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Resumen

La biosintesis mediada por extractos de plantas promete ser un método sostenible para sintetizar nanomateriales. Es sabido que las
biomoléculas presentes en extractos de plantas favorecen la formacion de nanoparticulas (NP’s) a la vez que las estabilizan y
funcionalizan. Por tanto, el uso de plantas utilizadas en la herbolaria mexicana puede brindar a los nanomateriales obtenidos un gran
impacto, como es el caso de Verbesina crocata (capitaneja). El objetivo del presente trabajo es reportar la biosintesis de nanoparticulas
de plata/cloruro de plata (Ag/AgCI-NP’s) mediada por V. crocata, su caracterizacion y actividad fitotoxica en semillas de Raphanus
sativus. Se encontré que los extractos acuosos de capitaneja son capaces de generar nanoestructuras, asi como presentar efectos
alelopéticos que disminuyen el desarrollo de R. sativus. En cambio, las Ag/AgCI-NP’s obtenidas presentan fitotoxicidad dependiente
de la concentracién en R. sativus. Los extractos de V. crocata son una alternativa viable para la biosintesis de Ag/AgCI-NP’s.
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Abstract

Plant extract-mediated biosynthesis promises to be a sustainable method for synthesizing nanomaterials. It is well known that
biomolecules present in plant extracts promote the formation of nanoparticles (NP’s) while stabilizing and functionalizing them.
Therefore, the use of plants in Mexican herbal medicine can have a significant impact on the resulting nanomaterials, as is the case with
Verbesina crocata (capitaneja). The objective of this work is to report on the biosynthesis of silver/silver chloride nanoparticles
(Ag/AgCI-NPs) mediated by V. crocata, their characterization, and phytotoxic activity in Raphanus sativus seeds. Aqueous extracts of
capitaneja were found to be capable of generating nanostructures and exhibiting allelopathic effects that decrease the development of
R. sativus. In contrast, the Ag/AgCI-NPs obtained exhibit concentration-dependent phytotoxicity to R. sativus. V. crocata extracts are
a viable alternative for the biosynthesis of Ag/AgCI-NPs.

Keywords:
Capitaneja, Green synthesis, Phytotoxicity, Nanotoxicity, Mexican herbal medicine.

1. Introduccién bioldgica, sintesis verde o biosintesis de NP’s ha revolucionado
diversos sectores, principalmente, en el area de la salud y
alimentos como la hiomedicina, la cosmetologia y la agricultura,
entre muchos otros (Banu y Chakraborty, 2024). De este método,
especificamente, la fitosintesis que utiliza Gnicamente plantas y
sus productos, destaca por su eficacia y simpleza, debido a que los

componentes generados por las plantas una vez extraidos son

En las Ultimas décadas, se intensificd el interés por estudiar
organismos vivos (bacterias, levaduras, algas, hongos y plantas)
asi como sus derivados con el fin de crear métodos de sintesis
innovadores, simples, econdmicos y amigables con el medio
ambiente que produzcan nanoparticulas (NP’s) con caracteristicas

fisicoquimicas estables (Vanlalveni et al., 2024). Se ha buscado
superar las limitaciones de las técnicas fisicas y quimicas
tradicionales, siendo la “nanotecnologia verde” una posible
solucién a la obtencién NP’s sin requerir productos quimicos
peligrosos, consumir energia excesivamente, ni producir
subproductos dafiinos en el proceso (Edo et al., 2025). La sintesis

capaces no solo de sintetizar sino también de funcionalizar las
NP’s obtenidas con los mismos componentes de la biosintesis
(Edo et al., 2025). Debido a que las plantas dependiendo de
factores ambientales, sean bidticos o abidticos, producen
metabolitos con funciones diversas desde autoproteccion hasta
comunicacién, estas caracteristicas son aprovechadas para la
creacion de farmacos, biocidas, repelentes, asi como otros
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productos naturales accesibles y de facil degradacion, mismas de
las que se ha aprovechado la nanotecnologia (De-Oliveira et al.,
2014). Por tanto, la fitosintesis de NP’s tiene como fundamento
procesos de Oxido-reduccion facilitados por las biomoléculas
presentes en los extractos de plantas, que permiten la reduccion de
iones metélicos, promoviendo la creacion de “semillas” de
nucleacion, que posteriormente desencadenan en la formacién de
NP’s (Dzul-Erosa et al., 2018). Entre los principales compuestos
reportados que favorecen la fitosintesis se encuentran las
proteinas, aminoécidos, enzimas, polisacaridos, alcaloides,
taninos, compuestos fenolicos, saponinas, terpenoides, entre otros
compuestos antioxidantes (Vanlalveni et al., 2024).

