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RESUMEN

La nanotecnologia ha tomado gran importancia en la agricultura debido a su
aplicacion en nanofertilizantes y pesticidas de nueva generacion, como
promotores crecimiento, mejoramiento de nutrientes y el uso antimicrobiano. En
esta investigacion se presenta el estudio de los efectos de diferentes
nanoparticulas (NPs) metélicas (ZnO, ZnO + Ag 1.5%, ZnO + 2.5%, CuO, Fe;03);
como antagonistas de hongos y bacterias fitopatdogenas, de igual forma se
presenta un estudio en Cucumis sativus para evaluar el efecto de las
nanoparticulas de CuO (NPsCuQO) como promotoras de crecimiento.

Las NPsCuO aplicadas a una concentracién de 1000 mg L™, demostraron un
efecto antifangico al inhibir el crecimiento de Fusarium oxysporum y Alternaria
solani en 95 %. Por otro lado, las NPs Fe,O3 no mostraron actividad antifingica
contra ninguna de los dos de hongos. La mejor inhibicién del crecimiento en
Clavibacter michiganensis se observo con NPsZnO, los resultados mostraron un
95% de inhibicién a 1000 mg L™. Por otro lado, las NPsCuO mostraron un efecto
inhibidor del 74% en la misma concentracién (1000 mg L™).

El estudio con Cucumis sativus los datos no mostraron un cambio estadistico
significativo; sin embargo, el vigor de las semillas se vio afectado de manera
positiva con un 1 mg L™ y se encontraron cambios estadisticamente significativos
en longitud de la raiz, en la longitud de plimula. De acuerdo a los resultados
obtenidos, los productos a base de NPs ZnO y CuO para inhibir el crecimiento de

los hongos fitopatdégenos Alternaria y Fusarium.

Palabras clave: Nanotecnologia, hongos fitopatdgenos, nanoparticulas,

antagonismo, hongos y bacterias fitopatégenas, actividad enzimética.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es una tecnologia emergente que se dedica al estudio,
obtencién y manipulacién de materiales, sustancias y dispositivos a escala de una
mil millonésima parte de un metro barriendo las barreras entre la fisica, la quimica
y la biologia. (Srilatha, 2011). La nanotecnologia tiene la capacidad de trabajar en
los niveles atémicos, moleculares e incluso sub-moleculares con el fin de crear
estructuras materiales, dispositivos con nuevas propiedades y funciones (Jha et
al., 2011). Por lo cual, la nanotecnologia tiene gran potencial de aplicacion en la
agricultura a través del mejoramiento de la eficiencia de los nutrientes a través de
fertilizantes, el desarrollo de pesticidas de nueva generacion, asi como la
comprension de los mecanismos de las interacciones huésped-paréasito a nivel
molecular, la busqueda de compuestos para la conservacion y envasado de
alimentos, el fortalecimiento de las fibras naturales, etc. (Mukhopadhyay, 2014).
Ademas el desarrollo de nanoparticulas (NPs) ha llegado con el espectro amplio
para producir agentes antimicrobianos (Yah y Simate et al., 2015).

Una de las aplicaciones potenciales de las NPs metélicas es para elaborar
nanoplaguicidas; ya que elementos como ZnO, Cu, Ag, etc., son antagonistas de
organismos fitopatdgenos (Saharan et al., 2015). Por otro lado, ademéas del
potencial antimicrobial se ha reportado que las NPs tiene efecto como promotoras
del crecimiento en diferentes especies de plantas (Martinez-Rodriguez et al.,
2015).

Por estas razones en la agricultura moderna sustentable la nanotecnologia
promete aportar soluciones usando nanoparticulas (NPs) para controlar
microorganismos patogénicos, con menor impacto ecolégico (Resham et al.,
2015). Ya que estas pueden ser utlizadas producir nanofertilizantes,
nanoplaguicidas y nanoherbicidas los cuales requeririan bajas cantidades de
agroinsumos implicando un menor impacto ambiental (Lira-Saldivar et al., 2016).
Por lo citado anteriormente, podemos destacar la actual importancia que esta

tomando dia a dia la nanotecnologia dentro de la agricultura. Sin embargo, se
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requiere implementar trabajos de investigacion en esta area para conocer a
profundidad los alcances que puede llegar a tener este campo de estudio.

En este trabajo se propuso estudiar el efecto de las nanoparticulas como
antagonistas de hongos y bacteria agronémica por las pérdidas ocasionadas a
cultivos horticolas, los microorganismos fitopatdgenos estudiados fueron Alternaria
solani que causa la enfermedad conocida como tizén temprano en diversos
cultivos (Ravikumar et al., 2013), Fusarium oxysporum un hongo productor
marchitamiento vascular de la planta (Gonzalez, 2006) y Clavibacter
michiganensis bacteria causante de la enfermedad conocida como chancro la cual
ocasionar importantes pérdidas en cultivos de solanaceas y es considerada como
la principal bacteriosis a nivel mundial en cultivo de tomate (Infoagro 2016). Se
sabe que la aplicacion de NPs pueden ofrecen efecto promotor de crecimiento por
eso en este trabajo evaluamos el efecto de la aplicacion de estas en semillas de

Cucumis sativus
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2. HIPOTESIS

H1: Las nanoparticulas metalicas de CuO, ZnO, Fe,O3 en condiciones in vitro

mostraran efecto antagonista contra microorganismos fitopatégenos.

H2: Las aplicacion de nanoparticulas de CuO mejoraran parametros relacionados

con el indice de vigor de la semillas de Cucumis sativus.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobial de NPs de ZnO, ZnO + Ag, CuO, Fe,03Y el efecto
promotor de crecimiento de las nanoparticulas de CuO en semillas Cucumis

sativus

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el antagonismo de NPs metalicas NPszZnO, NPszZnO + Ag,
NPsCuO y NPsFe,03 en hongos y bacterias fitopatdégenos.

2. Determinar la concentracion optima antimicrobial de las NPs metélicas
utilizadas para cada microorganismo evaluado.

3. Evaluar el efecto de nanoparticulas de CuO en la germinacion de semillas
de Cucumis sativus.

4. Analizar la produccion de estrés oxidativo ocasionado por las
nanoparticulas, mediante la cuantificacion de la activacion enzimatica
antioxidante y la produccion de prolina en las plantulas germinadas de las

semillas tratadas con las NPs.
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REVISION DE LITERATURA

4.1 La nanotecnologia

En 1959 el fisico Richard Feynamn declar6 que las leyes de la fisica permitian la
manipulacion y el control de la posicion de atomos y moléculas de manera
individual, similar a los bloques de construccién de tipo Lego, y que esta
posibilidad abria la puerta a un nuevo mundo “infinitamente pequefio” denominado
mas tarde nanomundo o nanociencia (Staff, 2015).

