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RESUMEN

La nanotecnologia (NT) se define como el disefio, caracterizacion, produccion
y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la forma 'y
el tamafo a nivel de nanoescala, o sea, igual o menor que 100 nm (Albanese et al.,
2012). Entre las diversas areas de aplicacién de la NT se encuentra el desarrollo de
peliculas para celdas solares, almacenamiento de energia, nano generadores, la
catalisis de combustible, y tratamiento de agua (Gehrke et al., 2017), asi como
reguladores de crecimiento, promotores de germinacién y desarrollo de plantas

cultivadas (Méndez-Arguello et al., 2016).

El desarrollo de NPs metalicas de plata (NPs de Ag), cobre, éxido de zinc y
otras, las cuales tienen un amplio espectro para inhibir el crecimiento de virus,
hongos y bacterias fitopatégenas, evidenciando el gran potencial que tienen para
producir y formular nuevos e innovadores agentes antimicrobianos comerciales (Yah
y Simate et al., 2015). En el contexto de la agricultura moderna sustentable la NT
promete aportar soluciones usando nanoparticulas (NPs) derivadas de diversos
materiales como antimicrobianos (Prasad et al., 2014); las cuales poseen
principalmente tres mecanismos de accion: generacion de especies reactivas de
oxigeno, liberacion de iones, y acumulacion o penetracion de la membrana celular
(Alvarado et al., 2014).

En el presente trabajo se presenta los resultados obtenidos de la sintesis y
caracterizacion de nanoparticulas de plata (NPs de Ag) mediante una tecnologia
amigable con el medioambiente, utilizando como agente reductor extractos acuosos
de Larrea. Tridentata, con el objetivo de ser utilizadas como agro insumos. Se
realizaron ensayos de la efectividad de las NPs de Ag biosintetizadas a diferentes
concentraciones (0, 50, 100, 250, 500, 700 ppm); como antagonistas de hongos
(Fusarium oxysporum Yy Alternaria Solani) y bacterias fitopatdgenos (Clavibacter
Michiganensis), ademas se presenta un estudio para evaluar el efecto de las NPs de

Ag en el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum).
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Se validé la formacion de las NPs de Ag empleando el extracto de Larrea.
Tridentata como agente reductor mediante espectroscopia UV-Visible, difraccion de
rayos X y microscopia electrénica de trasmision (TEM). Se obtuvieron nanoparticulas
con una morfologia predominantemente esférica con tamafos de diametro en el

intervalo de 5 a 25 nm, y con un tamafio promedio de 9 nm.

Las NPs de Ag aplicadas a una concentracion de 700 mg L™ mostraron efecto
antifingico en A. solani, sin embargo, solo inhibi6 el crecimiento micelial en un 43.32
%. En el caso de F. oxysporum la inhibicion del crecimiento fue menos efectiva, ya
que solo pudo inhibir el crecimiento del hongo en 25.94 %. Por otra parte, se
evidencia el poder antibacterial de las NPs de Ag contra C. michiganensis debido a
que a la concentracién mas baja utilizada (50 mg L™), se inhibi6 completamente el
crecimiento de la bacteria. La aplicacion foliar de las NPs de Ag en plantulas de S.
lycopersicum no mostré diferencias significativas en las variables fisiologicas
evaluadas con respecto al control. Solo se observé un incremento del indice de

clorofila (2%) en el tratamiento a 50 mg L™,

Estos resultados demuestran que las NPs de Ag tienen potencial para ser
utilizadas en la formulacién de nuevos agroinsumos para el tratamiento y control de
enfermedades fangicas y bacterianas en la aplicacion sustentable en cultivos
agricolas. Sin embargo, esto debe ser corroborados bajo condiciones in vivo en
plantulas inoculadas con microorganismos para poder ver su efectividad, tanto en
condiciones de invernadero y campo abierto antes de hacer las recomendaciones

para su uso.

Palabras clave: Nanoparticulas, Metabolitos secundarios, antagonistas,

fitopatogenos.

VIl



INTRODUCCION

Los métodos biolégicos de sintesis han allanado el camino para la "sintesis
verde” o de bajo impacto ambiental para la produccién de nanoparticulas (NPSs),
habiendo demostrado ser mejores técnicas de sintesis debido a una cinética mas
lenta, lo que representa una mejor manipulacién y control sobre el crecimiento de las
NPs y su estabilizacion (Ahmed et al.,, 2016). El uso de extracto de plantas
ambientalmente amigables para la sintesis de NPs metalicas ofrecen numerosos
beneficios para los ecosistemas y los humanos, ya que no utilizan productos
quimicos téxicos como precursores, ni para el protocolo de la biosintesis (Logeswari
et al., 2013).

Por lo general, la sintesis quimica de NPs conduce a la presencia de algun
producto quimico toéxico absorbido en la superficie de las mismas, lo que puede tener
un efecto adverso en las aplicaciones biolégicas o médicas. Debido a eso, la sintesis
por quimica verde representa un gran avance sobre los métodos fisicos, ya que es
rentable, respetuosa del ambiente, facilmente se puede escalar para la biosintesis
industrial, ademas con esta tecnologia se pueden generar NPs con tamafio y
morfologia bien definidas, no habiendo necesidad de utilizar alta presion, energia,

temperatura ni productos toxicos quimicos (Mittal et al., 2013).

Diversos estudios reportan que, comparado con otros metodos de sintesis, el
uso de extractos obtenidos de plantas enteras y de tejido vegetal, es mas simple (Bar
et al., 2009; Krishnaraj et al., 2016). Se ha reportado que la velocidad de reduccion
de iones metalicos usando extractos provenientes de plantas es mas rapida en
comparacion con la biosintesis empleando microorganismos. Por otro lado, la forma
y el tamafio de las NPs sintetizadas mediante extractos vegetales pueden ser
controlados y transformados cambiando las condiciones de reaccion (Gardea-

Torresdey et al., 2003); ademas los extractos vegetales pueden actuar como agentes
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reductores y estabilizantes en la sintesis de NPs. Normalmente la bio-reduccion
producida por un extracto vegetal se realiza en un extracto acuoso que es mezclado
con una solucion de la sal del metal. La reaccion ocurre a temperatura ambiente y
puede completarse en minutos, habiendo diferentes componentes involucrados en
este proceso (Ahmed et al., 2016). Debido a lo anterior, los procesos para la
fabricacion de NPs usando extractos de plantas pueden ser mas econémicos en
comparacién con los métodos relativamente costosos basados en procesos

microbianos (Sathishkumar et al., 2009).

La naturaleza del extracto de la planta afecta las caracteristicas morfologicas
de las NPs sintetizadas, debido a que el tipo u origen de los extractos pueden diferir
en la concentracion de los agentes organicos reductores (Mukunthan y Balaji, 2012;
Thangavelu et al., 2016). Hasta el momento la biosintesis de NPs utilizando plantas
se ha realizado principalmente con extractos de plantas medicinales como Aloe vera,
Centella asiatica, Catharanthus roseus, Capsicum annuum, Eucalyptus hybrid,
Moringa oleifera y Linum usitatissimum, entre otras (Ahmed et al., 2016; Anjum y
Abbasi, 2016; Malabadi et al., 2015; Li et al., 2007). A diferencia de lo antes
sefalado, en este proyecto se propone Biosintetizar NPs de plata utilizando como
agentes reductores a los metabolitos provenientes de extractos de hojas colectadas

del arbusto endémico Larrea tridentata.

L. tridentata es un arbusto perenne conocido como gobernadora, chaparral, o
hediondilla, el cual se encuentra ampliamente distribuido en las zonas aridas de los
desiertos Chihuahense, Sonorense y Mojave, de México y Estados Unidos, especies
similares has sido reportadas en América del sur en Argentina, Chile y Bolivia
(Arteaga et al., 2005). Esta planta ha sido utilizada como medicamento de uso
tradicional por muchas tribus de norte Ameérica, para tratar una amplia variedad de
enfermedades (Arteaga et al., 2005). Estudios fitoquimicos de L. tridentata revelan un
gran contenido de metabolitos secundarios como lignanos, flavoniodes, taninos,
triterpenos y naftoquinonas (Hyder et al., 2002), los cuales podrian participar como
agentes reductores en la sintesis de NPs. Los extractos obtenidos de hojas de L.
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tridentata estan constituidos principalmente por acido nordihidroguaiarético (NDGA),
kaemferol, quercertina, &cido cindmico, acido cumarico, acido ferdlico y acido cafeico
(Lira-Saldivar et al., 2003). Considerando todo lo antes sefalado, en este proyecto se
investigd el potencial antimicrobial contra hongos y bacterias fitopatdogenas y el
efecto de la aplicacién de las nanoparticulas de plata biosintetizadas a partir de

extractos de L. tridentata en el crecimiento de plantas de Solanum lycopersicum.



HIPOTESIS

Los extractos de L. tridentata seran capaces de actuar como agentes reductores para

biosintetizar nanoparticulas de plata.

Las nanoparticulas de plata biosintetizadas presentaran antagonismo contra
microorganismos fitopatdgenos, ademas la aplicacion de estas no tendran efectos

negativos en el crecimiento vegetal.

OBJETIVOS
GENERAL

Biosintetizar nanoparticulas de plata utilizando extractos de L. tridentata de hojas
colectadas de planta de poblaciones nativas, para su potencial aplicacion como

agroinsumos.

PARTICULARES

1. Colectar hojas de L. tridentata colectada durante primavera-verano en Saltillo.

2. Obtener extractos de las plantas colectadas para utilizarlos como agentes reductor

de la plata.

3. Caracterizar las nanoparticulas obtenidas por UV-Vis, SEM, TEM Yy difraccion de

rayos X.

4. Estudiar el potencial antimicrobiano de las nanoparticulas biosintetizadas contra

Clavibacter Michiganensis, Fusarium oxysporum y Alternaria solani.

5. Analizar las nanoparticulas de plata biosintetizadas en el crecimiento de plantulas

de S. lycopersicum.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1 Nanotecnologia

La humanidad ha desarrollado grandes revoluciones tecnoldgicas, como la
industrial del siglo XVIII y la tecnologica basada en el transistor de estado soélido y los
semiconductores del siglo XX, los ejemplos anteriores han demostrado como pueden
cambiar de manera drastica la vida del ser humano en todos sus aspectos, y han
dejado como ensefianza que las transformaciones cientificas y tecnologicas
requieren de otros paradigmas para educar las nuevas generaciones de estudiantes,
cientificos, lideres de la academia y de la industria (Mendoza-Uribe y Rodriguez-
Lopez, 2007).

