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Resumen

Se evaluo la actividad antifingica del Oxido de Zinc (ZnO) y nanoparticulas de
ZnO (NPs-ZnO) sobre el control de Fusarium oxysporum Schltdl. (Nectriaceae)
bajo condiciones controladas de laboratorio e invernadero. Para la evaluacion se
prepararon medios envenenados y se coloco un explante en el centro del medio
sélido. El arreglo experimental fue completamente al azar con 18 tratamientos,
incluido el testigo, asignando 4 repeticiones para cada uno. Se evaluaron el
crecimiento micelial y la concentracion de conidios. Posteriormente se eligieron
tres concentraciones (3000, 1500 y 100 ppm) de NPs-ZnO y ZnO para su
evaluacién bajo invernadero en plantas de tomate de la variedad Floradade, se
realiz6 la inoculaciéon con una suspension de esporas de 1x107 de F. oxysporum
cuando la planta presento el tercer par de hojas verdaderas, posteriormente se
realiz6 la aplicacion de las diferentes concentraciones NPs-ZnO y ZnO, en dicho
experimento se tomaron en cuenta la incidencia y severidad y altura de planta
para determinar el efecto de los tratamientos sobre F. oxysporum. In vitro los
mejores tratamientos en la inhibicion micelial fueron las concentraciones altas de
NPs ZnO de 1600 a 3000 ppm con 81 a 83%, en la esporulacion del hongo
también fueron las que inhibieron de 82.57 a 83.85%. En invernadero los
tratamientos que alcanzaron mayor altura de planta fueron las NPs-ZnO de 1500
a 3000 ppm, con un rango de 166.0 a 175.40 cm, con una severidad en la escala
de 0.40 a 0.80 y una incidencia de 20 a 40%. Las NPs de ZnO tienen una
potencial aplicacion como agente antifingico y pueden utilizarse para controlar
la propagacion de F. oxysporum en tomate, ademas de mejorar el efecto
promotor relacionado con la actividad que tiene el ZnO como precursor en la
sintesis de auxinas, biosintesis de citoquininas y giberelinas; asi como la
induccion de mayor actividad de enzimas antioxidantes utiles en la respuesta al

ataque de patégenos.

Palabras clave: Enfermedad, nanoparticulas, tomate, toxicidad.



Abstract

The antifungal activity of Zinc Oxide (ZnO) and ZnO nanopatrticles (NPs-ZnO) was
evaluated on the control of Fusarium oxysporum Schltdl. (Nectriaceae) under
controlled laboratory and greenhouse conditions. For evaluation, poisoned media
was prepared and an explant was placed in the center of the solid medium. The
experimental arrangement was completely randomized with 18 treatments,
including the control, assigning 4 repetitions for each one. Mycelial growth and
conidia concentration were evaluated. Subsequently, three concentrations (3000,
1500 and 100 ppm) of NPs-ZnO and ZnO were chosen for their evaluation under
greenhouse in tomato plants of the Floradade variety, inoculation with a 1x107
spore suspension of F. oxysporum when the plant presented the third pair of true
leaves, later the application of the different concentrations NPs-ZnO and ZnO was
carried out, in this experiment the incidence and severity and height of the plant
were taken into account to determine the effect of the treatments on F. oxysporum
. In vitro the best treatments in mycelial inhibition were the high concentrations of
NPs ZnO from 1600 to 3000 ppm with 81 to 83%, in the sporulation of the fungus
they were also those that inhibited from 82.57 to 83.85%. In the greenhouse, the
treatments that reached the highest plant height were the ZnO NPs of 1500 to
3000 ppm, with a range of 166.0 to 175.40 cm, with a severity on the scale of 0.40
to 0.80 and an incidence of 20 to 40%. ZnO NPs have a potential application as
an antifungal agent and can be used to control the spread of F. oxysporum in
tomato, in addition to improving the promoter effect related to the activity of ZnO
as a precursor in the synthesis of auxins, biosynthesis of cytokinins and
gibberellins; as well as the induction of higher activity of antioxidant enzymes

useful in the response to the attack of pathogens.

Keywords: Disease, nanopatrticles, tomato, toxicity.



Introduccidén

El tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) es la hortaliza de mayor
importancia a nivel mundial. China es el productor y consumidor mas importante
de tomate, mientras que Estados Unidos es el principal importador y México el
principal exportador de esta hortaliza (FIRA 2019). México resalta con una de
produccion de 3, 780,950 ton., y un valor de la produccién de $ 31, 150,517(MXN)
(SIAP 2020), ademas, cuyo cultivo, cosecha y comercializaciéon genera 72 mil
empleos directos y aproximadamente 10.7 millones de empleos indirectos. La
produccion de este cultivo se ve afectada por una gran cantidad de
microorganismos fitopatdgenos que afectan su rendimiento, tales como:
bacterias, hongos, virus, entre otros. Uno de los principales hongos que mas
afecta al cultivo, son del género Fusarium Link (Nectriaceae) que causan
pérdidas entre 21y 47% en cultivos en exposicion libre y bajo cubierta (Fernanda
etal., 2020, Mejiay Hernandez, 2001). Fusarium oxysporum Schitdl. es el agente
causal de la enfermedad del marchitamiento de tomate, los principales sintomas
de la enfermedad incluyen; clorosis, marchitamiento progresivo de hojas,
decoloracién del tejido vascular, retraso del crecimiento, hasta llegar a ocasionar
la muerte de la planta (Aydi Ben Abdallah et al., 2016; Aydi Ben Abdallah et al.,
2019).

En la agricultura convencional los fungicidas quimicos son la principal
herramienta para el control de hongos fitopatégenos. El uso continuo y excesivo
de estos productos ha traido como consecuencia el desarrollo de resistencia a
los fungicidas utilizados (Alcedo et al., 2018). Los productos quimicos ingresan
al organismo humano quedandose en él, produciendo enfermedades como
cancer, dafios permanentes en nifios que nacen con dafios geneéticos con
deterioros, dafios ambientales como la esterilizacion del suelo y la desertizacion

de grandes regiones (Rivero, 2018).

Actualmente se ha incrementado la busqueda de alternativas de control, como el

uso de biofungicidas y la nanotecnologia en la agricultura; cuyas aplicaciones



incluyen fertilizantes para aumentar el crecimiento y rendimiento de las plantas,
pesticidas para el manejo de plagas y enfermedades, y sensores para monitorear
la calidad del suelo y la salud de las plantas (Servin et al., 2015).

Las nanoparticulas (NPs) son materiales entre 1 y 100 nm y existen como
metaloides, 6xidos metalicos, no metales y nanomateriales de carbono, etc., cuyo
pequefio tamafo, gran superficie y alta reactividad han permitido su uso en el

control de enfermedades y como nanofertilizantes (Elmer y White 2018).

Actualmente existen trabajos en donde reportan que una de las aplicaciones de
las NPs metalicas es como antimicrobianos; ya que elementos como ZnO, Cu,
Ag y Fe son antagonistas de una diversidad de microorganismos, donde se

incluyen hongos y bacterias fitopatdgenos (Saharan et al., 2015).

