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El tomate es de las hortalizas de mayor consumo en el mundo. Bactericera
cockerelli Sulc. (Hemiptera: Triozidae) causa dafos directos e indirectos a esta
hortaliza, siendo vector de Candidatus Liberibacter solanacearum (CLs), agente
causal de la enfermedad permanente del tomate (PT) en tomate y zebra chip (ZC)
en papa. Ocasionando perdidas que oscilan entre 45 y 100% del cultivo,
equivalente a US $25 millones de dodlares anuales. Los nanoinsecticidas han
surgido en los ultimos afios como una alternativa al control quimico sobre plagas
agricolas. En esta investigacion se evalu6 la actividad insecticida de
nanoparticulas de oxido de zinc (NPs-ZnO) de morfologia semiesférica y
hexagonal sobre B. cockerelli y su efecto en la incidencia del permanente del
tomate bajo condiciones controladas en el cultivo de tomate. La investigacion en
laboratorio se realiz6 mediante la técnica de inmersion de foliolo infestado en
ocho concentraciones incluyendo el testigo, para huevo durante 5 dias y ninfas
de tercer estadio durante 4 dias. En invernadero fueron cuatro tratamientos
incluyendo el testigo mediante dos vias de aplicacién (drench y foliar) con un
volumen de aplicacidon de 25 mL de NPs-ZnO a plantas infestadas con ninfas de
segundo estadio, registrando la mortalidad cada 24 horas por cinco dias, bajo un
disefio completamente al azar y en bloques al azar para el laboratorio e
invernadero respectivamente. Los resultados de laboratorio mostraron que las
NPs-ZnO ocasionaron mortalidad en huevos de 72.10% (semiesféricas) y
73.19% (hexagonal), mientras que en ninfas la mortalidad alcanzé 81.37%
(semiesféricas) y 80.42% (hexagonal). En invernadero, ambas morfologias
fueron toxicas para las ninfas, siendo la via foliar la de mayor efectividad, con
79.67% de mortalidad para las NPs semiesféricas y 78.95% para las
hexagonales. Ademas, en huevos y ninfas se observaron alteraciones fisiologicas
y morfolégicas, como apoptosis, constriccion de la regién abdominal,
deshidratacion y malformaciones en los estadios segundo y tercero. Por ultimo,
se evalud la severidad de la enfermedad en las plantas tratadas con NPs-ZnO,
observandose que las de morfologia hexagonal presentaron la mayor reduccion
(26.07%), en comparacion con las semiesféricas (30.76%), ambas aplicadas por
via foliar a una concentracion de 6000 ppm. Estos resultados sugieren que las
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NPs-ZnO de morfologia hexagonal podrian ser ligeramente mas prometedora para
el control de la enfermedad y su vector. Siendo un avance muy prometedor para
su desarrollo e implementacion a pruebas de campo e implementacion en un
manejo integrado de plagas que, en comparaciéon con los insecticidas
convencionales, las NPs son relativamente mas seguras para los humanos y el
medio ambiente.

Palabras clave: Bactericera cockerelli, nanoparticulas de zinc, nanoinsecticida,

control de plagas, tomate, zebra chip.
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Tomato is one of the most widely consumed vegetables worldwide. Bactericera
cockerelli Sulc. (Hemiptera: Triozidae) causes direct and indirect damage to this
crop and serves as the vector of Candidatus Liberibacter solanacearum (CLs), the
causal agent of permanent tomato disease (PT) in tomato and zebra chip (ZC) in
potato. This insect can cause losses ranging from 45 to 100% of the crop,
equivalent to approximately US $25 million annually. Nanoinsecticides have
emerged in recent years as an alternative to chemical control for agricultural pests.
In this study, we evaluated the insecticidal activity of zinc oxide nanoparticles (ZnO-
NPs) with semi-spherical and hexagonal morphologies on B. cockerelli and their
effect on the incidence of permanent tomato disease under controlled conditions in
tomato cultivation. The laboratory trials were conducted using the leaflet immersion
technique on infested leaflets at eight concentrations, including control, assessing
egg mortality over 5 days and third-instar nymph mortality over 4 days. In the
greenhouse, four treatments including the control were applied through two
application methods (drench and foliar), using 25 mL of ZnO-NPs per plant infested
with second-instar nymphs. Mortality was recorded every 24 hours for five days,
using a completely randomized design for laboratory tests and a randomized block
design for greenhouse tests. Laboratory results showed egg mortality of 72.10%
(semi-spherical) and 73.19% (hexagonal) ZnO-NPs, while nymph mortality reached
81.37% (semi-spherical) and 80.42% (hexagonal). In the greenhouse, both
morphologies were toxic to nymphs, with foliar application being the most effective,
resulting in 79.67% mortality for semi-spherical NPs and 78.95% for hexagonal
NPs. Additionally, physiological and morphological alterations were observed in
eggs and nymphs, including apoptosis, abdominal region constriction, dehydration,
and malformations in second- and third-instar nymphs. Finally, disease severity
was evaluated in plants treated with ZnO-NPs. Hexagonal nanoparticles showed
the greatest reduction in severity (26.07%) compared with the semi-spherical ones
(30.76%), both applied foliarly at a concentration of 6000 ppm. These results
suggest that hexagonal ZnO-NPs may be slightly more promising for controlling the
disease and its vector. This represents a highly promising advance for their
development and implementation in field trials and integrated pest management
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programs, as ZnO-NPs are relatively safer for humans and the environment
compared with conventional insecticides.
Keywords: Bactericera cockerelli, zinc oxide nanoparticles, nanoinsecticide, pest

control, tomato, zebra chip
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INTRODUCCION

El tomate es una de las hortalizas de mayor consumo en el mundo (Al-Amri
2013), siendo una fuente importante de minerales como el potasio y el magnesio
(Pathak y Stoddard, 2018), vitaminas, proteinas, fibra y una de las principales
fuentes de licopeno, que tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
(Castagna et al., 2013). México es de los principales productores del cultivo de
tomate, con wuna produccion de 3,324,263.09 Ton., con un valor de
$31,503,817.27 (MXN), teniendo una participacion de 25% en el mercado de las
exportaciones mundiales, siendo el segundo lugar en cuanto a productos
agricolas con mayor exportacion (SIAP, 2023).

El psilido del tomate o paratrioza Bactericera cockerelli Sulc. (Hemiptera:
Triozidae), es de alta importancia econdémica porque destruye los cultivos
horticolas al causar alteraciones. Este insecto plaga se encuentra distribuido en
diversas regiones del continente americano (EU, México, Centro y Sudamérica)
(Munyaneza, 2013). En México, el psilido esta muy extendido a lo largo del pais,
con excepcion en los estados de Chiapas, Yucatan y Quintana Roo (Vega-
Gutiérrez et al., 2008; Cerna-Chavez et al., 2021).

Este insecto causa danos directos al alimentarse de la savia de las plantas e
indirectos al inocular con su saliva patégenos como Candidatus Liberibacter
solanacearum (CLs); bacteria Gramnegativa, parasito obligado del floema, no
cultivable in vitro (Delgado-Ortiz et al., 2020). Esta patdégeno causa la
enfermedad conocida como Punta Morada de la Papa (PMP) o Zebra Chip (ZC)
en el cultivo de papa Solanum tuberosum L. (Solanaceae) y Permanente del
Tomate (PT) en tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae).

Actualmente el PT es considerado la enfermedad mas importante del tomate en
México, con reportes de mas de 30, 000 hectareas afectadas, lo que equivale al
45% del area establecida anualmente con este cultivo a nivel nacional y con
pérdidas de aproximadamente 25 millones de ddlares anualmente (Garzén-
Tiznado et al., 2009; Wen et al., 2009; Bujanos y Ramos 2015; Jiron-Rojas et al.,
2016; Roque-Enriquez et al., 2021).



Los sintomas del permanente del tomate se caracterizan por un enrollamiento
de las hojas inferiores en forma de taco, estas son quebradizas, los foliolos
apicales presentan clorosis con los margenes de color morado y las flores son
abortadas; sintomas observados tanto para los haplotipos Ay B de este patdégeno
(Bujanos et al., 2007; Liefting et al., 2009; French-Monar et al., 2010). Melgoza-
Villagébmez et al. (2018) menciona que la presencia de CLs en huevecillos del
psilido del tomate sugiere que la transmisidn de la bacteria es transovarica.
Para controlar CLs y evitar su diseminacion, es fundamental manejar
adecuadamente a su vector, B. cockerelli. E| método mas utilizado consiste en la
aplicacién de agroquimicos, llegando a efectuarse mas de 30 aplicaciones de
insecticidas por ciclo de cultivo (Rubio et al., 2006; Almeyda et al., 2008; Vega-
Gutiérrez et al.,, 2008). Sin embargo, esta estrategia resulta muy costosa v,
ademas, la plaga tiene una alta capacidad para desarrollar resistencia
(Hernandez, 2019). Debido al alto costo del control quimico y a los dafios que
ocasiona al ambiente y a la salud humana, es necesario implementar una
estrategia de manejo integrado de plagas (Garzén-Tiznado et al., 2005). Para
ello, se recurre a estrategias como el control etolégico (Espinoza, 2020), y control
cultural, que incluye la programacién de siembras y la eliminacién de focos de
infeccion (Villanueva-Segura, 2015; Cuesta et al., 2018). Ademas, se emplea el
control legal como medida de proteccién, dado que B. cockerelli y Candidatus
Liberibacter solanacearum estan catalogadas como plagas cuarentenarias
(SAGARPA 2002).