En otro orden de ideas, en México existe una gran variedad de
especies vegetales destinadas a alimentos, asi como relevantes en
la medicina tradicional, que son una excelente fuente de
componentes fitoquimicos y que han sido utilizadas para la
sintesis de NP’s (Hernandez-Diaz et al., 2024). Algunas de estas
especies que han sido reportadas como mediadoras de sintesis de
NP’s para plata (Ag), cloruro de plata (AgCl), oro y dxido de zinc
son: chicalote o cardosanto (Argemone mexicana L.), hojas de
maiz (Zea Mays), chaya maya (Cnidoscolus chayamansa),
residuos de agave (Agave tequilana Weber var. azul), cempasuchil
(Tagetes erecta), epazote (Dysphania ambrosioides L) y nopal
(Opuntia sp.) (Téllez-de-Jesus et al., 2021; Villanueva-1bafiez et
al., 2015; Dzul-Erosa et al., 2018; Lépez-Naranjo et al., 2018;
Katta y Dubey, 2021; Alvarez-Chimala et al., 2021; Ledezma et
al., 2014). En cambio, existen plantas que son originarias y
utilizadas en México, pero tienen muy vagos estudios como es el
caso de capitaneja (Verbesina crocata) que ha sido utilizada como
planta medicinal para tratar numerosos trastornos que se remonta
a la época prehispéanica (Heyerdahl-Viau et al., 2023; Garcia-
Bores et al., 2020). Desafortunadamente la informacion
disponible acerca de V. crocata es predominantemente empirica y
los escasos informes cientificos sobre su actividad biol6gica han
confirmado su eficacia como agente cicatrizante a la par de los
tratamientos de uso comercial (Recoveron®), un ligero efecto
antidiabético y un efecto diurético aumentando el flujo urinario y
la excrecion de Na*/K* (Heyerdahl-Viau et al., 2023; Garcia-
Bores et al., 2020; Salazar-Gomez et al., 2018; Marles y
Farnsworth, 1995). Dichas propiedades son indicativas de la
riqueza de metabolitos y el gran potencial presente en los extractos
de V. crocata. La capitaneja es una planta endémica con presencia
en mas de una decena de estados del centro occidente de México,
creciendo en un amplio rango altitudinal, asi como de una gran
variedad de territorios desde tierras deforestadas hasta bordos de
carreteras (Heyerdahl-Viau et al., 2023). Aunado a que su
crecimiento, propagacion y adaptacion es facil al igual que rdpido,
lo que significa que su uso no amenaza la biodiversidad de la flora
mexicana.

Con base en lo antes mencionado, al considerar la deficiente
informacidn sobre las ventajas fisicoquimicas que presentan los
extractos acuosos de V. crocata y, tomando en cuenta que, hasta
la fecha, no se ha publicado reporte alguno sobre su uso en la
sintesis de NP’s. El objetivo del presente trabajo es aumentar el
conocimiento entorno a posibles aplicaciones de V. crocata, como
lo es la fitosintesis de nanoparticulas de plata/cloruro de plata
(Ag/AgCI-NP’s), asi como analizar el potencial fitotoxico de las
NP’s y el extracto, con la finalidad de incentivar a la investigacion
de esta planta al igual que de las NP’s obtenidas.

2. Metodologia
2.1. Preparacion del extracto

El material vegetal correspondiente a V. crocata utilizada fue
recolectada en el municipio de Sahuayo de Morelos, Michoacan.
Localizada a una latitud 20° 05 03.7” latitud norte, 102° 45° 22.3”
longitud oeste. Una vez obtenidas, se desprendieron las hojas
de las plantas, las cuales fueron lavadas con agua destilada para
eliminar posibles impurezas y se almacenaron hasta su completa
deshidratacion para su uso.

El extracto se obtuvo a partir de 4 g de hojas secas de V.
crocata, en 200 ml de agua destilada por el método de decoccidn
a 70 °C por 10 min, se separ6 de la parte sélida mediante filtracion
a vacio, utilizando un filtro convencional y se almacen6 para su
posterior uso.

2.2. Andlisis cualitativo fitoquimico de extractos

El extracto de V. crocata obtenido fue sometido a pruebas para
conocer de manera cualitativa los componentes fitoquimicos
presentes en el mismo. Los analisis realizados fueron para la
deteccion de alcaloides, taninos, saponinas, fenoles, terpenoides y
flavonoides, de acuerdo con lo reportado por Nortjie et al., (2022),
las cuales se realizaron por triplicado y de la siguiente manera.

Deteccion de alcaloides: 2 ml de extracto se disolvié en 3 ml
de &cido clorhidrico al 5 %y se filtro para ser sometido a la prueba
de Wagner. Se afiadieron 10 gotas del reactivo de Wagner al
extracto filtrado y se dejo reaccionar. La formacion de una fase
color marron rojizo, indica la presencia de alcaloides.