Las NPs-ZnO en diferentes cultivos de interés econdémico se les ha reportado que
presentan propiedades como promotores de crecimiento, bactericidas y
fungicidas (Esparza 2015; Méndez et al., 2016), en este ultimo, se ha sefialado
gue reducen la presencia de enfermedades por su actividad antifingica contra
Penicillium expansum, Botrytis cinerea, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,

Aspergillus fumigatu, Fusarium culmorum y F. oxysporum (Rajiv et al., 2013).

En base a la revision de literatura, existe poca informacion in vitro sobre la
efectividad de las NPs-ZnO como fungicidas, por lo que en este trabajo se planted
evaluar su efecto in vitro sobre F. oxysporum y en plantas de tomate bajo

condiciones controladas.



Objetivo general

Evaluar la actividad antifingica de NPs-ZnO en el patosistema Fusarium

oxysporum-Solanum lycopersicum bajo condiciones controladas

Objetivos especificos

Evaluar in vitro la actividad antifungica de NPs-ZnO para el control de Fusarium

oxysporum bajo condiciones contraladas de laboratorio.

Evaluar la actividad antifingica de NPs-ZnO para el control de Fusarium

oxysporum en tomate Solanum lycopersicum bajo condiciones de invernadero.
Hipodtesis

La aplicacion de las NPs-ZnO en Fusarium oxysporum in vitro y en el cultivo de

Solanum lycopersicum, controlara un 80% de en comparacion con el ZnO.

Revisién de literatura

El tomate, Solanum lycopersicum L., es una planta dicotiledénea perteneciente a
la familia de las solanaceas. En una primera clasificacién taxonémica, Linnaeus
en 1753 denominé al tomate cultivado Solanum lycopersicum; posteriormente, en
1754, Miller le asigna el género lycopersicon y la especie esculentum,
clasificacion comunmente aceptada hasta que trabajos recientes (Peralta et al.,
2006) propiciaron que se volviera a renombrar como Solanum lycopersicum L.
Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae



Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: lycopersicum

Fuente: Semillaria 2015

Descripcién botanica

Plantas herbaceas anuales o perennes, autdgamas, de porte erecto y hasta mas

de 1.5 m de altura, vellosas e inermes.

El sistema radicular del tomate estd constituido por la raiz principal, las raices
secundarias y las raices adventicias. La raiz principal es profunda y alcanza 1.5
metros de profundidad, la mayor parte se encuentra en los primeros 50
centimetros INTA, (2014).

El tallo primero es herbaceo, aunque tiende a lignificarse en las ramas viejas; es
fragil, redondo y erecto, semilefioso, con pelos glandulares que le confieren el

olor caracteristico Monardes, (2009).

Las hojas son compuestas, alternas, imparipinadas, con los foliolos dentados o

lisos y con pelos glandulares Monardes, (2009).

Las inflorescencias son racimos en cimas de flores con cinco pétalos, cinco
sépalos largos lanceolados y cinco estambres en columnas que rodean el estilo;

el céliz es persistente.

Las flores no se abren simultaneamente, de modo que siempre hay botones,
flores y frutos en el mismo gajo o ramilla. La antesis (apertura de flor), por lo
comun ocurre en las primeras horas del dia 'y 24 horas después se inicia la salida
del polen, y este aparece en el lado interno de las anteras y cae directamente

sobre la superficie de los estigmas (Infoagro Systems S.L. 2016).



La semilla es plana y ovalada con dimensiones aproximadas de 3x2x1 mm. Si se
almacena por periodos prolongados se recomienda hacerlo a una humedad de
5.5 %. Una semilla de calidad debera tener al menos el 95 % de germinacion
(Gonzélez et al., 2008).

Importancia de la produccion de tomate

México es el principal proveedor a nivel mundial de tomate con una participacion
en el mercado internacional de 25.11% del valor de las exportaciones mundiales.
A pesar de que durante el periodo 2003-2016 se experiment6 una reduccién en
la superficie sembrada, presentd un crecimiento acumulado en la produccién
(54.25%) y en las exportaciones en fresco (77.87%), convirtiéndolo en uno de los
cultivos con mayor incremento en productividad SIAP, (2017). Las entidades
federativas que presentan los mayores aumentos en produccion en el 2020 son:
Michoacan con 23,797 t (12.6%), Durango con 19,398 t (60.8%), Coahuila 11,120
t (10.2%) y Baja California 9,616 t (10.4%), respecto del afio anterior. En contra
parte, Jalisco, Nayarit, Sonora y San Luis Potosi, reportan disminuciones
significativas con: 40,126 t (29.2%), 24,909 t (98.5%), 22,194 t (53.7%) y 14,501
t (4.4%), respectivamente (SIAP, 2020). La adaptacion de estas regiones a la
produccién de hortalizas ha sido significativa con el apoyo de tecnificacion en los
cultivos, considerando el uso de estructuras de proteccién para las plantas, como
es el caso de invernaderos y malla sombra. No obstante, las plagas y
enfermedades son un factor bidtico primordial que merma significativamente la

produccion (Martinez et al., 2016).

Principales microrganismos fitopatégenos en tomate

Uno de los problemas que més afecta la produccion de tomate en México es el
control de plagas y enfermedades. No solo por aumentar los costos del cultivo,
sino que también ocurre cierta resistencia a los productos quimicos por parte de
los microorganismos cuando estos eran controlados aceptablemente con los
mismos productos afios atras (Serrato, 2015). El cultivo de tomate se encuentra

afectado por la presencia de diversos microorganismos patégenos, los cuales



son la principal causa de las enfermedades, dentro de los cuales se destaca la

presencia de hongos (Ascencio et al., 2008).

Marchitez vascular del tomate Fusarium oxysporum

El tomate es una es atacado por numerosas enfermedades, entre las cuales, esta
la marchitez vascular, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. El
marchitamiento vascular del tomate por Fusarium fue descrito por Masse en 1885
en las Islas de Wight y Guersney. El patégeno, por ser habitante del suelo, es
dificil de manejar. Una vez que el suelo se infesta puede permanecer con el
patégeno por tiempo indefinido. Debido al cultivo sucesivo de tomate en el mismo
lugar, la poblacién del hongo aumenta y, por ende, la incidencia de la enfermedad
(Vasquez et al., 2017).

Taxonomia, patologia y ecologia de Fusarium oxysporum

Es la especie de Fusarium mas dispersa y puede recuperarse de la mayoria de
los suelos: articos (Kommedahl et al., 1988), tropicales o desérticos (Joffe et al.,
1977; Mandeel et al., 1995) y cultivados o no (McMullen et al., 1983; McMullen et
al., 1984). También puede ser dispersado por insectos (Gillespie et al., 1993) y
recuperado de algas marinas (Granchinho et al., 2002). F. oxysporum también es
sin duda la especie mas importante econémicamente del género, dados sus
numerosos hospedadores y el nivel de pérdida que puede resultar cuando infecta

una planta.

La morfologia de las colonias en PDA varia ampliamente. El micelio puede ser
floco (consiste en o esta cubierto con mechones lanosos), escaso o abundante y
su color varia de blanco a violeta palido. En algunos aislamientos se producen
abundantes macroconidios de color naranja palido o violeta palido en una masa
central de esporas. Algunos aislamientos pueden producir abundantemente
esclerocios pequefios de color marrén palido, azul a negro azulado o violeta. F.
oxysporum generalmente produce un pigmento violeta palido a violeta oscuro o
magenta oscuro en el agar, pero algunos aislamientos no producen ningun

pigmento. Algunos aislados de F. oxysporum mutan facilmente a la forma



pionnotal a una colonia micelial plana "humeda" con un aspecto amarillo a

naranja cuando se cultivan en PDA (Leslie et al., 2006).