Actualmente, se estd dando una nueva revolucién tecnolégica en la
investigacion de ciencia de materiales nano-estructurados o nanomateriales, es un
vasto y activo campo de investigacion, tanto en ciencia basica como aplicada, con un
alto grado de competencia académica y tecnoldgica. En términos sencillos, nano es
un prefijo griego que significa “enano”, que denota una amplia gama de fenGmenos y
objetos cuyas dimensiones son de una millonésima parte de un milimetro (1x10° m)

ver escala nanométrica (Figura 1).
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Figura 1. Escala nanométrica (tomada del Blog el faro nanotecnoldgico, 2018).

La Comision Europea publicé una recomendacion relativa a la definicion de
nanomaterial, la cual fue definida como: cualquier material producido
intencionadamente que contenga particulas, sueltas o formando un agregado o
aglomerado y en el que, el 50 % o mas de las particulas en la granulometria
numeérica presente una o mas dimensiones externas en el intervalo de tamafos

comprendido entre 1 nm y 100 nm (Comision Europea 2011).

Derivado de la sintesis de los nanomateriales nace una nueva area de la
ciencia la Nanotecnologia, la cual se ha encargado de disefiar, caracterizar y aplicar
estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante el control de la forma, el
tamafo y las propiedades de la materia a escala nanométrica (Royal Society 2004).
La nanotecnologia abarca un amplio rango de herramientas, técnicas y potenciales
aplicaciones, algunos cientificos encuentran mas apropiado llamarlas
nanotecnologias, y entre las disciplinas que convergen en ellas se encuentran la
guimica, la fisica, la biologia, la medicina y la ingenieria, entre otras (Mendoza-Uribe
et al., 2007).

La nanotecnologia es uno de los campos que despierta mayor interés en la
investigacion mundial del siglo XXI (Mangematin y Walsh, 2012). Gracias a sus
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avances se han desarrollado productos a partir de nanomateriales cuyo objetivo es
sustituir equipos, materiales y reactivos quimicos que puedan resultar costosos o
dafiinos para el ambiente (Puurunen y Vasara, 2007). Los nanomateriales pueden
ser de diferentes tipos, entre ellos nanocristales, nanofibras, nanocables,
nanoparticulas y nanotubos, cuyas propiedades mecanicas, electronicas, opticas,
magnéticas y cataliticas, son de gran utilidad utiles en una amplia gama de
aplicaciones (Gajewicz et al., 2012).

1.2 Aplicaciones de Nanoparticulas en la agricultura

Las aplicaciones de las nanoparticulas (NPs) en el sector agroalimentario son
a su vez de las mas recientes en comparacién con su uso en la administracion de
productos farmacéuticos y meédica. La liberacién inteligente de nutrientes, la
bioseparaciéon de proteinas, el rapido muestreo de contaminantes quimicos y
biolégicos, el envasado inteligente y la nanoencapsulacion de nutracéticos son
algunos de los temas emergentes de la nanotecnologia en la industria

agroalimentaria (Sozer y Kokini, 2009).

La nanotecnologia brinda grandes oportunidades para la obtencion de
productos y aplicaciones innovadoras en el sector agroalimentario. Estas
aplicaciones se estan estudiando, desarrollando e incluso utilizando en las diferentes
etapas de la cadena de produccibn de alimentos, desde la agricultura, el
procesamiento y embalaje de alimentos, los proveedores/minoristas y por ultimo los

consumidores (Berekaa, 2015).

Respecto a la aplicacion de la nanotecnologia en la produccion agricola
destacan: la mejora de la productividad (principalmente en el uso de fertilizantes),
optimizando el uso del agua, los productos fitosanitarios y la proteccién (Funez et al.,
2016). Sin embargo, en la actualidad solo unos pocos productos estan

comercializados, y la mayoria de las aplicaciones se encuentran en la etapa de
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desarrollo (Perlatti et al., 2012). Una de las principales aplicaciones son los
pesticidas, como por ejemplo el uso de nano-encapsulados para liberacién de
pesticidas y otras sustancias quimicas con la ventaja de controlar de manera

paulatina su liberacién en el medio ambiente y su movimiento (Kahn et al., 2012).

Ademas, el uso de fertilizantes en forma de nanoemulsiones se utilizan para
aumentar la potencia de ingredientes activos o para reducir potencialmente la
cantidad de fertilizante que debe ser aplicado (Barati et al., 2010). Otro uso de las
NPs en la agricultura son la gestion de residuos agrarios (mediante nanofibras de

algoddn), el proceso de purificacion del agua y la limpieza de suelos (FAO, 2010).

1.3 Nanoparticulas como promotores de crecimiento

Las interacciones de NPs con la materia organica natural tienen que ser
considerados, ya que se ha reportado que las NPs tienen la capacidad de interactuar
con las paredes celulares, alterar membranas bioldgicas, organelos celulares y otras
moléculas (Navarro et al., 2008). Se ha demostrado que las NPs metélicas pueden
incrementar la eficiencia energética de los centros de reaccion en la fotosintesis, lo
anterior se asocia con el incremento en acumulacion en biomasa (Gubbins, 2011).
Investigaciones recientes han reportado que la aplicaciébn de diversas NPs tiene
efectos en germinacion, crecimiento, incremento en clorofila, numero de hojas,
longitud de brotes y raices. Sin embargo, los efectos de estos hanomateriales van a
depender de la etapa del cultivo, asi como del tipo y forma y tamafio de las NPs
utilizadas (Méndez-Arguello et al., 2016).

Diversos estudios sefialan que la aplicacion de NPs metalicas como ZnO y Ag
incrementan los pardmetros de crecimiento de las plantas tales como longitud de los
brotes y raices, superficie de la hoja (area), contenido de clorofila, carbohidratos y
proteinas (Pandey et al., 2010; Prasad et al., 2012; Salama, H.M., 2012). En cultivos

de importancia econémica como frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) y maiz (Zea
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mays L.), han mostrado efectos significativos en la germinacién de semillas y en el

crecimiento de plantas (Burman et al., 2013).

En resumen, algunos estudios demuestran que el uso de nano fertilizantes
causa un aumento en la eficiencia de uso de nutrientes, reduce la toxicidad del suelo,
reduce al minimo los posibles efectos negativos asociados con la dosificacion
excesiva y reduce la frecuencia de la aplicacion. Por lo tanto, la nanotecnologia tiene
un alto potencial para lograr una agricultura sostenible, especialmente en los paises
en desarrollo (Naderi y Danesh-Shahraki, 2013). Sin embargo, la informacion

relacionada con el efecto de NPs de Ag es casi inexistente.

Las NPs de Ag poseen un efecto positivo en la germinaciéon de semillas y
promotor de crecimiento de plantulas de Brassica juncea (Sharma, et al 2012).Por
otro lado Savithramma y colaboradores (2012) usaron de NPs de Ag sobre semillas
del arbol medicinal Boswellia ovalifoliolata, para mejorar la germinacion de estas
semillas. Los resultados obtenidos indicaron que los tratamientos con NPs de Ag
lograron una germinacion del 95%, mientras que el testigo solamente obtuvo 70% de
germinacién. Las semillas de control (agua) llevd mas tiempo (10 a 20 dias) brotar,
mientras que todos los tratados las semillas brotaron en 10 dias.

1.4 Nanoparticulas como agentes antimicrobiales

El incremento en el uso de plaguicidas convencionales organofosforados,
carbamatos y piretroides ha provocado el desarrollo de altos niveles de resistencia a
estos plaguicidas por los microorganismos (Cardona et al., 2005). Los fungicidas son
esenciales para el manejo de cultivos saludables, permitiendo un adecuado
rendimiento con productos de alta calidad. Sin embargo, su efectividad se ha visto
seriamente afectada en algunas situaciones por el desarrollo de resistencia del
patégeno (Brent y Hollomon, 1998), conduciendo a un mayor consumo de estos
quimicos con el objetivo de evitar mayores pérdidas.



Esta resistencia aparece generalmente como una respuesta al uso continuo
de un mismo plaguicida, y una vez la resistencia aparece, esta es heredada dentro
de la poblacion de la plaga o patogeno. (Espinoza y Fabian, 2014). Actualmente,
para frenar la resistencia a los plaguicidas se han realizado investigaciones y uno de
los avances se dirige hacia el uso de nanoparticulas, debido a su uso potencial como
agente antimicrobiano para el control de enfermedades en humanos y plantas.
Siendo un factor importante su tamafio debido a que entre menor tamafio mayor es
su efecto antimicrobial, por lo cual podria ser utilizado para enfrentarnos a diversas
enfermedades resistentes a pesticidas comerciales (Yamamoto, 2001; Betancourt et
al., 2014). Algunos autores sefialan que el uso de insecticidas botanicos asociados a
la nanotecnologia ofrecen un potencial considerable para aumentar la productividad
agricola, por lo tanto se puede reducir el impacto sobre el medio ambiente y la salud
humana (De Oliveira et al., 2014).

Asi también algunos investigadores se han enfocado en el estudio
antibacteriano y de NPs metdalicas debido al potencial para ser utilizados como
productos para prevenir y controlar el deterioro por microorganismos fitopatégenos
(Palanikumar et al., 2014; Esparza-Rivera et al., 2015;). Varios autores sefialan el
poder antimicrobial de las nanoparticulas de CuO, Fe,O3 y ZnO al dafar la pared
celular del microorganismo (Ren et al., 2008; Jin et al., 2009; Azam et al., 2012). Las
nanoparticulas metalicas, especialmente aquellas denominadas como “nobles”, de
metales como las de oro y plata, se usan como agentes bactericidas debido a su
gran relacion de area superficial/volumen (Torres, 2002). Por lo que tienen diversas
aplicaciones en muchos campos de la ciencia y la tecnologia, asi como su posible

aplicacion en la agricultura.