La nanociencia la podemos definir como el estudio de los fendémenos y
manipulacion de materiales atdmicos a escalas moleculares donde las
propiedades difieren de las observadas en mayores escalas. La nanotecnologia en
los dltimos afios ha teniendo un gran desarrollo a nivel mundial debido a las
propiedades de la materia a escala nanométrica (Figura. 1). En la actualidad se
cree que la nanotecnologia es parte de la revolucion tecnoldgica, ya que ofrece
una oportunidad de desarrollo en la medida en que es asimilada, recreada y
difundida para la sociedad. Distinguiéndose de otras tecnologias por el control a
escala nanométrica que ha sido capaz de modificar de forma activa e
intencionalmente moleculares y estructuras dentro de rangos de 0.2 a 100 nm. Por
lo tanto al hablar de nanotecnologia nos estamos refiriendo al disefio,
caracterizacion, produccion y aplicacién de estructuras, dispositivos y sistemas
mediante el control de forma, tamafio en la escala nanométrica (Williams et al.,
2005; Contreras, 2016).

F$ PEBaaN

&

Atomos de Si ADN Globulos rojos Ceniza Pelo Hormiga
0,1 nm (distancia) (didmetro) 2-12 nm 4um 15 pm 0,1 mm 5mm

| nm 10nm 100nm  1pm 10pm 100 pm 1 mm 1am
b

Moléculas Célula  Célula  pearo
equeiias Virus Bacterla  imal  vegetal
peq 0,5-5 um g 0,2 mm
. 1nm 10-300 nm 20 um 35 um

Figura 1. Escala nanométrica (Tomada de Staff, 2015).
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4.1.1 Tipos de nanoparticulas

En la naturaleza existen muchos ejemplos de estructuras con dimension
nanométrica, como son las moléculas esenciales del cuerpo humano (ADN,
proteinas, fosfolipidos, lipidos, células, etc.), los componentes de los alimentos,
virus, etc., aunque soélo desde este ultimo cuarto de siglo ha sido posible, de
manera deliberada, modificar las moléculas y estructuras dentro de este rango de
tamafo. Las nanoparticulas pueden ser de origen bioldgico, mineral o medio
ambiental. Del mismo modo encontramos de origen antropogénico las cuales se
pueden generar de manera involuntaria producidas por procesos industriales
(Ejemplo: combustiones de diésel o carbén), y otras producidas de manera
deliberada a través de las llamadas nanotecnologias (Ejemplo: Aquellas en que
son modificadas sus propiedades Opticas de algunos materiales) ( Staff, 2015).
Investigaciones recientes muestran que los nanomateriales basados en carbén y
metales pudieran ser componentes de bienes de consumo y productos agricolas.
Los informes indican que los nanomateriales tanto los basados en carbon como
los metalicos afectan a plantas y microrganismos en diferentes formas tanto en
niveles fisiolégicos, bioquimicos, nutricionales y genéticos (Zuverza-Mena et al.,
2016).

4.2 Aplicaciones de nanoparticulas

Las implicaciones éticas y sociales de la nanotecnologia abarcan muchas areas
clave asociados con el desarrollo, tales como la seguridad, el medio ambiente, la
alimentacion y la agricultura. Entre las diversas areas de aplicacibn encontramos
como desarrollo de peliculas para celdas solares, almacenamiento de energia,
nano generadores, la catalisis de combustible, y de tratamiento de agua (Khan,
2014). En la agricultura se ha utilizado para aumentar la productividad agricola, la
seguridad alimentaria y el crecimiento econémico de las industrias (Handford et
al., 2014; Shapira et al., 2015).

14



La nanotecnologia tiene muchas aplicaciones en todas las etapas de produccion,
transformacioén, almacenamiento, envasado y transporte de productos agricolas.
Algunos ejemplos de estas aplicaciones es el manejo del suelo, en la cual se
incluyen nanofertilizantes, aglutinantes, agentes de retencién de agua, y monitores
de nutrientes (Mousavi y Rezaei, 2011). En las plantas, se han encontrado
métodos de nanotecnologia para administrar ADN a las células vegetales, mejorar
la absorcion de nutrientes, detectar patdégenos, regular las hormonas, etc. En la
cria de animales, las nanocapsulas se han ideado para suministrar vacunas y
mejorar la adsorcion de los nutrientes. En post-cosecha se han reportado la
produccién de nanocompuestos como seda, la utilizacibn de empaques

inteligentes entre muchos otros (Mlalila et al., 2016).

4.3 Nanoparticulas como promotoras de crecimiento

Es necesario el conocimiento de las interacciones entre los nanomateriales con el
medio ambiente, para poder utilizarlos en la agricultura de manera segura
(Khodakovskaya et al., 2011). 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 encontrado que las NPs metalicas pueden incrementar la eficiencia
energética de los centros de reaccion en la fotosintesis, esto se asocia con el
incremento en acumulacién en biomasa (Gubbins, 2011). Estudios recientes han
reportado que la aplicacion de diversas NPs tiene efectos en germinacion,
crecimiento, incremento en clorofila, nimero de hojas, longitud de brotes y raices.
Sin embargo los efectos de estos nanomateriales van a depender de la etapa del
cultivo asi como del tipo de NPs utilizadas (Lin y Xing, 2007; Raliya y Tarafdar et
al., 2013; Méndez-Arguello et al., 2016).

Finalmente algunos estudios demuestran que el uso de nanofertilizantes causa un

aumento en la eficiencia de uso de nutrientes, reduce la toxicidad del suelo,
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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).

4.4 Nanoparticulas como agentes antimicrobiales

Se ha mostrado que el uso y manejo de plaguicidas (sustancias quimicas o
biol6gicas que previenen y eliminan plagas, insectos, hongos y malas hierbas)
tiene una estrecha relacion con el grado de conocimiento y responsabilidad en los
procedimientos de aplicacion, de la cual se genera el riesgo de intoxicacion de los
seres vivos y el deterioro del ambiente (Espinoza y Fabian, 2014). Los plaguicidas
se pueden clasificar conforme a su toxicidad (por ejemplo extremadamente
peligrosos, moderadamente peligrosos y ligeramente peligrosos), su vida media
(permanentes, persistentes, moderadamente persistentes y no persistentes.), de
acuerdo a su estructura quimica (organoclorados, organofosforados, carbamatos y

los piretroides) (Ramirez et al., 2001).