La nanotecnologia es el disefio, caracterizacion, produccion y aplicacién de
estructuras manipulando el tamafo y forma a nanoescala en un rango de 1 hasta
100 nandmetros (Yadollahi et al., 2010). La nanotecnologia proporciona
productos con propiedades fisicoquimicas Unicas y abre amplias oportunidades
para desarrollar soluciones y aplicaciones innovadoras en la agricultura,
ganaderia, tratamiento de aguas y en la produccion, conservacion y envasado
de alimentos. Para esto, se han implementado diversos nanomateriales, que
abarcan desde metales y Oxidos metalicos inorganicos hasta nanomateriales

organicos que transportan ingredientes bioactivos (Avalos et al., 2016). En este



contexto, los nanoinsecticidas representan una de las aplicaciones mas
prometedoras, utilizados como productos fitosanitarios para el control de
insectos plaga y permiten reducir el numero de aplicaciones en campo gracias a
su mayor eficacia (Sabry y Ragaei, 2018).

Diversos estudios han demostrado el potencial de los nanoinsecticidas en el
control de plagas agricolas. Por ejemplo, Hua et al., (2015) compararon los
efectos de nanoparticulas de carbonato de calcio con carbonato de calcio
coloidal en plantas de naranjo Citrus tankan Hayata (Rutaceae) para el control
de Bactrocera dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae) y Aonidiella aurantii
(Maskell) (Hemiptera: Diaspididae). Sus resultados mostraron que el nano-calcio
fue mas efectivo, logrando un mejor control a 6530 mg/L, mientras que el calcio
coloidal requirié concentraciones mayores (9330 mg/L) para obtener efectos
similares.

Khooshe-Bast et al. (2016), evaluaron el efecto insecticida de NPs de zinc y
Beauveria bassiana sobre Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae)
bajo condiciones de laboratorio, obteniendo mortalidades de 91 y 88% a
concentraciones de 20 mg L' y 108 esporas mL-"! respectivamente.
Abdel-Gawad (2018) sintetizé nanoparticulas de 6xido de zinc utilizando
extractos de hojas de Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) para el control de
Musca domestica L. (Diptera: Muscidae). Las nanoparticulas mostraron un fuerte
efecto larvicida, con valores de CL;s, de 6.41 mg/mL para larvas y 17.10 mg/mL
para pupas. Ademas, las larvas tratadas con la CL 5, redujeron significativamente
la eclosién de huevos y la fecundidad de las hembras, asi como la actividad de
enzimas clave como esterasas, acetilcolinesterasa, glutation S-transferasa y el
contenido de proteinas.

Das et al. (2019), hicieron un analisis comparativo sobre la eficacia entomotoxica
de nanoparticulas de 6xido de aluminio, diéxido de titanio y éxido de zinc contra
Sitophilus. orizae L. (Coleoptera: Curculionidae), con una mortalidad de mas del
90% después de 4 dias de tratamiento con NPs de 6xido de aluminio a una dosis
de 1 g kg de arroz Oryza sativa L. (Poaceae), mientras que con éxido de zincy

dioxido de titanio alcanzaron esta eficacia a una dosis de 2 g kg' después de 14



dias de tratamiento.

Gutiérrez et al. (2021) evaluaron el efecto de nanoparticulas de 6xido de zinc
(NPs-ZnO) y dioxido de titanio (NPs-TiO2) sobre ninfas de B. cockerelli en
tomate, tanto en laboratorio como en invernadero. En condiciones de laboratorio,
las NPs-ZnO provocaron una mortalidad del 88.58% a 3000 ppm a las 96 horas,
mientras que las NPs-TiO, alcanzaron el 100% de mortalidad desde
concentraciones de 100 ppm. En invernadero, la mortalidad fue menor: 27.02%
con NPs-ZnO a 3000 ppm y 32.71% con NPs-TiO, a 500 ppm.

Ruiz-Aguilar et al. (2025) evaluaron la eficacia insecticida de ZnO-NPs con
morfologia semiesférica (60.82 nandmetros, nm) y SiO2-NPs esféricas (45.73
nm) sobre larvas de segundo estadio del gusano cogollero Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) en condiciones de laboratorio,
utilizando dieta artificial envenenada. A una concentracion de 3000 ppm, ambos
tipos de nanoparticulas provocaron una mortalidad del 100% tras siete dias de
exposicién, con dafios evidentes en las larvas, incluyendo reduccion de la
longitud corporal, alteraciones morfolégicas en las regiones dorsal y ventral,
presencia de manchas rosadas y oscuras, malformaciones generalizadas,

necrosis tisular y larvas momificadas.



Objetivo general

+«» Evaluar la actividad insecticida de nanoparticulas de 6xido de zinc con

dos morfologias sobre Bactericera cockerelli, asi como su efecto en la

enfermedad permanente del tomate, bajo condiciones controladas en el
cultivo de tomate.
Objetivos especificos

e Evaluar la actividad insecticida de nanoparticulas de 6xido de zinc con
morfologia semiesférica sobre Bactericera cockerelli bajo condiciones de
laboratorio e invernadero en el cultivo de tomate.

e Evaluar la actividad insecticida de nanoparticulas de oxido de zinc de
morfologia hexagonal sobre Bactericera cockerelli bajo condiciones de
laboratorio e invernadero en el cultivo de tomate.

e Determinar la incidencia y severidad de la enfermedad permanente del
tomate en plantas tratadas con de nanoparticulas de 6xido de zinc de dos
morfologias bajo condiciones de invernadero.

Hipotesis

Las nanoparticulas de 6xido de zinc con morfologia semiesférica y hexagonal
presentaran una eficacia insecticida significativa, tanto in vitro como in vivo,
logrando al menos un 90% de control de Bactericera cockerelli. Asimismo, se
espera que reduzcan la incidencia y severidad de la enfermedad permanente del
tomate y contribuyan al mejor desarrollo del cultivo.

Justificacion

En el manejo de plagas agricolas, se estima que cada afio se aplican
aproximadamente 2.5 millones de toneladas de plaguicidas quimicos, y esta cifra
continia en aumento. El uso intensivo de estos compuestos genera efectos
negativos significativos sobre el medio ambiente, debido a su persistencia, la
contaminacion de mantos acuiferos y los riesgos asociados para la salud
humana. Ante esta problematica, resulta indispensable desarrollar y evaluar
alternativas de control de plagas que sean mas sostenibles, seguras y

ambientalmente amigables.



REVISION DE LITERATURA

El tomate Solanum lycopersicum L.

El cultivo del tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) es una de las
hortalizas de mayor consumo en todo el mundo (Al-Amri, 2013), sus frutos
(tomates) varian en tamafio, forma y color, su consumo supera a todos los demas
vegetales, después de la papa Solanum tuberosum L. (Solanaceae), siendo una
fuente importante de minerales como el potasio y el magnesio (Pathak y Stoddard,
2018), vitaminas, proteinas, fibra y una de las principales fuentes de licopeno,
que tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Castagna et al., 2013).
El fruto del tomate representa un alimento ideal que cumple con los
requerimientos nutricionales basicos, reconocido como una de las fuentes mas
importantes de carotenoides, especialmente licopeno, - caroteno y luteina, asi
como de otros valiosos fitoquimicos como tocoferoles, acido ascorbico vy
polifenoles (Castagna et al., 2013; Raiola et al., 2014).

Meéxico es de los principales productores del cultivo de tomate, con una
produccion de 3,324,263.09 Ton., con un valor de $ 31,503,817.27 (MXN),
teniendo una participacion del 25% en el mercado de las exportaciones
mundiales, siendo el segundo lugar en cuanto a productos agricolas con mayor
exportacion (SIAP, 2023).

