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Efecto dual de las nanoparticulas de plata sobre
el crecimiento de raices de Allium cepay en la

inhibicion de Pseudomonas’

Dual effect of silver nanoparticles on Allium cepa
root growth and Pseudomonas inhibition
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effect of silver nanoparticles (AgNPs) on Allium cepa
growth and their capacity to inhibit Pseudomonas species. The AgNPs were synthesized via a
chemical reaction using sodium borohydride and sodium citrate, and characterized by X-ray dif-
fraction, transmission electron microscopy (TEM), and UV-Vis spectroscopy. The AgNPs exhibited
a cubic crystal structure, a 20 nm spherical shape, and a plasmonic resonance with a maximum
at 400 nm. Bioassays were performed using onion roots exposed to varying AGNP concentrations,
alongside bacteria of the Pseudomonas genus. The AgNPs at 5 mg/L promoted onion root growth,
whereas concentrations above 50 mg/L inhibited root elongation. The 10% inhibitory concentra-
tion (IC,,) for root growth was 9 mg/L, and the median inhibitory concentration (ICs,) was 46.01
mg/L. For bacteria, the minimum inhibitory concentration (MIC) ranged from 5 to 10 mg/L for P.
fluorescens, P. aeruginosa, and P. putida. These findings suggest that AGNPs can inhibit beneficial
Pseudomonas species for plants but may also be used to control phytopathogenic bacteria with
minimal inhibition on Allium cepa.
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RESUMEN: El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata
(AgNPs) sobre el crecimiento de Allium cepa y su capacidad para inhibir el crecimiento de espe-
cies de Pseudomonas. Las AgNPs fueron sintetizadas mediante una reaccion quimica con boro-
hidruro de sodio y citrato de sodio, y se caracterizaron por difraccion de rayos X, microscopia
electronica de transmision (TEM) y espectroscopia UV-Vis. Las AgNPs presentaron una estructu-
ra cristalina clbica, forma esférica de 20 nm y una resonancia plasmonica con un maximo en
400 nm. Se realizaron bioensayos con raices de cebolla expuestas a diferentes concentraciones
de AgNPs y con bacterias del género Pseudomonas. Las AgNPs a 5 mg/l promovieron el creci-
miento de las raices de cebolla, mientras que concentraciones superiores a 50 mg/l inhibieron
su elongacion. La concentracion inhibitoria del 10% (Cl,,) para el crecimiento de las raices fue
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de 9 mg/ly la concentracion inhibitoria media (Cls,) fue de 46.01 mg/l. Para las bacterias, la
concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 5 a 10 mg/l para las especies P. fluorescens, P.
aeruginosa y P. putida. Esto indica que las AgNPs pueden inhibir el desarrollo de especies de
Pseudomonas benéficas para las plantas, pero también pueden utilizarse para controlar bacte-
rias fitopatdgenas con poca inhibicion sobre Allium cepa.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas de plata, bioensayos de toxicidad, Allium cepa, Pseudomonas,
fitopatogeno.

Introduccion

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se encuentran entre los nanomateriales
mas utilizados a nivel mundial en diferentes sectores como la industria far-
macéutica, alimentaria, biomédica, textil y agricola, debido a su alta capaci-
dad como agentes antimicrobianos (Casillas-Figueroa et al., 2020). La sintesis
de AgNPs se realiza por métodos quimicos, fisicos y biolégicos. A través de
métodos quimicos y biolégicos, las nanoparticulas se pueden sintetizar me-
diante el autoensamblaje de 4tomos en nuevos nucleos que crecen hasta con-
vertirse en particulas a escala nanométrica (Nie et al., 2023). Los métodos de
sintesis y sus pardmetros determinan la forma, el tamarfio y la distribucién de
las nanoparticulas (Rehal et al., 2023). Las propiedades fisicoquimicas de las
AgNPs, como el tamario, la forma y la estabilidad pueden provocar diferentes
efectos téxicos y acumulacién en distintos organismos como mamiferos,
plantas y bacterias (Casillas-Figueroa et al., 2020).

En el contexto agricola, las AgNPs han adquirido un gran interés debido
a su potencial para mejorar el crecimiento de los cultivos y a sus propiedades
para combatir microrganismos fitopatégenos (Agnihotri et al., 2014; Rojas-
Avelizapa et al., 2020). Estas nanoparticulas pueden fomentar el rapido de-
sarrollo de las raices e incrementar la produccién de ciertas sustancias que
promueven el desarrollo de las plantas. Sin embargo, también pueden tener
efectos toxicos y afectar su fisiologia (Yan y Chen, 2019).

