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RESUMEN

Actualmente, se han desarrollado formulaciones alternativas de Cu dentro de las cuales
destaca el Biocida comercial Kocide 2000 (Dupont), con una formulacion de Cu(OH)z que
contiene 53.8% de Cu, mas O, Na, Al y Si como ingredientes inertes, con un tamafio de
particula primario entre 50 a 1000 nm. Por esta razon, en este estudio se evaluo el
impacto que tiene la aplicacion foliar de Cu(OH)z y nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCu) sobre las respuestas agrondmicas y bioquimicas de plantas de espinaca
cultivadas en invernadero con sustrato inerte. La cosecha se realiz6 el dia 67 después
de la siembra, la acumulacién de biomasa de las plantas fue utilizada para cuantificar el
peso seco de hoja (PSH), peso seco de raiz (PSR) y area foliar (AF), ademas se
determiné la acumulacién de radicales libres como el peroxido de hidrégeno (H202) y la
concentracion de malondialdehido (MDA). La mayor acumulacion de PSR y PSD se
obtuvo a 50 mg L con Cu(OH)2, superando en 21.1 y 47.9% al testigo y NPsCu a la
misma concentracion. En el area foliar se presentd una tendencia similar, a 50 mg L
con Cu(OH)z se obtuvo el mayor desarrollo superando en 28.1 y 9.6% al testigo y NPsCu
a la misma concentracion. Para el H202y MDA la mayor concentracion se presenté con
NPsCu a una concentracion de 75 mg L, con incrementos del 16.1 y 14.3% en
comparacion con Cu(OH)z a la misma concentracion. Los efectos sobre el crecimiento
de las plantas pueden ser atribuido al tipo de fertilizante utilizado y su influencia en las
respuestas bioquimicas al estrés oxidativo.

Palabras clave: Spinacia oleracea, oxido de cobre, acumulacion de biomasa, radicales

libres, peroxidacion de lipidos.



1. INTRODUCCION

El cobre (Cu) en bajas concentraciones es un elemento esencial para las plantas y los
animales, ademas se utiliza para controlar enfermedades fangicas y bacterianas en
muchas plantas de cultivo (Lasso-Robledo et al., 2022). Los nanoproductos de Cu tienen
un mercado amplio en la agricultura porque se utilizan como fertilizantes y pesticidas
(Rawat et al., 2019). Sin embargo, la aplicacion continua de productos de cobre para
controlar enfermedades de las plantas ha resultado en una contaminacién ambiental que

afecta la flora y la fauna (Lasso-Robledo et al., 2022).

Sin embargo, los nanomateriales han demostrado que impactan el medio ambiente de
una manera diferente que sus correspondientes materiales de tamafio micro. La principal
diferencia probablemente se deba a la liberacion de iones (Zuverza-Mena et al., 2015).
El Cu se considera un sélido estable no peligroso e insoluble en agua, sin embargo, las
nanoparticulas de Cu (NPsCu) se consideran inflamables y muy téxicas para los
animales (Zuverza-Mena et al., 2015). Importante es considerar que a pesar de que los
nanomateriales se han utilizado ampliamente en diferentes campos, incluidos el cuidado
de la salud, la electrénica y la agroindustria, se espera que se acumulen principalmente
en suelos agricolas, como resultado de una liberacién antropogénica directa o como
subproductos (Cota-Ruiz et al., 2020).

En atencién a lo anterior, es necesario realizar estudios sobre los efectos agronémicos,
fisiologicos y bioguimicos en los sistemas vegetales y sus microorganismos asociados.
Con base en el conocimiento de diversos autores (Pullagurala et al., 2018; Lasso-
Robledo et al., 2022) y en la revision de literatura que se ha realizado, no existen otras
investigaciones que representen las interacciones de nano-fertilizantes a base de Cu en
plantas de espinaca. Por tal motivo, el objetivo de este estudio es determinar el impacto
de la aplicacion foliar de de Cu(OH)2 y NPsCu en parametros agrondmicos y bioquimicos

en plantas de espinaca.