Actualmente las investigaciones se dirigen hacia el empleo de nanoparticulas,
debido a que han demostrado ser un agente prometedor antimicrobiano para el
control de enfermedades en humanos y plantas, siendo un factor importante su
tamafno debido a que entre menor tamafio mayor es su efecto antimicrobial, por lo
cual podria ser utilizado para enfrentarnos a diversas enfermedades resistentes a
los pesticidas comerciales (Yamamoto, 2001; Betancourt et al., 2014).

En algunas investigaciones se sefiala el uso de insecticidas botanicos asociados a
la nanotecnologia ya que ofrece un potencial considerable para aumentar la
productividad agricola, por lo tanto se puede reducir el impacto sobre el medio un

ambiente y la salud humana (De Oliveira et al., 2014).

Algunos autores se han enfocado en el estudio antibacterial y antifingico de NPs

metalicas debido al potencial para ser utilizados como productos para prevenir y
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controlar el deterioro por microorganismos fitopatdgenos (Palanikumar et al., 2014
Esparza Rivera et al., 2015;). Varios autores sefalan 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). La ventaja de usar algunas
de estas NPS como lo son las NPsZnO, es que no afecta la fertilidad del suelo en
comparacién con los agentes antifingicos tradicionales (Ruparelia et al., 2008).
Las NPs metadlicas, que han resultado mas promisorias como agente bactericida
son las NPs Ag debido a que la capacidad microbicida de la Ag que es conocida
desde hace siglos. Una de las caracteristicas que hace mas atractivo la aplicacion
de las NPs es la baja probabilidad del desarrollo de resistencia por parte de los
microorganismos en comparacion a los antibiéticos (Cao et al., 2013).

Dentro del campo de la agricultura, las NPs se pueden usar para controlar varios
patbgenos de plantas de manera mas segura en comparacion con fungicidas
sintéticos (Park et al., 2006). Hasta ahora, la investigacién es limitada por lo que

es necesaria la investigacion con diferentes microorganismos y nanomateriales.

4.5 Caracteristicas de Alternaria solani

Es un hongo fitopatégeno que actia como agente causal del tizon o marchitez
temprana del tomate (Urrutia et al., 2001). Este hongo pertenece al filo
ascomicota; sus sintomas en hojas son caracteristicos de la enfermedad consisten
en manchas circulares de hasta medio centimetro de diametro, pardas con anillos
concéntricos semejantes a un blanco de tiro; solitarias o en gran numero sobre las
hojas. Las areas afectadas se tornan amarillas, luego pardas y las hojas cuelgan.
Este manchado comienza por las hojas mas viejas y luego prospera de forma
ascendente. Finalmente la planta entera puede desfoliarse y morir (SINAVIMO,
2016).
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4.6 Caracteristicas de Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un hongo fitopatdgenos responsable de marchitez y
pudricion basal las cuales son enfermedades ampliamente distribuidas a nivel
mundial en diversos cultivos como el tomate, cebolla y ajo (Delgado-Ortiz et al.,
2016; Martinez et al., 2016). La presencia de Fusarium oxysporum se puede
detectar a través de algunos sintomas como es el amarillamiento en hojas basales
seguidas finalmente de un marchitamiento. También se pueden percibir necrosis

vascular en raices principales y la base de los tallos (Gonzalez, 2006).

4.7 Caracteristicas de Clavibacter michiganensis

Clavibacter michiganensis es una microrganismo patdégeno econdmicamente
devastador ya que infringe dafio considerable a lo largo de las principales regiones
productoras de tomate. C. michiganensis es una bacteria Gram positiva
perteneciente a los actinomicetos, causa la marchitez bacteriana y cancro del
tomate debido a la propagacion de la infeccion a través del xilema. La propagacion
se puede dar a consecuencia de trasplantes infectados, estacas espalderas,
herramientas, y / o el suelo. A nivel mundial, los nuevos brotes pueden ir
acompafiadas de la introduccion de semillas contaminadas (Gartemann et al.,
2003; Tancos et al., 2013).

4.8 Modo de accién de las nanoparticulas

Investigaciones reportan que las nanoparticulas metalicas poseen tres
mecanismos de accion principales: (a) generacion de ROS; (b) liberacion de iones
y (c) acumulacién de la NPs en la membrana celular (Alvarado et al., 2014). De
acuerdo a esto, varios estudios han indicado que algunas NPs se pueden adherir
a la membrana celular, alterando la permeabilidad celular y funciones respiratorias

de la célula. Es posible que algunas NPs no sélo interactien con la superficie de la
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membrana, sino que también penetren al interior de ciertos organismos (Gomez,
2013), lo cual ocasiona la alteracién de su permeabilidad, provocando cambios
irreversibles (Appelgren et al.,, 2002). Incluso también algunos tipo de
nanoparticulas puede generar radicales libres que son extremadamente reactivos
y presentan gran actividad citotoxica (Prabhu y Poulose, 2012). Las NPs en su
trayecto van liberando iones logrando alterando el citoplasma. Los iones se
pueden enlazar con algunos grupos de biomoléculas por mecanismos que pueden

darse de manera simultanea (Sahoo et al., 2007).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de trabajo

El presente trabajo se llevdé acabo en las camaras biocliméaticas del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) y en los
laboratorios del Departamento de Plasticos en la Agricultura del Centro de Investigacion
en Quimica Aplicada (CIQA) en la ciudad de Saltillo Coahuila, México. Durante el periodo
Enero- Septiembre 2016.

5.2. Actividad antimicrobial

5.2.1 Actividad antifungica

5.2.1.1 Aislamiento y purificacion de cepas Alternaria solani y Fusarium

oxysporum

Las cepas de Alternaria solani y Fusarium oxysporum, fueron adquiridas de la
coleccion del departamento de parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN). Se multiplicaron a través de explantes en Agar Papa
Dextrosa (PDA modificado) extracto de malta y extracto de levadura con el fin de
obtener el material necesario para el establecimiento del bioensayo.
Posteriormente se llevo 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.

20



5.2.1.2 Evaluacion de efecto antifungico de nanoparticulas in vitro

Para evaluar la actividad antifungico de nanoparticulas metalicas en diferentes
hongos fitopatdégenos se utilizé la metodologia descrita por Corrales Flores (2014).
En este estudio se manejaron las siguientes concentraciones de nanoparticulas: 0,
250, 500, y 1000 mg L™. Se preparé medio PDA (Agar Papa Dextrosa) adicionado
con extracto de malta y extracto de levadura, se esterilizdé en autoclave a 121°C
por 15 min. Al mismo tiempo se prepararon una solucion de las nanoparticulas en
10 ml de agua destilada estéril, la cantidad tomada de esta solucion madre de
nanoparticulas dependié de la concentracion deseada. Las nanoparticulas se
dispersaron por sonicacién en tres ciclos de 15 min. Finalizada la esterilizacién del
medio PDA se dejé enfriar, y se completé con la solucion de NPs previamente
sonicados, se agitdé un breve momento para lograr la homogenizacion de la

solucién con el medio y por ultimo se vacio en las cajas Petri.