La evidencia cientifica sobre los efectos de las AgNPs en las plantas es
variable y depende de factores como la especie, la concentracién y la ruta de
exposicién. Se ha observado un mejor desarrollo de las pldntulas de trigo con
concentraciones de 1 a 10 mg/Kg de AgNPs en tierra (Wang et al., 2016).
También se ha reportado que el uso de las AgNPs favorece el desarrollo de
Vanilla planifolia durante la micropropagacién in vitro porque controla la con-
taminacién microbiana y en concentraciones bajas (0, 25, 50 y 100 mg/l)
promueve el desarrollo de las plantulas (Pastelin-Solano et al., 2020). Sin
embargo, Singh y Kumar (2020) no encontraron diferencias significativas en
el desarrollo vegetal de Spinacia oleracea al usar concentraciones de 1 a 10
mg/Kg de AgNPs en tierra humeda.

En el caso de Allium cepa, Casillas-Figueroa et al., (2020) realizaron
pruebas con concentraciones de 5 a 100 pg/ml de AgNPs de la marca Argovit
y concluyeron que concentraciones menores a 10 ug/ml promueven el creci-
miento de la planta sin ocasionar dafios téxicos a las raices. También se ha
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reportado un mayor porcentaje de germinacién de semillas y un desarrollo
mas rdpido de la plantula de cebolla con una concentracién de 31.3 mg/1 de
AgNPs (Acharya et al., 2020).

Ademas de los efectos de las AgNPs en el crecimiento de las plantas, se
ha valorado su capacidad de acumulacién en los tejidos vegetales. Li et al.
(2017) evaluaron el efecto de las AgNPs a concentraciones de 0, 0.1, 0.5, 1,
10y 30 mg/1 por exposicién foliar y radicular en plantas de soja (Glycine max)
y de arroz (Oryza sativa) y reportaron mayor inhibicién en el crecimiento y
efectos tdéxicos por via radicular, pero mayor acumulacién en tejido por via
foliar. Larue et al. (2014) probaron el efecto de las AgNPs a concentraciones
de 0, 1,10 y 100 pg/g por exposicién foliar en lechuga (Lactuca sativa) y no
detectaron diferencias en la biomasa ni efectos téxicos en cuanto a la con-
centracién de pigmentos y proteinas, pero registraron acumulacién de
AgNPs en tejidos.

Paralelamente al potencial de las AgNPs como promotores de creci-
miento vegetal, existe un interés en la utilizacién de estas nanoparticulas
para el control de fitopatégenos en los cultivos de diferentes plantas. Las
AgNPs pueden actuar como agentes antimicrobianos, combatiendo paté-
genos como bacterias, hongos y virus que perjudican diversos cultivos. Dis-
tintos estudios han probado el potencial de las AgNPs para controlar fitopa-
togenos en diferentes tipos de cultivos (Chen et al., 2023). Las AgNPs son
utiles para inhibir hongos como: Fusarium graminearum, Rhizoctonia oryzae-
sativa, Pyricularia oryzae, Sclerotium oryzaey, entre otros (Sanguifiedo, 2023).
También se pueden utilizar para controlar bacterias porque son sensibles ala
presencia de las AgNPs (Agnihotri et al., 2014). Se ha reportado que las
AgNPs son ttiles para inhibir bacterias Gram negativas como: Pseudomonas
sp, Serratia sp, Xanthomonas sp, Erwinia carotovora y Acinetobacter sp; y bacte-
rias Gram positivas como: Bacillus sp (Rojas-Avelizapa et al., 2020). Ademas,
las AgNPs inhiben el desarrollo de biopeliculas bacterianas (Hamed et al.,
2020).