1.1 Hipétesis

Ho: La aplicacion foliar de Cu(OH)2 y NPsCu tiene un impacto en la acumulacién de
biomasa (peso seco de raiz y hoja), y area foliar, ademéas de modificar la acumulacién
de perdxido de hidrogeno (H202) y malondialdehido (MDA) en plantas de espinaca.

Hi: La aplicacion foliar de Cu(OH)2 y NPsCu no impacta en la acumulacion de biomasa
(peso seco de raiz y hoja), ni el area foliar, ni modifica la acumulacion de perdxido de
hidrégeno (H202) y malondialdehido (MDA) en plantas de espinaca.

1.2 Objetivo general

Cuantificar el impacto de la aplicacion foliar de Cu(OH)2 y NPsCu en la acumulacion de
biomasa (peso seco de raiz y hoja), area foliar, acumulacion de peroxido de hidrégeno

(H202) y malondialdehido (MDA) en plantas de espinaca.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Impacto de nano compuestos de Cu en plantas

El cobre y el zinc funcionan como cofactores de importantes enzimas antioxidantes como
la ascorbato peroxidasa (APX) y superoxido dismutasa (SOD) (Sunkar, 2006). También,
participan en funciones biolégicas incluida la estabilizacion estructural de é&cidos
nucleicos y componentes de proteinas (Mendoza-Cozatl et al., 2005). Sin embargo, en
altas concentraciones el Cu puede causar alteraciones en el desarrollo radicular,
inhibicién de la fotosintesis y produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Wang
et al., 2015). Ademas, un exceso de Cu genera dafios a las proteinas y los lipidos de la
membrana plasmatica, lo cual afecta la permeabilidad de la bicapa lipidica y genera

desequilibrios en la concentracion de elementos (Quartacci et al., 2001).

La peroxidacion de los lipidos de membrana es un efecto dafiino importante que generan
las ERO. Por lo general, la peroxidacion lipidica de membrana en las plantas se detecta
midiendo el contenido malondialdehido (MDA) (Kong et al., 2016). EI MDA, es un
marcador ampliamente utilizado para medir lesiones por lipidos oxidativos causados por
el estrés que ocasionan los metales pesados en plantas (Wang et al., 2017). Varios
estudios, han investigado la MDA de plantas bajo diferentes condiciones de estrés. Por
lo tanto, los niveles de las concentraciones de MDA son un resultado eventual de la
peroxidacién y la generacién de ROS dentro de la célula (Tripathi et al., 2017). En este
caso, puede ser interesante estudiar si las altas concentraciones de NPs Cu en las
plantas de cilantro, desencadenan la produccion de enzimas antioxidantes, lo que podria

potencialmente disminuir la peroxidacién lipidica.

Un estudio anterior demostro que la aplicacion de NPs ZnO en plantas de algodon
incremento la actividad de enzimas antioxidantes, incluida la superoxido dismutasa
(SOD) vy las peroxidasas (POD), las cuales descomponen el H202 en agua y oxigeno
reduciendo la peroxidacion lipidica (Venkatachalam et al., 2017). En un estudio realizado
por Nair y Chung (2015), encontraron que en plantas de Brassica juncea L. la aplicacion



de NPs Cu redujo el contenido de clorofila, los carotenoides y el alargamiento de los
brotes. Otro estudio demostro, que la aplicacion foliar de nanoplaguicidas de Cu(OH)2 en
hojas de lechuga indujo estrés oxidativo y activo antioxidantes y defensas de
desintoxicacion, lo cual resulté en el consumo de antioxidantes de bajo peso molecular,
como el &cido cis-cafeico, acido clorogénico, acido 3,4-dihidroxicinamico y acido
dehidroascérbico, para contrarrestar el estrés oxidativo (Zhao et al., 2016); sin embargo,
pocos estudios han analizado el efecto de las nanoparticulas basadas en Cu en las
plantas a niveles fisiologicos, bioquimicos y moleculares (Cota-Ruiz et al., 2018).