5.2.1.3 Establecimiento del ensayo en medio envenenado

Para el establecimiento del ensayo, los hongos se inocularon a través de explante
en los medios, y se incubaron a 27 °C de 7 a 11 dias, dependiendo de la especie
utilizada. Los parametros evaluados fueron el didmetro de crecimiento, el cual se
midioé con ayuda de un vernier, para poder calcular el porcentaje de inhibicién con

la formula descrita por Orberé et al. (2009):

PICR R1 ke 100
= ——) X
( 7T

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 realiz6 un analisis de varianza y comparacion de medias a través

la prueba de Tukey (a< 0.05), en un disefio experimental completamente al azar.

Cuadro 1. Nanoparticulas metalicas utilizadas in vitro contra los hongos
fitopatogenos.

Tratamiento Alternaria solani Fusarium oxysporum
1 Control Control
2 ZnO 100% ZnO 100%
3 ZnO+ Ag 1.5% ZnO+ Ag 1.5%
4 ZnO+ Ag 2.5% ZnO+ Ag 2.5%
CuO CuO
6 Fe>0O3 Fe, O3

5.2.2 Actividad antibacteriana

5.2.3 Multiplicacién de cepas bacterianas

Se utilizé la cepa de Clavibacter michiganensis, la cual se obtuvo de la coleccién
del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN). La bacteria se sembré por estria en medio de cultivo King de B
(KB) y se incubaron a 35°c + 2 durante 24 horas.

Se utilizé6 medio King's B (KB) sdlido y liquido, el cual se preparé con 20g/L de
proteasa peptona, 1.5 g/L de K,HPO,3H,0, 1.5 g/L de MgSO,7H,0 y 15 ml de
glicerol. Para gelificar se utiliz6 15 g/L de agar bacteriolégico. EI medio se
esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 min. Para preparar los medios con
nanoparticulas, estas fueron pesadas de acuerdo a la concentraciébn deseada,
posteriormente se dispersaron en medio KB mediante sonicacion en tres ciclos de

15minutos.
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5.2.4 In6culo para cultivo

A partir de las células crecidas en medios solidos, se tomaron tres colonias
grandes y se resuspendieron en un tubo de vidrio con 3 ml con medio KB, se
incubaron en agitacion 110 rpm a una temperatura de 37°C por 24 horas.
Posteriormente, se adicion6 1 ml de este cultivo a un matraz con medio de cultivo
preparado previamente, el cual sirvi6 de inoculo para los ensayos. El in6culo se
incubd durante 24 horas, hasta alcanzar una Densidad Optica de (DOgy) de
aproximadamente 1 unidad absorbancia. Para inocular los matraces de 250 ml
que se utilizaron para el ensayo se tomaron 2 ml del in6culo para cada repeticién
de las diferentes concentraciones (0, 100, 250, 500, 700,100 mg L™). Los medios
de cultivo inoculados se incubaron a 37°C a 100 rpm. En el Cuadro 2 se muestran

los tratamientos utilizados.

Cuadro. 2. Tratamientos de NPs en king’s agar B (KB) para Clavibacter
michiganensis.

Tratamiento Clavibacter
michiganensis.
1 Control
2 ZnO
3 CuO

5.2.5 Determinacién de la concentracion celular

Se tomo6 una muestra de 1 ml en condiciones de esterilidad cada 2 horas. A cada
muestra se le determind la densidad optica a 600 nm en el espectrofotometro
(Genesys 10uv). Los ensayos se realizaron por triplicado en forma independiente.
Cabe resaltar que se llevdo a cabo un ensayo previo, el cual consistié en la

construccion de una cinética de crecimiento para conocer las etapas de
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crecimiento de organismos fitopatégenos (Figura. 2). Finalmente se calculd

porcentaje de inhibicién de crecimiento.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de C. michiganensis en medio King's B

5.3 Fisiologia de semillas
5.3.1 Metodologia para evaluacién de germinacion
5.3.2 Curva de imbibicion

Se colocaron 100 semillas de Cucumis sativus en cajas Petri con papel filtro y 15
mililitros de agua. El ensayo se realizd con tres repeticiones, se registro el peso
cada hora con el fin de encontrar el punto de estabilizacion de la curva es decir
cuando la semilla deja de absorber el agua. Esta nos permitio determinar el
namero méaximo de horas que se deberia tratar la semilla con la solucion de
nanoparticulas. Para este estudio se utilizaron las NPsCuO de 25 nm de tamarfio,
las cuales se adquirieron con la empresa Skyspring Nanomaterials, como control

en tamafo de microparticulas (MPs) se ocup0 sulfato de cobre Cu,SO,.

Se prepararon las soluciones de NPs y MPs en las siguientes dosis: 0, 0.5, 1.0,

5.0, 10 y 50 mg L™, estas se sonicaron en tres lapsos de 15 min, posteriormente
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se colocaron 150 semillas las cuales se embebieron en los tratamientos de
diferentes concentraciones durante 22 horas.

Posteriormente se llevé a cabo la metodologia citada por Garcia y Ruiz (2016) las
semillas germinan entre dos bases de papel anchor previamente humedecido con
agua destilada, posteriormente las semillas se siembra en hilera a diferentes
espacios dependiendo del tamafio de las semillas. Se respetan 6 cm del borde
superior, dejando un espacio de 2-3 cm en los costados. Enseguida se cubren las
semillas con otra hoja de papel anchor fue humedecido con agua destilada, y se
enrolla en forma de “taco”, al finalizar los “tacos” fueron acomodados
aleatoriamente dentro de una bandeja de plastico profunda (cada “taco” fue
considerado como una unidad, la cual se rotuld para identificar al momento de la
evaluacion). Las semillas se incubaron en una camara de crecimiento a 25 °C, con
fotoperiodo de 16 x 8 h. Al cuarto dia se determiné el indice de vigor de la semilla.
A los once dias después de la aplicaciéon de los tratamientos se evalud el
porcentaje de germinacion, asi como la longitud de radicula y plumula. Los
bioensayos realizados se hicieron apegados a los criterios de la International
Seeds Testing Association (ISTA, 2016). Para cada bioensayo realizado se utilizd
un disefio experimental completamente al azar. Los datos obtenidos se analizaron
mediante un ANOVA y se hizo la comparacion de medias mediante la prueba de
Tukey (o< 0.05). Al terminar la evaluacion en este estudio in vivo se obtuvo el
material vegetal en paquetes de 100, 200 y 500 mg con el fin de poder realizar
diferentes pruebas enzimaticas estas muestras son pusieron en nitrégeno liquido y

se colocaron en congelacion (-20 °C).