Sin embargo, también es importante considerar el posible impacto ne-
gativo de las AgNPs en la microbiota del suelo y en los organismos benéficos
que contribuyen a la salud de los cultivos (Palencia et al., 2013). El género
Pseudomonas comprende bacterias que interacttian con las raices de las
plantas y desempefan roles tanto beneficiosos como patogénicos. Las espe-
cies P. fluorescens, P. aeruginosa y P. putida pueden actuar como bacterias pro-
motoras del crecimiento vegetal porque su amplio repertorio metabélico in-
cluye la produccién de fitohormonas, la solubilizacién de fésforo y la fijacién
de nitrégeno atmosférico (Cano, 2011; Pérez-Alvarez et al., 2015; Jain y Das,
2016; Velasco-Jiménez et al., 2020; Costa-Gutierrez et al., 2022; Sanchez-
Carrillo y Guerra-Ramirez, 2022). Ademds, su capacidad para producir dis-
tintos compuestos con actividad antimicrobiana las hace adecuadas para el
biocontrol de bacterias y hongos dafiinos para las plantas (Kupferschmied et
al., 2013; Sanchez-Carrillo y Guerra-Ramirez, 2022).
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Aunque menos comun, algunas especies de Pseudomonas pueden ser
fitopatdgenas. P. syringae es un miembro de la comunidad bacteriana de la fi-
losfera y es considerada un patégeno tipico (Kupferschmied et al., 2013; Jain
y Das, 2016). P. aeruginosa ha sido reportada en interacciones con raices de
plantas que afectan negativamente el desarrollo vegetal (Walker et al., 2004).
P fluorescens, también se ha reportado como bacteria fitopatégena oportu-
nista en cultivos causando lesiones, necrosis y pudricién (Pérez-Alvarez et
al., 2015).

En general, las AgNPs pueden tener un impacto dual sobre los cultivos
(Budhani et al., 2019). En cuanto a los efectos positivos, se incluye la protec-
cién ante enfermedades por las propiedades antimicrobianas y antifingicas
(Das et al., 2022). Entre los efectos negativos, las AgNPs pueden afectar a
bacterias benéficas para los cultivos y en altas concentraciones pueden ser
téxicas para las plantas al inhibir la multiplicacién celular y provocar dafio
genético (Scherer et al., 2019). Por lo anterior, existe la necesidad de deter-
minar concentraciones de AgNPs que sean efectivas para el control de bacte-
rias fitopatégenas, sin afectar el crecimiento de las plantas y se requieren
modelos como plantas y bacterias para evaluar los efectos de las AgNPs.
Allium cepa es considerada uno de los sistemas vegetales mds sensibles para
determinar los efectos téxicos de diversos agentes quimicos (Casillas-Fi-
gueroa et al., 2020; Diaz-Baez et al., 2008). Adicionalmente, las especies del
género Pseudomonas, que pueden actuar como bacterias benéficas o paté-
genas (Pérez-Alvarez et al., 2015; Jain y Das, 2016), son adecuadas para de-
terminar el efecto antibacteriano mediante la concentracién minima inhibi-
toria (Agnihotri et al., 2014).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de dife-
rentes concentraciones de las nanoparticulas de plata (AgNPs), sintetizadas
por la ruta quimica de borohidruro de sodio, sobre el crecimiento de las
raices de Allium cepa y su capacidad inhibitoria sobre bacterias del género
Pseudomonas (puediendo ser benéficas o fitopatdgenas), con el fin de deter-
minar una concentracién que pueda controlar fitopatdgenos, sin afectar sig-
nificativamente el desarrollo radicular.

Materiales y métodos

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata se sintetizaron por la ruta quimica de borohidru-
ro de sodio y citrato de sodio, en la cual, el borohidruro de sodio actia como
agente reductor sobre la sal de plata y el citrato de sodio actiia como estabili-
zante durante el periodo de nucleacién y crecimiento a fin de mantener di-
mensiones nanométricas. Se disolvieron 59.8 mg de borohidruro de sodio
(NaBH,, marca Meyer) en 100 ml de agua desionizada y 102.4 mg de citrato
de sodio (NasCsHs0,, marca Meyer) en 100 ml de agua desionizada y 314.9
mg de nitrato de plata (AgNO;, marca Meyer) en 100 ml de agua desionizada,
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cada una en un matraz aforado. Después se mezclaron las soluciones de boro-
hidruro de sodio y de citrato de sodio agregando la solucién de nitrato de pla-
ta al final para conseguir diferentes concentraciones de AgNPs de acuerdo con
la bibliografia consultada (Rehal et al., 2023).

La caracterizacién de las AgNPs se realizé por difraccién de rayos X, mi-
croscopia electrénica de transmisién y espectrofotometria UV-Vis. La difrac-
cién de rayos X se utilizé para determinar la estructura cristalina de las
AgNPS (Baraka et al., 2017). Se utiliz6 un difractémetro Bruker D8 Advance,
operando en geometria de Bragg-Brentano. Este equipo consta de un tubo
de dnodo de cobre y un detector “ojo de lince” basado en tiras de silicio, y las
mediciones se realizaron en un rango de 30° a 80° en 2 theta.