La espinaca es actualmente una de las verduras mas consumidas, ya que es muy rica
en vitaminas y fibra y de poco aporte caldrico. Sin embargo, los trabajos de
investigaciones con este cultivo son pocos y no son concluyentes en la respuesta a la
aplicaciéon de nutrientes y el uso del agua (Donega et al., 2013; Pullagurala et al., 2018).
En un estudio realizado por Morales et al. (2013), sometieron plantas de cilantro a
nanoparticulas de cerio (NPs CeQ3) en concentraciones de 0-500 mg kg, los resultados
indicaron un incremento del 10% en el alargamiento de los brotes a 125 mg kg, mientras
gue, a 250 mg kg se obtuvo una reduccién del 15% en la biomasa de las plantas. En
otra investigacion, al comparar el efecto de las NPs Cu y el cloruro de cobre (CuCl2) en
plantas de cilantro, a concentraciones de 20 y 80 mg kg encontraron que la exposicién
de NPs Cu y CuCl2 a 80 mg kg afect6 el alargamiento de los brotes en 11% y 12.4%,

respectivamente, en comparacion con el control (Zuverza-Mena et al., 2015).

Con base en el conocimiento de diversos autores (Zuverza-Mena et al., 2015; Pullagurala
et al., 2018) y en la revision de literatura que se ha realizado, no existen otras
investigaciones que representen las interacciones de nano-fertilizantes a base de Cu en
plantas de cilantro. Por lo tanto, se sabe poco acerca de los cambios fisiolégicos y

bioguimicos inducidos por el uso NPs Cu en este cultivo.



2.2 Aplicaciones del Cu(OH)zen la produccién de cultivos

La agricultura tradicional, ha utilizado pesticidas para reducir las pérdidas de cultivos que
causan las plagas y enfermedades. Los pesticidas a base de cobre (Cu) comenzaron a
usarse a fines de 1800 con la invencion de la mezcla de Burdeos, una combinacion de
sulfato de cobre e hidroxido de calcio, que todavia esta en uso (Oustriere et al., 2017).
Con el paso del tiempo, se han desarrollado otros productos a base de Cu como el 6xido
cuproso (Cu20) y oxicloruro de cobre (Cu(OH)2-CuCl2), los cuales se han utilizado
ampliamente en la proteccion de cultivos, lo que ha llevado a la acumulacion de Cu en

los suelos destinados a la produccion agricola (Zao et al., 2016).

Actualmente, se han desarrollado formulaciones alternativas de Cu dentro de las cuales
destaca el Biocida comercial Kocide 3000 (Dupont), con una formulacion de Cu(OH)z que
contiene 53.8% de Cu, mas O, Na, Al y Si como ingredientes inertes, con un tamafio de
particula primario entre 50 a 1000 nm (Tan et al., 2018). Las particulas de Kocide 3000,
son principalmente de tamafio micrométrico, las cuales estdn compuestas por nano-
hojas de Cu(OH)2 que estan unidas entre si y pueden potencialmente volver a disociarse
en agua (Conway et al., 2015). Este producto es considerado como uno de los
compuestos de Cu mas utilizados para suprimir el moho de las hojas grises, las manchas
de las hojas y enfermedades bacterianas (Tan et al., 2018). También, el Kocide Cu(OH)2
se anuncia como una alternativa para ser utilizado como un nanofertilizante para usos
agricolas, no obstante, es de gran urgencia investigar el destino y los efectos de estos

productos en plantas y otros organismos (Adeleye et al., 2014, Cota-Ruiz et al., 2018).

Ademas de considerar el uso del Cu en la agricultura, las nanoparticulas de cobre (NPs
Cu) son altamente reactivas en comparacién con otras nanoparticulas metalicas, debido
a esta caracteristica las NPs Cu encuentran una aplicacién importante en sistemas de
transferencia de calor, sensores, materiales de alta resistencia, catalizadores y
materiales antimicrobianos (Tamilvanan et al., 2014). La gran diversidad de aplicaciones
de este elemento, genera una gran liberacién importante de Cu que puede terminar en

suelos agricolas (Cota-Ruiz et al., 2018). Las estimaciones indican que en 2010, el sector



industrial genero alrededor de 200 toneladas métricas de NPs Cu, de las cuales se
calcula que 36 toneladas se acumularon en el suelo y 11 toneladas terminaron en el agua
(Zuverza-Mena et al., 2015). En consecuencia, se ha estimado que el 15% del total de
las NPs Cu terminan en el suelo (Keller y Lazareva, 2013). De modo que, cantidades
cada vez mayores de NPs Cu estan ingresando en el ambiente, después de satisfacer la

aplicaciéon del consumidor final o por la aplicacion deliberada en la agricultura.