10



1.5. Nanoparticulas de plata

1.5.1 Potencial como antagonista de microrganismos

La plata, por ser un metal precioso, ha sido empleada desde la antigiiedad
como en joyeria, utensilios, monedas, asi como para fines sanitarios y médicos. Las
sales metalicas se han utilizado para distintas aplicaciones como desinfeccion de
agua, textiles y cosméticos (Monge, 2009).

El aumento en investigaciones de las NPs de Ag se debe a su buena
conductividad, estabilidad quimica y su actividad catalitica (Avalos et al., 2013). La
caracteristica principal de toda nanoparticula, es su elevada area superficial en
relacion al volumen comparado con el mismo material en estado volumétrico,
ademas de las excelentes propiedades Opticas, cataliticas, electrénicas, su potente
actividad antibacterial, antifangica y antiviral (Hurtado, 2014). La alta capacidad
antimicrobiana por la gran area superficial que presentan y otras propiedades como

la forma y el tamafio (Lara et al, 2011).

Las NPs de Ag pueden aplicarse, en soluciones coloidales o recubrimientos
poliméricos solidos, esta versatilidad también ha causado la expansion comercial de
este tipo de nanoparticulas, asi como el desarrollo de nuevos métodos de obtencién
(Tran, Q. et al, 2013).

1.5.2 Mecanismos de acciéon antimicrobiana de las NPs de Ag

De acuerdo a diversas investigaciones el efecto bactericida de las NPs de Ag
es debido a que se pueden penetrar a la membrana celular bacteriana, interactuando
con las proteinas sulfuradas y con los compuestos fosforados como el ADN por la
facilidad de formar puentes disulfuro. Una vez que las nanoparticulas entran a la
célula bacteriana, afectan la cadena respiratoria causando la inhibicion de la division

celular, y por ende, la muerte de la misma (Rai et al, 2009).
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Los mecanismos de accion antibacteriana que presentan las NPs metélicas no
estan bien definidos, se han propuesto tres mecanismos hipotéticos que son los mas

aceptados y reportados en la literatura.

1) Acumulacién y disolucion de nanoparticulas metalicas en la membrana
plasmatica generan un cambio en su permeabilidad, con la consecuente
liberacion de lipopolisacaridos, proteinas de membrana y biomoléculas

intracelulares (Khan et al., 2012).

2) Generacidn de especies reactivas de oxigeno (EROs) generando dafios
oxidativos a las estructuras celulares como el DNA, la membrana plasmatica y

las proteinas de membrana (Fang et al., 2007).

3) Adsorcion de iones metalicos derivados de las nanoparticulas o las mismas
nanoparticulas en el interior de las células, seguido por el agotamiento de la
produccién de ATP intracelular y la interrupcion de la replicacion del ADN (Lok
et al., 2006).

Las NPs de Ag pueden liberar iones de plata y generar EROs; estas
interactdan con proteinas de membrana; afectando su permeabilidad; y entrar en
la célula, y afectar el DNA (Neal A, 2008). En la Figura 2 se puede apreciar las

interacciones entre las NPs de Ag y los iones de plata con una célula bacteriana.
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Figura 2. Esquema de la interaccidén entre Nanoparticulas de plata y células

bacterianas (Trepiana, 2015).

Ademas, las NPs de Ag tienen efecto antagonista sobre hongos, estudios
previos reportaron que tienen actividad contra fitopatbgenos como Bipolaris
sorokiniana y Magnaporthe grisea actuando sobre la formacion de esporas y
disminuyendo el desarrollo de la enfermedad (Young-Ki y Byung, 2009). Por otro
lado, (Lara et al., 2011) reportaron que las NPs de Ag son capaces de inhibir la
multiplicacion de viral y de impedir su mutacién, causando asi una menor resistencia
al agente antiviral. EI mecanismo propuesto para de las NPs de Ag como antivirales
es que son capaces de interactuar con proteinas de la capside viral (Domenech
Gordillo, 2017).

El uso de nanoparticulas como agentes antimicrobianos ha sido ensayado en
diferentes microorganismos, y no cabe duda que estas nanoestructuras sean un gran
avance para el tratamiento de enfermedades y la prevencion de las mismas
(Gulrajani et al., 2008). La ventaja de usar NPs de Ag es que no afecta la fertilidad
del suelo en comparacion con los agentes anti-fungicos tradicionales (Ruparelia et
al., 2008). Las NPs metalicas, como son las NPs de Ag surgen como un prometedor

agente antimicrobial que podria ser utilizado para enfrentarnos a enfermedades
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causadas por hongos y bacterianas como lo son Fusarium oxysporum y Clavibacter
Michiganensis, las cuales actualmente afectan el campo mexicano causando

grandes pérdidas, debido a su resistencia a productos agroquimicos convencionales.

1.5.3 Toxicidad de las NPs de Ag

Aungue las NPs de Ag muestran actividad antimicrobiana considerable, la
exposicion en seres humanos a las nanoparticulas es cada vez mas alta .Si bien las
nanoparticulas de plata presentan una gran variedad de beneficios en distintos
campos de la ciencia, es necesario evaluar su impacto. Algunos estudios han
encontrado que las NPs de Ag pueden causar dafios en los pulmones, los rifiones, el
cerebro y especialmente el higado, donde se acumulan (Avalos et al., 2013).
También existen reportes adversos de estas estructuras sobre el ser humano y otros
seres vivos asi como al medio ambiente por su capacidad de liberar iones plata en
fase acuosa. La plata es un acido débil y su tendencia es a reaccionar con bases. La
mayoria de las células contienen azufre y fosforo que son bases débiles. El acido
desoxirribonucleico o ADN contiene estos atomos por lo que estas nanoparticulas
pueden reaccionar con ellos, ocasionar su destruccién y, por lo tanto, llevar a la
muerte celular (Castrillon-Rivera y Palma-Ramos, 2014).

El exceso a la exposicion de las nanoparticulas de plata puede producir dafios
a la salud; sin embargo, no se ha llegado a un consenso para establecer un limite
maximo permisible en productos que contengan estas nanoestructuras (Domenech
Gordillo, 2017).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria ha publicado una guia para la
evaluacion de riesgos de las aplicaciones de nanomateriales artificiales en alimentos
y piensos (EFSA Scientific Committee, 2011). Es el primer documento que da una
orientacion practica para hacer frente a los riesgos potenciales derivados de las
aplicaciones de las nanociencia y las nanotecnologias a la cadena alimentaria
humana y animal. La guia cubre las evaluaciones de riesgo para las aplicaciones en

alimentos y piensos, incluidos los aditivos, enzimas, aromas, materiales en contacto
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con alimentos, nuevos alimentos, aditivos para piensos y plaguicidas (Garcia, 2016).
Asi, se evidencia que la regulacion del uso de nanomateriales es un largo proceso

debido a su diversidad y falta de protocolos establecidos (Harteman et al., 2015).

1.6. Sintesis de nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas pueden ser sintetizadas tanto por meétodos
bottom up que consisten en partr de atomos o moléculas ensamblar
nanoestructuras, las cuales son de menor tamafio que aquellas obtenidas por
métodos top down; las dimensiones varian frecuentemente entre 2 y 10 nm, el
tamafo dependera del control estricto de las condiciones involucradas en el proceso
(Domenech Gordillo, 2017); y por top down que inician con uno o varios materiales
en escalas micrométricas 0 mayores, los cuales son sometidos a procesos,
comunmente fisicoquimicos, que disminuyen el tamafio del material hasta obtener
estructuras nanométricas (Ahmed et al., 2016). EIl método que se ha elegido

proporcionara las caracteristicas a las nanoestructuras.

Los métodos de sintesis de nanoparticulas se dividen en fisicos, quimicos y
bioldgicos. Mientras que los métodos fisicos tienen la ventaja de ser capaces de
producir grandes cantidades de NPs, a su vez, tienen la desventaja de no tener
suficiente control sobre el tamafio de la particula, produciendo NPs con un amplio
rango de tamafno que pueden originar un efecto poco controlable y predecible cuando
es administrado en un sistema biol6gico (Gomez, 2013). Dentro de los métodos
quimicos, el mas conocido es la reduccion a partir de una sal. Por ejemplo, en la
sintesis de NPs de Ag en disolucion coloidal requiere de tres componentes: el
precursor metalico, el agente reductor y el agente estabilizante. Los precursores mas
comunes son sales de plata como nitrato, acetato o complejos organometalicos de
diamino-plata (Olderburg, 2016).
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Si bien el método de reduccion quimica es muy comun y efectivo para la
obtencién de nanoparticulas de plata, son necesarios reactivos téxicos, como el
borohidruro de sodio, el cual se utiliza como agente reductor (Mubayi et al., 2012).
Actualmente, la tendencia en los métodos de sintesis, se enfoca en el uso de
compuestos que no causan dafio al medio ambiente (Gémez, 2013). Es por esta
razén, que se han reemplazado los productos quimicos por extractos de origen
natural los cuales pueden actuar como agentes reductores, de esta manera no solo
se reduce la contaminacion ambiental, sino que se disminuye el costo de sintesis y
ademas resulta conveniente la escala industrial (Ahmed et al 2016); a este método

de sintesis de NPs se le denomina " biologica".

1.6.1 Sintesis bioldgica de nanoparticulas a partir de extractos de plantas

En el método de sintesis biologica para la reduccion del nitrato de plata se
puede emplear material vegetal, levaduras, hongos o bacterias. Una de las ventajas
es de utilizar usar extractos de plantas es que no se requieren ambientes estériles,
no existe riesgo biolégico ni tampoco es necesario extraer o purificar las
nanoparticulas al final del proceso (Mubayi et al., 2012). Con los extractos de plantas
se proporciona ademas, un medio estabilizante no sélo por el contenido organico
responsable de la reduccidn, sino por su composicidon quimica ya que contienen
enzimas, proteinas, vitaminas, aminoacidos, etc., que pueden actuar como
estabilizantes (Iravani, 2011). Los compuestos quimicos pueden también
funcionalizar las nanoparticulas, es decir recubrir la superficie con distintos atomos,
moléculas o iones para mejorar sus propiedades o cambiar sus funciones (Ahmed, et
al., 2016). Estos compuestos potencializan las propiedades de las nanoparticulas ya
gue, muchos de los extractos naturales se utilizan con fines medicinales, reforzando

asi la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas (Iravani, 2011).
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Otro aspecto importante de la sintesis con extractos naturales es el uso de
solventes; la mayor parte de agentes estabilizantes requieren de sustancias
organicas para su disolucién, mientras que las sustancias reductoras presentes en
las plantas pueden ser extraidas en medio acuosas, contribuyendo asi con la
quimica verde (Zanella, 2012). Ahmed y colaboradores (2016) mencionan que
alrededor de cuarenta plantas de todo el mundo se han empleado como agentes

reductores en la sintesis de nanoparticulas de plata.