5.4 Evaluacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno

Se realizd un extracto proteico de las plantulas normales del ensayo de
germinacion. De acuerdo a la metodologia reportada por Elavarthi y Martin (2010),
se tomaron 200 mg de muestras de tejido vegetal, el material se congelé en
nitrégeno liquido, se triturd en un mortero con el 5 % de Polivinilpirrolidona (PVP);

las muestras se homogenizaron en 500 pl de solucién amortiguadora de fosfatos
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0.2 M, pH 7.0 adicionada con 0.1 mM EDTA (acido etilendiaminotetraacético). En
seguida las muestras fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 min a 4 °C. El
sobrenadante se almacend a -20 °C hasta su uso.

5.4.1 Cuantificacién de proteinas

Se llevd acabo la cuantificacion de proteinas de acuerdo a la metodologia
reportada por Bradford (1976), utilizando el reactivo de Bradford de Sigma-Aldrich.
Se empled albumina de suero de bovino (BSA) como estandar y se siguié la
metodologia del proveedor. Se obtuvo la siguiente ecuacion de la curva que se

utilizé para cuantificar la cantidad de proteina de cada muestra:

0.18 -
0.16 -
0.14 -
0.12 -

y=0.025x+0.0124
R?=0.9602

0.08 -
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0.02 +
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(72}
2

A

BSA (mM)

Figura 3. Cuantificacion de proteina obtencion de la ecuacion de la curva.

5.4.2 Determinacion de peroxidasas

La actividad de peroxidasas se realizd utilizando como sustrato guayacol, de
acuerdo a la metodologia reportada por Putter (1974). El volumen de reaccién fue
de 2 ml, el cual contenia: 2.5 pl de extracto proteico proveniente de raiz 0 20 pl en
caso de analizar la parte aérea de la plantula, 300 pul de una solucion de guayacol
(100 mM), amortiguador de fosfatos 100 mM pH 6 y 60 pl de una solucion de H,0;
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(100 mM), la reaccién empez6 cuando se agrego el H,O,. se ley6 inmediatamente

a 470 nm en espectrofotémetro (Genesys 10 UV) por 2 min cada 20 segundos.

5.4.3 Determinacién de prolina

Se siguio la metodologia reportada por Abraham et al. (2010). Se tomaron 100 mg
de tejido, los cuales se maceraron en mortero pre enfriado con nitrégeno liquido,
agregando 500 pl de acido sulfosalicilico, se homogenizo y agité en centrifuga a
1400 rpm 5 min para eliminar restos celulares. Consecutivamente se tomaron 50
pl del extracto obtenido de cada muestra, afiadiendo 150 pl de acido
sulfosalicilico, 200 pl de una solucién de ninhidrina y 200 pl de &cido acético
glacial. La mezcla de reaccion se incubo a 96°C por una hora. Posterior a esto se
le agregd 1 ml de tolueno, se homogenizo y al separarse las dos fases se tomo el
sobrenadante y se midio la absorbancia a una longitud de onda de 520 nm.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Actividad antimicrobial

6.1.1 Actividad antifungica

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de crecimiento del hongo para evaluar el
potencial antifingico de NPsZnO, NPsCuO, NPsFe;O3 y NPsZnO dopadas con
plata al 1.5y 2.5 % (p/p) contra las dos cepas de fitopatdgenos F. oxysporum y A.
solani. La mayor inhibicion del crecimiento se observé con las NPsCuO en ambas
cepas. Las NPsCuO aplicadas a una concentracién de 1000 mg L™, demostraron
su efecto anti fungico al inhibir el crecimiento de F. oxysporumy A. solani en 95 %.
Por otro lado, las NPsFe,O3; no mostraron actividad antifingica contra ninguna de
los dos hongos fitopatégenos a estas concentraciones, a pesar de que diversos
autores han reportado su capacidad antimicrobial (Azam et al., 2012; Mouhamed
et al., 2015).

6.1.1.1 Alternaria solani

La evaluacion de crecimiento para Alternaria solani se realiz6 cuando esta cepa
alcanzé el 100% de crecimiento micelial esto fue 7 dias después de la siembra. En
la Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos por los diferentes tratamientos
de nanoparticulas metalicas sobre el crecimiento del micelio. El incremento en la
concentracion de NPs se correlacion6 con el efecto antagonista de las mismas,
por lo que a la dosis mas alta (1000 mg L™) se observé el mayor porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial. Siendo las NPsCuO el tratamiento mas efectivo
al inhibir en un 95.4 £ 0.24 % el crecimiento micelial; seguido del tratamiento con
ZnO + Ag 1.5% (93.02 £ 0.41 %), ZnO puro (90.61 + 0.51 %) y por el ultimo las
NPs dopadas con mayor contenido de plata (ZnO + Ag 2.5%,) las cuales solo

afectaron el crecimiento en un 72.35 + 0.45%.
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Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de Alternaria solani los diferentes tratamientos

y concentraciones de nanoparticulas metalicas*.

Concentracion Zn0 + Ag
(mg L Zn0 1.5% Zn0 + Ag2.5%
250 79.22+0.31¢c 78.94£3.76C  58.45+£1.72¢
500 89.27+0.23b  89.05£0.880  64.45%0.95b
1000 90.61 £0.51a 93.02t041a  72.35+0.45a

14.47 £ 0.36¢

90.16 £0.14b
95.40 £0.24a

*Analisis de comparacion de medias (Tukey a=0.05) con una significancia a 0.01

probabilidad.

En la Figura 4 se observa el efecto de las dosis con los diferentes tratamientos de

NPs sobre el crecimiento del Alternaria solani en las diferentes concentraciones;

es importante destacar que en la dosis de NPsCuO a 250 mg L™ mostré poco

efecto inhibitorio (Figura 4B), comparado con las otras NPs aplicadas. El

tratamiento de NPsFe,O3; no se tuvo efecto antagonista debido a que no mostré

inhibicion en el crecimiento micelial (Figura. 4E).

Figura 4. Efecto de las nanoparticulas metéalicas en el crecimiento de Alternaria solani. A)

Zn0O; B) ZnO + Ag 1.5%; C) ZnO + Ag 2.5%; D) CuO; E) Fe,0s.
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6.1.1.2 Fusarium oxysporum

La evaluacion de crecimiento para Fusarium oxysporum se realizé cuando el
testigo alcanzo6 el 100% de crecimiento micelial a 11 dias después de la siembra.
En el Cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos por los diferentes

tratamientos de nanoparticulas metalicas sobre el desarrollo del micelio.

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion de Fusarium oxysporum con los diferentes
tratamientos y concentraciones de nanoparticulas metalicas*.