Las caracteristicas morfolégicas criticas de F. oxysporum incluyen la produccién
de microconidios en cabezas falsas en fialidas cortas formadas en las hifas, la
produccion de clamidosporas y la forma de los macroconidios y microconidios. El
namero y la morfologia de las macroconidias y microconidias formadas pueden
alterarse drasticamente por mutaciones aparentemente de un solo gen (Ohara et
al., 2004).

Macroconidios (Leslie et al., 2006)

Sporodochia: la mayoria de los aislamientos producen abundante esporodochia
naranja palido; sin embargo, en algunos aislados, la esporodoquia puede ser

escasa o inexistente.

Morfologia general: De longitud corta a media, recta a ligeramente

curvada, relativamente esbelta y de paredes delgadas.

e Morfologia de las células apicales: ahusadas y curvas, a veces con un
ligero gancho.

e Morfologia de las células basales: Pie en forma de punta.

e NuUumero de septos: generalmente 3 septos.

e Abundancia: escasa en algunas cepas, pero generalmente abundante en

esporodoquios y, ocasionalmente, en hifas que crecen en la superficie del

agar.
Microconidios (Leslie et al., 2006)

Forma / tabicacion: Ovalada, eliptica o en forma de rifiébn y normalmente O-

tabicada.

e Presentacion de micelio aéreo: Cabezas falsas.
e Células conidiégenas: Monofialides cortos.

e Abundancia; Abundante en el micelio aéreo.

Clamidosporas (Leslie et al., 2006)



e Abundancia / Velocidad de formacion: Formado abundante y rapidamente
(2-4 semanas con CLA) por la mayoria de los aislamientos, pero algunos
aislamientos forman clamidosporas lentamente si es que las forman.

e Ubicacion: generalmente formados individualmente o en pares, pero
también pueden encontrarse en grupos o en cadenas cortas. Puede ser
terminal o intercalar en hifas aéreas, sumergidas o superficiales.

e Aspecto: Paredes lisas o rugosas.

Los sintomas mas notables de F. oxysporum ocurren al inicio de la floracion,
poco después de la formacion de los primeros frutos (Beckman, 1987; Mendoza,
1993; Ramirez, 1998). Inician con un amarillamiento en las hojas mas viejas,
extendiéndose a toda la planta y ocasionando una clorosis que a veces se
presenta en las hojas de un so6lo lado de la planta, y en ocasiones sélo en la mitad
de éstas (Céardenas, 2000). Las hojas afectadas se marchitan y mueren, aunque
pueden permanecer adheridas al tallo. Si se realiza un corte transversal del tallo,
se observa una necrosis vascular de color café en forma de anillo, la cual se
extiende hacia la parte apical de la planta de acuerdo con la severidad de la
enfermedad, marchitando y matando a las plantulas o plantas adultas (Sanchez,
1998). Las plantas mas viejas pueden marchitarse y morir repentinamente; sin
embargo, comunmente muestran achaparramiento, epinastia, amarillamiento de
las hojas inferiores, marchitez de las hojas y tallo jévenes, defoliacion, necrosis
marginal de hojas y finalmente la muerte de la planta (Sanchez, 1998). Cuando
las raices y los tallos son colonizados, los sintomas se muestran como una
pudricion necrética, particularmente sobre las raices laterales mas pequeiias; lo
cual acelera el marchitamiento del follaje. Después que la planta muere, el hongo
fructifica sobre la superficie del tallo bajo condiciones de ambiente humedo
(Angulo, 1996; Valdez, 1999).

En la region de Sinaloa, las variedades Walter y Floradade resistentes a R1y R2
eran ampliamente cultivadas, y fue a partir de 1980 en que dichas variedades
empezaron a tener problemas con marchitamiento por Fusarium (Fasio et al.,
2003).



Nanotecnhologia

El prefijo nano, que distingue todo lo relacionado con esta nueva disciplina,
proviene del nanémetro (nm), que es la unidad de longitud equivalente a la
milmillonésima parte del metro (1 nm = 10° m) (Lépez, 2012). La nanotecnologia
es una ciencia innovadora que atrae a investigadores y cientificos de diferentes
disciplinas, incluyendo fisicos, quimicos, ingenieros y bidlogos de todo el mundo
(Kulzer, 2004). Con aplicaciones en el campo agricola, industrial, medicina etc.,
las cuales por su tamafio pueden modificar moléculas biologicas, para
proporcionarles funciones muy diferentes a las que tienen por naturaleza (Paul et
al., 2003).

Las nanoparticulas en el ambiente y sociedad

El aumento del uso de NPs-ZnO en productos de consumo puede aumentar su
liberacion al medio ambiente. Para evaluar el impacto de la exposicion a estas
nanoparticulas (NPs) en la salud humana es necesario detectar y monitorear
nanomateriales en el aire, el agua y el suelo, lo cual requiere de varios tipos de

sensores (Handy et al., 2008).

En la agricultura, la mayoria de los agroquimicos aplicados a los cultivos se
pierden y no llegan al sitio de destino debido a varios factores, incluyendo
lixiviacion, hidrdlisis, fotdlisis y degradacion microbiana (Sabir et al., 2014). Las
NPs y las nanocapsulas proporcionan un medio eficaz para distribuir pesticidas y
fertilizantes de forma controlada con alta especificidad del sitio reduciendo asi
dafios colaterales. El desarrollo de nanosensores puede ayudar a determinar la
cantidad requerida de insumos agricolas tales como fertilizantes y pesticidas. Por
otra parte, las plantas pueden absorber rdpidamente los nanofertilizantes. Los
fertilizantes nanocapsulados de liberacion lenta pueden ahorrar y minimizar la
contaminacion ambiental (Sabir et al., 2014), lo que ayudaria a evitar los
problemas de contaminacion existentes. Sin embargo, se requiere mayor

investigacién al respecto.
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En la sociedad, el tamafio de las NPs despierta sospechas de sus posibles
riesgos a la salud humana; ya que particulas de tamafio semejante, que son
subproducto de procesos productivos como el humo de la combustion de los
motores o el asbesto pueden provocar cancer (Foladori et al., 2012). La toxicidad
de un metal en los organismos vivos esta influenciada por su solubilidad en agua,
la union especifica a un sitio biolégico y su morfologia. Por lo que, éstos estan
definidos por cambios en la funcionalidad o morfolégicos en el cuerpo humano
debido a la ingesta, inhalacién y absorcion o introduccién a través de un agente

biolégico (Hossain, 2015).

Una creciente necesidad de nanotecnologia en diversas industrias puede
provocar una enorme dispersion ambiental de nanoparticulas en los préximos
afnos. Se plantea una preocupacion por la interaccion de las nanoparticulas con
la flora y la fauna debido a una carga cada vez mayor en el medio ambiente. En
los ultimos afios, varios investigadores han demostrado el impacto de las
nanoparticulas en el crecimiento de las plantas y su acumulacién en la fuente de

alimento (Rastogi et al., 2017).