Bactericera cockerelli

El psilido del tomate, B. cockerelli, también conocido como psilido de la papa,
pulgén saltador, salerillo o paratrioza, es un insecto plaga en diferentes regiones
del continente americano (EU, México, Centro y Sudamérica), de alta
importancia econdmica por que destruye los cultivos horticolas al causar
alteraciones fisioldgicas, asi como enfermedades fitoplasmaticas y bacterianas
(Munyaneza, 2013).



En México, el psilido esta muy extendido a lo largo del pais, excepto en los
estados de Chiapas, Yucatan y Quintana Roo (Vega-Gutiérrez et al., 2008; Cerna-
Chavez et al., 2021). Esta plaga provoca dos tipos de dafios, directo e indirecto,
tanto por ninfas como por adultos. El dafio directo sucede cuando el estilete es
insertado y succiona la savia de la planta e inocula la toxina que dafan células
encargadas en la produccion de clorofila, tornando la planta un color amarillento
y raquitico causando la enfermedad conocida como “amarillamiento del psilido”
alcanzando perdidas del 80% del cultivo (Liu y Trumble, 2006).

A través del mismo mecanismo de transmision, la paratrioza causa dafos
indirectos al alimentarse de la planta e inocula con su saliva fitoplasmas u
organismos tipo bacterias Candidatus Liberibacter solanacearum (CLS)
causando la enfermedad conocida como: Zebra Chip (ZC) y Permanente del
Tomate (PT); en la actualidad el PT es considerada la enfermedad mas
importante del tomate en México, en el cual existen reportes de mas de 30, 000
hectareas afectadas, lo que es un equivalente al 45% del area establecida
anualmente con este cultivo a nivel nacional (Garzén-Tiznado et al., 2009; Jiron-
Rojas et al., 2016). Por su parte, Melgoza-Villagomez et al. (2018) menciona que
la presencia de CLs en huevos del psilido sugiere que la transmision de la

bacteria es transovarica.

Biologia y habitos

Los huevos se pueden encontrar adheridos en cualquier parte de la planta (envés
de la hoja, borde de la hoja, borde del tallo y si la incidencia es muy alta, también
se pueden encontrar en las flores), esto por un corto pedicelo del cual se
adhieren, que mide aproximadamente 0.5 mm de longitud, los huevos de la
paratrioza son ovipositados de manera separada (Vega-Gutiérrez et al., 2008;
SENASICA, 2009; Pérez et al., 2021). Las ninfas de B. cockerelli toman una
posicion normalmente debajo de las hojas en plantas con follaje denso, algunas
cuantas pueden ser localizadas en el haz, su color verde dificulta observarlas a

simple vista; cuando son jovenes por lo general se localizan cerca del sitio donde



fueron depositados los huevos y permanecen inactivas durante los primeros
instares (SENASICA, 2009).

El rango éptimo de temperatura es de 21-27°C, en temperaturas arriba de 32°C
e inferiores a 15°C perjudican el desarrollo y supervivencia del psilido, esto
debido a que reduce la puesta de huevos y la eclosion, siendo su temperatura
optima alos 27°C, el tiempo promedio requerido del desarrollo de huevo a adulto
va de los 15 a 30 dias, una sola generacion puede ser completada de 3-5
semanas dependiendo de la temperatura, el numero de generaciones varia
considerablemente entre regiones que usualmente son de tres a siete
generaciones, pero una vez que los psilidos invaden un area, la ovoposicion
prolongada causa que las generaciones se sobrepongan, haciendo que sea
dificiles de distinguir entre las mismas (Munyaneza, 2010; EPPO Bulletin, 2013).
Una hembra madura pone en promedio 500 huevos en papa en un periodo de
21 dias, aunque hay estudios que mencionan que a lo largo de su ciclo de vida
llegan a ovipositar hasta 1500 huevos (Vega-Gutiérrez et al., 2008; Villanueva-
Segura, 2015). En este sentido, Abdullah (2008) mostré que las hembras del

psilido pueden ovipositar en promedio 231.8 huevecillos en el cultivo de tomate.

Ciclo biolégico

El adulto de B. cockerelli mide menos de 3 mm de longitud y se alimenta de la
savia de las hojas, y podemos encontrar todos los estadios del insecto (huevo,

ninfa y adulto) en las plantas que son afectadas (Pérez et al., 2021).

Huevos

Los huevos son diminutos, midiendo menos de 0.5 mm de longitud y 0.15 mm
de ancho, son ovalados de color amarillo brillante al principio y después se tornan
de un amarillo oscuro o naranja, que a medida que avanza el desarrollo
embrionario durante un periodo de incubacion dependiendo de la temperatura
son de 3 a 9 dias (Pérez et al., 2021).



Estados ninfales

En el estado ninfal, estas son elipticas y similares a queresas aplanadas. B.
cockerelli desarrolla 5 estadios ninfales las cuales se diferencian por su tamafo
(Pérez et al., 2021).

Primer estadio

El primer estadio es de coloracion anaranjada, las antenas presentan segmentos
basales cortos y gruesos que se van adelgazando hasta finalizar en un pequefio
segmento con dos setas sensoras, presentan abdomen bien definido con
segmentacion poco evidente, paquetes alares poco notables, segmentacion de
las patas poco visibles y la division del cuerpo no esta bien definida (Pérez et al.,
2021).

Segundo estadio

El segundo estadio, se aprecian las divisiones entre cabeza, torax y abdomen,
antenas sin segmentacion diferenciada, paquetes alares desarrollados, patas

diferenciadas y abdomen con segmentacién poco marcada (Pérez et al., 2021).

Tercer estadio

El tercer estadio ninfal presenta cabeza con antenas con tres placoides
diferenciados y setas sensoras, el abdomen muestra los cuatro primeros pares
de espiraculos diferenciados, circulos de poros anales y el ano (Pérez et al.,
2021).
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Cuarto estadio

En el cuarto estadio, se pueden observar como las antenas se estrechan hacia
la parte media y luego son mas angostas terminando en dos setas sensoras, los
ojos se hacen evidentes, el térax con patas bien definidas y segmentadas,
también se pueden apreciar en la parte terminal de las tibias posteriores un par
de uias, paquetes alares definidos y la separacidn entre el térax y el abdomen

es notoria (Pérez et al., 2021).

Quinto estadio

El quinto estadio muestra una segmentacion definida entre la cabeza, torax y
abdomen, siendo la cabeza y abdomen una coloracion verde claro y el torax
presenta una tonalidad un poco oscura, las antenas estan seccionadas en dos
partes por una hendidura marcada, siendo la parte basal gruesa y la apical
filiforme, el térax presenta sus tres pares de patas bien definidas con su
segmentacion, los paquetes alares claramente diferenciados sobresaliendo del
resto del cuerpo, el abdomen es semicircular con un par de espiraculos en cada

uno de los cuatro primeros segmentos (Marin et al., 1995; Marin, 2002).

Adulto

Los adultos se parecen a pequefias chicharras aladas y son del tamafio de un
pulgdén, midiendo menos de 3 mm de longitud. Presentan alas blancas, pero
después de 3 o 4 horas son transparentes y cuando estan en reposo se
mantienen sobre el cuerpo, el adulto presenta una coloracion verde-amarillento,
al paso de los primeros siete o diez dias de alcanzar el estado adulto, la
coloracion del cuerpo pasa ligeramente de ambar a café oscuro o negro (Marin,
2002; Pérez et al., 2021).
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Adulto hembra

El adulto hembra a diferencia del macho presenta cinco segmentos visibles mas
el segmento genital en el abdomen, este de forma conica en vista lateral, presenta
una mancha en forma de “Y” en la parte media dorsal con los brazos hacia la
parte terminal del abdomen (Marin, 1995, 2002).

Permanente del tomate y sintomatologia

Candidatus Liberibacter solanacearum (CLs), es una bacteria Gram negativa
restringida al floema de las plantas y a la hemolinfa de los insectos vectores, no
es cultivable in vitro, es miembro del género Liberibacter, perteneciente a la clase
a- Proteobacteria, subdivision de Proteobacterias, la morfologia de esta bacteria
es la de un bacilo con un tamo de entre 2-3 um de largo y 0.2-0.3 pm de ancho,
dispone de una pared de peptidoglicanos apenas visible, su citoplasma es menos
denso con respecto a otras bacterias fitopatdogenas y a su vez presentan
plasmolisis, los factores favorables para su desarrollo son temperaturas de 20 a
32°C para haplotipos Ay B (Garnier et al., 2000; Tanaka et al., 2007; Levy et al.,
2011; Ontiveros, 2012; Delgado-Ortiz et al., 2020).