Deteccion de taninos: Se mezclaron 2 ml de extracto, con 2 ml
de agua y se calentaron a bafio Maria. La mezcla se filtré y se le
afiadieron 10 gotas de cloruro férrico al 5 %. El color verde oscuro
indica la presencia de taninos.

Deteccidn de saponinas: Se mezclaron 5 ml del extracto, con 5
ml de agua destilada. Posteriormente, se agit6 por 1 min
vigorosamente. La formacion de espuma indica la presencia de
saponinas.

Deteccion de fenoles: Se mezclaron 10 gotas de solucion de
acetato de plomo al 5 %, con 5 ml del extracto. La aparicion de
color amarillo indica la presencia de fenoles.

Deteccion de Terpenoides: Se mezclé 1 ml del extracto, con 2
ml de cloroformo y 3 ml de &cido sulfurico concentrado,
afiadiéndose cuidadosamente cada uno. La presencia de un color
marrdn rojizo indica la presencia de terpenoides.

Deteccion de flavonoides: Se le adicionaron 10 gotas de acido
sulfdrico al extracto y se dejo reaccionar. La formacion de un
color naranja indica la presencia de flavonoides.

2.3. Biosintesis de las nanoparticulas de plata

Para la sintesis de las Ag/AgCI-NP’s se realiz6 una Unica
concentracion de nitrato de plata (AgNO3, Golden Bell con pureza
de 99.0 %) y de extracto. Se preparé una solucién de 0.1 Mol de
AgNOs3, en 60 ml de agua destilada, se mantuvo bajo agitacion
magnética constante (600 rpm), bajo condiciones de iluminacion
normal y temperatura ambiente. Posteriormente a la solucion se
adicionaron 40 ml de extracto, obteniéndose una medicion de pH
de 7 (£0.1), la cual no fue alterada. Pasados 10 min de reaccion la
solucidn fue retirada de la agitacion y almacenada para futuros
analisis.

2.4. Caracterizacion de las nanoparticulas
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Las Ag/AgCI-NP’s sintetizadas se caracterizaron por medio de
diversas técnicas analiticas que incluyen espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-Vis), espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), difraccion de rayos X (DRX) y
microscopia electrénica de barrido (MEB) equipado con
espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

Las propiedades Opticas fueron analizadas con un
espectrofotometro de UV-Vis Lambda 25 marca Perkin Elmer en
un rango de longitud de onda de 200-800 nm. La presencia de
grupos funcionales pertenecientes a los metabolitos secundarios
se estudié mediante un espectrofotémetro de FT-IR Frontier,
Perkin Elmer en un rango de nimero de onda entre los 4000 y 400
cm. El producto de la sintesis fue centrifugado a 5000 rpm por
15 min. El precipitado obtenido se mantuvo a 70 °C por 24 h para
el andlisis de DRX y MEB. La morfologia y la composicion
elemental de las Ag/AgCI-NP’s fueron detectadas usando un
microscopio JEOL 66-10LV equipado con EDS utilizando una
potencia de 20 kV vy distancia de trabajo de 10 mm, las particulas
fueron recubiertas con oro. La estructura cristalina se determind
usando un difractémetro de rayos X de polvo, modelo D8 Avance
A25 marca Bruker con radiacion CuKa (1.5418 nm), el angulo de
inicio fue 10°, el &ngulo final de 80.001°, el paso de 0.0255°, con
un voltaje de 40 kV y una intensidad de corriente de 40 mA. El
resultado obtenido de DRX fue sometido a un refinamiento por el
método de Rietveld, mediante el software de acceso libre FullProf
Suite. El tamafio de cristalito se determind para cada uno de los
planos cristalinos de acuerdo con la ecuacion de Scherrer
(Tamanna et al., 2024):

KA
~ B cos@’

Donde D representa el tamafio del cristalito, K es la constante
de Scherrer (K = 0.90), A es la longitud de onda de la radiacion
(Cuko = 1.5418 nm), S es el ancho total en la mitad del pico
(radianes) y 6 es el angulo difractado del pico.

2.5. Efecto fitotdxico de las nanoparticulas de plata en
Raphanus sativus

El desarrollo de esta metodologia se baso en lo reportado por
Galindo-Guzmén et al. (2022), Marium et al. (2019), asi como
Vashisth y Nagarajan (2010). Las Ag/AgCI-NP’s se utilizaron
directamente como se obtuvieron de la sintesis. Se realizaron 3
tratamientos diferentes en porcentaje de volumen (% v/v)
Ag/AgCI-NP’s/Agua destilada (20/80, 10/90 y 5/95 %). Las
soluciones fueron sonicadas para mejorar la dispersion. El pH de
cada suspension no fue ajustado antes de la exposicion de las
semillas. Como control se utilizd Gnicamente agua destilada.
Asimismo, se utilizo el extracto sin diluir de V. crocata y AgNO3
a 0.01 Mol como referencia.