La microscopia electrénica de trasmisién permitié evaluar la morfologia
y el tamarfio de las nanoparticulas (Thiruvengadam y Bansod 2020). Final-
mente, se registré la resonancia plasmoénica de las AgNPs a concentraciones
del,2.5,5,7.5,10, 15, 20, 25, 50, 100 y 150 mg/l], en un intervalo de 300 a
800 nm mediante espectrofotometria UV-Vis (Sivaramakrishnan et al.,
2019) con un equipo Varian 5E UV-Vis-NIR.

Bioensayos

El bioensayo de Allium cepa consistié en evaluar el crecimiento de las raices de
cebolla expuestas a distintas concentraciones del compuesto y comparar su
elongacién con la del control (Diaz-Baez et al., 2008) Se consideraron 6 con-
centraciones de AgNPs: 1, 5, 10, 50, 100 y 150 mg/l, un control negativo
(agua mineral dura sin AgNPs) y un control positivo (sulfato de cobre con una
concentracién de 320 mg/1), con 8 réplicas para cada tratamiento. Se sinteti-
zaron las nanoparticulas y, posteriormente, se mezclaron con agua mineral
comercial en una proporcién 1:1 para obtener las seis concentraciones de Ag-
NPs. Los bulbos de cebolla se colocaron en incubacién con luz (lampara
MAGG F24T5HO, 4100K, 24W) durante 8 dias (192 h) y, luego, se midié la
longitud de las raices por cada tratamiento.

Se realizé un bioensayo para determinar la concentracién minima inhi-
bitoria de las AgNPs en bacterias del género Pseudomonas. Se utilizaron cepas
de la coleccién del Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universidad Auté-
noma Metropolitana-Iztapalapa. Las especies seleccionadas fueron: P. fluo-
rescens, P. aeruginosa, P. putida y Pseudomonas sp. Estas cepas fueron aisladas
de las cisternas de la UAM-Iztapalapa e identificadas por amplificacién del
gen ARNr 168S y secuenciacién (Pascual-Hernandez, 2025).

Se prepard caldo nutritivo (Bioxon) en tubos de ensayo y se esterilizaron
en autoclave (121 °C a una presién de 15 psi durante 15 min). Después de la
esterilizacion se agregaron 9 concentraciones de AgNPs: 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15,
20, 25y 50 mg/l, y se considerd un control negativo (sin AgNPs), con dos re-
plicas por cada tratamiento. Cada especie de bacteria fue sembrada en una
serie de tubos con distintas concentraciones de AgNPsy el control. Los tubos
se incubaron a 28 °C durante 24 h y se midi6 la absorbancia a una longitud
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de onda de 600 nm para estimar el crecimiento bacteriano en los tubos y de-
terminar la concentracién minima inhibitoria (Agnihotri et al., 2014; Rojas-
Avelizapa et al., 2020). Adicionalmente, se realizé el conteo de unidades for-
madoras de colonia con la técnica de goteo en placa (Mufioz-Rojas et al.,
2016), para tener un estimado del nimero de bacterias relacionado con los
valores de absorbancia.

Procesamiento de datos
Con los datos de lalongitud de las raices de todos los bulbos de cebolla se cal-
culé el porcentaje de inhibicion (Diaz-Baez et al., 2008) para cada concentra-
ci6én utilizando la siguiente férmula:

(longitud del control-longitud de la muestra)

Efecto de inhibicién = - x 100
longitud del control

Con los porcentajes de inhibicién del crecimiento de cada concentracién
de las AgNPs se elaboré una grafica dosis-respuesta y una regresién probit en
RStudio para obtener la concentracién de inhibicién del 50% (Cls,) y la con-
centracion de inhibicién del 10% (Cl,,).

En las especies de Pseudomonas, la concentracién minima inhibitoria se
definié como la menor concentracién de las AgNPs con ausencia de creci-
miento bacteriano en el tubo con caldo nutritivo, confirmado con los valores
de absorbancia obtenidos.

Los analisis estadisticos se realizaron con el software NCSS. Los datos no
cumplieron con el supuesto de normalidad (evaluado mediante la prueba de
Shapiro-Wilk), por lo cual se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wa-
llis (a0 = 0.05) (Zar, 2019) para identificar las diferencias significativas en el
porcentaje de inhibicién de la elongacién de las raices en los tratamientos.

Resultados

Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

La estructura cristalina de las AgNPs se determiné a través de difraccién de
rayos X. La figura 1 muestra los patrones de difraccién que corresponde a pla-
ta en estado metdlico entre los 30° y 80°, estos coinciden con los méximos de
reflexién reportados en la tarjeta ICDD-00-003-0921 con estructura cibica.
En la imagen se muestra tanto el patrén de difraccién de la muestra, las res-
pectivas posiciones Bragg y los indices de Miller correspondientes a cada pico
de difraccién.