El permanente del tomate se detectd a principios de los afos 80°s en México en
la region del Bajio, en el estado de Guanajuato, pero no fue hasta el 2009 que a
nivel mundial se reconocio la presencia del patégeno en cultivos de tomate en
Sinaloa, provocando pérdidas econdmicas en cultivos a cielo abierto e
invernadero y siendo muy dificil de controlar, ademas que afecta el rendimiento
y la calidad del fruto, causando pérdidas econdmicas de hasta un 60-100%
(Almeyda et al., 2008; Delgado-Ortiz et al., 2020; Roque-Enriquez et al., 2021).
Los sintomas principales del permanente del tomate son: clorosis de brotes
apicales, hojas compuestas lanceoladas con epinastia y margenes con
coloracién purpura, necrosis, aborto de flores, hojas maduras fragiles de
coloracién amarillenta y enrolladas hacia arriba, presentan también entrenudos

cortos, reduccion y produccién de frutos pequefios, necrosis de los tejidos hasta
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el colapso de la planta de tomate (Liefting et al., 2009a; Garzén-Tiznado et al.,
2009; Rojas et al., 2016; Mendoza-Herrera et al., 2018; Delgado-Ortiz et al.,
2020).

Caracterizacion bioquimica de CLs

Actualmente, la caracterizacion bioquimica de Candidatus Liberibacter es
complicada, debido a que es dificil aislarla en medios de cultivos por ello se
encuentra ubicada dentro de los organismos Candidatus (Reveles-Torres et al.,
2016). Por otro lado, ha habido reportes que Candidatus Liberibacter americanus
y Candidatus Liberibacter solanacearum poseen mayor capacidad metabdlica
para algunos aminodacidos y vitaminas, y siendo CLs capaz de producir arginina,

glutamina y ornitina (Wulff et al., 2014).

Distribucién de los haplotipos de CLs

En la actualidad se han descrito cinco haplotipos distintos de Candidatus
Liberibacter (Designados A, B, C, D y E), los cuales afectan a varios cultivos en
el mundo, el haplotipo A se ha reportado desde Centroamérica hasta
Norteamérica y Nueva Zelanda, mientras que el haplotipo B se ha encontrado en
Meéxico y América del Norte, ambos presentes en solanaceas y transmitidos por
B. cockerelli aunque también en México se presenta el haplotipo A (Nelson et al.,
2011; Rojas-Martinez et al., 2016; Melgoza-Villagbmez et al., 2018; Delgado-
Ortiz et al., 2020).

El haplotipo C se encuentra presente en Finlandia, Noruega y Suecia en el cultivo
de zanahoria (Nelson et al., 2011; EPPO, 2013; Loiseau et al., 2014). Los
haplotipos D y E estan descritos en Francia, Espafia, Marruecos, Tunez, Israel y
Portugal para cultivos de apiaceas (zanahoria, apio, chirivia, perejil) (Teresani et
al.,, 2014) y se ha confirmado que los haplotipos B y E afectan a apiaceas y
solanaceas (Teresani et al., 2014; Bertolini et al., 2015).

Mendoza-Herrera et al. (2018) reportan que dependiendo de los haplotipos Ay B
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de CLs que provocan la infeccidn, la planta registra la aparicion de sintomas y
su severidad como: reduccion del crecimiento, reduccién del tamafo y
decoloracion de las hojas apicales, desarrollo de meristemos axilares,
enchinamiento, atrofia, enrollamiento y necrosis de los tejidos hasta el colapso

de la planta.

Nanotecnologia

La nanotecnologia es el disefo, caracterizacién, produccion y aplicacion de
estructuras manipulando el tamafo y forma a nanoescala en un rango de 1 hasta
100 nanometros (Yadollahi et al., 2010), resultando en nuevas estructuras que
exhiben propiedades bioldgicas, fisicas, quimicas, significativamente mejoradas
(Zayago-Lau y Foladori, 2010).

La nanotecnologia proporciona productos con propiedades fisicoquimicas, brinda
grandes oportunidades para la obtencibn de productos y aplicaciones
innovadoras para la agricultura, la ganaderia, el tratamiento de aguas y en la
produccion, elaboracion, conservacion y envasado de alimentos. Para esto
se han implementado diversidad de nanomateriales que van desde metales y
oxidos de metales inorganicos a nanomateriales organicos que llevan

ingredientes bioactivos (Avalos et al., 2016).

Nanotecnologia en plantas

Las nanoparticulas (NPs) interacttan con las plantas causando muchas
alteraciones morfolégicas y fisioldgicas dependiendo de sus propiedades. La
aplicacion apropiada del mecanismo fisiolégico, bioquimico y molecular de las
NPs en la planta conduce a un mejor crecimiento y desarrollo. Su eficacia
depende de la concentracién y varia de planta a planta (Siddiqui et al., 2015). Las
NPs aplicadas al suelo o0 agua de riego, penetran a través de la epidermis de la
raiz y llegan a la corteza via simplasto y/o apoplasto, posteriormente atraviesan

la endodermis y finalmente entran al tejido conductivo del xilema para ser



14

translocadas hasta la parte aérea de la planta (Peng et al., 2015). El tamafo
nanométrico de las NPs facilita la penetracion a través de las membranas
bioldgicas, en comparacion con materiales a escala micrométrica, las NPs tienen
mayor facilidad de penetrar la membrana y pared celular causando cambios
morfo-fisiolégicos (Sabir et al., 2014). El efecto promotor o inhibidor en el
crecimiento de las plantas con las NPs esta relacionado con la concentracion,
tamano y sus propiedades inherentes, asi como la funcidn fisiologica y
bioquimica que desempenia la planta, si actua como micronutriente tratandose de

cobre (Cu), zinc (Zn), fierro (Fe), entre otras (Wang et al., 2015).

La nanotecnologia en el control de insectos

Los usos y beneficios potenciales de la nanotecnologia son enormes, incluyen el
manejo de plagas de insectos a través de las nuevas formulaciones de
insecticidas basadas en nanomateriales (Ragaei y Sabry, 2014).

Los nanoinsecticidas son productos fitosanitarios utilizados contra las plagas de
insectos (Sabry y Ragaei, 2018) pueden ayudar a reducir el numero de
aplicaciones en el campo debido al aumento de la eficacia. Los beneficios
comunes de nanopesticidas son; mayor solubilidad de ingredientes activos
insolubles en agua, mayor estabilidad de la formulacion, eliminacion de
solventes organicos téxicos usados en pesticidas convencional, liberacion lenta
de ingredientes activos, aumenta el tiempo de degradacion, mejora la movilidad y
mayor actividad insecticida debido a un tamafo de particula mas pequefio
(Athanassiou et al., 2018).

Khooshe-Bast et al. (2016), evaluaron el efecto insecticida de NPs de zinc y
Beauveria bassiana sobre Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae)
bajo condiciones de laboratorio, obteniendo mortalidades de 91 y 88% a
concentraciones de 20 mg L' y 108 esporas mL™" respectivamente. Das et al.
(2019), hicieron un analisis comparativo sobre la eficacia entomotéxica de
nanoparticulas de 6xido de aluminio, dioxido de titanio y 6xido de zinc contra
Sitophilus. orizae L. (Coleoptera: Curculionidae), con una mortalidad de mas del
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90% después de 4 dias de tratamiento con NPs de 6xido de aluminio a una dosis
de 1 g kg de arroz Oryza sativa L. (Poaceae), mientras que con oxido de zinc
y dioxido de titanio alcanzaron esta eficacia a una dosis de 2 g kg-1 después de
14 dias de tratamiento.

Shaker et al. (2016), evaluaron nanoparticulas de 6xido de cobre contra larvas
del segundo y cuarto estadio de Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera:
Noctuidae), con resultados efectivos contra la supervivencia de las larvas de
segundo y cuarto estadio con 95 y 75% de mortalidad a 1000 ppm
respectivamente, también se vieron afectados algunos aspectos biolégicos del
insecto como fecundidad, porcentaje de eclosiéon de huevos, proporcion de
sexos, duracién de larvas y pupas, pupacion y porcentaje de emergencia de
adultos.

Zayed et al. (2020), evaluaron nanoparticulas de éxido de aluminio y silice en
comparacioén con el malatién en granos de trigo Triticum sp. L. (Poaceae) sobre
el escarabajo de la harina Tribolium castaneum (Herbest) (Coleoptera:
Tenebrionidae), sus resultados mostraron que el malation tuvo el mayor efecto
adverso sobre los adultos de T. casteneum y las dos nanoparticulas utilizadas
inhibieron significativamente el numero de progenie de T. casteneum. Las NPs
de silice y aluminio son recomendadas para proteger los granos almacenados
como método alternativo a los insecticidas quimicos siendo relativamente seguro

para los humanos en comparacion con el malation.