Concentracion

(mgL™ ZnO ZnO +Ag 1.5% ZnO +Ag 2.5% CuO Fe;03
250 64.20 +1.13b 69.92+0.90c 61.09+ 1.53¢c -13.24+0.27d -37.04+0.88c
£00 89.78+ 0.16a 81.22+0.27b  87.64+ 0.29b 74.80+0.13b -31.55+0.21b
91.13 £0.16a 9471+ 0.12a  93.25+ 0.34a 95.57+0.02a -31.51+0.25b

1000

*Andlisis de comparacion de medias (Tukey a=0.05) con una significancia a 0.01 niveles
de probabilidad.

En el tratamiento de NPsCuO, al igual que con la cepa anterior, se obtuvo un
95.4+0.24 % de inhibicion de crecimiento micelial con la concentracion de
1000ppm; presidida de las NPs dopadas con plata las cuales tuvieron un 94.71 +
0.12 % (ZnO + Ag 1.5%) y 93.25 = 0.34 (ZnO + Ag 2,5%) respectivamente,
mostrando un efecto de la plata sobre el crecimiento del hongo. Los resultados
muestran una disminucion del efecto inhibitorio lineal cuando las concentraciones
disminuyeron. En la Figura 5 se observa el efecto de la dosis con los diferentes
tratamientos de NPs sobre el crecimiento del F. oxysporum en las diferentes
concentraciones; es importante destacar que las NPsCuO a 250 mg L™ este tipo
de NPs no tiene un efecto inhibidor en la cepa (Figura 5 D), esto puede ser debido
a que muchos de estos metales son microorganismos para estas cepas
fitopatdgenas y pueden tolerar concentraciones elevadas de estos (Akhtar, 2015).
En el tratamiento de NPsFe,O3 no se encontré un efecto antagonista debido a que

no se mostré una inhibicién en el crecimiento micelial.
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Figura 5. Efecto de las nanoparticulas metalicas en el crecimiento de Fusarium oxysporum A) ZnO;
B) ZnO + Agl.5%; C) ZnO + Ag 2.5%; D) CuO; E) Fe,03

El efecto antagonista de NPsAg contra hongos fitopatégenos (Alternaria alternata,
Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer, Mucor plumbeus) ha sido reportado por
Wani et al. ( 2012), ellos indican una reduccion del crecimiento del micelio y de la
produccion de esporas, el cual se ha visto es dependiente del tiempo de
incubacion y la concentracion de NPs, sin embargo en nuestro estudio, la
concentracion de plata en la NPs utilizada ZnO-Ag, no revel6 un efecto
antagonista asociado a la plata, con estos dos hongos utilizados F. oxyspurum y
A. solani, al obtener el mismo efecto que las NPsZnO sin el dopaje con plata.
Diversos reportes sefialan que la capacidad antifungica de las NPs contra
fitopatdgenos, puede ser debida a la supresién de enzimas y toxinas usadas por el

hongo patégeno para patogénesis (Bhainsa y D'Souza, 2006; Vahabi et al., 2011).

6.1.2. Actividad antibacteriana

Se evaluo la inhibicion del crecimiento bacteriano de C. michiganensis (Cuadro 5)
para evaluar el potencial antibacteriano de las NPsZnO y NPsCuO. La mayor
inhibicion del crecimiento se observd con NPsZnO, los resultados mostrando un

95% de inhibicién a una concentracién de 1000 mg L™. Por otro lado, las NPsCuO
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mostraron un efecto inhibidor solo del 74% en la misma concentracion (1000 mg L
Y. Nosotros demostramos que las NPsZnO tuvieron mayor actividad antibacterial
comparada con las NPsCuO. Esto concuerda con lo reportado por Azam et al.
(2012), en donde reportan que en bacterias Gram positivas como es nuestro caso
(C. michiganensis), las NPsZnO tienen mayor poder bactericida que las NPsCuO y

este Ultimo es mas efectivo para bacterias gram negativas (Wang et al., 2010).

Cuadro 5. Porcentaje de inhibicion de Clavibacter michiganensis.

Concentracion

(mg L7?) *ZnO (%) **CuO (%)
50 32.68+0.17 9.52+0.16
100 45.04+0.14 0.00+0.00
250 79.70+0.05 3.79+0.23
500 71.71+0.69 28.83+0.10
700 71.71+0.07 58.80+0.05

1000 95.55+0.03 74.91+0.05

Se realizé la comparacion de medias de medias (Tukey, a = 0.05) y se obtuvo una significancia del
*0.01 y **0.05 niveles de probabilidad.
Diversos estudios reportan la efectividad de NPsZnO y NPsCuO contra bacterias
patbgenas como E. coli y Staphylococcus aureus, los resultados indicaron que
ambas bacterias son susceptibles a estas NPs y que la efectividad depende en
gran parte del tamafio, estabilidad y concentraciéon en el medio de crecimiento
(Jones et al., 2008; Wang, 2010; Mufoz Huerta, 2014). Se reporta que el
crecimiento de la poblacién bacteriana puede ser inhibida por interacciones
especificas de las NPs, en general por el tamafio de la célula bacteriana, la cual

esta en el intervalo de micrometros, se cree que las NPs son mas pequefias en
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tamafo que los poros bacterianos, por lo que tendran una capacidad de cruzar la

membrana celular (Raghupathi et al., 2011).
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Figura 6. Cinética de crecimiento de Clavibacter michiganensis con A) diferentes concentraciones
de NPszZnO; B) diferentes concentraciones de NPsCuO.
En la Figura 6A se muestra el comportamiento antagonista de las NPs en el
crecimiento del microorganismo, destacando la inhibicion total de crecimiento de la
cepa con la dosis mas alta utilizada (1000 mg L™). Es notorio el efecto inmediato
de las NPs, ya que después de 2 horas de contacto con las NPs, estas muestran
el efecto antagonista. En la Figura 6B se muestra el comportamiento inhibidor de
las NPsCuO en el crecimiento de Clavibacter michiganensis, se destaca que el

efecto inhibidor empieza a partir de dosis de 700 mg L™

6.2 Efecto de las nanoparticulas en la fisiologia de semillas

Se obtuvo el analisis de varianza de las semillas de Cucumis sativus expuestas a
concentraciones diferentes de NPsCuO (Cuadro 6), se observd también el efecto
de aplicacion de cobre en tamafio de microparticula, utilizando sulfato de cobre.
Los datos no mostraron un cambio estadistico significativo; sin embargo, el vigor
de la semillas se vio afectado de manera positiva con 1 mg L™, el vigor de la
semilla nos indica el potencial que tienen las mismas para un establecimiento
rapido y uniforme en el campo, incluso en condiciones desfavorables (Gonzéles-