Debido a la diversidad ecolégica de México, se podria emplear un gran
namero de plantas nativas con este mismo proposito. En este trabajo se utilizé6 a
Larrea tridentata por su abundancia en desierto chihuahuense y su poca explotacién
comercial. Estudios fitoquimicos de L. tridentata revelan un gran contenido de
metabolitos secundarios como lignanos, flavonoides, taninos, triterpenos vy
naftoquinonas (Hyder et al., 2002), los cuales podrian participar como agentes
reductores en la sintesis de NPs. De acuerdo a la revisidon bibliografica, no se han
realizado experimentos de sintesis con esta planta, la produccién de NPs de Ag
mediante técnicas de quimica verde, usando extractos de partes de plantas de L.
tridentata, es una técnica original y novedosa que no se ha reportado en México, ni

en otras partes del mundo.

1.7. Larrea tridentata

Es un arbusto perenne xerofito siempre verde. La edad de esta planta se
determina por el tamafio de la corona radicular, la raiz crece solo cerca de 170 cm
hacia abajo, pero se ramifica hasta mas de 4 m lateralmente (Brinker, 1993). El
tamafio de la planta varia de 0.5 a 4 m en altura dependiendo de la lluvia de invierno
0 verano, Yy la altura promedio varia de acuerdo a su raza. No hay un tallo principal,
pero las ramas gruesas crecen vertical u oblicuamente desde la corona radicular y se
hace dicotomica lateralmente (Coyle y Roberts, 1975). Las hojas son pequefias y

bifoliadas, de un verde oscuro a verde amarillento con cuticulas gruesas y una capa

17



resinosa, tienen peciolos cortos y crecen opuestas en las ramas (Figura 3). Las flores
son amarillas, usualmente aparecen al final del invierno o a principios de la
primavera, pero pueden florecer en cualquier momento después de una lluvia; crecen
cerca de las terminaciones de los retofios jovenes como capullos solitarios con cinco
pétalos, su polen y néctar atraen muchas abejas (Lira-Saldivar, 2003). Los frutos son
pequefios (4 a 7 mm de diametro), tienen una cubierta vellosa y contienen cinco
semillas que se esparcen en primavera y al principio del otofio por el viento y la lluvia
(Shreve y Wiggins, 1964; Coyle y Roberts, 1975).

Figura 3 .Follaje de un arbusto de gobernadora (Larrea Tridentata).

L. tridentata domina aproximadamente 17.5 millones de hectareas desde el
oeste de Texas hasta el sur de California en los Estados Unidos (Duisberg, 1952). Su
rango en el Desierto Mojave va desde la parte sur de California y Nevada a la parte
central de Arizona y Nuevo México, limitado por heladas invernales o lluvias
excesivas de invierno (Lira-Saldivar, 2003). Su distribucién en México se ha
registrado en Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur, Chihuahua,
Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Leén, Querétaro, San Luis Potosi,
Sonora, Tamaulipas y Zacatecas (Villasefior y Espinosa, 1998). Se estima que el
25% del territorio nacional perteneciente a las zonas aridas esta cubierto con este

arbusto (Belmares et al., 1979).
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Esta especie se caracteriza por presentar poliploides ya que las plantas del
Desierto Chihuahuense son diploides (n = 13), las del Sonorense son tetraploides (n
= 26) y las del Mojave son hexaploides (n = 39; Sakakibara et al., 1976; Mabry et al.,
1977).

Esta planta es muy vigorosa, adaptada para sobrevivir en el desierto, posee la
habilidad para mantener actividad fotosintética neta, ain a potenciales de presion de
agua muy bajos. Su adaptacion a tales ambientes (aridos y calientes) es debida a su
alto nivel de tolerancia protoplasmica a la desecacion y a las altas temperaturas.
(Vazquez et al, 1999.)

1.7.1 Constituyentes fitoquimicos.

Los principales compuestos en la resina de L. tridentata reportados en la
literatura son numerosos, sin embargo, en el Cuadro 1 se presenta un resumen de

los mas importantes.

Cuadro 1. Principales constituyentes fitoquimicos de Larrea tridentata

Peso seco (%) | Tipo Compuesto
16-21 Lignanos Acido Dihidroguaiarético
Fendlicos Hemi-norisoguaiacin
Acido nordihidroguaiaretico
Nordihidroguaiacin
5-7.5 Flavonoides Apigenin
Kaempferol
10-15 Saponinas Larreagenin A
Triterpenos Acido Larréico
0.1-0.2 Monoterpenos Alpha penene
Volétiles Delta-3-carene
Hidrocarbonos 35 | Limoneno
Arométicos Benzaldheido
Benzilacetato
Benzilbutano

19



70.1(de tallos)
16.6

15.6 mg/Ib
19.8 mg/100 g
13.7

Esteroides
Taninos
Carbohidratos

Lipidos
Aminoacidos

Vitaminas

Minerales

Metil naftaleno
Beta-sitosterol
Colesterol
Campesterol

Glucosa

Sucrosa

Alkil esteres (C46-C56)
Fenilalanina

Isoleucina

Acido glutamico

Acido aspartico

Glicina

Caroteno

Vitamina C

Sodio
Potasio
Calcio
Magnesio
Hierro
Azufre
Fésforo

e Tomada de Brinker (1993).

Destacan por su mayor contenido en base al peso seco del follaje los lignanos
fendlicos, seguidos por las saponinas, flavonoides, aminoacidos y minerales. El
compuesto mas importante que se encuentra en la resina de las células cercanas a
las capas epidermales superior e inferior de las hojas y tallos es el acido
nordihidroguaiarético (NDGA), uno de los antioxidantes mejor conocido (Seigler et
al., 1974). Quimicamente se le ha descrito como beta, gamadimetil-alfa, delta-bis
(3,4-dihidroxifenil) butano. Se ha determinado que este acido tiene propiedades
como antioxidante, antiinflamatorio, citotdxica, antimicrobial e inhibidor de enzimas
(Mabry et al., 1977; Fernandez, 1979; Brinker, 1993).
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El propodsito del NDGA y su derivativo o-quinona es evidentemente un
repelente de herbivoros (Rundel et al., 1994). Estudios interpoblacionales de L.
tridentata realizados en el Desierto Sonorense revelaron que las concentraciones de
NDGA encontradas en la resina de sus hojas variaron en funcién de la latitud y de la
época del afio (Downum et al., 1988), asi como con factores ecoldgicos, ya que la
concentracion de NDGA puede reducirse por la contaminacion ambiental provocada
por concentraciones elevadas de ozono (Gonzalez-Coloma et al., 1988). También
hay més de 20 flavonoides metil aglyconas que constituyen la otra mitad de la resina.
Los posibles efectos de todos los diferentes flavonoides y otros constituyentes son
numerosos y variados. Los efectos combinados de estos constituyentes apuntan
hacia un sinergismo que amplia el efecto del compuesto activo primario (NDGA),
esto sugiere la ventaja de usar un extracto de la estructura entera hoja/ramas en
comparacién con usar una preparacion de NDGA purificado o sintetizado (Lira-
Saldivar, 2003).

1.7.2 Propiedades antimicrobiales

Numerosos estudios han demostrado que los extractos de gobernadora tienen
accion antifangica bajo condiciones in vitro en al menos 17 hongos fitopatdégenos de
importancia econ6mica sintetizado (Lira Saldivar, 2003).Se ha reportado que la
resina extraida de L. tridentata muestra actividad fungicida contra Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Pythium spp y otros hongos fitopatégenos (Brinker, 1993). Por
su parte, (Verastegui et al. 1996) determinaron el efecto de extractos etandlicos de L.
tridentata en el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias que afectan la salud de
humanos y animales. Sus resultados mostraron que los extractos inhibieron diversos

actinomicetos y hongos.

El trabajo de Brinker (1993) enfocado a los usos etnobotanicos de L.
tridentata, ha reportado que mas de 45 bacterias, 10 levaduras, nueve hongos y tres

parasitos intestinales son susceptibles a la resina de L. tridentata o sus
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constituyentes. La resina de gobernadora ha probado tener efectos bactericidas y
bacteriostaticos a bajas dosis, como lo demuestra el trabajo de (Veldsquez, 1983) al
evaluar in vitro diversas dosis del extracto etandlico contra las bacterias

fitopatogenas.

1.8. Importancia del tomate en México y caracteristicas de ciertas

enfermedades bacterianas

El tomate es una planta de la familia de las Solanaceas, cuya especie basica
es Lycopersicon esculentum Mill. México ocupa la décima posicion mundial, con el
1.9 por ciento de la superficie cosechada de esta hortaliza (FIRA, 2016). Ademas fue
el principal exportador de tomate en 2014 en términos de volumen, sin embargo en
cuanto al valor de las ventas al exterior, fue superado por Holanda (FIRA,
2016).Desde el punto de vista economico, el tomate es una de las especies
horticolas mas importantes de nuestro pais debido al valor de su produccién y a la
demanda de mano de obra que genera; ademas, es el principal producto horticola de

exportacion (Ortega, 2010).

La produccion de tomate esta altamente concentrada; en cinco entidades se
produjo el 54.1 por ciento del total nacional en 2015: Sinaloa (27.4 por ciento),
Michoacan (7.2 por ciento), San Luis Potosi (7.2 por ciento), Baja California (7.1 por
ciento) y Jalisco (5.2 por ciento) (FIRA, 2016).Sin embargo Medina-Rios (2011),
menciona que en los ultimos afios, la superficie dedicada al cultivo de tomate ha
disminuido gradualmente, debido a diversos factores; entre ellos, la incidencia

creciente de plagas y enfermedades.

