), durante periodos cortos
de imbibicion.

La aplicacion de altas concentraciones de NPs
de cobre provocan toxicidad, la cual se expreso en la
longitud de radicula, que se vio afectada en ambos
periodos de imbibicion.

La informacién obtenida permite establecer que
bajas concentraciones pueden resultar mejores como
nanofertilizantes y promotores de crecimiento, y los re-
sultados a altas concentraciones podrian aprovechar-
se para la formulacion de herbicidas sistémicos o de
contacto para especies de malezas especificas, como
la Cucurbita foetidissima K., sin descartar un estudio
previo de acumulacién y toxicidad por NPsCu en el
suelo y su residualidad en el ambiente.

Se sugiere estudiar el efecto de NPsCu a bajas
concentraciones, durante periodos de 8 y 12 h de
imbibicion, para asi determinar un rango mads espe-
cifico en cuanto a tiempos favorables que permitan
niveles 6ptimos de germinacién y vigor. También
es preciso un estudio bioquimico para relacionar la
toxicidad provocada, a nivel morfolégico, con la po-
sible produccion de Ero, y cuantificar el sistema an-
tioxidante de defensa enzimatico, de tal manera que
se amplie el panorama en cuanto la participacion de
las NPs en el estrés oxidativo de las plantas.
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