No obstante, es importante tomar en cuenta que aun no se comprende bien la interaccién
de las NPs basadas en Cu, con los organismos vivos (Apodaca et al., 2018) y, asimismo
se desconoce si el uso de NPs Cu en la agricultura permitira su entrada en la cadena
alimentaria (Gardea-Torresdey et al., 2014). Como es bien sabido, las interacciones que
se presentan al aplicar productos quimicos dirigidos a la nutricion y produccién de
cultivos estan reguladas por las condiciones en las que se desarrolla la planta, por tal
motivo, se espera que los efectos de las NPs sean dependientes del ambiente y de la

especie (Pullagurala et al., 2018).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales de cobre y semillas de espinaca

Las NPsCu (27 nm) se adquirieron de Nanomateriales de investigacion Inc. (Houston,
TX, USA). El Cu(OH)2 se adquirio en CORTEVA agriscience, destacado como fungicida
protector de contacto de amplio espectro y calidad superior que es eficaz contra una

amplia gama de hongos, bacterias y algunos basidiomicetos.

3.2 Preparacion de soluciones/suspensiones a base de zinc y su aplicacion al
suelo

Las NPsCu y el Cu(OH)z se prepararon a concentraciones de 0, 25,50y 75 mg L. Para
asegurar una dispersion uniforme de los compuestos a base de Zn, las
soluciones/suspensiones se prepararon en agua desionizada DI y se homogenizaron con
un sonicador Autoscience AS2060B (Instrumentacion Cientifica, Bs, As) durante 30 min
a 110 voltios-3 amperios y 50 a 60 Ghz. Las plantas del tratamiento de control se trataron

con agua destilada con una CE de 0.37 mS cm™.

3.3 Aplicacion foliar de tratamientos y condiciones de crecimiento

A los 15 dias después de la siembra se rociaron 0.100 L de las suspensiones de Cu para
cubrir el follaje de la planta. Para la aplicacién foliar, se usé un rociador manual Hudson
RL Flomaster de 1.2 L (Lowell, MI, USA). El experimento se realiz6 en invernadero, con
una temperatura media de 25.4 °C y una humedad relativa del 71%. Las semillas se
sembraron en bolsas de plastico negro de uso general (4.9 x 4.9 x 3.6 pulgadas) que
contenian 450 g de sustrato inerte utilizando una mezcla de perlita y vermiculita (relacién
1:1 volumen sustrato), material inerte de pH neutro y sin contenido de nutrientes
minerales. Para la fertilizacion del cultivo, se aplicaron 100 mL diarios de solucion
nutritiva, empleando la formulacion comercial de macronutrientes (FertiDrip) N11-P02-

K42) en agua desionizada DI, con un pH 6.21 y conductividad eléctrica de 0.39 uS cm,



en cantidades iguales para cada maceta, siguiendo la recomendacion del fabricante
(AGROformuladora Delta, Monterrey, NL, Mex).

3.4 Cosecha de plantas

La cosecha se realiz6 el dia 67 después de la siembra, en cuanto a las variables
agronémicas se registré el peso seco de hoja (PSH), peso seco de raiz (PSR) y area
foliar (AF). El AF total se midié con un medidor de area LI-3100C (LICOR Biosciences,
Lincoln, NE). De la cantidad total de materia seca acumulada en cada planta, la mitad
fue utilizada para cuantificar la concentracion de perdoxido de hidrogeno (H202) y
Malondialdehido-peroxidacion lipidica (MDA), a continuacion se describen las

metodologias.