Modo de accidén de las nanoparticulas contra insectos

El posible modo de accion de las NPs contra insectos es limitado (Benelli, 2018)
(Fig. 1). Los mecanismos que conducen a la citotoxicidad se han estudiado
principalmente para las nanoparticulas de plata, considerando que su toxicidad
esta fuertemente influenciada por su tamano, forma y carga (Foldbjerg et al.,
2015). La teoria mas ampliamente aceptada para varios tipos de NPs, es que
logran una toxicidad que desencadena el estrés oxidativo en los tejidos
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artrépodos (Foldbjerg et al., 2015; Mao et al., 2018). Su toxicidad también puede

deberse a la penetraciéon de las NPs a través del exoesqueleto (Rai et al., 2014;

Stadler et al., 2017). Luego, en el espacio intracelular, el material a nanoescala

se une al azufre de las proteinas o al fosforo del ADN, lo que lleva a la rapida

desnaturalizacion de los organulos y las enzimas. Posteriormente,

la

disminucién de la permeabilidad de la membrana y la perturbacion en la fuerza

motriz de protones puede causar la pérdida de la funcion y la muerte celular

(Jiang et al., 2015).

® Nanoparticulas de dxido ® Nanoparticulas de silice
... de grafeno * , @ y alimina.
//7},

e Muerte Celular
/o-

0 ;
e Une
/ 3l ey
e ti 5 :
Estrés Desnaturalizacion CUla sorber lipidos cuticulares y ceras

Nanoparticulas de @oxidativo. de organulosy
@ ki enzimas v
00 poliestireno BQCU/ \ \ Deshidratacién de
® 050/,7 ®  impactoenlas Dismiinucion de la insectos
95 l1s0enzimas enzimas  permeabilidad de
CYPA50 antioxidantesy  la membrana i
B inhibidas gesintoxicantes Desmelanizacion
Actividad de 5 cuticular
*acetilcolipesterasa oy .
reducida y P (dcidos nucleicos) i doC
G e mitando Cu-
i Actividad reducida de
Nanoparticulas Ag \ / enzimas dependienites de Cu hambre
® @ Ingerido/Contacog Rgulaciiet et y Daios al
@ [} - @ L descendente del gen dél receptor desarrollo
sma \ de ecdisona
z P! Regulacion tiva de Crl15 Regulacion
Nanoparticulas de A:‘ ces 92 3 Sro\© positiva de CrGnRH1 y CrBR2.2
iS00 “Caballos de Troja”

\W\ 140 s A 2 ici Oni
Rep\'od. te(mﬂ\‘)\d éToxicidad por Sintesis deproteinas reducida Toxicidad cron'"':a
in! jonesAg?  Liberacion de gonadotropinas con reproduccion

“fallo reproductivo ~* de la aptitud

Figura1. Modo de accion de las nanoparticulas sobre insectos (Benelli, 2018)
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

La presente investigacion se llevd a cabo en el Departamento de Parasitologia
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro en Buenavista, Saltillo,
Coahuila, México, y se desarroll6 en dos etapas. La primera se efectud en el
Laboratorio de Entomologia Molecular y Alternativas de Control de Plagas

(LEMACP), mientras que la segunda tuvo lugar bajo condiciones de invernadero.

Cria de insectos y material vegetativo.

Se utilizé una cria de insectos de B. cockerelli mantenida en plantas de tomate
dentro de jaulas de 60x60%60 cm, libre de patégenos y parasitoides. La colonia
se desarrollé bajo condiciones controladas de invernadero, a 24 + 2 °C, con una
humedad relativa de 60 £ 10% y ventilacion automatizada para reducir el calor y
renovar el suministro de biéxido de carbono.

El material vegetal correspondio a plantas de tomate tipo bola variedad Floradade
(Fax de Occidente S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México), variedad
seleccionada por su alta susceptibilidad a B. cockerelli (Mayo-Hernandez, 2018).
Las semillas se sembraron en charolas de germinacion de poliestireno expandido
de 200 cavidades, utilizando sustrato peat moss y perlita en proporcion 2:1. El
trasplante se realizé 30 dias después de la siembra, colocando las plantulas en

bolsas de polietileno de 10 L para los ensayos de invernadero.

Sintesis de Nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs-ZnO) con morfologia

semiesférica y hexagonal

Las nanoparticulas de éxido de zinc (NPs-ZnO) fueron sintetizadas en el Centro
de Investigacion de Quimica Aplicada (CIQA), en Saltillo, Coahuila. Se

sintetizaron a través de precipitacion controlada de acuerdo con la guia de
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Betancourt et al. (2010), mediante el método de hidrdlisis quimica, bajo la
siguiente metodologia: En un matraz bola de 3000 mL se mezclaron 26.33 g de
acetato de zinc, 1700 mL de etanol, 300 mL de agua destilada, 5.36 mL
trietanolamina y 1.42 mL N-propilamina. La reaccion se mantuvo en reflujo a 65
°C durante seis y doce horas, (hexagonal y esférica, respectivamente). Luego,
las soluciones se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se agitaron durante
doce horas. Finalmente, las nanoparticulas se centrifugaron a 15,000 rpm
durante 5 minutos para su recuperacion, el precipitado se lavo con etanol y se
sec6 a 80 °C en una estufa de secado por 24 horas. Las NPs-ZnO secas se
trituraron en un mortero de agata para obtener un polvo fino y se almacené a

temperatura ambiente hasta su utilidad.

Caracterizacion de Nanoparticulas de ZnO

La caracterizacion de las NPs-ZnO se realizé en el CIQA, mediante Difraccion de
rayos X (XRD) para conocer la estructura cristalina; Espectroscopia de infrarrojo
(FTIR) para conocer su composicion quimica de las NPs y microscopia

electronica de transmision (TEM) para conocer su morfologia y tamano.

Evaluacién del efecto de nanoparticulas de 6xido de zinc (semiesféricas y

hexagonales) sobre Bactericera cockerelli bajo condiciones de laboratorio.

Se colocaron plantas de tomate en una jaula de 60%x60x60 cm, donde se liberaron
adultos de B. cockerelli durante 48 horas para que ovipositaran, y de estos se
utilizaron para los bioensayos. Se evaluaron mortalidades tanto de huevo como
de ninfas de tercer estadio basado en el Insecticide Resistance Action Committee
(IRAC) con el método de prueba 002 Psylla spp. (Hemiptera: Triozidae) con
algunas modificaciones. El bioensayo consistio en la inmersion de foliolo
infestado con huevos y otra inmersion de foliolo infestados con ninfas de tercer
instar, en ambos casos durante 5 segundos. Los foliolos tratados se mantuvieron

en charolas de plastico con algodén saturado de agua bajo condiciones
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controladas de laboratorio (25 £ 2 °C, 70% humedad relativa y fotoperiodo de
14:10 h luz: oscuridad). Para este estudio se establecieron ocho concentraciones,
incluido el testigo de NPs-ZnO (3000, 1500, 1000, 500, 250, 100, 50 y 0 mg-L)
con seis repeticiones, y cada repeticion conformada de tres foliolos y se evalu6
cada 24 horas por cinco dias sobre huevos y por cuatro dias en ninfas. Para la
evaluacioén se utilizd un microscopio estereoscopio binocular Carl Zeiss Stemi
DV4 y consistio en la contabilizacion del numero de huevos y ninfas vivas del
tercer estadio de B. cockerelli por foliolo. Para el criterio de muerte en la
evaluacion de huevos, se tomé en cuenta los huevos no eclosionados y/o
presenten una malformacion en el corion. Y en el caso de ninfas, los criterios de
muerte fueron, la no motilidad, cambio de coloracion y malformaciones en las

ninfas.

Evaluacion del efeto de nanoparticulas de 6xido de zinc (semiesféricas y

hexagonales) sobre Bactericera cockerelli bajo condiciones de invernadero

Para la evaluacién en invernadero se trasplantaron plantas de tomate de 30 dias
después de la germinacion, cultivadas en bolsas de polietileno de 10 L de sustrato
peat moss y perlita en relacion 2:1. Alos 15 después del trasplante (ddt) se realizé
la infestacion con adultos de B. cockerelli durante 48 horas para que ovipositaran,
después se retiraron los adultos y se realizd el conteo de huevos y se dio
seguimiento hasta su eclosion y al contar con ninfas de tercer estadio se realizé
la primera aplicacion de NPs-ZnO via drench (con un volumen de 25 mL/planta)
y via foliar (asperjados de manera manual con un atomizador con un mismo
volumen). Se evalud la mortalidad cada 24 horas por cinco dias. La segunda
aplicacion se realizé a los 15 dias después de la primera e igualmente se evalud
cada 24 horas por cinco dias. Se evaluaron cuatro tratamientos por NPs (0, CL50,

CL90 y CL90X3, derivadas del bioensayo de laboratorio) con seis repeticiones.
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Anadlisis de datos in vivo

Los datos de mortalidad se analizaron usando un analisis Probit para estimar el
valor de la CL50 y CL95 y el margen de fiabilidad (limite fiducial) al 95% de
significancia. La mortalidad en el control fue corregida mediante la formula de
Abbott (1925) con una mortalidad aceptada en el testigo de 15%. Posteriormente,
para determinar las diferencias en la mortalidad entre los tratamientos, los datos
se transformaron (raiz cuadrada/arcoseno) los cuales se sometieron a una
prueba ANOVA bajo un disefio completamente al azar, tanto en laboratorio como
invernadero y una comparaciéon de medias de Tukey (p<0.05) utilizando el
paquete estadistico SAS/STAT (SAS Institute, 2002).