Las plagas mas comunes son: la mosca blanca (Bemisia tabaci), pulgones o
afidos (Mizus percicae), trips (Frankiniella occidentalis), y el minador de la hoja
(Lyriomisa sativae; SAGARPA, 2010). Las enfermedades bacterianas mas comunes

son: cancer bacteriano (Clavibacter michiganensis; Gleason et al., 1993), la
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podredumbre gris (Botritys cinerea), tizon temprano (Alternaria solani), cenicilla
polvorienta (Oidiopsis taurica; Ledn-Gallegos, 1998; Félix-Gastélum et al., 2012), el
tizon tardio (Phytopthora infestans; Félix, 1993; Félix-Gastélum et al., 2012), y la
marchitez vascular (Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici; Gonzalez y Peteira,
2012).

El control de estas plagas y enfermedades es a través de insecticidas
sintéticos y productos quimicos; sin embargo, su aplicacibn aumenta los costos de
producciéon y su uso indiscriminado ha incrementado el ndmero de problemas
ecologicos, tales como, desarrollo de resistencia de patdgenos y plagas en plantas,
desarrollo de contaminacion e impactos negativos a la salud humana, entre otros
(Nuez et al., 1995; Matson et al., 1997).

1.8.1 Caracteristicas de Fusarium oxysporum

F. oxysporum es un hongo filamentoso, pertenece al filo Ascomycota, clase
Sordariomycetes, orden Hypocreales y familia Nectriacea (Michelse y Rep, 2009). Es
un género gue cuenta con especies patogénicas y especializadas, responsables de
enfermedades en cultivos especificos (Leslie y Summerell, 2006). Entre las
enfermedades mas importantes que afectan al tomate se encuentra la marchitez
vascular, cuyo agente causal es Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (Gonzéalez y
Peteira, 2012), esta hongo se ha convertido en una limitante en zonas productoras
de cebollay ajo (Kiehr y Delhey, 2005).

Las especies de Fusarium causantes de marchitez siguen un patrén similar de
infeccion; penetran por la raiz y colonizan en el tallo de las plantas el sistema
vascular (Turlier et al., 1994). Esta enfermedad ha tenido mayor incidencia durante
los ultimos afios debido a que Fusarium spp se encuentra ampliamente distribuida a
nivel mundial, lo que puede estar relacionado con su capacidad de reproduccién
asexual (Michelse y Rep, 2009).
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1.8.2 Caracteristicas de Alternaria solani

Alternaria contiene especies cosmopolitas que se encuentran en un amplio
rango de materiales y productos; como saprobias pueden deteriorar alimentos y
forrajes, produciendo compuestos biolégicamente activos y perjudiciales como las
micotoxinas; al mismo tiempo, como patdgenas reducen el rendimiento de las
cosechas o afectan a los vegetales almacenados (Andersen et al., 2001). Nombre
Cientifico: Alternaria solani (Ell. And Mart.) Jones y Grout. (Clase: Deuteromycetes,

Orden: Monilialales, Familia: Dematiaceae (Dillard et al., 1995.).

El tizén temprano del tomate causado por el hongo (Alternaria solani Sorauer)
se encuentra distribuido en todas las zonas productoras de tomate del mundo, y
puede llegar a ser una importante enfermedad si se dan las condiciones ambientales
favorables para su desarrollo (Momol y Pernezny, 2006; University of California IPM
program, 2009).

La enfermedad se presenta en hojas, tallos y frutos. Aparece en cualquier
época del desarrollo del cultivo; cuando ataca en estado de plantula, estas presentan
una pudricion del cuello en el tallo al nivel del suelo (Espinosa, 2004). Alternaria
solani produce estructuras de resistencia llamadas clamidosporas, que son capaces
de sobrevivir en el suelo o residuos de cosecha por un periodo de tiempo. El
patdogeno se puede trasmitir por semilla, debido a esto, puede afectar semilleros y
plantas de trasplante. La enfermedad también ataca a otras solanaceas como papay
berenjena. Las esporas del hongo se diseminan por el viento y el agua de lluvia
(Goémez et al., 2011).
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1.8.3 Caracteristicas de Clavibacter Michiganensis

Clavibacter se clasifica como un miembro de la familia Microbacteriaceae, de
acuerdo con el andlisis de secuencias del 5S RNAr (Park et al., 1993). Clavibacter
michiganensis es la Unica especie del género Clavibacter y se divide en cinco

subespecies de acuerdo al hospedero que infecta (Romero-Garcia, 2011).

Estas cinco subespecies son michiganensis, que infecta a plantas de jitomate
y chile, sepedonicus, que provoca la podredumbre anular de la papa, nebraskensis
responsable de la marchitez y el tizén del maiz; tessellarius, que induce en las hojas
de trigo pecas y manchas, y por Uultimo insidiosus, patébgeno que causa
marchitamiento y retraso en el crecimiento de la alfalfa (Jahr et al., 1999; Eichenlaub
et al., 2006).

Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, se caracteriza por una serie
de sintomas que pueden ser influidos por las condiciones ambientales, edad de la
planta, susceptibilidad de los cultivares y la forma de entrada de los patégenos
(Gleason et al., 1993). El agente etioldgico del cancer bacteriano actualmente se
conoce como Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis (Davis et al. 1984).
Las semillas son el principal vector pasivo a larga distancia y el comercio facilita la
distribucion o diseminacién de la enfermedad en todo el mundo (De Ledn et al.,
2008).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacién del experimento

El presente trabajo se realizd en las instalaciones en el departamento de
agroplasticos perteneciente al Centro de Investigacion en Quimica Aplicada durante

el periodo julio-noviembre del 2017.

2.2 Material vegetal

Se colectaron hojas de plantas provenientes de Saltillo, el dia 18 de Marzo de
2017 en la siguiente ubicaciéon: N 25°13°03.7” W 101°03°48.7”, altitud 2198 m. Cabe
sefalar que las plantas se encontraban en etapa de floracion, estas plantas fueron
elicitadas con etanol grado reactivo a campo abierto, este fue asperjado al follaje.
Después de la aplicacion las plantas fueron cubiertas con una lona plastica para
crear un microclima por 2 h, con el objetivo de activar los mecanismos de defensa de
la planta, y de esta manera poder tener en mayor proporcién enzimas y metabolitos
secundarios relacionados con las respuestas a estrés abidtico, los cuales pueden
actuar como agentes reductores. Las hojas del follaje fueron obtenidas realizando
cortes de las ramas con tijera y congeladas inmediatamente con ayuda de hielo seco,
para ser transportadas al laboratorio de Agrobiotecnologia en el CIQA, en donde las
muestras se congelaron a -80 °C. Posteriormente las hojas se molieron con ayuda de
una licuadora comercial (manteniendo la cadena de frio, con ayuda de nitrégeno
liquido) para obtener un polvo el cual fue liofilizado. El liofilizado de las hojas se
guardo en bolsas para utilizarlo como materia prima para obtener los extractos que

se emplearon en la biosintesis de nanoparticulas de plata (NPs de Ag).
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2.3 Preparacion de extracto

La preparacion del extracto se llevd a cabo modificando metodologias
reportadas para la preparacion de nanoparticulas (Krishnaraj et al., 2016; Malabadi et
al., 2015). A partir de 20 g de biomasa liofilizada provenientes de hojas de L.
tridentata, se prepararon 3 tipos de extractos en una proporcion 1:10 (p/v): 1)
Acuoso, el cual se prepar6 por decoccion, calentando agua desionizada a 60 °C, en
donde se dej6 reposar el liofilizado por 1 h manteniendo la temperatura, la mezcla se
enfrid a temperatura ambiente y se eliminaron los restos celulares por filtracién con
papel filtro de poro mediado; 2) Hidro-alcohdlico, se utilizé una solucion etanol: agua
desionizada en una relacion 70:30, para extraer los compuestos la solucién se
sénico por 30 min; 3) Metandlico, se utiliz6 metanol grado reactivo sin diluir, la
muestra se sonico por 30 min; 4) Etandlico, se utilizd etanol grado reactivo sin diluir,
la muestra se sonico por 30 min, pasado el tiempo se eliminaron los restos celulares
se eliminaron con papel filtro de poro mediano, el filtrado se guard6 en refrigeracion

hasta su uso, con un tiempo maximo de almacenamiento de 30 dias.

2.4 Biosintesis de las nanoparticulas de plata

Para la preparacion de las NPs de Ag se llevaron modificaciones de
metodologia reportada para la preparacién de estas con otros extractos vegetales.
Se utilizé una solucién 50 mM de AgNOs; la cual se mezcl6é en una proporcién 5:1 con
el extracto obtenido de L. tridentata, la solucién se agitdé a temperatura ambiente por
2 h (Tippayawat et al., 2016; Logeswari et al.,, 2015). Se probaron diferentes
condiciones de tiempo y temperatura. El precipitado obtenido se colecté por
centrifugacion a 5000 rpm por 5 min, se realiz6 un lavado con agua desionizada,
seguido de tres lavados con metanol, se dejaron secar toda la noche a temperatura
ambiente. Se optimizd los siguientes factores pH, tiempo, concentracion de sales,
concentracion de la relacion extracto de planta sustrato para poder tener una sintesis

rapida de nanoparticulas estables.
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2.5 Caracterizacion de las nanoparticulas

Para determinar la sintesis de NPs de Ag, se analizd el espectro de absorcion
de las muestras a 300-540 nm utilizando un espectrofotometro UV-vis (GENESIS
10uv). Se utiliz6 como blanco: el extracto de L. tridentata. Se realizd la
caracterizacion de NPs de Ag obtenidas por difraccion de rayos X (XRD) y
microscopia electronica de transmisiéon (TEM). Se obtuvieron los patrones de
difraccion de rayos X de las NPs, realizando la identificacion de las fases cristalinas
por comparacion con difractogramas experimentales y los reportados en el banco de
datos del International Centre for Diffraction Data. El tamafio de las cristalitas se
determiné con la ecuacion de Scherrer aplicada a los difractogramas. Adicionalmente
se obtuvieron micrografias de TEM de las NPs obtenidas, para determinar su forma y
tamafo. Y se confirmd la composicién elemental con Espectroscopia de Rayos X
(EDS o EDX).