En la figura 2 se muestran los resultados de la microscopia electrénica de
transmisién de las nanoparticulas sintetizadas en este proyecto. Las im4-
genes revelan que se tienen nanoparticulas de forma principalmente esférica
con tamarfios principalmente de 20 nm.

Los espectros UV-Vis mostraron un pico de resonancia plasménica en los
400 nm, a concentracionesde 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 50, 100 y 150 mg/1
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Figura 1. Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de plata sintetizadas.
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Los picos identificados corresponden a los planos cristalinos (111), (200), (220) y (311) de la plata
metalica con estructura clbica centrada en las caras (ICDD-00-003-0921).
Fuente: Elaboracion de los autores.

Figura 2. Micrografia de microscopia electronica de transmision (TEM) de las nanoparticulas de plata
sintetizadas.

La escala representa 50 nm. Se observan nanoparticulas esféricas con un tamafo promedio de 20 nm.
Fuente: Elaboracion de los autores.

de AgNPs (figura 3). A través de estos espectros y utilizando el modelo de
Mie-Gans (Amirjani et al., 2020; Car y Krstulovi¢, 2022) se estimé un tamario
de 20 nm y una forma principalmente esférica para bajas concentraciones, in-
formacién corroborada por microscopia electrénica de transmisién.

Bioensayo de Allium cepa expuesta a diferentes concentraciones

de AgNPs

Enla tabla 1 se reporta la longitud de las raices de cebolla para los controles y
las diferentes concentraciones de AgNPs. También se incluye el porcentaje de
inhibicién en la elongacién de las raices respecto al control. Se observé un ma-
yor porcentaje de inhibicién en el crecimiento de las raices de cebolla al incre-
mentar la concentracién de las AgNPs. Sin embargo, con 5 mg/1 de AgNPs se
registré mas crecimiento que en el control negativo (agua mineral).
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Figura 3. Resonancia plasmonica de las AgNPs obtenidas en diferentes concentraciones.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion por AgNPs en raices de Allium cepa.

o eo

Concentracion de AgNPs  Longitud de raiz promedio  Inhibicion de crecimiento

(mg/l) (mm) de raiz (%)

0 13.2 0.0

1 10.9 17.9
5 15.0 -13.8

10 11 16.2

50 5.9 55.3

100 3.7 71.8

150 21 84.3
Control positivo 1.3 90.4

(Cuso,) 320

Fuente: Elaboracion de los autores.

Con los datos de la tabla 1, se realiz6 una gréifica dosis-respuesta (figura
4) y una regresién para estimar la concentracién inhibitoria media, cuyo
valor fue de 46.01 mg/1 de AgNPs, mientras que, la concentracién inhibitoria
del 10% fue de 9 mg/1.

La prueba de Kruskal-Wallis revel6 que la longitud de las raices de ce-
bolla fue afectada significativamente por las concentraciones de las AgNPs.
En la figura 5 se presentan los diagramas de caja y bigote, correspondientes
al control positivo (CP), al control negativo (CN) y a las distintas concentra-
ciones de las AgNPs desde 1 a 150 mg/l. La concentracién de 5 mg/l de
AgNPs favoreci6 el crecimiento de las raices de cebolla y mostré diferencias
significativas respecto al control negativo. Mientras que las concentraciones
de 50, 100 y 150 mg/1 de las AgNPs mostraron inhibicién en la elongacién
de las raices de cebolla con diferencias significativas respecto al control ne-

gativo.
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Figura 4. Curva dosis-respuesta para la inhibicion del crecimiento radicular de Allium cepa expuesta a
las nanoparticulas de plata.
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Ecuacion: Prodit = -3.01 + 1.81 * log10 (concentracién)
La linea continua corresponde al ajuste del modelo probit, la zona sombreada a los intervalos de
confianza al 95% v las lineas punteadas indican las concentraciones inhibitorias Cl,, (9 mg/L) y Cls,
(46 mg/L).
Fuente: Elaboracion de los autores.

Figura 5. Longitud de las raices de Allium cepa expuestas a diferentes concentraciones de AgNPs.