Nanoparticulas en la agricultura

En los ultimos afios se han desarrollado nanoparticulas para su uso en la
agricultura como nanopesticidas y nanofertilizantes (que incluyen el uso de
nanoparticulas como nanoportadores de pesticidas, fertilizantes (Fraceto et al.,
2016; Wang et al., 2016). Se han utilizado nanoparticulas de quitosano para
encapsular herbicida, aumentando la eficiencia del herbicida significativamente
(Maruyama et al., 2016). Las NPs de silicio mesoporosas como NPs metaloides
también se han utilizado para suministrar ADN, proteinas y otros productos
guimicos en las plantas (Torney et al., 2007; Martin-Ortigosa et al., 2014). El uso
en la agricultura incluye nanoparticulas, como nanozeolitas (bloques de
construccion béasicos de silicato [SiO4] - y aluminatos [AlO4] - tetraedros), asi
como los hidrogeles (que consisten en diferentes polimeros como quitosano y
alginato), que ayudan en la mejora de la calidad del suelo y nanosensores (para

monitorear la salud de las plantas y el suelo (Fraceto et al., 2016). Se menciona
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que las nanoparticulas de silice no son toxicas para las plantas (Slomberg y
Schoenfisch, 2012), pero algunos autores observaron efecto téxico debido a la
disminucién del pH del agua destilada después de la adiciébn de NPs. Tripathi y
col. (2015) han declarado que las nanoparticulas de silice pueden aliviar la
fitotoxicidad del cromo (VI) en plantulas de Pisum sativum L. (Fabaceae) (Tripathi
et al., 2015). Varios estudios sobre el impacto de las NPs de metales y oxidos
metalicos en las plantas han mostrado un impacto toxico en las plantas, mientras
gue pocos estudios también indicaron su papel beneficioso en la forma de
mejorar los parametros de crecimiento y la productividad de las plantas
(Castiglione et al., 2011; Clément et al., 2013; Dimkpa et al., 2013; Jaberzadeh
et al., 2013; Jiang et al., 2014; Rafique et al., 2014; Raliya et al., 2015; Okupnik y
Pflugmacher, 2016; Cvjetko et al., 2017; Tripathi et al., 2017).

Las NPs metalicas de ZnO, ya sean puras 0 mezcladas con plata (Ag), estan
siendo estudiadas globalmente por su potencial agricola como promotores de

crecimiento, nanofertilizantes y antimicrobiales (Méndez et al., 2016).

Las NPs-ZnO y ZnO, afectaron la germinacién de las plantas y tuvieron efectos
negativos sobre el alargamiento de las raices (Lin y Xing, 2007, 2008). También
se observd que NP-ZnO reduce la eficiencia fotosintética y la actividad
antioxidante, mientras que induce la produccién de ROS en la planta de trigo
(Tripathi et al., 2017). También se observo fragmentacion del ADN debido a la
toxicidad de NPs-ZnO en Allium cepa L. (Amaryllidaceae) (Ghosh et al., 2016).
Se observo que el tratamiento de NPs-ZnO a una concentracion de 1000 ppm
promueve la germinacién de las semillas y el vigor de las plantulas, y a su vez
mostré un establecimiento temprano en el suelo que se manifiesta por una
floraciébn temprana y un mayor contenido de clorofila en las hojas, pero se
observé que la concentracion mas alta de NPs-ZnO a 2000 ppm presenta efecto
negativo y toxico sobre el crecimiento y rendimiento del mani (Prasad et al.,
2012).

Jo et al. (2009) probaron varias formas de iones de plata y nanoparticulas para

examinar la actividad antifungica en dos hongos patégenos de plantas, Bipolaris
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sorokiniana (Sorokin) Shoemaker (Pleosporaceae) y Magnaporthe grisea
Saccardo (Pyriculariaceae). Ensayos en placa de Petri in vitro indicaron que los
iones de plata y las nanoparticulas tenian efecto significativo en la formacion de
colonias de estos dos patdgenos, mientras que las concentraciones efectivas de
los compuestos de plata que inhiben la formacion de colonias en un 50% fueron
mas altas para B. sorokiniana que para M. grisea. El efecto inhibidor sobre la
formacion de colonias disminuy6 significativamente después de que los cationes
de plata fueron neutralizados con iones de cloruro. Los ensayos de inoculaciéon
en la camara de crecimiento confirmaron ademas que tanto la plata iGnica como
la plata en nanopatrticulas reducen significativamente estas dos enfermedades
fungicas en césped inglés Lolium perenne L. (Poaceae). En particular, los iones
de plata y las nanoparticulas redujeron eficazmente la gravedad de la
enfermedad con una aplicacion de 3 h antes de la inoculacion de esporas, pero
su eficacia disminuy0 significativamente cuando se aplicaron 24 h después de la
inoculacion. En planta, la eficacia de los iones de plata y las nanoparticulas es
mucho mayor con la aplicacién preventiva, que puede promover el contacto

directo de la plata con las esporas y los tubos germinativos e inhibir su viabilidad.

Efecto microbiano de las nanoparticulas de ZnO

Las NPs-ZnO tienen una potencial aplicacion como agentes bacteriostéaticos y
antifangicos y pueden utilizarse para controlar la propagacion y la infeccién de

diversos patdgenos (Raska y Laware, 2014).

Al-Dhabaan et al. (2017) evaluaron las NPs-ZnO y nanocompuestos de
quitosano, oxido de zinc y cobre (CS-Zn-Cu NC) contra tres hongos patégenos
de plantas, incluidos Alternaria alternata (Fr.) Keissl (Pleosporaceae),
Rhizoctonia solani J.G. Kihn (Agonomicetaceae) y Botrytis cinerea Persoon
(Sclerotiniaceae). La aplicacion in vitro mostr6 que las CS-Zn-CuNC a 90 pg ml*
tienen la mayor actividad antifingica, inhibiendo el crecimiento de B. cinerea con
una inhibicién de 1.7 cm en comparacién con las otras concentraciones y con las
otras nanoparticulas. Las NPs-ZnO a 90 pg ml! inhibieron significativamente el

crecimiento de R. solani, con una inhibicion de 1.6 cm en comparaciéon con
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concentraciones de 30 y 60 ug ml-t. Mientras que las nanoparticulas de Cu a 90

ug ml-t inhibieron el crecimiento de A. alternata en 1.4 cm.

Kriti et al. (2020) investigaron la actividad antimicética de NPs-ZnO sobre
formadores de esporas oscuras, B. sorokiniana y Alternaria brassicicola
(Schwein.) Wiltshire (Pleosporaceae). En este estudio se observo que las NPs
ZnO son eficaces para interferir con el metabolismo de dichos hongos
fitopatdgenos a una concentracion de 20 ppm fueron eficaz para inhibir la
germinacion de esporas en B. sorokiniana y en 10 ppm efectivas para A.
brassicicola. Y a 100 ppm de NPs-ZnO inhibe significativamente el crecimiento

micelial de ambos patégenos.

Actualmente se tienen mas investigaciones, en donde se evaluan diferentes NPs
sobre el efecto de microorganismos fitopatdgenos. Las NPs-Ag, debido a su
actividad fungicida, se han probado contra pocos hongos patdgenos de plantas y
se encontré que su impacto es significativo en la eliminacion de los hongos (Jo
et al., 2009). Pero su uso en la agricultura aun es cuestionable ya que se sabe
que los AgNP liberan iones de plata con su edad, ademas, pueden afectar la
acumulacion de biomasa en el suelo (Johansson et al., 1998; Liu y Hurt, 2010).