2.6. Actividad antifungica

Las cepas utilizadas en este proyecto de Alternaria solani y Fusarium
oxysporum, fueron adquiridas de la coleccion del departamento de parasitologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Estas fueron multiplicadas a
través de explantes en Agar Papa Dextrosa adicionado con extracto de malta y
extracto de levadura. Posteriormente se llevé a cabo el método de purificacion por
punta de hifa para la obtencion de cultivos monopdlicos logrando reducir la mayor
cantidad de variables que pudieran afectar nuestro experimento. Finalmente se

reprodujeron los cultivos puros.
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2.6.1 Evaluacion de efecto antifungico de nanoparticulas de plata in vitro

Para evaluar la actividad antifungica de las NPs Ag contra las dos cepas de
hongos fitopatdgenos se utilizé la metodologia de medio envenenado descrita por
Corrales Flores (2014).En este estudio se manejaron las siguientes concentraciones
de NPs Ag: 0, 100, 250, 500, y 700 mg L™. Se preparé medio PDA (Agar Papa
Dextrosa) adicionado con extracto de malta y extracto de levadura, el medio de
cultivo se esterilizo en autoclave a 121°C por 15 min. Al mismo tiempo se prepararon
una solucién de las nanoparticulas en 10 mL de agua destilada estéril, la cantidad
tomada de esta solucion madre de NPs de Ag dependié de la concentracion final
deseada. Las NPs de Ag se dispersaron por sonicacion en tres ciclos de 15 min.
Finalizada la esterilizacion del medio PDA se dej6 enfriar, y se completd con la
solucion de NPs previamente sonicadas, agitando un breve momento para lograr la

homogenizacion de la solucion con el medio y por ultimo se vacia en las cajas Petri.

Para el establecimiento del ensayo los hongos son inocularon por medio de
explante en los medios previamente descritos y se incubaron a 27 °C de 7 a 11 dias
dependiendo de la cepa utilizada. Los pardmetros evaluados fueron el diametro de
crecimiento el cual se midi6 con ayuda de un vernier, para poder calcular el

porcentaje de inhibicién con la formula descrita por Orbera et al., (2009):

PICR= (R1-R2/R1) x100
Donde:
PICR= Es el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.
R1= Representa el valor promedio del radio de crecimiento del hongo.

R2=Es el valor promedio del radio de la colonia inhibida.
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Para concluir se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias a través de

(Duncan a=0.05) con un disefio experimental completamente al azar.

Cuadro 2. Nanoparticulas de plata a diferentes concentraciones utilizadas in vitro

contra hongos fitopatdgenos.

Tratamiento Alternaria solani Fusarium oxysporum
(mgL?) (mgL™)
1 0 0
2 100 100
3 250 250
4 500 500
5 700 700

2.7. Actividad antibacteriana
2.7.1 Preparacioén del in6culo de la cepa bacteriana

Se utilizé la cepa de Clavibacter michiganensis, la cual se obtuvo de la
coleccion del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN) .La bacteria se sembro por estria en medio de cultivo King
de B (KB) y se incubaron a 35 * 2 durante 24 h. La bacteria se propago en medio de
cultivo King’s B (KB) sélido y liquido, el cual se prepara con 20 g L™ de proteasa
peptona, 1.5 g L™ de K,HPO,3H,0, 1.5 g L* de MgS0O,7H,0 y 15 mL de glicerol.
Para gelificar se utiliz6 15 g L™ de agar bacterioldgico. El medio se esterilizo en

autoclave a 121 °C por 15 min. Para preparar los medios con NPs de Ag, estas
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fueron pesadas de acuerdo a la concentracién deseada, posteriormente se dispersan

en medio KB mediante sonicacién en tres ciclos de 15 min.

A partir de las células crecidas en medios solidos, se tomaron tres colonias
grandes y se resuspendieron en 3 ml de medio KB, se incubaron en agitaciéon 110
rpm a una temperatura de 37°C por 24 h. Posteriormente, se adicion6é 1 mL de este
cultivo aun matraz con medio de cultivo preparado previamente, el cual sirvido de
inoculo para los ensayos. El inoculo se incub6 durante 24 h, hasta alcanzar una
densidad optica (DO600) de aproximadamente 1 unidad absorbancia a 600 nm. Para
inocular los matraces de 250 mL que se utilizaron 2 mL del inoculo para cada
repeticién de las diferentes concentraciones (0, 100, 250, 500, 700 mg L™). Los

medios de cultivo inoculados se incubaron a 37°C a 100 rpm.

2.7.2 Determinacion de la concentraciéon celular

Se tom6 muestra de 1 mL en condiciones de esterilidad cada 2 horas
incluyendo el tiempo cero. A cada muestra se le determino la densidad Optica a 600
nm en el espectrofotdmetro (Genesys 10uv). Los ensayos se realizaron por triplicado
en forma independiente. Cabe resaltar se llevd a cabo un ensayo previo el cual
consistié en una cinética de crecimiento para conocer las etapas de crecimiento de la
bacteria (Fig. 4). Por ultimo se calculé porcentaje de inhibicion de crecimiento
bacteriano de C. michiganensis por densidad Optica para evaluar el potencial

antibacteriano de las NPs de Ag.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de C. michiganensis en medio King's B.

2.8 Evaluacion de la aplicacién de nanoparticulas de Ag en plantulas de

S. lycopersicum

Con el objetivo de evaluar el efecto que pudieran tener las NPs de Ag sobre el
crecimiento de plantulas de S. lycopersicum al ser utilizadas como antagonista de

hongos y bacterias in vivo.

El experimento se llevd a cabo en plantulas de tomate en condiciones de
camara de crecimiento, con 4 tratamientos y 7 repeticiones cada uno con las
siguientes concentraciones de NPs de Ag: 0, 25, 50 y 100 mg L™ para el caso del
control se uso agua desionizada. Previo a su uso las soluciones de NPs de Ag fueron
dispersadas con un Sonicador por 30 min en dos tiempos de 15 min. Las semillas de
tomate fueron en imbibidas por 18 h en las concentraciones mencionadas de NPs de
Ag: Pasado el tiempo, las semillas se sembraron en charolas de germinacion con 36

cavidades utilizando como sustrato turba (Peat Moss).
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Los sustratos usados fueron previamente esterilizados para eliminar la
presencia de fitopatdogenos, se utilizé turba y Perlita en proporcion de 3:2.El
trasplante se realiz6 en vasos de polietileno de 400 mL de capacidad, cuando las
plantulas presentaron un par de hojas verdaderas y una altura adecuada. Durante el
desarrollo de la plantula se aplicé riego manualmente y se fertilizo cada tercer dia
con una solucién de un fertilizante comercial FertiDrip 20-20-20 més microelementos.
La aplicacion foliar de las NPs de Ag se realizO de manera manual una vez por
semana, se asperjo 1 mL de la solucién planta sobre haz y envez para cubrir el
follaje, la duracion del experimento fue de 21 dias. Se registraron las siguientes
variables: altura de la planta, area foliar (LI-COR modelo LI-300, Lincoln, Nebraska,
USA), indice de clorofila (Minolta SPAD 502), longitud de raiz y biomasa seca (hojas,

tallo, raiz). Estas mediciones se hicieron al final del experimento en todas las plantas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Preparacion y evaluacion del extracto de L. tridentata como agente

reductor en la biosintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis verde de NPs de Ag implica tres pasos principales, que deben
evaluarse en funcion de las perspectivas de la quimica verde, incluyen (1) la
seleccion del medio disolvente, (2) la seleccion de agentes reductores benignos para
el medio ambiente y (3) la seleccion de sustancias no téxicas para la estabilidad de
NPs de Ag. De acuerdo con lo anterior, se realizaron los experimentos pertinentes,
con el fin de evaluar la utilizacidbn de extractos de Larrea tridentata como agente

reductor para la produccion de NPs metalicas.

Se utilizaron cuatro tipos de extracciones con el objetivo de extraer la mayor
cantidad de metabolitos secundarios que pudieran estar involucrados en la reduccion
del metal, acuoso (AQ), Hidro-alcohdlico (HA), metandlico (MET) y etandlico
(ET), los cuales se describi6 el proceso de preparacion anteriormente. Se evaluo6 la
capacidad de cada uno para producir las NPs de Ag, para lo cual se prepard una
solucion de AgNO; (50 mM) a la cual se adicioné el extracto de L. tridentata en una
proporcién 5:1 (AgNOs: Extracto) de acuerdo a la metodologia descrita por
Hernandez-Pinero y colaboradores (2016).

La presencia de nanoparticulas en la mezcla de reaccion se sugirid en primer
lugar por un cambio de color, que tuvo lugar 2-3 min después de afiadir el precursor
a las soluciones de extracto, esta cambiaba de un color marrén a uno de coloracion

oscura (Figura 5).
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Figura 5. Extracto de L. tridentata con nitrato de plata antes (a) y después (b) de la

formacién de nanoparticulas.

La reduccion de nitrato de plata durante la exposicidbn a los extractos de
plantas van seguidos de un aumento gradual en el desarrollo del color de claro a
marrén amarillento, como resultado de la superficie fendbmeno de resonancia de
plasmones (Vijayakumar et al., 2013). Para poder corroborar lo anterior se realiz6 un
analisis UV-vis de la mezcla de reaccion, con este analisis que muestro un cambio en
la intensidad en la absorbancia se demostré el efecto del extracto obtenido de L.

tridentata para producir NPs de Ag (Figura 6).
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Figura 6. UV-vis de nanoparticulas de plata obtenidas con los diferentes extractos de

L. tridentata.

La figura 6 muestra el pico caracteristicos de absorbancia de la Ag metalica, el
cual se presenta alrededor de los 425 nm cuando el tamafio de particula varia entre
los 2 y los 40 nm (Rodriguez-Ledén et al., 2013). Es un método (indirecto) para
examinar la biorreduccién de las NPs de Ag en la solucién acuosa de AgNOs3. Es por
esta razén que las condiciones Optimas de sintesis se escogieron en funcién de los
espectros UV-Vis realizados para cada sintesis. Debido a los resultados anteriores
concluimos que cualquiera de los extractos utilizados tenia la capacidad de producir
NPs de Ag; sin embargo, elegimos al extracto acuoso por ser el mas sencillo de
obtener y por ser amigable con el medio ambiente al no utilizar ningun tipo de
solvente. El siguiente paso fue evaluar la temperatura de sintesis, diversos autores
sefialan que hay una relacion entre la temperatura de sintesis y el tamafio de

nanoparticulas bio-sintetizadas (Nemati et al., 2018; Hernandez-Pinero et al., 2016).
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En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos, en donde ademés de
evaluar el efecto de la temperatura evaluamos la adicion de un estabilizante
dodecilsulfato sédico (SDS) a una concentracion del 8 % de acuerdo a la
metodologia reportada por Vijayakumar et al. (2013), ya que han reportado a que
este tipo de surfactantes cuaternarios controlan el tamafio de la nanoparticula (Zhang
et al., 2008). Las temperaturas ensayadas fueron temperatura ambiente (25 £ 2 °C) y
un bafio de hielo el cual se encontraba a una temperatura de 10 + 1 °C, a estas dos
temperaturas a cada una de las temperaturas ensayadas se utilizd6 SDS. Sin
embargo, estas no mejoraron la amplitud de los espectros de absorcion, pero si el
bafio en hielo hizo que este fuera mas angosto, lo que nos habla de la formacion de
nanoparticulas mas homogéneas y de menor tamafio de acuerdo por lo reportado

por (Hernandez-Pinero et al., 2016).