Las semillas de Raphanus sativus utilizadas fueron de la
variedad Champion comerciales. Se colocaron en NaClO al 2,5%
durante 5 min y finalmente se lavaron con agua destilada. Las
semillas se secaron al aire libre y se colocaron durante 15 min en
suspensiones preparadas como se describié anteriormente, en
condiciones estaticas. Una vez pasado el tiempo, se retiraron las
soluciones de las semillas. Las semillas fueron transferidas a cajas
plasticas (de 12 cm x 12 cm x 5 cm respectivamente) con papel
filtro himedo. Se mantuvieron condiciones de iluminacién normal
y temperatura ambiente durante el tiempo estudiado. Se colocaron
20 semillas por tratamiento, por triplicado. Las placas se cubrieron
y se cerraron. Después de 8 dias de tratamiento se registré el
crecimiento de las plantulas en términos del dia de germinacion
(DG), longitud de la raiz (LR), longitud del tallo (Lt), la longitud
total (LT) de las plantulas y peso fresco (PF), el resultado se

comparé para ver el efecto de las Ag/AgCI-NP’s en la
germinacion de las semillas, asi como el crecimiento temprano de
las plantulas. Se registr6 el DG de las semillas, considerando la
emergencia de la radicula en la semilla mayor a 1 mm. El
porcentaje de germinacién (PG) se calculé con la siguiente
formula:

PG (%) = No.de semillas germinadas < 100
(%) = No.total de semillas control

La LR, la Lt, asi como la LT de las plantulas germinadas se
midieron usando un vernier. La LR se tomd del sitio de la
aparicion de la raiz hasta la punta de la raiz, la Lt se midi6 desde
la base hasta el apice. La LT es el resultado de la suma de LR y
Lt. Las plantulas se pesaron posterior a los 8 dias, para obtener el
PF de cada una de las plantulas utilizando una balanza analitica.

Para los parametros como el indice de vigor 1 (IV1), el indice
de tolerancia al estrés de la longitud del brote (SLSI), asi como
indice de tolerancia al estrés de la longitud de la raiz (RLSI), se
calcularon utilizando las siguientes férmulas:

VI = Germinacién(%) x Lon.plantula (cm)

Lon. del brote (tallo) de la plantula tratada

SLSI = 100

X
Lon. del brote (tallo) de la plantula control

Lon. de la raiz de la plantula tratada

RLSI = 100

X
Lon. del de la raiz de la plantula control

2.6. Analisis estadistico

El experimento se realiz6 mediante un disefio completamente
al azar con su respectivo control, tres tratamientos y tres
repeticiones. La normalidad y la homogeneidad de las varianzas
en los datos para cada una de las variables de respuesta se verificd
con la prueba de Bartlett y Kolmogorov-Smirnov. Los resultados
obtenidos se analizaron mediante analisis de varianza ANOVA y
la comparacién de medias con la prueba de Tukey con una
significancia de p< 0.05. Se utiliz6 el paquete estadistico Minitab
version 18 para el analisis de los datos.