Interaccién entre nanoparticulas y plantas

Las nanoparticulas pueden interferir con el metabolismo de las plantas de varias
formas, por ejemplo, proporcionando micronutrientes (Liu y Lal, 2015), regulando
los genes (Nair y Chung, 2014), o interfiriendo con diferentes procesos oxidativos

en las plantas que resultan en un estallido oxidativo (Hossain et al., 2015).

Sin embrago, con base en investigaciones cientificos previas, es evidente que la
mayoria de las nanoparticulas metélicas en alta concentracidén son toxicas para
las plantas. Las nanoparticulas cuando estan presentes en concentraciones muy
altas dafnan la pared celular de la planta y la membrana plasmatica, penetrando
asi e interactuando con los diferentes procesos de la planta (Mazumdar y Ahmed,
2011; Mirzajani et al., 2013). Se observo que los AgNP de 25 nm a alta

concentracion rompen la pared celular y dafian las vacuolas de las células de la
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raiz de Oryza sativa, provocando asi un efecto toxico (Mazumdar y Ahmed,
2011). Mirzajani y col. (2013) observaron que el AgNP no pudo penetrar las
células de la raiz de O. sativa cuando estaba presente en una concentracion baja
(hasta 30 ug / mL), mientras que la concentracion mas alta pudo destruir la
estructura celular y causar el efecto toxico. Los autores también informaron que
30 ug / mL acelera el crecimiento de la raiz, mientras que 60 pg / mL restringen
la capacidad de crecimiento de la raiz. Las observaciones indican que la
penetracion de AgNP es necesaria para causar un efecto toxico, mientras que
cuando esta presente en los alrededores, puede tener un impacto positivo en las
plantas.Krishnaraj y col. (2012) observaron un efecto leve o nulo del AgNP

sintetizado biolégicamente en Bacopa monnieri .

Las nanoparticulas de cobre (Cu NP) se utilizan ampliamente como un agente
antimicrobiano, (Kasana et al., 2017). Debido a su propiedad oxidativa, se supone
gue las nanoparticulas de 6xido de cobre (CuO NP) tienen un efecto toxico mayor
que el Cu NP. Se observé que CuO NP tiene un impacto positivo en Elodea densa
(alga acuatica) y estimula la fotosintesis a baja concentracion (<0.25mg /L), pero
el escenario de impacto cambia completamente con dosis mas altas y a una
concentracion de 1 mg / L una clara supresion en la fotosintesis fue observada
(Nekrasova et al., 2011). Se informé que la morfologia de la raiz se ve afectada
negativamente con Cu y NPs-CuO, con una inhibiciébn casi completa con una
dosis alta de NP (Lee et al., 2008; Adhikari et al., 2012; Perreault et al., 2014;
Shaw et al., 2014; Song et al., 2016; Adams et al., 2017).

Para tener alguna accion o efecto, las NPs deberian de ingresar a la célula de
alguna forma. Al respecto, existe la posibilidad de que algunas NPs no solo
interactden con la superficie de la membrana, sino que también podrian penetrar
al interior de ciertos organismos (Gomez et al.,, 2013). Para su absorcion y
translocacion, las nanoparticulas deben atravesar varias barreras quimicas y
fisiologicas. Cuando las nanoparticulas interactian con la planta, la pared celular
es la primera barrera que debe cruzar. Las paredes de las células vegetales son

una estructura compuesta de celulosa que permite la entrada de particulas
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pequefias y restringe las mas grandes, por lo que nanoparticulas mas pequefias
pueden atravesar esta capa de una manera comparativamente facil, con respecto
a las nanoparticulas mas grandes. El limite de exclusion de tamafio para la pared
celular de la planta esta entre 5y 20 nm (Dietz y Herth, 2011). Se ha informado
que algunas de las nanoparticulas inducen la formacién de poros mas grandes
en la pared celular, lo que facilita ain mas la entrada de nanoparticulas grandes
(Navarro et al., 2008; Kurepa et al., 2010). Desde la pared celular, las
nanoparticulas pueden moverse a través del endocitosis (Etxeberria et al., 2006),
ademas, a través del transporte simplastico, pueden viajar a diferentes tejidos
vegetales (Ma et al., 2010). Recientemente, Wong et al. (2016) propusieron un
modelo matematico que indica que el mecanismo de intercambio de lipidos para
el transporte de nanoparticulas dentro de las células vegetales, donde indicé que
el tamafo, la magnitud y los potenciales zeta son clave para determinar el

transporte de nanoparticulas dentro de la planta.

Materiales y métodos

Ubicacion del experimento

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Entomologia Molecular y
Alternativas de Control de Plagas e invernadero del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), en

Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Nanoparticulas de Oxido de Zinc (NPs-ZnO) y Oxido de Zinc (ZnO)

Las NPs-ZnO fueron sintetizadas en el Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA), en Saltillo Coahuila. Se sintetizaron a través de precipitacion
controlada de acuerdo a la guia de Betancourt et al. (2010), mediante el método
de hidrolisis quimica, bajo la siguiente metodologia: en un matraz bola provisto
de tres bocas se colocaron 13.7 g de (CH3COz2)2Zn y 600 mL de etanol. Esta
solucion se agité constantemente a una temperatura de 75°C en reflujo durante

2 h. Después se adicion6 una solucion acuosa de 0.22 M de NaOH y 100 mL més
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de H20 para completar la mezcla de reaccion. Se continué con agitacion
constante durante 24 h. Posteriormente las NPs-ZnO obtenidas inmersas en
etanol fueron centrifugadas a 15,000 rpm durante 5 min para su recuperacion. El
precipitado fue lavado 2 veces con etanol y secado en una estufa a 60°C por 24
h. Las NPs-ZnO secas fueron trituradas en un mortero de agata para obtener un
polvo fino con un tamafio de particula primaria de 23.44 nm y se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su uso. El ZnO en polvo, se obtuvo comercialmente

en Sanely Comercializadora.

Aislamiento y purificacién de Fusarium oxysporum. Para la obtencion de las
cepas del hongo, se recolecté tejido vegetal enfermo por F. oxysporum en el
cultivo de tomate, para su aislamiento se seccion6 el tejido con un bisturi, el cual
se desinfectd con un triple lavado con hipoclorito al 3%, agua destilada estéril
(dH20), alcohol al 70% y dH20 y posteriormente fue sembrado en medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (PDA) (Bioxon®) y se incubo a 27 = 2 °C en una camara de
crecimiento (Binder®) y a partir de su crecimiento las cepas fueron purificadas

por punta de hifa.

Identificacién morfologia y molecular. La identificacion morfologica se realizo
mediante montas de estructuras del micelio y sus respectivos conidios en porta y
cubreobjetos, con una solucién de lactofenol y azul de algodén. Su observacién
se llevé a cabo a 40 y 100X en microscopio compuesto y para la identificacion a
nivel género se apoyé de las claves taxondmicas para géneros de hongos
imperfectos de Barnett y Hunter (1998) y a nivel especie con las claves de Leslie
et al. (2006).