Cambios fenotipicos y anadlisis de la severidad de la enfermedad

permanente del tomate

Se realizd un monitoreo peridodico de la evolucion de los sintomas de la
enfermedad llegando a manifestarse los primeros sintomas entre 33 y 45 dias
posteriores a la aplicacion de las NPs-ZnO comenzando con enroscamientos
ligeros en las hojas jovenes de la planta siendo la muerte de la planta como la
etapa final. Se realizé una evaluacion de la severidad en la planta relacionados
con la presencia de la bacteria, para lo cual se sigui6 la escala mencionada por
Beltran-Beache y Flores-Olivas, (2014) (Figura 2). 0: planta sana; 1:
enroscamiento de las hojas de la parte superior; 2: enroscamiento y clorosis en
el borde de las hojas de la parte superior; 3: enroscamiento y clorosis en el borde
las hojas en toda la planta; 4: la planta adquiere un tono verde mas intenso y
presenta aborto florales; 5: deformacién del apice y retraso en el crecimiento de
la planta; 6: nervaduras y puntas color purpura en las hojas jovenes; 7:
coloraciones purpuras en mas del 50% de las hojas superiores; 8: plantas
pequefias con enroscamiento y clorosis general, con aborto floral y puntas

purpuras; 9: los foliolos del estrato superior de la planta comienzan a tonarse
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secas y flexibles de la punta hacia el peciolo de la hoja, provocando la muerte
descendente de la planta y 10: planta muerta.

Para determinar las diferencias en la severidad entre los tratamientos, los datos
se transformaron (raiz cuadrada/arcoseno) los cuales se sometieron a una
prueba ANOVA bajo un disefio completamente al azar y una comparacioén de
medias de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete estadistico SAS/STAT (SAS
Institute, 2002).

3N

Figura 2. Escala de severidad de acuerdo con la sintomatologia expresada por

la infeccidon de CLs (Beltran-Beache y Flores-Olivas, 2014). A) nivel 0; B) nivel 1;
C) nivel 2; D) nivel 3; E) nivel 4; F) nivel 5; G) nivel 6; H) nivel 7; I) nivel 8; J) nivel
9yL)nivel 10.
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RESULTADOS

Caracterizacion de las NPs-ZnO

El analisis TEM confirmo que las NPs-ZnO tienen una morfologia semiesférica y
hexagonal con un diametro aproximado en un rango de 50-80 nm (Figuras 3ay b).
Mientras que el analisis DRX (Figura 4) muestran que tienen una estructura
cristalina bien definida, cuyos picos presentes coinciden parcialmente con los del
estandar de ZnO, sugiriendo que la muestra contiene ZnO, pero posiblemente en

menor cantidad o con impurezas, esta diferencia podria deberse a diferentes

condiciones de sintesis o procesamiento de las muestras.

Figura 3. Micrografia TEM de NPs-ZNO que muestra la forma esférica (a) y (b)

hexagonal y tamario de las NPs-ZnO.
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Figura 4. Difractograma de rayos X de nanoparticulas de ZnO. a) NPs-ZnO

hexagonal, b) NPs-ZnO esférica.

Mortalidad de huevo y ninfas de tercer instar de B. cockerelli en laboratorio

El efecto insecticida de las NPs-ZnO de dos morfologias (semiesféricas vy
hexagonal) sobre la etapa de huevo de B. cockerelli mostro diferencias
significativas entre concentraciones. A las 120 horas de evaluacion, se observo
que a partir de concentraciones de 500 ppm la tasa de mortalidad de huevo supero
el 50% alcanzando valores maximos de 72.10 y 73.19% en la concentracién de
3000 ppm y una CLso de (250.27-265.40 ppm) y una CLos de (3955-4234 ppm)

respectivamente para las NPs semiesféricas y hexagonales (Tabla 1).
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Tabla 1. Mortalidad y concentraciones letales de NPs-ZnO con dos morfologias

en huevos de B. cockerelli bajo condiciones de laboratorio.

Concentracion (ppm) Mortalidad (%)
(semiesféricas) (Hexagonales)
Testigo 2.05f 561e
50 15.59 e 23.74d
100 30.71d 30.96 d
250 49.25c 48.77 c
500 53.40 c 52.99 ¢
1000 63.77 ab 61.97 b
1500 69.38 a 69.02 ab
3000 7210 a 7319 a
g.l. 7,47 7,47
F 109.56 184.36
Pr>F <0.0001*** <0.0001***
R? 0.95 0.97
&CLso (°LF, 95%) 250.27 265.40 (218.86-317.34)
(205.93-
299.50)
&CLgs (*LF, 95%) 3955 (2823- 4234 (3005-6580)
6101)

Datos transformados por raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma letra
entre columnas no son significativamente diferentes (Tukey p<0.05). *** Indican
significancia contraste valor F a P <0.001. &Concentracion letal, $Limites de
confianza.

En el caso de las ninfas, la actividad insecticida de las NPs-ZnO, mostré que a la
concentracion de 500 ppm ocasionaron una mortalidad de 47.48 y 48.17%
hexagonales y semiesféricas, respectivamente, a las 96 horas de evaluacion. Asi
mismo, se registrd una letalidad maxima de 80.42 y 81.37% en la concentracion

de 3000 ppm de NPs-ZnO hexagonal y semiesféricas, en comparacion con el
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testigo, los valores de CLso fueron de 277.58 (hexagonales) y 255.63 ppm
(semiesféricas) mientras que las ClLos correspondieron a 3610 y 3511 ppm,

respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Mortalidad y concentracion letal de NPs-ZnO de dos morfologias en

ninfas de tercer instar de B. cockerelli bajo condiciones de laboratorio.

Mortalidad (%)
Concentracion (ppm)
Hexagonales Semiesféricas
Testigo 9.63f 11.44 ¢
50 23.22 e 27.94d
100 38.55d 37.84 cd
250 41.07 cd 37.37 cd
500 47.48 c 48.17 c
1000 67.95b 66.10 b
1500 69.21b 70.27 ab
3000 80.42 a 81.37 a
g.l. 7,47 7,47
F 154.36 83.86
Pr>F <0.0001*** <0.0001***
R? 0.96 0.94
&CLso (°LF, 95%) 277.58 (167.19-427.85) 255.63 (150.98-396.66)
&CLos (°LF, 95%) 3610 (1789-13765) 3511 (1720-13822)

Datos transformados en raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma letra

entre columnas no son significativamente diferentes (Tukey p<0.05). *** Indican

significancia contraste valor F a P<0.001. Concentracion letal, $Limites de

confianza.
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Mortalidad de ninfas de segundo estadio de B. cockerelli, en invernadero

Tras la aplicacion de NPs-ZnO de morfologia semiesféricas en invernadero sobre
plantas de tomate infestadas con ninfas de segundo estadio de B. cockerelli, se
observaron diferencias altamente significativas entre concentraciones, sin
embargo, ni el modo de aplicacion ni su interaccion mostraron diferencias (F:
3.72; P<0.0610) y (F: 0.56; P < 0.6441). La mortalidad incremento notablemente
en la segunda aplicacion, alcanzando una letalidad de 79.67% mediante la via
foliar (F: 57.48; P < 0.0001; gl: 7) (Figura 5).

100.00

80.00 o 550
[ 71.72a
6679 T 6352 " 6455

60.00 —T 58.18a

40.00

MORTALIDAD

20.00

14.31b
0.00.

6000:Drench  2000:Drench  250:Drench  6000:Foliar  2000:Foliar 250:Foliar T0
CONCENTRACION*APLICACION (ppm)

Figura 5. Mortalidad de ninfas de segundo estadio de B. cockerelli por aplicacion
en dos vias de NPs-ZnO de morfologia semiesférica en tomate bajo
invernadero. Datos transformados por raiz cuadrada de arcoseno. Medias con
la misma letra entre columnas no son significativamente diferentes (Tukey
p<0.05).
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Figura 6. Mortalidad de ninfas de segundo estadio de B. cockerelli por aplicacion
en dos vias de NPs-ZnO de morfologia hexagonal en tomate bajo invernadero.
Datos transformados por raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma letra
entre columnas no son significativamente diferentes (Tukey p<0.05).