Torres; 2008). En las variables donde se observaron cambios estadisticamente
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significativos fueron en la longitud de la raiz la cual a 1 y 5 mg L™ fue 1.30 més
larga (14.68+£3.74 cm; 14.73+4.16 cm) comparada con el control (11.25 £3.34 cm);
en la longitud de plimula a 0.5 mgL™ 1.04 veces (9.66+2.96 cm) més larga que el
control (9.25 £2.92 cm). Por otro lado, el cobre en tamafio micro particula tuvo un
efecto negativo, al disminuir el porcentaje de germinacion hasta en un 22 %
(78.66+£2.87) y el porcentaje de vigor de la semilla en un 18 % (72+3.22),
comparados con el control (96.66+0.75 y 85.33+2.65, respectivamente). Esto se
vio reflejado en las demas variables cuantificadas en las que se observo una
disminucién de la longitud de plimula correlacionado con el incremento en la
concentracion del CuSO, (Cuadro 6), ademas de observarse la mayor cantidad de
semillas sin germinar en estos tratamientos. Esto difiere de lo reportado por
Dimkpa et al. (2012), en donde reportan que trigo tratado con NPsCuO disminuyo
el crecimiento de la raiz con cambios morfolégicos asociados a fitotoxicidad, sin
embargo esto va a depender de la especie de planta, el tipo de nanoparticulas
utilizadas asi como el tamafio (Rizwan et al., 2016).

Como se mencioné anteriormente, diferentes investigaciones reportan los efectos
positivos de la aplicacion de NPs en la germinacion de los cultivos, el crecimiento
y el rendimiento. Sin embargo, es importante comparar el efecto de las NPs versus
el mismo volumen de su equivalente en tamafio macro particula, ya el éxito del
uso de las NPs prevenir enfermedades, mejorar la nutricibn y aumentar el

rendimiento puede recaer entre la diferencia en volumen entre micro y nano.

Las aplicaciones de NPsCuO en los cultivos agricolas estan enfocadas a la
disminucién de enfermedades causadas por hongos. En recientes investigaciones
realizadas con Fusarium, aplicaciones foliares de NPsCuO inhibieron el progreso
de la enfermedad, los autores sefialan que las NPs metalicas pueden estar
inhibiendo al patégeno indirectamente mejorando el estado nutricional de la planta.
Elmer y White (2016). En otro estudio similar reportaron que semillas de
berenjenas tratadas previamente con NPsCuO, las cuales posteriormente fueron

sembradas en un suelo contaminado con Verticilium dahlie tuvieron un mayor
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rendimiento en produccion, comparados con el material en tamafio microparticula

el cual no mostré efecto (Servin et al., 2015).

Cuadro 6. Comparacion de medias para variables evaluadas en el ensayo de
germinacion, a diferentes niveles de nanoparticulas NPsCuO y CuSQOy, en semillas

de Cucumis sativus.

Tratamientos Vigor Germinacion PA 8SG LP LR
Concentracién
(mg L") (%) (%) (%) (%) (cm) (cm)
1 Testigo 85.33+2.65 a 96.66x0.75 a 2+0.54 a 1.331£0.51 a 9.261£2.92 ab  11.25+3.34 de
NPs CuO
5 0.5 87.33+2.48 a 94.66+1.96 a 4+154 a 1.33:0.51 a 9.66+2.96 a 13.78+3.94 abc
3 1 89.33+2.42 a 96+0.63 a 3.33#0.75 a 0.66+040 a 9.24+2.65 ab 14.68+3.74 a
4 5 87.33+3.71 a 92+346 a 6.66£3.14 a 1.33+x0.51 a 9+2.74 abc 14.73+4.16 a
5 10 86.00+1.64 a 90.66+1.50 a 6+1.87 a 3.33:t0.40 a 9.49+2.86 ab 14.514.20 ab
6 50 88.00+1.78 a 92.66+2.31 a 6.66+242 a 0.66x0.40 a 8.53.00 bcd 11.05+330 e
CuSOy
7 0.5 74.66+4.76 a 84+4.04 a 14+4.13 a 2+0.83 a 8.47+2.67 bcd 14.69+4.75 a
8 1 84.66+2.04 a 94+1.37 a  2.66+0.81 a 3.33+0.75 a 8.79+3.15 abc 13.68+4.78 abc
9 5 72+322 a 78.66+2.87 a 18.66+2.65 a 2.66+0.51 a 8.05£t3.09 cd 12.72+490 «cd
10 10 87.33+3.71 a 96+1.26 a 4+1.26 a 0+0 a 7.98+2.74 cd 13.92+449 abc
11 50 821459 a 89.331422 a 9.33#4.32 a 1.33+0.51 a 7.58+270 d 12.87+4.66 bcd
Media 84 91.33 7.03 1.63 8.74 13.43
Tukey (a=
0.05) 24.61 19.63 19.22 4.11 1.12 1.64

* **= Sjgnificativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV = Fuentes
de variacion; GL= Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacion; Vigor = Plantulas
normales al primer conteo; PA = Plantulas anormales; SSG = Semiillas sin germinar; LP =
Longitud de plumula; LR = Longitud de radicula.

6.3 Deteccion de produccién de especies reactivas de oxigeno

Algunos autores mencionan el efecto toxico de las NPs sobre las plantas; las
cuales influyen en genotoxicidad de -cultivos, alteraciones en minerales vy
nutrientes, generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s), reduce la
fotosintesis, el intercambio de gases y muestran una reduccidén en crecimiento y
biomasa. (Foltéte et al., 2011; Wang et al., 2015). Se ha reportado que las NPs

metalicas o de 6xidos metalicos causan un estrés oxidativo en las plantas por la
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produccion de ERO’s (Shaw et al., 2014; Atha et al., 2012; Wang et. al., 2011).
Debido a que diversos metales alteran la concentracion de algunas enzimas como
peroxidasas, quitinasas y proteinas implicadas con la defensa al estrés en raices y
hojas (Apel y Hirt, 2004; Karimi et al., 2012), el potencial efecto fitotoxico de las
NPs en plantulas se analiz6 a través de la actividad de enzimas antioxidantes

como peroxidasas y por el contenido de prolina.