3.5 Contenido de H202

El contenido de H202 en las hojas utilizando el método descrito por Singh et al. (2006).
Para esto se homogenizaron 0.3 g de tejido fresco con 2 mL de acido tricloroacético
(TCA) al 0.1%. Tras centrifugar a 7500 rpm durante 15 min, se afiadieron 0.5 mL del
sobrenadante a 0.5 mL de tampdn de fosfato (100 mmol L1, pH 7) y 1 mL de KI 1 M. La
concentracion de H20:2 fue estimada basado en la absorbancia del sobrenadante a 390
nm con base en la siguiente formula: (390*/(mg muestra/. Donde es el volumen del
sobrenadante, y corresponde al volumen de TCA empleado en la extraccion. El contenido

de H20:2 se expresd como microgramos por gramo de peso fresco (ug g* PF).

3.6 Contenido de MDA

El contenido de MDA en los brotes se determin6 segun Wang et al. (2017). Para ello, 0.3
g de tejido se homogeneizaron en 3 mL de TCA al 10%, la mezcla se sometié a
centrifugacion durante 10 min a 12,000 rpm. Enseguida, se recuperaron 2 mL de
sobrenadante y se agregaron a 4 mL de acido tiobarbiturico al 0.6% (TBA, en TCA al

10%), y se incub6 a 100 °C en un bafio de agua durante 15 min. Una vez completado el



periodo de incubacion, el sobrenadante (que contenia MDA) se enfri0 a temperatura
ambiente y se midio la absorbancia a 450, 532 y 600 nm. El contenido total de MDA se
calculdo con la siguiente férmula: 6.45(532-600) - 0.56(450), y se expresé como
nanomole por gramo de peso fresco (nmol g** PF). La determinacién del contenido de
MDA y H202 se realizaron en un espectrofotometro Thermo Spectronic BioMate3
(Rochester, NY, USA).

3.7 Andlisis estadistico

El cultivo se establecié utilizando un disefio completamente aleatorio, con siete
tratamientos y cinco unidades experimentales para cada tratamiento (la unidad
experimental consistiéo de una bolsa de plastico que contenian una planta de espinaca).
Los resultados se informaron como media + desviacion estandar, las diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras se analizaron con un ANOVA vy las
medias de los tratamientos se compararon con la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el
paguete estadistico SPSS versién 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

El ANOVA mostré diferencias significativas (p<0,05, Cuadro 1) por los tratamientos
aplicados en las variables agrondémicas, esto quiere decir que la respuesta de la planta
depende de los compuestos de Cu aplicados durante su crecimiento. En la comparacion

de media se discutiran a detalle los resultados.

Cuadro 1. Cuadrados medios del analisis de varianza en parametros gronémicos de
plantas de espinaca cultivadas con compuestos de Cu.

* **k
’

FV GL PSH PSR AF
Tratamiento 6 0.13469590** | 0.03529149** | 143487.59**
Error 28 0.00687224 0.00285031 9547.72
CV (%) 13.94391 16.64905 10.21

Significativo al 0.05 y 0.01 de probabilidad respectivamente; FV= Fuentes de variacion;
GL= Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacién; PSD= Peso seco de hojas; PSR=

Peso seco de raiz; AF= Area foliar.

4.1 Parametros agrondmicos

La aplicacion foliar de los compuestos basados en Cu en concentraciones de 0 a 75 mg
L afectaron significativamente la biomasa de PSR, PSD y el area foliar (Figura 1(A, By
C)). La mayor acumulacién de PSR y PSD se obtuvo a 50 mg Lt con Cu(OH)z2, superando
en 21.1y 47.9% al testigo y NPsCu a la misma concentracién. Por otra parte, se puede
observar que a 75 mg L se redujo el PSD y PSR en ambos compuestos, la mayor
disminucién se presenté en NPsCU con 25 y 26.6% menos, respectivamente. Para el
area foliar se presenté una tendencia similar, a 50 mg Lt con Cu(OH)2 se obtuvo el mayor
desarrollo superando en 28.1 y 9.6% al testigo y NPsCu a la misma concentracion,

respectivamente.