La identificacion molecular se realiz6 mediante la extracciéon de ADN del hongo,
mediante el protocolo de CTAB (Lee et al., 1990). Se resuspendi6é en 1 x Tris-
EDTA y se almacend a -20 ° C. La region del espaciador interno transcrito (ITS)
del ADN ribosomico nuclear (nrfDNA) se amplificé utilizando los cebadores de
PCR ITS4 e ITS5 (Clear 2000). Las reacciones de amplificacién se llevaron a
cabo en un volumen de 20 pl que contenia 1 x tampdén de PCR (Tris-Cl 100 mM,
pH 8.0, KCI 500 mM y Nonidet P40 al 0.8%, Helena Biosciences, Reino Unido),
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polimerasa Taq de 1 U (Bioline, Reino Unido), 0.2 mM cada dNTP, 2 mM MgCiI2,
0.35 pM de cada cebador y 20 ng de ADN gendmico.

Posteriormente se llevdo a cabo el método de PCR, con las siguientes
condiciones: la desnaturalizacién inicial durante 1 min a 95 ° C fue seguida de 25
ciclos de 94 ° C durante 1 min, 52 ° C durante 30 s, 72 ° C durante 1 min con una
extension final de 7 min a 72 ° C. Los productos de PCR se secuenciaron en
ambas direcciones siguiendo el procedimiento estandar (Wollenweber et al.,
1935), utilizando un secuenciador de ADN automatico ABI Prism 377 y un kit de
reaccion ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). utilizando los oligonucledtidos
especificos para F. oxysporum, FOF1: (5-ACATACCACTTGTTGCCTCG-3’) y
FOR1: (5’-CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3’) (Mishra et al. 2003).

Laboratorio (Evaluacion in vitro)

Medio de cultivo envenado con NPs-ZnO. Se prepar6é medio de cultivo PDA
adicionado con 5¢g/L de extracto de malta. Se colocé en una olla de presién
(Presto Modelo 79291, capacidad 21 L) por 15 minutos a 15 libras a una
temperatura de 121°C para su esterilizacion. Las NPs-ZnO y ZnO se prepararon
en tubos de vidrio con 10 mL de agua desionizada y se agregaron las
concentraciones correspondientes de nanoparticulas y ZnO. Las NPs-ZnO fueron
dispersadas por sonicacion en tres ciclos de 15 min. Finalizada la esterilizacién,
se dejé enfriar el medio de cultivo, el cual se completd con la solucion de NPs
previamente sonicada, se agité por un lapso de 15-20 minutos para lograr
homogenizar la solucion con el medio y por ultimo cada tratamiento fue vaciado
en cajas Petri (90 x 15 mm), sobre los cuales se colocé en el centro un explante
de 5 mm de F. oxysporum. Las cajas de Petri, se incubaron a una temperatura

de 27 = 2 °C por 8 dias en una camara de crecimiento (Binder®).

Disefio experimental. Se evalud el efecto in vitro de Fusarium oxysporum por
las NPs-ZnO y ZnO en 8 concentraciones (3000, 2000, 1600, 1200, 800, 400,
200, 100 ppm) y un testigo absoluto (PDA=0 ppm) con 4 repeticiones cada una,

considerada una caja Petri como una repeticion.
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Evaluacidon de crecimiento micelial y concentracién de conidios

La evaluacion consistido en medir el crecimiento micelial, en dos ejes (horizontal
y vertical) del fitopatdégeno, cada 24 horas, hasta el llenado del testigo (8 dias),
utilizando como apoyo un calibrador (vernier) con compuesto digital (Titan®).
Para el conteo de conidios se recolecté el micelio de las cajas en agua destilada
dH20 estéril, se agito la suspension para homogenizar la concentracion de
conidios, posteriormente se tomaron 10 uL y se colocaron en la camara de
Neubauer (Marienfeld Germany), siguiendo los pasos y formulas de la guia
proporcionada por Celeromics (Total de células contadas/ Numero de cuadros x
10,000). Con los datos obtenidos en la evaluacion se calcul6 el porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial mediante la formula descrita por Orbera et al.

(2009), tomando como 100% el crecimiento micelial del testigo (0O ppm).
PICR = (R1—-R2/R1)X 100
Donde:

PICR: es el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.
R1: representa el valor promedio del radio del crecimiento del hongo (testigo)

R2: Es el valor promedio del radio de la colonia inhibida (tratamiento).
Invernadero (Evaluacion in vivo)

Material vegetativo. Se utilizaron plantulas de tomate S. lycopersicum tipo bola
variedad Floradade (Fax de Occidente S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco,
México). Esta variedad se sembré en charolas de germinacion de poliestireno
expandido de 200 cavidades en sustrato a base de turba acida-perlita en relacién
3:1 y el trasplante se llevd a cabo 4 semanas después de la siembra en
contenedores con capacidad para 8 L, en condiciones de 25 °C +2 y a una

humedad relativa de 60 a 75%.

Inoculacion y aplicacion de tratamientos. Cuando las plantulas presentaron el
tercer par de hojas verdaderas se realiz6 la primera inoculacion de F. oxysporum
con una suspension de 1x10’ conidios, y para observar claramente la

manifestacion de la enfermedad se inoculé el patbgeno nuevamente a los 15 y
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30 dias después de la primera inoculacion. Las diferentes concentraciones de
NPs-ZnO y ZnO se asperjaron al follaje con un rociador manual de capacidad
para 1900 mL (R'Flo Master) al siguiente dia de cada inoculacion de F.

oxysporum.

Disefio experimental. Se evalud el efecto in vivo de F. oxysporum por las NPs-
ZnO y ZnO en 3 concentraciones elegidas con base en la evaluacién in vitro
(3000, 1500, 100 ppm) y se agregaron un testigo absoluto (sin inoculacion con
esporas de F. oxysporum=TA) y un testigo inoculado con suspension de esporas

(=TO0) con 5 repeticiones cada una, considerada una planta como una repeticion.

Evaluacion. Se determind la altura (cm) de la planta con apoyo de un flexdmetro
Gripper (Truper), esto al registro de la evaluacion del dafio por F. oxysporum. La
evaluacion de la severidad del dafio por F. oxysporum se realizé a los 75 dias
después de la primera inoculacion del patégeno, cuando las plantas del testigo
(TO) presentaron sintomas caracteristicos, causados por el patdgeno, mediante
la escala sintomatolégica de Apodaca et al. (2004) y Clavijo-Castro (2014)

(Cuadro 1) y se calculd la incidencia con la formula siguiente: 1= (IA/N) * 100

Donde: I= Incidencia, es la medida del porcentaje de individuos afectados (I1A) y
que muestran sintomas de la enfermedad (%) en una poblacién (N).

Cuadro 1. Escala para evaluar la severidad por F. oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici en tomate.

Clase Intensidad de la enfermedad

0 Sin sintomas visibles a la enfermedad.
1 Puntos necroéticos en hipocdtilo.

2 Hojas marchitas, oscurecimiento en la base del hipocotilo o disminucion

en el crecimiento de la planta.

3 Marchitez, lesion necréticas 1-5 cm y disminucion en el crecimiento de la

planta.
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4 Lesion necrotica 6-10 cm, defoliacién y disminucién en el crecimiento.