Para el caso de las NPs-ZnO de morfologia hexagonal, los resultados mostraron
diferencias altamente significativas entre concentraciones evaluadas (F: 71.28; P
< 0.0001; gl: 7) a diferencia de los observado con las NPs semiesféricas, las
hexagonales presentaron diferencias en el modo de aplicacion (F: 4.72; P <
0.0358), aunque no se detectaron diferencias en la interaccion entre factores. Las
NPs-ZnO de morfologia hexagonal alcanzaron una mortalidad de 78.95% a 6000
ppm, lo que indica que tanto la concentracion como el método de aplicacién

influyen significativamente en la mortalidad de las ninfas (Figura 6).

Severidad del nivel de la expresiéon de la enfermedad con aplicaciones de
NPs-ZnO en plantas de tomate

Después de la segunda aplicacion de NPs-ZnO, se evalud la severidad de la
enfermedad del permanente del tomate, pero no se encontré diferencias entre
NPs-ZnO semiesférica (F: 2.87; p<0.0484; gl: 7) y hexagonal (F: 2.71; p<0.0577;
gl: 7), asi como la via de aplicacion y su interaccién, y esto pudiese deberse a
factores climatoldgicos. (Grafica 7 y 8). Sin embargo, las NPs-ZnO de morfologia
hexagonal registraron una mayor reduccién de la severidad (26.07%) en

comparacion con las semiesféricas (30.76%) en concentracion de 6000 ppm por
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la via foliar, esto podria atribuirse a factores relacionados con la biodisponibilidad,
transporte y mecanismo de accion de las NPs, indicando que las NPs de
morfologia hexagonal podrian ser ligeramente mas prometedora para el control de

la enfermedad.
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Figura 7. Severidad del nivel de expresién de la enfermedad permanente del
tomate por aplicaciones de NPs-ZnO semiesféricas en tomate bajo invernadero.
Datos transformados por raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma letra

entre columnas no son significativamente diferentes (Tukey p<0.05).
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Figura 8. Severidad del nivel de expresion de la enfermedad permanente del
tomate por aplicaciones de NPs-ZnO hexagonales en tomate bajo invernadero.
Datos transformados por raiz cuadrada de arcoseno. Medias con la misma letra

entre columnas no son significativamente diferentes (Tukey p<0.05).
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DISCUSION

En la ultima década, la nanotecnologia ha revolucionado diversas industrias a
nivel mundial, incluida la agronémica, donde se consolida como una herramienta
prometedora para el manejo de plagas y enfermedades, asi como para la
proteccion integral de los cultivos (Wazid et al.,2018).

Los resultados en la presente investigacion demuestran que la aplicacion de NPs-
ZnO, tanto en su morfologia semiesférica como hexagonal ejercen actividad
toxica significativa sobre huevos y ninfas de B. cockerelli en tomate bajo
condiciones controladas de laboratorio e invernadero.

Diversos estudios han evidenciado la eficacia de distintas nanoparticulas en el
control de insectos. Shaker et al. (2017) reportaron que las nanoparticulas de
dioxido de titanio con morfologia hexagonal resultaron efectivas contra
Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae), alcanzando altos
niveles de control a los 15 dias de aplicacion, particularmente a concentraciones
de 62.5 y 125 ppm sobre larvas de segundo y cuarto estadio, ademas de alterar
parametros bioldgicos del insecto. De manera similar, Das et al. (2019)
registraron mortalidades de hasta 90% sobre Sitophilus orizae L. (Coleoptera:
Curculionidae) tras cuatro dias de exposicion a nanoparticulas de oOxido de
aluminio de morfologia semiesférica a dosis de 1 g kg' en arroz.

Rahman et al., (2022) evaluaron las nanoparticulas de 6xido de cobre (NPs-CuO)
sobre Spodoptera frugiperda (Lepidotera: Noctuidae) y observaron una marcada
actividad larvicida alcanzando mortalidades del 97%, 94% y 81% en larvas del
tercer, cuarto y quinto estadio, respectivamente, a una concentracion de 500
ppm. De manera similar, Al-Azzazy y Ghandi (2024) analizaron el impacto de las
NPs-CuO sobre distintos estadios de los acaros Phyllocoptruta oleivora
(Ashmead) (Acari: Eriophyidae), Eutetranychus orientalis (Klein) (Acari:
Tetranychidae) y Brevipalpus obovatus (Donnadieu) (Acari: Tenuipalpidae) asi
como su efecto en los acaros depredadores, Amblyseius swirskii (Athias-Henriot)
y Euseius scutalis (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae) en naranjo. Los
resultados demostraron que todas las etapas de los acaros plaga, incluidos los
huevos, presentaron susceptibilidad a las NPs-CuO con porcentajes de
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mortalidad de 86.37%, 77.52% y 84.08% para P. oleivora, E. orientalis y B.
obovatus a 320 ppm, respectivamente. En contraste, los depredadores mostraron
una baja mortalidad (15.19 y 21.39% a 320 ppm), lo que sugiere una relativa
selectividad. Ademas, los autores reportaron la inducciéon de malformaciones en
los huevos lo cual podria estar asociado con la reduccion de la tasa de eclosion.
Por otra parte, Hameed et al., (2023) emplearon nanoparticulas de titanio (NPs-
Ti), obtenidas mediante, sintesis verde a partir de Chlorella vulgaris Beijenrinck
(Chlorellaceae) para evaluar su eficacia contra Musa domestica L. (Diptera:
Muscidae) en comparacioén con el insecticida imidacloprid, con mortalidades del
100% en el primer estadio larval, 70% en el tercer estadio larval y 93.3% adultos
a una concentracion de 200 pg/mL. Ademas, concluyeron que las NPs-Ti de
sintesis verde inducen alteraciones fenotipicas en la mosca doméstica, inhibicion
de la emergencia, maduracién de pupas, desarrollo incompleto estructuras como
la cabeza, patas y alas, asi como adultos malformados con ausencia de 6rganos
genitales. Asi mismo, Zavala-Zapata et al. (2024) evaluaron nanoparticulas de
plata, obtenidas de sintesis verde sobre Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae) registrando mortalidades del 80.14% a una concentracién de 128 ppm
después de 72 horas de aplicacion bajo condiciones de invernadero.
Ontiveros-Guerra et al. (2025) evaluaron los efectos de nanoparticulas de oro
(AuNPs) sintetizadas mediante un método ecoldgico sobre de Tetranychus
urticae K. Koch (Acari: Tetranychidae) y su depredador Phytoseiulus persimilis
Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae) bajo condiciones de laboratorio, asi como su
eficacia foliar en tomate bajo invernadero contra T. urticae. Los resultados
demostraron que todos los estadios de T. urticae y los adultos de P. persimilis
fueron susceptible a las AuNPs, registrandose tiempos de mortalidad similares
en ambas especies, no obstante; las AuNPs mostraron selectividad hacia la
plaga. En invernadero, la aplicacién foliar de AuNPs redujo significativamente las
poblaciones de T. urticae en plantas de tomate.

En relacion con las NPs ZnO, nuestros resultados son consistentes con lo
reportado por Khooshe-Bast et al. (2016) quienes evaluaron NPs-ZnO de 23.34
nm y morfologia hexagonal sobre Trialeurodes vaporariorum Westwood
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(Hemiptera: Aleyrodidae) en condiciones de laboratorio. Dichos autores
reportaron mortalidades de 73.3 y 91.6% a concentraciones mas bajas de (15 mg
L-' y 20 mg L"), confirmando el potencial insecticida de las de NPs-ZnO incluso
a bajas concentraciones.

La alta efectividad de las nanoparticulas podria explicarse por su capacidad para
desintegrar la capa cerosa protectora de los insectos mediante la absorcién de
lipidos, lo que provoca la pérdida de humedad y, en consecuencia, la desecacion
del insecto (Keratum et al., 2015). Ademas, diversos estudios sefalan que las
NPs pueden afectar de manera importante los procesos de alimentacion.
Manimegalai et al. (2021) demostraron que nanoparticulas de plata (NPs-Ag) de
sintesis verde a partir de Vernonia anthelmintica (L.) Willd, ejercen una marcada
actividad antialimentaria sobre Spodoptera litura (F.), Helicoverpa armiguera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), Culex quinquefasciatus Say y Aedes aegypti
(L.) (Diptera: Culicidae), registraron porcentajes de disuasion alimentaria de
86.90 y 89.83% a dosis de 150 pg/mL. Asi mismo, los autores observaron
alteraciones estructurales, como células reducidas de tamafo y dafo en la
membrana peritrofica en larvas tratadas, lo que sugiere un impacto directo en la
integridad del sistema digestivo.