A temperaturas mayores, el pico de absorcion maxima se desplaza hacia
longitudes de onda mayores y se obtiene nanoparticulas de mayor tamafo.
Resultados similares presentan Verma y Mehata (2016). Por otro lado, una menor

temperatura permite el control de la dispersion en el tamafio de las nanoparticulas.
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Figura 7. Bio-reduccién de nanoparticulas de plata a dos temperaturas.
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Como se puede apreciar en la Figura 8, las nanoparticulas de plata
presentaron la apariencia de una material solido de color gris oscuro que al aplicar
presion en el tacto mantenia su forma(a), por este motivo se trituro el material solido
utilizando un mortero, hasta la obtencién de un polvo fino (b), esta muestra se guardé

y etiqueto en un tubo de microcentrifuga para su posterior caracterizacion.

Figura 8. a) Material sélido obtenido del proceso de biosintesis de nanoparticulas de

Ag, b) trituracion del material solido.

3.2 Caracterizacion de nanoparticulas de plata por difraccién de rayos X

El patron de difraccién de las NPs de Ag se presenta en la Figura 9. Para
facilitar la identificacion de la naturaleza y estructura cristalina de las nanoparticulas
de plata presentes, obtenidas con el extracto de L. tridentata, se realizé el analisis de
las fases cristalina de la plata mediante difraccion de rayos X, estos datos se
compararon con los reportados en el banco de datos del ICDD (International Centre
for Diffraction Data). En el patrén de difraccion se detectaron las reflexiones
caracteristicas de la plata (Ag) y cloruro de plata (AgCl), que demuestra la
cristalinidad de dichas fases (Figura 9), se muestran cuatro picos de difraccion en la
posicion angular a 20 = 38°, 44°, 65° y 78° los cuales estan indexados para los

planos 111, 200, 220 y 311 respectivamente, reflecciones de la red cubica centrada
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en las caras de la plata metdlica, consistente con los datos de Joint Committee on
Powder Diffraction Standards (JCPDS) archivo [99-101-3078]. Se descarta contenido
de cloruros en el agua, esto porque se usoO agua desionizada para la solucién acuosa
de AgNOs por lo cual, la presencia de cloruro se puede atribuir al extracto acuoso de
L. tridentata, que al ser mezclado con la disolucion acuosa de nitrato de plata (AgNO;
de baja solubilidad) esta reaccion precipita en cloruro de plata (AgCl) (Universidad
Nacional del Litoral, 2013).
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Figura 9. Patrdn de difraccion de rayos X de las nanoparticulas de plata obtenidas

usando el extracto de L. tridentata. En color rojo (plata) y en azul (cloruro de plata).
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3.3 Andlisis de morfologia y tamafio de las nanoparticulas de plata
biosintetizadas por medio de Microscopia electrénica de transmision
(TEM)

Las nanoparticulas obtenidas de la reaccibn empleando el extracto de L.
tridentata (gobernadora) como agente reductor, se caracterizaron a traves de
microscopia electrénica de transmisién (TEM) para evaluar la morfologia y el tamafio
de las mismas. En la Figura 10 se muestran micrografias de las nanoparticulas
donde se puede observar que la mayoria de las nanoparticulas presentaron una

morfologia esférica, aunque se llegaron a observar algunas ligeramente ovoides o

semiesféricas.

Figura 10. Micrografias TEM de nanoparticulas de plata obtenidas empleando el

extracto de L. tridentata como agente reductor a) morfologia, b) diametro.

En la figura 11 se muestra un histograma de distribucién del tamafio promedio
de las NPs de Ag, el cual fue de 9 nm con un amplio intervalo de didmetro de
particula de 5 a 25 nm. En la curva de distribucion, se puede observar asimétrica y
tiende a concentrarse en los intervalos de didmetros de 5-13 nm, lo que indica que la
distribucién no fue muy homogénea y se gener6 una mayor concentracion de

nanoparticulas con intervalos menores a los 13 nm.
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En la literatura se reporta la obtencién de NPs de Ag con tamafios desde 2 nm
hasta 50 nm empleando extractos vegetales como agentes de reduccién, pero en
algunos casos la morfologia que se presenta no es uniforme, es decir generalmente
se presentan al final de las reacciones una mezcla de morfologias (Sapkota et al.,
2018; Nagati et al., 2018; Balashanmugam y Kalaichelvan, 2015). Sin embargo en
nuestros caso fue posible obtener particulas de orden nanométrico con morfologia

predominantemente esférica utilizando extractos acuosos de hojas de L. tridentata.
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Figura 11. Distribucion de tamafio de las nanoparticulas de plata obtenidas

empleando el extracto de L. tridentata como agente reductor.

En la Figura 12 se muestra el espectro EDX (Espectroscopia de Rayos X) de
las NPs de Ag, mediante el cual se confirm6 que la composicion elemental de la
muestra correspondia a plata y a cloruro de plata. Ademas se observan las sefiales
de carbono y oxigeno propias del material vegetal de L. tridentata, junto con sefales
de plata debidas a la presencia del nanomaterial depositado sobre una cubierta

organica.
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Figura 12. Espectro EDX de Nanoparticulas de plata obtenidas empleando el

extracto de L. tridentata.

3.4 Actividad antifungica

Se calculé el porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de dos cepas de
hongos fitopatdgenos F. oxysporum y A. solani, para evaluar el potencial antifungico
de las NPs de Ag a diferentes concentraciones (0, 100, 250, 500, y 700 mg L™).

La evaluacion de crecimiento para ambas cepas se realiz6 cuando las cepas
control alcanzaron el 100% de crecimiento micelial, esto fue 7 dias para A. solani y
11 dias para F. oxysporum después de siembra. En el cuadro 4 se muestran los
resultados obtenidos en el experimento de nanoparticulas de plata por los diferentes
tratamientos, se utilizaron tres fungicidas comerciales como control positivo Amistar

(Syngenta), Bemil (Dragén) y Rally (Dow AgroSciences).
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El incremento en las concentraciones de NPs de Ag se correlacion6 con el
efecto antifungico de las mismas, las NPs de Ag mostraron un efecto diferencial entre
cepas siendo mas efectivo en inhibir el crecimiento de A. solani. Sin embargo, solo
logro inhibir el crecimiento micelial en un 43.32 % a la concentracién de 700 mg L™.
En el caso de F. oxysporum la inhibicion del crecimiento fue menos efectiva, ya que
solo pudo inhibir el crecimiento del hongo en 25.94 % a la concentracibn méas alta

utilizada en estos ensayos.

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de F. oxysporum y A. solani.

Concentracién (mg L)

Cepa 100 250 500 700
F. oxysporum | 7.77+0.78C 8.10+0.67C 21.50+1.08B 25.94+1.56A
A. solani 15.73+0.67D 30.99+1.91C 38.99+0.89B 43.32+ 0.74A

*Analisis de comparacion de medias (Duncan a=0.05). Medias con una letra comUn no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Uno de los posibles motivos de que no se lograra inhibir el crecimiento micelial
en un mayor porcentaje, es debido a que los hongos son muy tolerantes a los
metales y presentan una gran capacidad de bioacumulacién (Ouahid Hessissen,
2016), ademéas de que muchos metales son micronutrientes y pueden tolerar
concentraciones elevadas de estos (Akhtar, 2015). Otra hipotesis de este
comportamiento es debido a la presencia de NPs de cloruro de plata que se
encuentran presentes, en las NPs biosintetizadas por el extractos, ya que de acuerdo
a Jo y colaboradores (2009) en donde aplicaron varias formas de iones de plata y
nanoparticulas (AgNO3; AgCl y NPs de Ag) para examinar la actividad antifingica en
dos hongos fitopatégenos, Bipolaris sorokiniana y Magnaporthe grisea, los ensayos
in vitro indicaron que los iones de plata y las nanoparticulas inhibieron el crecimiento

de estos dos patdgenos, diferencialmente como lo observado en este estudio.
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Sin embargo, la presencia de iones cloro disminuia la efectividad de las sales
utilizadas, ellos sugieren que aunque se conoce que el AgCl puede tener actividad

antimicrobial, esta puede ser insoluble y por eso no es tan eficaz.

De acuerdo a diversos autores sefialan que el efectos antifUngico sobre
hongos probados in vitro de las NPs de Ag, probablemente es a través de la
destruccion de integridad de la membrana, ademas de que se ha reportado estas
interfieren sobre la formacién de esporas (Kim et al., 2012).

Por otro lado, se utilizaron como controles positivos antifiungico comerciales,
en donde se obtuvieron los siguientes resultados en F. oxysporum con Amistar se
inhibié el crecimiento micelial en un 28.25%, con Bemil un 79.76% y con Rally
75.36%; en el caso de A. solani con Amistar se inhibié un 1.11% el crecimiento
micelial, con Bemil un 7.45% y con Rally 79.45% estas fueron utilizadas en las

concentraciones que recomienda el proveedor.