5 Muerte de la planta.

Manejo agronomico del cultivo. La parte nutricional del cultivo fue cubierta con
el fertilizante foliar Ferti plus+ 2L/ha (AGROformuladora DELTA® S.A. DE C.V.)
aplicado al sustrato en 4 ocasiones durante el desarrollo del cultivo. Se realizé
una aplicacion del insecticida Imidacloprid Confidel 350SC, 1L/ha
(AGROformuladora DELTA® S.A. DE C.V.) para el manejo de la mosca blanca

Trialeurodes vaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae).

Recuperacion del fitopatdégeno. Al finalizar la toma de datos de resultados, se
secciond tejido sano y con sintomas de la enfermedad para la determinar la
presencia del fitopatdgeno. El tejido vegetal enfermo se aislé, sembré y purificd

como previamente fue descrito.

Andlisis de resultados. Con el porcentaje de inhibicion micelial y concentracion
de conidios se realiz6 un andlisis Probit de maxima verosimilitud y se determiné
los valores de la concentracion inhibitris (Clso y Cloo) y sus limites fiduciales al
95% de confiabilidad. Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la
inhibicion micelial, inhibicion de esporulacién, incidencia, severidad y altura en
los diferentes tratamientos se realiz6 un analisis de varianza (ANVA) y
comparacion de medias de los tratamientos con una prueba de rango multiple de
Tukey (P<0.05). Los datos de inhibicién micelial, inhibicién de esporulacion e
incidencia expresados en porcentaje fueron transformados por raiz cuadrada de
arcoseno para su analisis. Para todos los andlisis se utilizo el software SAS/STAT
(SAS Institute, 2002).
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Resultados y discusion

En la inhibicidn del crecimiento micelial, se encontraron diferencias significativas,
cuyo tratamiento con mayor efecto sobre F. oxysporum, fueron las NPs ZnO a
1600 y 3000 ppm con un 83.3 y 81.05% de inhibicién. EI ZnO con mayor efecto
fueron las concentraciones de 1600, 2000 y 3000 ppm con 76.6, 76 y 78.63% de
inhibicién. En los tratamientos con dosis bajas, las NPs-ZnO a 400, 200 y 100
ppm junto con el ZnO a 400 ppm inhibieron de un 30.78 a 47.28% del crecimiento
micelial. Sin embargo, en las concentraciones bajas de ZnO (200 y 100 ppm) no
mostraron ninguna diferencia significativa en comparacioén al testigo (Cuadro 2,
Figs. 1y 2).

Figura 1. _Actividad antifungica de NPs-ZnO sobre Fusarium
oxysporum in vitro: a) O ppm, b) 3000 ppm, c¢) 2000 ppm, d) 1600
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ppm, e) 1200 ppm, f) 800 ppm, g) 400 ppm, h) 200 ppm, i) 100
ppm.

En el conteo de conidios, los tratamientos con mayor efecto de inhibicion con un
porcentaje superior al 80% son las NPs-ZnO de 1600 y 3000 ppm, y en los
tratamientos de ZnO con mayor efecto son de 1200 a 3000 ppm con una
inhibicion de 65.59 a 69.87%, mientras que las concentraciones bajas de NPs
ZnO (200, 400 y 800 ppm) junto con el ZnO a 800 ppm presentaron un porcentaje
de inhibicién entre un 55.73 a 59.73% de la esporulacién. La concentracion mas
baja de NPs ZnO y ZnO de 100 ppm inhibieron un 41.71 y 28.08% (Cuadro 2).

Figura 2. Actividad antifungica de ZnO sobre Fusarium
oxysporum in vitro: a) 0 ppm, b) 3000 ppm, ¢) 2000 ppm, d) 1600
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ppm, e) 1200 ppm, f) 800 ppm, g) 400 ppm, h) 200 ppm, i) 100 a
ppm.

Cuadro 2. Medias del porcentaje de inhibicion, porcentaje de inhibicion de
esporulacion, + desviacion estandar de Fusarium oxysporum en medio PDA a

diferentes concentraciones de ZnO y NPs-ZnO a 8 dias de evaluacion.

) Concentracion Inhibicion micelial Inhibicion de
Tratamiento

(ppm) (%) esporulacién (%)
Testigo 0 0£0j ] 0£0.00 h
ZnO 3000 78.63+1.72 bcd 69.87+1.92 c
ZnO 2000 76.00+0.91 de 66.81+1.21 c
ZnO 1600 76.60+0.51 cd 68.06+1.17 c
ZnO 1200 65.85+2.73 f 65.59+0.49 c
ZnO 800 62.63+0.57 g 56.83+2.79 d
ZnO 400 46.32+1.36 h 48.38+1.88 e
ZnO 200 0+0.00 | 28.81+3.17 g
ZnO 100 0+0.00 |j 28.08+2.32 ¢
NPs ZnO 3000 81.05+1.84 ab 83.85+0.39 a
NPs ZnO 2000 79.35+0.41 bc 76.38+1.60 b
NPs ZnO 1600 83.30+0.91 a 82.57+1.49 a
NPs ZnO 1200 73.25+1.12 e 75.56+0.97 b
NPs ZnO 800 66.40+1.98 f 59.72+2.43 d
NPs ZnO 400 47.28+0.74 h 57.42+1.20 d
NPs ZnO 200 33.35+0.83 i 55.73+1.47 d
NPs ZnO 100 30.78+£1.09 | 41.7145.48 f

CVv 2.32 3.79

R? 0.99 0.99

GL 16,67 16,67

F 2386.22*** 417 49+
Pr>F <0.0001 <0.0001

CV=Coeficiente de Variacion. Medias con la misma letra entre columna no son
significativamente diferentes (Tukey; P<0.05). *** Indica significancia contraste
valor F a P <0.001.

Para la inhibicion del 50% del crecimiento de micelio se requiere una menor

concentracion de NPs-ZnO en comparacion con el ZnO, que requiere casi del
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doble para inhibir el mismo porcentaje de crecimiento (Cuadro 3). De igual forma,
para la inhibicién del 50% de esporas se requiere una concentracidbn menor de
NPs-ZnO, mientras que con el 6xido de zinc se requiere casi del triple para inhibir

el mismo porcentaje de crecimiento

Cuadro 3. Concentracion inhibitris del crecimiento micelial y de inhibicion de
esporulacion y limites fiduciales de ZnO y NPs-ZnO aplicados a Fusarium
oxysporum en medio PDA a 8 dias de evaluacion.

Tratamientos — — Ppm — —
Clso  Limites fiduciales 95% Clgo Limites fiduciales 95%
Inferior Superior Inferior Superior

Inhibicion de micelio

NPszZnO 364.40 286.54 446.37 5017 3537 8081

Zn0O 776.04 465.94 1191 3329 1943 11401
Inhibicién de esporas

NPszZnO 186.46 111.94 264.71 8327 4744 20327

ZnO 545.68  416.40 694.56 17072 9245 43671

Ppm=partes por millén, Clso= Concentracion inhibitris del 50% del crecimiento,

Clgo= Concentracioén inhibitris del 90% del crecimiento.

De la evaluacion bajo invernadero, al final de las pruebas se recuperd el
fitopatdgeno de tejido sano y enfermo y fue re-aislado, coincidiendo nuevamente

con la especie F. oxysporum.