80.04
e a b b c b d e a

Longitud de raiz (mm)
S
o
i

2007 l
oob—== L T - - " %, ==
1 5 10 50 100 150

CP CN
AgNP (mg/L)

CP: control positivo (CuS0O,, 320 mg/L); CN: control negativo. Los tratamientos corresponden a concen-
traciones de: 1, 5, 10, 50, 100 y 150 mg/L de las AgNPs. Las letras diferentes sobre las cajas indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05, Kruskal-Wallis).

Fuente: Elaboracion de los autores.

Bioensayo de bacterias del género Pseudomonas expuesta

a diferentes concentraciones de AgNPs

Enla figura 6 se muestra la absorbancia y la concentracién de bacterias de las
especies de Pseudomonas en el control y expuestas a diferentes concentracio-
nes de AgNPs. Al aumentar la concentracién de las AgNPs se observé una in-
hibicién en el crecimiento de las especies de Pseudomonas.
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Figura 6. Concentracion de bacterias (absorbancia a 600 nm y UFC) de diferentes especies de Pseudo-
monas expuestas a diferentes concentraciones de las nanoparticulas de plata.
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Pf: P. fluorescens; Pa: P. aeruginosa; Pp: P. putida; Psp: Pseudomans sp.
Fuente: Elaboracion de los autores.

Se encontrd una concentracién minima inhibitoria distinta para cada es-
pecie de Pseudomonas. La inhibicién de crecimiento de P. fluorescens ocurrié
a partir de los 5 mg/l de AgNPs, mientras que para P. aeruginosa y Pseudo-
monas sp la inhibicién fue alos 7.5 mg/l y para P. putida fue alos 10 mg/l. La
concentracién que inhibié el crecimiento de las raices de cebolla en un 10%
fue de 9 mg/l de AgNPs, un valor similar a la concentracién minima inhibi-
toria para las bacterias (tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de las concentraciones de inhibicion de los bioensayos.

Bioensayo Concentracion de inhibicion
Allium cepa Clso = 46.0 mg/L
Clyp = 9.0 mg/L
Pseudomonas fluorescens CMI = 5.0 mg/l
Pseudomonas aeruginosa CMI =75 mg/l
Pseudomonas putida CMI =10.0 mg/L
Pseudomonas sp. CMI= 7.5 mg/l

Fuente: Elaboracion de los autores.

Discusion

La sintesis quimica de las nanoparticulas de plata requiere de proporciones
idéneas de la sal de plata, borohidruro de sodio (reductor) y citrato de sodio
(estabilizante), debido a que estas proporciones impactan directamente en
los procesos de nucleacién y formacién de las AgNPs (Rehal et al., 2023). En
esta investigacién se obtuvieron nanoparticulas, las cuales, a escala atémica
(del orden de Angstroms), tienen estructura cristalina cibica de acuerdo con
los patrones de difraccién de rayos x. Las curvas de absorbancia espectral
muestran un maximo en los 400 nm (figura 3) en concentraciones de 1 a 50
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mg/1, con curvas tipo lorentzianas permitiendo deducir que las AgNPs, a es-
cala nanométrica, tienen simetria esférica. El barrido de absorbancia, que
corresponde a las concentraciones més altas (100 y 150 mg/1), muestra cur-
vas sugiriendo la formacién de agregados de mayor tamario (Agnihotri et al.,
2014). La informacién anterior es corroborada por microscopia electrénica
de transmisién (TEM) en donde se observaron nanoparticulas de forma es-
férica, de diferentes tamarfios, pero que en su mayoria no exceden los 20 nm
(figura 2).

Se observé un efecto positivo en el crecimiento de las raices de Allium
cepa con una concentracién de 5 mg/l de AgNPs. Otras investigaciones tam-
bién reportan un mayor crecimiento de las plantas de trigo (Wang et al.,
2016) y Lactuca sativa (Akhoundnejad y Karakasg, 2021) cuando se emplean
concentraciones bajas de AgNPs. Casillas-Figueroa et al. (2020), también re-
portan que a concentraciones menores a 10 pg/ml de AgNPs de la marca Ar-
govit, se promueve el crecimiento de la cebolla. Las nanoparticulas pueden
aumentar la activacién de las vias enzimaticas y contribuir a la produccién
de metabolitos (Akhoundnejad y Karakag, 2021). Asimismo, pueden ace-
lerar el proceso de mitosis y, por lo tanto, incrementar el crecimiento de las
raices (Casillas-Figueroa et al., 2020).