80 - 80 -
70 - 70 A
§ 60 B
§ "é 50 A
; 40 - 2 40 mRaiz
3 30 A 2 30 mParte aérea
= 20 1 g
5 ; 20 A
? 10 - % 10 4
o 0- & ol
o uov - 0 L= 3 =) 0 - 0 o o
o ~— n
Concentracion (mg L") Concentracién (mg L")

Figura 7. Determinacion del contenido de prolina en Cucumis sativus con (A) diferentes
concentraciones de NPsCuO ;(B) diferentes concentraciones de CuSOy,

Las proteinas son blancos importantes en la célula, las reacciones con una gran
variedad de radicales libres puede dar lugar a modificaciones oxidaciones de las
mismas. Tales modificaciones pueden llevar a la perdida de sus funciones
enzimaticas, acumulacion en inhibicién de su degradacion. Las proteinas pueden
ser modificadas por carbonilacién, debido a un ataque oxidativo (catalizado por un
metal) a los aminoacidos prolina, arginina, lisina y treonina. Los productos de
estas reacciones de carbonilacion son principalmente prolina entre otros, siendo
este aminoacido un marcador de estrés oxidativo, por tal motivo este fue
cuantificado tanto en parte aérea como en raices de las plantulas germinadas

bajos el tratamiento con NPsCuO y CuSOa..
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En la Figura 7A, se muestra un incremento en el contenido de prolina 3 veces
mayor en raices tratadas con NPs con respecto al control, cabe destacar que el
contenido de prolina fue altamente afectado en la parte aérea de las plantulas
cuando estas fueron tratadas con CuSO,4 (Figura 7B) siendo estas semillas los que

mostraron una disminucion en las variables evaluadas.
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Figura 8-.Determinacion del guayacol peroxidasas (GPOD) en Cucumis sativus con (A) diferentes

concentraciones de NPsCuO ;(B) diferentes concentraciones de CuSQOyq,

Esto concuerda con nuestros resultados obtenidos en la determinacion de
peroxidasas (Figura 8), donde se observa un incremento en la actividad de
peroxidasas en los tratamientos con CuSQO, (Figura 8B). Esto nos indica que el Cu
en microparticula le causando un dafio oxidativo a la célula que se refleja en la

inhibicion de variables relacionadas con crecimiento y germinacion.
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7. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se puede promover la formulaciéon de productos a
base de NPsZnO y NPsCuO en concentraciones de 1000 mg L™ ya inhiben el

desarrollo de los hongos Alternaria solani y Fusarium oxysporum.

Las NPszZnO inhiben el crecimiento de Clavibacter michiganensis a
concentraciones de 1000 mg L. En cuanto las NPsCuO muestran un efecto

minimo en las variables de crecimiento en Clavibacter michiganensis.

Existe un efecto de toxicidad en plantas por el empleo de NPs; sin embargo, esto
dependera del tipo de NPs, tamafio y especie que se esta manejando. De este
mismo modo las variaciones de caracter bioquimico tales como la acumulacion de
dafio oxidativo estan relacionadas a los cambios morfolégicos ocurridos en las

plantulas.
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9 .ANEXOS

ANEXOL1. Cuadrados medios del analisis de varianza para variables evaluadas en
el ensayo de germinacion, a diferentes niveles de nanoparticulas NPs CuO

y CuSQy4, en semillas de pepino.

FV GL Vigor  Germinacién PA SSG GL LP LR
(%) (%) (%) (%) (cm) (cm)
Tratamientos 10  191.46 186.66 160.19 712 10 6216 246.10 =
Error 55  161.26 102.54 98.32 450 1498 8.24 17.86
CV (%) 15.11 11.08 141.04 129.76 32.82 31.45

* **= Sjgnificativo al 0.05 y 0.01 niveles de probabilidad, respectivamente; FV = Fuentes de
variacion; GL= Grados de libertad; CV= Coeficiente de variacion; Vigor = Plantulas normales al
primer conteo; PA = Plantulas anormales; SSG = Semillas sin germinar; LP = Longitud de plimula

Anexo 2. Curva de imbibicién de semillas de Cucumis sativus.
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Anexo 3. Andlisis de varianza (ANOVA) del crecimiento de Alternaria solani bajo el
efecto de NPsZnO, NPsZnO+Ag 1.5%, NPsZnO+Ag 2.5%.
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Fv GL SC CM F Probabilidad>F

Tratamiento 9 40794538 4532.73 1682.268 <.0001
Error 110 296.386 2.69
Total 119 41090.924

Anexo 4. Analisis de varianza (ANOVA) del crecimiento de Alternaria solani bajo el
efecto de NPsCuO.

FV GL SC CM F Probabilidad>F
Descripcion de 3 51.547 17182.6  26907.26 <.0001
tratamiento
Error 44 28.098 0.6
Total 47  51575.93

Anexo 5. Andlisis de varianza (ANOVA) del crecimiento de Alternaria solani bajo el
efecto de NPsFe,03

FVvV GL SC CM F Probabilidad>F
Tratamiento 3 16.02 5.34 9.2759 <.0001
Error 44 25.33 0.5758
Total 47 41.36
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Anexo 6. Grafica de porcentaje de inhibicion de Alternaria solani por diferentes
nanoparticulas metalicas.
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Anexo 7. Andlisis de varianza (ANOVA) del crecimiento de Fusarium oxysporum
bajo el efecto de NPsZnO, NPsZnO + Ag 1.5%, NPsZnO 2.5%.

FVv GL SC CM F Probabilidad>F
Tratamiento 9 41201.514 4577.95 1594.085 <.0001
Error 110 315.902 2.87
Total 119 41517.416

Anexo 8. Andlisis de varianza (ANOVA) crecimiento de Fusarium oxysporum bajo
el efecto de NPsCuO

FVv GL SC CM F Probabilidad>F
Tratamiento 3 58336.15 19445.4 57924.93 <.0001
Error 44 14.771 0.3
Total 47 58350.921
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Anexo 9. Andlisis de varianza (ANOVA) crecimiento de Fusarium oxysporum bajo
el efecto de NPsFe;03

FV GL SC CM F Probabilidad>F
Tratamiento 3 308.38 102.796 64.2688 <.0001
Error 44 70.37 1.599
Total 47 378.76

Anexo 10. Grafica de porcentaje de inhibicién de Fusarium oxysporum por
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NPsZnO
NPsZnO + Ag 1.5%
NPs ZnO +Ag 2.5%
NPsCuO

— NP5F3203

250

500 1000

Concentracion (mg L)

Anexo 10. Andlisis de varianza (ANOVA) del crecimiento de Clavibacter
michiganensis bajo el efecto de NPsZnO.

FV GL SC CM F Probabilidad>F
Tratamientos 6 0.63 0.10658867 3.28702825 0.01
Error 35 1.13 0.03242706
Total 14 1.77
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Anexo 11. Andlisis de varianza (ANOVA) del crecimiento de Clavibacter
michiganensis bajo el efecto de NPsCuO.

FV GL SC CM F Probabilidad>F

. 0.5625206 6 0.093753 2.8451 0.02
Tratamientos

1.1533376 35 0.032953
Error

1.7158582 41
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