Resultados similares fueron reportados por Zhao et al. (2017), quienes mencionaron que

la aplicacion de compuestos de Cu en concentraciones de 2 a 20 mg no generd cambios
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significativos en la tasa de crecimiento, sin embargo, concentraciones mas elevadas (100
mg L) afectaron negativamente la biomasa acumulada en plantas de pepino. El Cu
como micronutriente esencial en las plantas al participar en roles definidos para el
transporte fotosintético de electrones, incluidos los fotosistemas | y Il, asi como en la
respiracion mitocondrial (Rawat et al., 2021). Sin embargo, el exceso de Cu influye
negativamente en la fotosintesis al inhibir la biosintesis de lipidos y pigmentos (Julich et

al., 2014).
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espinaca expuestas aplicaciones foliares de 0, 25, 50 y 75 mg L™ con hidréxido de cobre
Cu(OH)2 y nanoparticulas de cobre (NPsCu). Los valores son el promedio de cinco
repeticiones. Medias (n = 5). Letras diferentes en cada barra significan que los

tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

4.2 Acumulacién de perdxido de hidrogeno y MDA

En el Cuadro 2, se puede observar que la acumulacion de peréxido de hidrégeno y MDA
fueron modificados significativamente (p<0,05) por los tratamientos aplicados. Estos
resultados se pueden deber a que los nanomateriales al ser absorbidos al interior de la
célula vegetal pueden ocasionar estrés oxidativo, en el siguiente apartado se explicaran
a detalle los efectos y sus posibles respuestas.
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Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza para la acumulacion de radicales
libres (H202) y peroxidacion de lipidos (MDA) en plantas de espinaca cultivadas con
compuestos de Cu.

FV GL H202 MDA
Tratamiento 6 0.1283** 0.2247**
Error 28 0.0055 0.0098
CV (%) 11.69 21.31

Significativo al 0.05 y 0.01 de probabilidad respectivamente; FV= Fuentes de variacion;

GL= Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacion.

La mayor concentracion de H202y MDA se presenté con NPsCu a una concentracion de

75 mg L (Figura 2), con incrementos del 16.1 y 14.3% en comparaciéon con Cu(OH)z2a

la misma concentracion.

mm Control =3 Cu(OH), Em NPsCu
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Figura 2. Acumulacion de peréxido de hidrogeno (a) y peroxidacion de lipidos (b) en
plantas de espinaca expuestas aplicaciones foliares de 0, 25, 50 y 75 mg L™ con hidréxido
de cobre Cu(OH)2y nanoparticulas de cobre (NPsCu). Los valores son el promedio de
cinco repeticiones. Medias (n = 5). Letras diferentes en cada barra significan que los

tratamientos fueron estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

Los resultados de este estudio revelaron que la aplicacion foliar de tratamientos con
compuestos de Cu incremento la acumulacion de radicales libres y peroxidacion de

lipidos. En plantas de cebolla, la aplicacion de nanomateriales de Cu aumento
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considerablemente la actividad de enzimas antioxidantes (Wang et al., 2020). Diversos
estudios han demostrado que los nanomateriales tienen efectos tanto positivos como
negativos sobre las respuestas fisioldgicas y bioquimicas de las plantas cultivos
(Pullagurala et al., 2018; Li et al., 2020).

El efecto de los nanomateriales de Cu a altas concentraciones en las plantas puede
generar dafo celular y una mayor actividad del sistema de defensa antioxidante inducido
por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lee et al., 2013). Las ROS
son formas parcialmente reducidas de oxigeno atmosférico, como el radical superoxido
(O2¢-), peroxido de hidrogeno (H20:2), oxigeno singlete (O2) y radical hidroxilo (OHe), que
son altamente reactivos y pueden resultar en estrés oxidativo para los organismos
(Garcia-Gomez et al., 2018). En este estudio, los niveles de las concentraciones de MDA
son el resultado final de la peroxidacién de lipidos que es causada por especies ROS
dentro de la célula (Tripathi et al., 2017).
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5. CONCLUSIONES

En este estudio, la aplicacion de Cu(OH)z increment6 significativamente los pardmetros
agronomicos, mientras que las NPsCu generaron un impacto negativo en el crecimiento
de las plantas. Lo anterior, posiblemente se debe a la mayor acumulacién de H20:2 y

MDA con la aplicacién de NPsCu en altas concentraciones.
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