3. Resultados y discusién

El extracto acuoso de hojas de V. crocata presenté una
coloracién amarilla clara, como se puede observar en la figura 1A.
Dicho extracto, al ser sometido a las pruebas fitoquimicas se
encontraron resultados positivos a alcaloides, taninos, saponinas,
fenoles, terpenoides y flavonoides. Lo anterior, concuerda con los
metabolitos secundarios reportados por Salazar-Gomez et al.
(2018), que a su vez reportan también coumarinas, saponinas
esteroidales y antraquinonas. Entre los posibles compuestos
encontrados podrian estar presentes lupeol, galegina, daucosterol,
acetil-sitosterol, sitosterol glicosido, 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-
dihidroxicromén-3-il-4-(3-amino-4-hidroxifenil)-3-
hidroxibutanoato, filoflavan y/o catequina 3-glucésido que
pertenecen a la estructura de los metabolitos secundarios
encontrados y han sido previamente reportados para V. crocata
(Garcia-Bores et al., 2020; Marles y Farnsworth, 1995). Dichos
constituyentes le confieren propiedades terapéuticas que han sido
vagamente estudiadas, entre las que destacan su actividad
cicatrizante en heridas, antidiabética y diurética (Heyerdahl-Viau
etal., 2023).
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En otro orden de ideas, al adicionar a la solucién de AgNOs el
extracto, se observd un cambio de coloracion en la solucion casi
inmediato. La solucién pas6 de un tenue amarillo claro a un rojizo
obscuro, para finalmente apreciarse un color marrén amarillento
obscuro. Se observd la coloracion méxima a los 10 min de
reaccion, tiempo al que se detuvo la agitacion. La solucion exhibi
una homogeneidad, lo que sugiere que las NP’s eran estables y
estaban dispersas (Figura 1A). Este cambio de coloracion es un
indicativo de la formacion de las Ag/AgCI-NP’s, debido a que
efectivamente los metabolitos secundarios estan actuando como
agentes quelantes, reductores o estabilizadores de las particulas de
manera pasiva 0 activa (Li et al., 2022). Las moléculas
previamente mencionadas debido a sus arreglos estructurales
podrian tener mayor facilidad para la generacién de NP’s. Lo
anterior dado que dichas biomoléculas pueden generar
transformaciones tautoméricas de la forma enol a la forma ceto,
desligando atomos de hidrégeno reactivo que reducen los iones
metalicos a NP’s y a su vez quelar los iones metalicos o las NP’s
con sus grupos funcionales, implicando que estan presentes tanto
en la nucleacion de las NP’s como en la agregacion y
estabilizacion de estas (Ramirez-Herrera et al., 2024).

Se confirmd la formacion de Ag/AgCI-NP’s mediante
espectrofotometria UV-Vis (Figura 1A). Las Ag/AgCI-NP’s
absorbieron luz en la region visible debido al plasmén de
resonancia superficial, produciendo una banda de absorcion con
un méaximo a 445 nm. La banda de absorcion presente no se
mostraba en la soluciébn de AgNOs; ni en el espectro
correspondiente a V. crocata, lo cual indica la reduccién de sales
de Ag* a Ag’ Los resultados obtenidos concuerdan con lo
reportado por Hachem et al., (2024) asi como por Naim et al.,
(2024) para la produccion de Ag/AgCI-NP’s con longitud de onda
caracteristicas similares. Ademas, el espectro del extracto de V.
crocata present6 una saturacion entre los 403-327 nm debido a los
compuestos fitoquimicos presentes, saturacion que desaparece
completamente una vez sintetizadas las Ag/AgCI-NP’s,
reafirmando lo antes mencionado. Asimismo, la banda de
absorcion caracteristica para las NP’s de AgCl se puede apreciar
cercana a los 300 nm. Estos resultados muestran Ag/AgCI-NP’s
tienen una alta absorcion de luz visible y la posibilidad de exhibir
un excelente rendimiento fotocatalitico impulsado por luz visible,
al igual que las obtenidas por Mandal et al., (2022).

La presencia de los posibles grupos funcionales responsables
presentes en las biomoléculas que biorredujeron y estabilizaron
las Ag/AgCI-NP’s se determind mediante espectroscopia FT-IR
(Figura 1B). Los espectros de las biomoléculas presentes en el
extracto de V. crocata, se estudiaron antes y después de la
reduccion de las nanoparticulas (Figura 1B). Los resultados
obtenidos tienen bandas similares a las reportadas por Naim et al.,
(2024), Wintachai et al., (2024) asi como por Hachem et al.,
(2024). La banda de absorcién a 3300 cm™ corresponde a la
vibracion de estiramiento de O—-H y N—H. Los picos a 2361y 2341
cm! tanto en el extracto como en las Ag/AgCI-NP’s se deben al
diéxido de carbono. El pico a 1635 cm™' se relaciona con el
estiramiento de los grupos carbonilo C=0O, que pueden estar
presentes en anillos conjugados y aromaticos, cetonas al igual que
en flavonoides y deméas componentes del extracto de las hojas. La
banda a 1365 cm™ al igual que la de 1290 cm™ representa la
vibracion de estiramiento de los enlaces C-O. A causa de que los
enlaces Ag-Ag pueden apreciarse por debajo de 400 cm™!, fuera
del rango de deteccion del equipo FT-IR utilizado para dichos
enlaces. Como resultado, los espectros no se muestran picos de
absorcion de enlaces Ag-Ag (Gharibshahi et al., 2017).