Las distintas NPs, especificamente aquellas de naturaleza metalicas, pueden
generar alteraciones a nivel celular en los tejidos de los insectos. Estas
afectaciones incluyen dano en el intestino medio, en células epiteliales y en la
cuticula, ademas de provocar deshidratacion, apoptosis, perdida de setas
laterales, constriccidn en la region abdominal del térax (Benelli, 2019). En el
presente estudio se observaron varias de estas alteraciones, tales como,
constriccidon del abdomen, apoptosis, deshidratacion del corion en los huevos de
B. cockerelli y malformaciones durante la transicion del quinto estadio ninfal a la
fase adulta (Figura 9). De manera similar, Ishwarya et al. (2018) reportaron que
la mortalidad en larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) sintetizadas de
forma verde a partir de extractos de Ulva Lactuca L. (Ulvaceae) se relacioné con
la desintegracion de la capa epitelial y cuticula externa, alcanzando un 100% de
mortalidad en larvas de cuarto estadio a 50 ug/mL en solo 24 horas.
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Figura 9. Dafo ocasionado por aplicacion de NPs-ZnO de morfologia
semiesférica y hexagonal en huevo y ninfas de B. cockerelli en plantas tomate:
a) deshidratacién de huevos; b) constriccion de la region abdominal; c)

malformacion al pasar al estado adulto y d) apoptosis en ninfas.

Otros estudios refuerzan que las nanoparticulas también pueden desencadenar
respuestas bioquimicas asociadas al estrés celular. Amjad et al, (2022)
observaron un incremento en las actividades de enzimas como la catalasa,
glutation S-transferasa en Sitobion avenae (F.) (Hemiptera: Aphididae) tras la
aplicacién de NPs-Ag, alcanzando una mortalidad del 93.3% a 600 ppm dos dias
después de la aplicacion del tratamiento. Por otro lado, Alaraby et al., (2015)
evaluaron los efectos de NPs-ZnO vy cloruro de zinc (ZnCl2) en larvas de tercer
estadio de Drosophila Melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae),
encontrando cambios significativos en la expresion génica, producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) e internalizacion de las nanoparticulas a
través de la barrera intestinal sin evidencia de genotoxicidad. Dichas
nanoparticulas indujeron modificaciones en la expresion de genes relacionados
con estrés celular, como Hsp70 y p53, especialmente a 10 mM, donde se observo

una marcada sobreexpresion del gen p53. Otros genes como Hsp83, CAT, SOD
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también se comportaron como biomarcadores de la exposicion a NPs-ZnO y
ZnCl2. Mientras que a dosis bajas se registro la subregulacién del gen SOD.

En el presente estudio, las NPs-ZnO evaluadas, no redujeron significativamente la
severidad del permanente del tomate, pero las NPs-ZnO de morfologia hexagonal
mostraron la mayor reduccion de la severidad en un 26.07% mediante aplicacion
foliar a 6000 ppm. Este resultado difiere de lo reportado por Lopez-Gémez et al.
(2025), quienes emplearon NPs-Ag para el control de Bipolaris zaea en maguey,
observando una disminucion de la incidencia y severidad de la enfermedad de
37.5% de manera preventiva y 50% de manera curativa a concentraciones de 150
ppm. Por su parte, Rivero-Montejo (2023) logré una reduccion significativa de los
sintomas del virus huasteco de la vena amarilla en chile mediante aplicaciones de
NPs-ZnO y NPs-TiO2 a 100 mM y 150 mM, aunque sefala que la respuesta
depende de factores como la aplicacion temprana en el cultivo.

Las afectaciones observadas en insectos plaga pueden explicarse por las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, entre las que destacan su
tamano, forma y composicion del nudcleo, factores determinantes para la
captacion celular y, por ende, para la eficacia bioldgica del tratamiento (Albanese
etal., 2012; Zhang et al., 2015). El tamafo de las NPs influye directamente en su
internalizacién, ya que modifica las propiedades entélpicas y entrépicas que
regulan la fuerza de adhesidon entre la nanoparticula y los receptores de
membrana (Elias et al., 2013). Se ha documentado que nanoparticulas con
diametros entre 30-60 nm se adhieren eficientemente a los receptores de
celulares e impulsan eficazmente el proceso de recubrimiento de la membrana
(Hoshyar et al., 2016). En el caso particulas de las NPs-ZnO, su actividad biocida
se ha asociado a multiples mecanismos: la interaccion directa con la pared
celular, que compromete la integridad estructural; la liberacion de iones Zn?* con
actividad antimicrobiana; la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS);
la penetracion de las NPs al interior de la célula, y la difusion y dafo de la
membrana plasmatica. Estas ROS, producidas por las NPs, pueden afectar
severamente diversos componentes celulares. En células eucariotas, la

produccion excesiva de ROS inducida por NPs-ZnO pueden generar
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citotoxicidad, peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas, dafio mitocondrial y
del ADN, desestabilizacion de lisosomas, alteracion de enzimas y modificacion
de factores de transcripcion, incluida la sobreexpresion del gen p53 (Ali et al,,
2018). La forma de las NPs también juega un papel fundamental en su toxicidad.
Jiang et al., (2008 y 2015) reportan que las NPs de geometria hexagonal o con
morfologia tipo estrella pueden ser mas dafninas para las membranas celulares
que las de forma esféricas, debido a la presencia de bordes y puntas que
favorecen la alteracion de la organizacion de lipidica y facilitan la penetracion. Asi
mismo, estos autores sugieren que la tasa de generacion de ROS en NPs de
morfologia aguda es mayor que en aquellas de forma esférica, contribuyendo a
un efecto citotdéxico mas intenso.

La interaccion de los nanoplaguicidas y las plantas comprenden de tres etapas:
a) las NPs se absorben en la superficie de las plantas (raices, tallos y hojas); b)
las NPs penetran la cuticula y la epidermis, ingresando a los tejidos vasculares a
través de simplastos o exoplasmas; c) y finalmente, las NPs se movilizan hacia
otras estructuras de la planta a través de tejido vascular. Aunque raices y hojas
comparten ciertas caracteristicas anatomicas, sus diferencias morfologias
generan barreras especificas que condicionan la entrada de las nanoparticulas.
Ademas, la acumulacion y el transporte de las NPs depende de factores como la
forma, el método de aplicacion y su capacidad de traslocacion. En particular, el
movimiento desde las hojas hacia las raices ocurre mediante el mecanismo de
transporte floematico (Pan et al., 2023).

La presente investigacion se vio limitada debido a factores climaticos que no eran
las 6ptimas para el desarrollo de la enfermedad. Esto debido a que la temperatura
es un factor importante, siendo 17°C una temperatura que retarda el desarrollo
de la bacteria y la aparicion de sintomas en la planta, y a temperaturas superiores
a los 32°C resultan perjudiciales para la bacteria, dada su sensibilidad a esta
temperatura, teniendo un impacto negativo en la biologia y las migraciones del
vector, lo que pudiera sugerir una coevolucion entre Candidatus Liberibacter

Solanacearumy B. cockerelli (Munyaneza et al., 2011; LANREF, 2013).
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CONCLUSION

Las NPs-ZnO de morfologia hexagonal y semiesféricas presentan una alta
actividad insecticida sobre huevos y ninfas de tercer estadio de B. cockerelli bajo
condiciones de laboratorio. En invernadero, las nanoparticulas también
evidenciaron efectos significativos, alcanzando niveles de nanotoxicidad sobre
ninfas de segundo estadio. No se detectaron diferencias en la interaccion entre
el método de aplicacion y la concentracién. No obstante, en general, la via foliar
produjo las mayores mortalidades. Durante la presente investigacion, se
observaron malformaciones en huevos y ninfas, posiblemente asociadas a la
generacion de especies reactivas de oxigeno inducidas por las NPs-ZnO, lo cual
coincide con los mecanismos de nanotoxicidad reportados para este tipo de
materiales.

Referente a la enfermedad no se observaron diferencias, sin embargo, las NPs-
ZnO de morfologia hexagonal mostraron una mayor reduccion de la severidad
mediante aplicacion foliar.

La actividad insecticida expuesta por las NPs-ZnO, en ambas morfologias,
representan una alternativa prometedora para su integracion en programas de
manejo integrado de plagas. No obstante, es necesario realizar evaluaciones
adicionales bajo condiciones de campo para validad su eficacia, estabilidad y

seguridad ambiental antes de su implementacion a gran escala.
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