De acuerdo a los resultados de los controles positivos (fungicidas
comerciales) las NPs de Ag en A. solani tuvieron un mejor efecto en las
concentraciones 700 mg L™ en un (43.32+0.74A%), 500 mg L™ (38.99+0.89B%), 250
mg L™* (30.99+1.91C%) y 100 mg L™ (15.73+0.67D%), que el Amistar y el Bemil

utilizandose en menores dosis que estos.
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3.5 Actividad antibacteriana

Se evalud la inhibicién del crecimiento bacteriano de C. michiganensis por

densidad Optica para evaluar el potencial antibacteriano de las NPs de Ag (figura 13).
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Figura 13. Cinética de crecimiento de Clavibacter michiganensis a diferentes

concentraciones de Nanoparticulas de plata.

En la figura 13 se muestra una cinética de crecimiento de la C. michiganensis
en donde se evidencia el poder antibacterial de las NPs de Ag debido a que a la
concentracién méas baja utilizada que fue de 50 mg L™, no se observé un incremento
en el crecimiento bacteriano. El mismo comportamiento se observé para las demas

concentraciones en donde se inhibe completamente el crecimiento de la bacteria.

Cabe mencionar que Clavibacter michiganensis es un bacilo Gram positivo

con un contenido de 73% de Guanina+Citocina en su genoma (Eichenlaub et al.,
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2006). El cual se caracteriza porque en el peptidoglicano de la pared celular, el
aminoacido dibéasico es el 2,4-diaminobutirico (Romero Garcia, A. L. 2011). Esto
difiere de lo reportado con Shrivastava y colaboradores (2007) quienes sugirieron
gue las bacterias Gram-negativas son mas vulnerables a las NPs de Ag debido a que
presentan de cargas positivas en nanoparticulas de plata, las cuales interactdan con
el lipopolisacarido de la pared celular de estas con mayor afinidad que con la pared
celular de las Gram positivas, la cual tiene menos sitios de interaccion con cargas
positivas, es mas rigida y no permite que entren las nanoparticulas. Sin embargo, en
nuestro caso las NPs de Ag biosintetizadas tienen capacidad antibacteriana contra
esta bacteria Gram positiva. Por otro lado, se ha reportado que uno de los
mecanismos antibacterianos de las NPs de Ag es que modulan las perfiles de
fosfotirosina involucrada en el ciclo celular y en la sintesis de polisacéaridos de la

capsula bacteriana (Duran et al., 2016).

También el efecto antibacteriano contra cepas Gram positivas se podria deber
a los residuos de compuestos de L. tridentata los cuales se sabe tiene efecto
antimicrobial contra hongos y bacterias fitopatdgenas (Lira-Saldivar, 2003). Valencia
y colaboradores (2013) evaluaron el efecto antimicrobiano de NPs de Ag recubiertas
con quitosano en Staphylococcus aureus que es una bacteria Gram positiva,
reportaron que el quitosano no inhibié el crecimiento de este microorganismo, no
obstante la mezcla entre quitosano tuvo mejor efecto antagonista que las sales de

plata por la accion del quitosano.

Por otro lado, en un estudio con NPs de Ag biosintetizadas con curcumina
(fitoquimico) procedente de la curcuma, (Cur-NPsAg) de tamafio 25-35nm, fueron
igual de efectivas contra Gram positivas (Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus), y
bacterias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, Jaiswal y
Mishra, 2018).
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Otros de los mecanismos propuestos de la actividad anti-bacteriano por la
accion de las NPs de Ag es que estas pueden entrar a la célula, afectando la cadena
respiratoria causando la inhibicion de la division celular, y por ende, la muerte de la
bacteria (Rai et al., 2009). También, al liberar iones de plata interactidan con
proteinas de membrana; afectando su permeabilidad; donde puede generar ROS,
liberar iones de plata y afectar el ADN (Neal, 2008). Estos iones se enlazan con
grupos sulfhidrilos de biomoléculas y con compuestos fosforosulfurados como el
ADN inactivando a la bacteria (Le et al 2010). Ademés la actividad microbiana de las
nanoparticulas dependiera de la cepa, el tamafio y la forma de las nanoparticulas
(Pal et al., 2007). Por lo que podemos agregar que las NPs de Ag biosintetizadas con
extracto de L. tridentata son capaces de inhibir el crecimiento de la bacteria
Clavibacter michiganensis.

3.6 Comportamiento fisioldgico de las plantulas de tomate

Se evalu6 el efecto de las NPs de Ag en algunas variables fisioldgicas de
respuesta de las plantas de S. lycopersicum (cuadro 5). Las plantas sometidas a la
aplicacion foliar de NPs de Ag respecto las plantas control no mostraron diferencias
significativas en las variables fisiol6gicas evaluadas. Solo se observo un incremento
del 2% en el indice de clorofila en el tratamiento utilizando una concentracion de 50

mg L™ respecto a las plantas del tratamiento control.

Cuadro 4.Efecto de la aplicacién al follaje de nanoparticulas de Ag, en diferentes
variables fisiologicas de S. lycopersicum

Tratamientos (mg L™)

Variables 0 25 50 100

Area Foliar(cm?) | 218.47+21.80A | 215.65+8.53A | 215.76+8.64A | 203.67+8.93A

Peso fresco 7.27+0.82A 8.64+0.30A 7.93+0.32A 7.99+0.46A
Hojas(gr)
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Peso seco 0.85+0.07A 0.95+0.04A 0.89+0.04A 0.90+0.05A
Hojas(gr)
Peso fresco 2.37+£0.26A 2.13+£0.07A 2.05+£0.16A 2.18+0.07A
Tallo(gr)
Peso seco 0.24+0.02A 0.24+0.02A 0.21+0.02A 0.21+0.01A
Tallo(gr)
Peso fresco Raiz 2.00£0.24A 1.94+0.17A 1.68+0.14A 2.05£0.15A
(gr)
Peso seco Raiz 0.27+0.02A 0.27+0.01A 0.23+0.02A 0.25+A0.01
(gr)
Longitud de 21.21+2.06A | 21.14+0.59A | 19.11+1.62A | 19.77+1.30A
raiz(cm)

Altura tallo (cm) 15.30+0.50A | 15.43+0.57A | 14.37+0.26A | 14.77+0.62A
Diametro tallo(cm) 4.20+0.22A 4.31+0.06A 4.17+0.18A 4.98+0.80A
indice de clorofila | 41.73+2.02B | 40.27+1.50B | 47.66+1.07A | 41.10+1.74B
(Unidades SPAD)

*Andlisis de comparaciéon de medias (Duncan a=0.05). Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Se ha reportado que las NPs de Ag pueden tener efectos benéficos en el
crecimiento vegetal; y desarrollo vegetal (Das et al., 2018). Salama (2012) aplico
foliarmente dosis de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm de NPs de Ag en plantas de frijol y
maiz, las aplicaciones diarias con 15 ml de cada concentracion durante 12 dias,
mostraron que bajas concentraciones (20-60 ppm) estas tuvieron un efecto
estimulante sobre el crecimiento de las plantulas. Ademas reporta diferencias
significativas en las concentraciones de 20 a 60 ppm en el incremento del diametro
de tallo, longitud de raiz, area foliar, indice de clorofila, concentraciéon de
carbohidratos y contenido de proteina en las plantas. Lo anterior concuerda con
Savithramma y colaboradores (2012) quienes usaron de NPs de Ag sobre semillas
del arbol medicinal Boswellia ovalifoliolata, mejoraron la germinacion de estas
semillas. Los resultados obtenidos indicaron que los tratamientos con NPs de Ag
lograron una germinacion del 95%, mientras que el testigo solamente obtuvo 70% de

germinacion. Las semillas de control (agua) llevé mas tiempo (10 a 20 dias) brotar,
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mientras que todos los tratados las semillas brotaron en 10 dias. Ademas observaron

un efecto promotor de crecimiento de plantulas de Brassica juncea.

Asi en el presente trabajo, de forma general, las NPs de Ag aplicadas en
tomate, no se aprecian efectos significativos en las variables que se evalu6, pudiera
deberse al corto tiempo, tipo, propiedades, medios de exposicion y concentracién de
las NPs que en nuestro caso a estas concentraciones inhiben el crecimiento in vitro
de C. michiganensis, sin afectar el crecimiento y desarrollo de la planta, esto puede
considerarse beneficioso para utilizar estas NPs como un antimicrobiano. Debido que
existen reportes en donde muestran que a concentraciones altas de NPs de Ag (>80
ppm) indujeron un efecto fitotbxico en las plantas (Salama 2012), ademas la
fitotoxicidad causada por algunas NPs genera un comportamiento impredecible e
irregular sobre el estrés oxidativo, que a su vez depende del tipo, concentracion,

propiedades y medios de exposicion de las NPs (Foltete et al., 2011).

49



4. CONCLUSION

La sintesis de nanoparticulas de plata utilizando hojas de L. tridentata como
agente reductor fue exitosa, demostrando la viabilidad del extracto. Se realiz6 la
optimizacién de la sintesis a partir de un protocolo definido, logrando parametros
Optimos con una proporcion 5:1 (nitrato de plata 50 mM, extracto acuoso) a 10 °C
durante 120 min. Se obtuvieron nanoparticulas recubiertas con extracto y una

distribucién de tamafios de 5 a 25 nm medidas por TEM.

Se logré una inhibicién del crecimiento micelial de “in vitro” en un 43 % por las
nanoparticulas de plata para los casos probados (A. solani), con una concentracion
de 700 mg L™ Se obtuvo una inhibicién de crecimiento del 100 % contra la cepa

bacteriana C. michiganensis a concentraciones de 50 mg L™.

La aplicacion foliar en plantulas de tomate con las NPs de Ag biosintetizadas a
partir de extractos acuosos de L. tridentata no tuvieron efectos negativos en
desarrollo y crecimiento de plantulas de tomate, a las concentraciones mas altas a

las que inhibe el crecimiento bacteriano.

Estos resultados muestran que las NPs de Ag utilizando como agente reductor
de estas extractos acuosos de L. tridentata pueden tener un buen potencial en la

aplicacién sustentable en cultivos agricolas.

Perspectivas futuras

Evaluacion in vivo en plantulas inoculadas con microorganismos para poder
evaluar el antagonismo in vivo de NPs de Ag, tanto en condiciones de invernadero

como de campo abierto antes de hacer las recomendaciones para su uso.
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