La morfologia de las Ag/AgCI-NP’s sintetizadas se determind
por MEB y su composicién elemental mediante EDS. Las
Ag/AgCI-NP’s  formadas fueron casi esféricas y estaban
conformadas principalmente por Ag y Cl (Figura 2). No obstante,

también se encontraron otros elementos constitutivos como el
oxigeno, carbono, nitrdgeno, magnesio y potasio que son
componentes presentes en el extracto de V. crocata. El tamafio de
las NP’s oscilaba entre los 20 a 60 nm. Cabe resaltar que, en la
mayoria de los casos de biosintesis de este tipo de NP’s la
morfologia dominante es esférica (Ahmed et al., 2016; Dzul-
Erosa et al.,, 2018). Los resultados morfologicos obtenidos
concuerdan con lo obtenido por Kushwaha y Malik (2012), que
utilizaron V. encelioides nativa de la India como mediadora de la
sintesis.
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Figura 1: a) Espectro de UV-Vis del extracto de V. crocata, asi
como de las Ag/AgCI-NP’s; y b) Espectro de FT-IR del extracto
de V. crocata, asi como de las Ag/AgCI-NP’s suspendidas y en
polvo.
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Figura 2: Anélisis por MEB y EDS de las Ag/AgCI-NP’s.

La cristalinidad y la microestructura de fase de las Ag/AgCl-
NP’s se evalud mediante DRX y fue sometido a un refinamiento
por el método de Rietveld para determinar los parametros de la
muestra (Figura 3). Los resultados obtenidos concuerdan con lo
reportado por Hachem et al., (2024) y Mandal et al., (2022). Para
el refinamiento se utiliz6 el método de minimos cuadrados que
realiza ajustes analiticos en un perfil cristalografico para
minimizar la diferencia tedrica hasta su coincidencia con el perfil
de la informacion cristalografica entre los patrones simulados y
observados brindando datos relevantes. Dicha minimizacion se
midié utilizando los pardmetros del indice de fiabilidad, Rwyp (error
residual ponderado) y Rex, (error esperado), que se definen como:

R = [Zi w; (Iip — Iic)? 12
P 2w Iioz
N—P 1/2
2w Ii20:|

Donde Io e Ic son las intensidades experimental y calculada,
respectivamente. N y ®; (=1/lg) representan el nimero de
observaciones experimentales y su ponderacion. P es el nimero
de parametros de ajuste. El grado de ajuste GoF (1.73) se calculd
mediante el cociente entre los dos valores obtenidos, Ry, (21.3) y
Rexp (12.34). Para validar la fiabilidad de los presentes resultados,
el valor de grado de ajuste es fundamental.

La posicién de los picos del patrdn de DRX, el plano al que
corresponden, los parametros y el tipo de red cristalina, el
porcentaje de cada fase, el ancho medio de los picos, asi como el
tamafio de cristalito para cada plano se muestran en la Tabla 1.
Los datos obtenidos al compararse con los patrones estandar
publicados por el Joint Committee on Powder Diffraction
Standards corresponden con las cartas cristalograficas 00-004-
0783 para Ag y 00-031-1238 para AgCI.
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Figura 3: Refinamiento del patron de difraccion de las
Ag/AgCI-NP’s por el método de Rietveld.

Tabla 1: Datos obtenidos a partir del refinamiento de Rietveld.

Fasey a(A) o FWHM  Cristalito
proporcién o (°) hkl 200) (rad) (nm)
Ag 4087 111 38.1 0.0127 11.11

225 ' 200 44.28 0.0255 5.49

(Fm-3m) 90 220 64.42 0.0120 16.47
64.85 % 311 77.37 0.0108 23.06
111 27.78 0.0027 209.21
200 32.19 0.0026 56.78
AgCl 5 556 220 46.17 0.0023 130.98
225 ' 311 54.74 0.0030 72.66
(Fm-3m) 90 222 57.39 0.0032 47.28
35.15% 400 67.35 0.0032 66.57
331 74.35 0.0031 50.95
420 76.62 0.0033 50.59

El efecto de los tratamientos sobre los parametros medidos en
la germinacion de las semillas de R. sativus se muestran en la
Figura 4 y la Tabla 2. La aplicacién del extracto, el AgNOs asi
como de las Ag/AgCI-NP’s tuvo efectos significativos entre los
tratamientos al igual que con el control (p< 0.05) de las variables
medidas.