Sin embargo, concentraciones de AgNPs mads altas pueden provocar
efectos negativos. La concentracién inhibitoria media para Allium cepa ex-
puesta a AgNPs fue 46.01 mg/l. Algunas investigaciones reportan la libera-
cién de iones de plata y la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno
como desencadenantes del dafio celular (Cvjetko et al., 2017; Casillas-Fi-
gueroa et al., 2020; Kumar et al., 2023).

Otro factor que puede influir en la toxicidad es el tamafio de las nano-
particulas. En la presente investigacién se sintetizaron AgNPs de 20 nm en
promedio, mientras que las AgNPs de la marca Argovit tienen un tamario
promedio de 35 + 12 nm; y se ha reportado que las nanoparticulas de menor
tamafio presentan una mayor toxicidad (Casillas-Figueroa et al., 2020).
Scherer et al. (2019) reportan que las AgNPs pueden inhibir la mitosis de las
células del tejido meristematico de A. cepa, provocando un menor creci-
miento de sus raices. La magnitud de este efecto fue inversamente propor-
cional al tamafio de las nanoparticulas: las de 10 nm causaron un efecto an-
timitético del 49% respecto al control, mientras que las de 70 nm causaron
un efecto del 13%.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) para las distintas especies de
Pseudomonas fue entre 5y 10 mg/l1. Se inhibi6 el crecimiento de Pseudomonas
fluorescens con una concentracién de 5 mg/1 de AgNPs, mientras que la CMI
para Pseudomonas putida fue de 10 mg/1. Estos valores son similares a la CMI
entre 1 a 4 mg/1 para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeru-
ginosa, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus repor-
tada por Jiménez-Mejia et al. (2024). Sin embargo, se han reportado CMI de
mayor magnitud para E. coli, B. subtilis y S. aureus con un intervalo de 20 a 200
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mg/l. La concentracién de inhibicién fue variable respecto al tamario de las
AgNPs (Agnihotri et al., 2014). También se ha reportado una CMI de 422
mg/1 para P. aeruginosa, S. auresus, Candida albicans, Acinetobacter baumanni'y
E. coli (Zermefio-Mateus, 2023).

Las AgNPs de =10 nm pueden encontrarse en la superficie bacteriana y
en el interior de la célula. Las nanoparticulas interactuantes con la pared
bacteriana pueden alterar la integridad estructural y afectar la permeabi-
lidad de la membrana. Las AgNPs dentro de la célula pueden dafiar biomolé-
culas esenciales como proteinas, lipidos y ADN, inhibir la replicacién del
ADN y bloquear la respiracién celular, lo cual interfiere con el crecimiento y
metabolismo bacteriano. También pueden inducir estrés oxidativo en las cé-
lulas bacterianas, dafiando lipidos, proteinas y ADN, e incluso pueden pro-
vocar apoptosis (Agnihotri et al., 2014; Salleh et al., 2020).

Los resultados obtenidos en los bioensayos indican que la concentracién
de 9 mg/1 de las AgNPs causé un efecto de inhibicién del 10% (Cl,,) en el cre-
cimiento de las raices de cebolla. Esta concentracién es similar a la CMI para
P putida y P. aeruginosa y es casi del doble que la CMI para P. fluorescens. Estos
resultados son importantes para valorar si es conveniente el uso de las
AgNPs, pues podrian inhibir especies de Pseudomonas como: P. fluorescens, P.
aeruginosa y P. putida que son benéficas para las plantas (Cano, 2011; Pérez-
Alvarez et al., 2015; Jain and Das, 2016; Velasco-Jiménez et al., 2020; San-
chez-Carrillo y Guerra-Ramirez, 2022). Sin embargo, si P. fluorescens o P.
aeruginosa actian como un patégeno (Walker et al., 2004; Pérez-Alvarez et
al., 2015), las AgNPs podrian representar una alternativa para el tratamiento
e inhibir al fitopatégeno sin representar un gran impacto negativo sobre las
plantas de cebolla. Si se busca inhibir el desarrollo de especies de Pseudo-
monas en Allium cepa, esto se puede conseguir con 10 mg/1 de AgNPs, usando
una concentraciéon de 5 mg/1 estimularia el desarrollo de las raices de cebolla.

Esta investigacién representa un primer acercamiento a la interaccién
entre Allium cepa con las AgNPs y entre algunas especies de Pseudomonas con
las AgNPs. Todavia es necesario evaluar la interaccién simultdnea entre
Allium cepa, bacterias y AgNPs, por lo cual es necesario realizar mas estudios
con el fin de obtener informacién que permita tomar decisiones en cuanto a
las condiciones de aplicacién de las AgNPs en los cultivos.