Las semillas tratadas con extracto de V. crocata tuvo
similitudes estadisticas con el control Gnicamente en pardmetros
como la LR y el PF. Sin embargo, todos los deméas parametros
tienen diferencias significativas con respecto al control,
mostrando un efecto negativo en la germinacion y crecimiento de
las semillas. Cabe sefialar que es el primer reporte en el que se
utilizan extracto de V. crocata para conocer el efecto en etapas
tempranas de crecimiento en plantas. La diferencia estadistica con
respecto al control, debida a la disminucién de los pardmetros
medidos puede ser atribuido al efecto alelopatico de la V. crocata.
Es posible que los componentes presentes en el extracto tengan la
funcion de aleloquimicos, los cuales, estén afectando
directamente el crecimiento y desarrollo de R. sativus. Este efecto
ha sido previamente reportado en la especie Verbesina,
puntualmente en: V. sphaerocephala, V. fastigiata asi como V.
encelioides, quienes han disminuido pardmetros biométricos de
germinacion y crecimiento de cultivos de importancia comercial
como: Vigna radiata, Cicer arietinum, Cucumis melo, Solanum
lycopersicum, Cucumis sativus, Triticum aestivum y Zea mays
(Velasco-Ramirez et al., 2022; Khattak et al., 2023; Barala et al.,
2025). La respuesta alelopatica que provocd el extracto de V.
crocata puede ser causado por la presencia de ciertos
componentes fendlicos, como menciona Velasco-Ramirez et al.
(2022), que reportan que concentraciones altas de componentes
fendlicos inhiben el crecimiento y desarrollo de semillas, pero
concentraciones bajas pueden generar un efecto contrario.
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Figura 4: Plantulas y semillas de R. sativus después de 8 dias de
crecimiento para el a) Control, los tratamientos con b) extracto
de V. crocata, ¢) AgNQOs, asi como con las Ag/AgCI-NP’s al d)

20%, e) 10% y f) 5%.

En cambio, todos los tratamientos en las que se usaron iones o
NP’s de Ag, presentan diferencias estadisticas significativas con
respecto del control y entre los mismos tratamientos (Tabla 2). A
excepcion Unicamente del PF tratado con AgNO; que tiene
similitud estadistica con el control. Es importante destacar que el
tiempo de exposicion de las semillas en las soluciones es
relativamente “corto” (15 min). No obstante, pasado el primer dia
de germinacién todas las semillas tratadas con iones o NP’s
mostraban una coloracion plateada en la cubierta seminal (Figura
4cy 4d), la cual, Gnicamente cambiaba si la semilla germinaba (4e
y 4f) y se mantenia en caso de no germinar. Lo anterior indica que
la cubierta seminal tiene caracteristicas fisicoquimicas que
permiten la deposicion de la Ag sobre su superficie. Ademas de
que no es una barrera suficiente para proteger la semilla a pesar de
tener un grosor de entre los 40 a 50 micrones (Taladrid y Espinosa,
2021). Los efectos fitotoxicos de las Ag/AgCI-NP’s son mayores
que su contraparte ionica, con excepcion de las variables DG y
PG. EI DG de los tratamientos con Ag/AgCI-NP’s a concentracion
altay media se mantiene similar, no obstante, a baja concentracion
incluso duplica el tiempo de la Ag iénica. Caso contrario en el PG
donde la concentracion alta de Ag/AgCI-NP’s tiene un efecto
similar a la Ag ibnica y se aprecia un efecto hormético en
concentracion media y baja. Este resultado es un proceso que no
ha sido dilucidado del todo debido a que las NP’s presentan
toxicidad dependiente de varios factores como los precursores de
la sintesis de NP’s utilizados; tamafio, concentracion y morfologia
de las NP’s, condicién de exposicion NP’s-Planta, tipo de
biol6gico utilizado, entre otros (Tripathi et al., 2024). Es
conocido, que el principal mecanismo de toxicidad de las NP’s
una vez internalizadas, es su descomposicidn en iones de Ag, que
posteriormente interaccionan con diversas biomoléculas de la
semilla generando estrés oxidativo mediado por especies reactivas
de oxigeno (ERS), causando un impacto toxico en la germinacion
y crecimiento de las semillas (Tripathi et al., 2024). En dichas
condiciones de estrés oxidativo, como en este caso, es posible que
exista dafio oxidativo mediado por ERS sobre el ARNm como
reporta Handayani et al., (2022) que inhibe la sintesis y
degradacion de proteinas, deteriorando su funcion que resulta en
la inhibicién de la germinacién o aumento en la latencia de las
semillas. Dicho efecto puede apreciarse en la Figura 4d, donde las
semillas tratadas a concentraciones altas de Ag/AgCI-NP’s
mostraban mayor latencia e incluso cambios de coloracion
indicativos de necrosis. Caso contrario, el efecto hormético
observado a concentraciones media y baja con respecto de la alta,
puede ser causado también por las ERS como reportan Bello-Bello
et al., (2017) como respuesta del germinado al estrés producido
por las dosis de Ag/AgCI-NP’s. Este efecto es una respuesta
adaptativa dinamica, causado por la plasticidad biol6gica del
organismo en todos sus procesos ante estresores intermitentes

como lo son las NP’s utilizadas. Lo anterior, es un ejemplo de la
complejidad de las interacciones existentes entre NP’s-Plantas.

Tabla 2: Comparacion de medias de los tratamientos resultantes
de las pruebas de fitotoxicidad en R. sativus.