Aunque las AgNPs representen una alternativa para inhibir bacterias
fitopatégenas también serd necesario considerar el efecto negativo sobre
bacterias benéficas en los cultivos. Especies de Pseudomonas como P. fluores-
cens, P. aeruginosa y P. putida favorecen el crecimiento vegetal (Pérez-Alvarez
etal., 2015; Jain y Das, 2016; Velasco-Jiménez et al., 2020; Costa-Gutierrez
et al., 2022). Ademas, otras bacterias presentes en la microbiota del suelo
pueden ser afectadas por las AgNPs y, en consecuencia, modificar la disponi-
bilidad de los nutrientes requeridos por las plantas (Cvjetko et al., 2017).

Es importante considerar las consecuencias ambientales al utilizar las na-
noparticulas en los cultivos. Estas particulas pueden permanecer en la tierra
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de cultivo por mucho tiempo, planteando interrogantes sobre su posible acu-
mulacién en el medio ambiente y su impacto en los ecosistemas circundantes.
Por lo anterior, resulta de suma importancia realizar diversos estudios que
permitan entender la dindmica de las nanoparticulas, su bioacumulacién en
organismos, sus efectos toxicos e implicaciones en la salud humana (Tran et
al., 2024).

La aplicacién de las AgNPs en la agricultura para el manejo de fitopaté-
genos se ha promovido recientemente como una opcién innovadora y sus-
tentable. Sin embargo, los mecanismos de migracién de estas nanoparticulas
deben ser estudiados, asi como la implementacién de limites de concentra-
cién en suelo y agua para evitar los posibles dafios a la salud humana y al am-
biente (Avila-Quezada et al., 2024).

Aunque las AgNPs presentan actividad antibacteriana contra patégenos,
también pueden inducir citotoxicidad y existe una creciente preocupacién
sobre el riesgo potencial a la salud publica relacionado con su uso. La aplica-
cién y produccién extensiva aumentaria su liberacién en entornos acudticos
como rios y lagos. En el agua dulce las AgNPs se oxidan en iones Ag* que son
téxicos para los organismos acudticos. Ademas, la plata iénica se precipita
como AgCl o Ag,S. Al acumularse en organismos acudticos, pueden entrar en
el cuerpo humano a través de la cadena alimentaria. Sin embargo, se sabe
poco sobre la seguridad a largo plazo y los efectos téxicos de las AgNPs en el
entorno acuatico (Liao et al., 2019). En caso de optar por estos materiales
sobre los convencionales como el glifosato u otros, se visualiza que la opcién
es usar la menor concentracién posible de nanonparticulas de plata, para dar
oportunidad de favorecer el crecimiento de los cultivos en cierto porcentaje,
como lo muestra el presente estudio. Sin embargo, se deben estudiar las posi-
bles afectaciones ecolégicas en el ecosistema por el uso de las nanoparticulas.

Conclusiones

La sintesis de nanoparticulas de plata por la ruta quimica con borohidruro de
sodio y citrato de sodio proporcioné nanoparticulas que tienen un tamario
menor o igual a 20 nanémetros y con una forma esférica.

La concentracién inhibitoria media (Cls,) y la concentracién inhibitoria
del 10% (Cl,,) de las AgNPs para el desarrollo vegetal de Allium cepa fueron
de 46.01 mg/l y 9 mg/l, respectivamente. La concentracién minima inhibi-
toria (CMI) para las especies de Pseudomonas fue de 5 a 10 mg/l de AgNPs. El
uso de las AgNPs podria afectar a especies de Pseudomonas benéficas para las
plantas, pero también se podrian emplear para controlar bacterias fitopaté-
genas si fuera necesario. La concentracién que inhibe ligeramente las raices
de Allium cepa en un 10% (Cl;, = 9 mg/L) es similar a la que inhibe a P. fluo-
rescens y P. aeruginosa potencialmente patdgenas, esto resulta particular-
mente importante para combatir una enfermedad sin afectar el crecimiento

de raices de Allium cepa.
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Es necesario profundizar en este tipo de estudios utilizando, en primera
instancia, otras rutas de sintesis para las nanoparticulas y estudiar su im-
pacto en otras partes de la planta mas alld de las raices, asi como durante la
germinacién de semillas. También es importante hacer bioensayos crénicos
y con renovacién considerando diferentes condiciones de temperatura e ilu-
minacién. Por dltimo, se debe considerar estudiar la bioacumulacién de na-
noparticulas en los tejidos de las plantas de cebolla y cémo impactan en los
procesos metabdlicos celulares.
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