T A O T
o0 S8, Sy swe see A5 IS
Lt (cm) 7.7+1 6.2 5.3 0.5 2.1 0.6

a +0.7b +05b +04d #09c #04d
LTOMW 15 w12 s06b 1050 s12c 050
w5 gL g g e i
i 59, O ame W5 23
SLSI (%) ar'J\:i%a t.’f.ga gii tf..83d 132.?30 tglzsd
RLSI (%) ag:i%a J_rSY.ga if?.ga J_rgg c if.ib 122(.)630

La disminucion de los parametros LR, Lt, LT, PF, iVI, SLSl al
igual que RLSI (Tabla 2), en los tratamientos con Ag i6nica o
NP’s, tienen una relacion directa con el aumento de la latencia en
lasemillay el estrés oxidativo causado, previamente sefialado. Sin
embargo, se observé en todos los tratamientos con presencia de
Ag una modificacién en los pelos de la raiz, mostrandose un
aumento en estos, asi como un mayor ancho (Figura 4c, d, e y f),
que puede ser ocasionado como una medida adaptativa de las
raices para diluir la concentracion de Ag. Cabe sefialar que el
crecimiento de pelos radiculares favorece al exudado de
sustancias quimicas como moco y &cidos organicos, que le
confieren una carga negativa a la superficie radicular,
favoreciendo la afinidad de las NP’s para acumularse mas
facilmente por cargas electrostaticas (Milewska-Hendel et al.,
2019). Estas estructuras no solo aumentan la superficie radicular,
sino también ofrecen puntos de interaccion y bioacumulacion,
debido a que por afinidad fisicoquimica las NP’s de Ag son
capaces de acumularse alrededor de las puntas de los pelos
radiculares, para posteriormente ser internalizadas (Francis et al.,
2024). Dicho crecimiento y aumento de pelos radicales fue
reportado también por Pittola et al., (2017) al tratar semillas de R.
sativus con soluciones de 10000 mg L™! de NP’s de Ag. Sin
embargo, nuestros resultados en parametros medidos tienen
similitudes y discrepancias con lo previamente reportado por
Zuverza-Mena et al., (2016) y Pittola et al., (2017) para semillas
de R. sativus tratadas con NP’s de Ag. Estas diferencias en los
resultados pueden ser causadas por multiples factores, como lo
son: el material biologico, las NP’s y el proceso de exposicion
NP’s-Plantas, por lo que es imperante realizar més estudios para
determinar y estandarizar los procesos.

4. Conclusiones

El presente trabajo reporta el primer estudio entorno a la
sintesis de Ag/AgCI-NP’s utilizando V. crocata, planta utilizada
en la medicina herbal y originaria de México. El estudio confirma
la presencia de metabolitos secundarios en extractos acuosos de
V. crocata con excelente capacidad reductora, idénea para reducir
iones de Ag y formar NP’s. El extracto presenté compuestos con
funcién aleloquimica disminuyendo los pardmetros medidos en
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semillas de R. sativus. Las Ag/AgCI-NP’s obtenidas son de
naturaleza cuasi esférica, con presencia predominantemente de Ag
metalica al igual que de AgCl, con tamafios menores a los 100 nm.
Las Ag/AgCI-NP’s sintetizadas presentaron efectos fitotoxicos
disminuyendo los parametros medidos en semillas de R. sativus.
Cabe destacar que, para mejorar las fases obtenidas, el tamafio de
NP’s asi como un menor efecto fitotdxico se recomienda realizar
investigaciones adicionales. Debido a que este es el primer estudio
realizado utilizando V. crocata, es necesario escudrifiar por
completo sus posibles efectos, asi como aplicaciones. Para que las
NP’s obtenidas tengan un efecto potenciado y direccionado.
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7. Abreviaciones y Acréonimos

Cloruro de plata: AgCI.

Dia de germinacion: DG.

Difraccion de rayos X: DRX.

Especies reactivas de oxigeno: ERS.

Espectroscopia de energia dispersiva: EDS.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier: FT-IR.
Espectroscopia ultravioleta-visible: UV-Vis.

indice de tolerancia al estrés de la longitud de la raiz: RLSI.
indice de tolerancia al estrés de la longitud del brote: SLSI.
indice de vigor I: IVI.

Longitud de la raiz: LR.

Longitud del tallo: Lt.

Longitud total de las plantulas: LT

Microscopia electrdnica de barrido: MEB.

Nanoparticulas de plata/cloruro de plata: Ag/AgCI-NP’s.
Nanoparticulas: NP’s.

Nitrato de plata: AgNOs.

Peso fresco: PF.

Plata: Ag.

Porcentaje de germinacion: PG

Raphanus: R.

Verbesina: V.
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