Se observé que las NPs-ZnO a 1500 ppm presentaron significativamente el
mayor crecimiento de planta con 175.4 cm, seguido por las NPs-ZnO a 3000 ppm
con una altura de planta de 166 cm, este ultimo sin diferencias significativas con
el testigo absoluto que present6 157.4 cm en altura de planta. El ZnO comparado
con las NPs-ZnO presentaron significativamente menor crecimiento de 106 a 140
cm y con mucho menor crecimiento el testigo inoculado sin proteccion contra F.
oxysporum con una altura de 73 cm en plantas que terminaron muertas (Cuadro
4).

En términos de dafio por la enfermedad, se presentaron diferencias significativas,

con una mayor incidencia las plantas correspondientes al testigo inoculado y
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ZnO, mientras que las plantas con aplicacion de NPs presentaron
significativamente menor incidencia (Cuadro 4). En cuanto a la severidad hubo
diferencias significativas entre los tratamientos, sin severidad en el testigo
absoluto sin inoculacion, seguida por las NPs-ZnO con menor severidad con 0.4-
1.2 en la escala sintomatolégica de dafio por F. oxysporum, mientras que el ZnO
presenté mayor severidad (2.0-4.8 en la escala) junto al testigo inoculado sin
proteccion contra el patdégeno con la severidad mas alta (Figura 3y 4).

En la presente investigacion, respecto a las plantas inoculadas (T0), las plantas
tratadas con ZnO presentaron un incremento en la altura en un 61%, el testigo
absoluto (sin inoculacion) 115% y los tratamientos con NPs ZnO hasta un 118%,

incluso mayor altura que el testigo sin inocular (Figs. 3y 4).

Figura 3. Plantas de tomate S. lycopersicum, a) inoculadas con Fusarium

oxysporum, b) testigo absoluto sin inoculacion del fitopatégeno.
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Figura 4. Control de Fusarium oxysporum con NPs-ZnO y ZnO en plantas de

tomate S. lycopersicum. a) NPs-ZnO a 3000 ppm, b) NPs-ZnO a 1500 ppm,
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¢) NPs-ZnO a 100 ppm, d) ZnO a 3000 ppm, e) ZnO a 1500 ppm, f) ZnO a 100

ppm.

Cuadro 4. Medias de altura de planta, incidencia y severidad del dafio por F.

oxysporum * desviacion estandar a diferentes concentraciones de NPs-ZnO y

ZnO a 75 dias después de la primera inoculacion.

Concentracion

Altura de

Tratamientos Incidencia (%)  Severidad?
(ppm) planta (cm)
Testigo 0 157.4+1 ab 0.0£0.0 b 0+0.0 c
absoluto=TA 3.2
Testigo 0 73.0+6. d 100.0+0.0 a 5.0+0.0 a
inoculado=TO 02
ZnO 3000 140.0£2 b 100.0+0.0 a 2.0+0.0 b
4.3
ZnO 1500 108.4+1 c 100.0+0.0 a 2.0+0.0 b
5.2
ZnO 100 105.6t1 c 100.0+0.0 a 4.8+0.4 a
3.4 5
NPs-ZnO 3000 166.0+t1 ab 40.0+54.7 ab 0.8+1.1 bc
8.1 0
NPs-ZnO 1500 175.4+1 a 20.0+44.7 b 0.4+0.8 c
2.8 9
NPs-ZnO 100 136.6t1 bc 60.0+54.7 ab 1.2+1.1 bc
3.9 0
CcVv 11.62 48.65 32.19
R? 0.85 0.65 0.90
GL 7,39 7,39 7,39
F 25.50%** 8.43*** 42.82***
Pr>F <0.0001 <0.0001 <0.0001

lEscala sintomatolégica de Apodaca et al. (2004) y Clavijo-Castro (2014).

CV=Coeficiente de Variacion. Medias con la misma letra entre columna no son
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significativamente diferentes (Tukey; P<0.05). *** Indica significancia contraste
valor F a P <0.001.

Las NPs-ZnO (23.44 nm) demostraron un control eficaz sobre el crecimiento de
F. oxysporum, y pueden ser una alternativa de manejo del fitopatdégeno; tal como
lo describen Esparza et al. (2017) en su evaluacion de la actividad antifungica de
NPs-ZnO sobre F. oxysporum, quienes observaron una inhibicion de 91.13% del
crecimiento en una concentraciéon de 1000 mg L. Sin embargo, esta observacion
puede variar dependiendo del fitopatdgeno a controlar, en este sentido, Esparza
et al. (2015) observaron que las NPs-ZnO con un tamafio de 200 nm a 2000 ppm
contra Phytophthora capsici Leonian (Peronosporaceae) y Rhizoctonia solani J.
G. Kihn (Ceratobasidiaceae) solo inhibieron entre 14 y 16 % el crecimiento

micelial.

Rajiv et al. (2013) sintetizaron nanoparticulas de ZnO a partir de Parthenium
hysterophorus L. (Asteraceae) en diferentes tamafios y exploraron su actividad
antifangica  contra Aspergillus  flavus Link  y Aspergillus  niger Tieghem
(Aspergillaceae), demostrando que las NPs-ZnO son buenos agentes
antifangicos inhibiendo estos fitopatégenos con un tamafio de 27 + 5 nm, ademas

de ser respetuosos del medio ambiente.

Dimkpa et al. (2013) ratificaron el efecto antifungico de las NPs-ZnO sobre
Fusarium graminearum Schwabe (Nectriaceae), reduciendo el crecimiento del
fitopatdgeno, ademas de complementarse con el agente de control biol6gico
Pseudomonas chlororaphis O6, al no inhibir los metabolitos de la bacteria para
inhibir el desarrollo de F. graminearum; abriendo la posibilidad de utilizarlas como
formulaciones para complementar las estrategias existentes para mejorar la

sanidad de los cultivos.

Recientemente, Pariona et al. (2020) estudiaron la actividad antifangica in vitro
del ZnO en tres formas de particulas, incluidas las NPs con un tamafio de 18+2
nm, para tres especies de hongos: Fusarium oxysporum

f.sp. lycopersici, Fusarium solani (Mart.) Sacc. y Colletotrichum gloeosporioides
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(Penz.) Penz & Sacc. (Glomerellaceae), encontrando resultados de control muy
similares con 1mg/mL contra F. oxysporum con 54 y 53% de inhibicién por ZnO
y NPs-ZnO respectivamente. A la misma concentracion en F. solani la inhibicion
fue de 65 y 55% y para C. gloeosporioides de 60 y 59% por ZnO y NPs-ZnO

respectivamente.

En cuanto la esporulacion del hongo, con el tratamiento con NPs-ZnO, se
correlacion6 su efecto con el crecimiento micelial, inhibiendo en mayor grado los
conidios, en comparacién al testigo y a los ocho tratamientos con ZnO, efecto
que puede atribuirse a que las nanoparticulas inducen un dafio en la hifa del
hongo y al mismo tiempo a los conidios, caracteristica observada por Jo et al.
(2009) y Lamsal et al. (2011) con NPs-Ag (plata), quienes indicaron que las NPs
influyen en la formacién de colonias de esporas, dafiando y penetrando la
membrana celular y en el progreso de la enfermedad de los hongos patégenos

de las plantas.

Por otro lado, He et al. (2011) describen que las NPs-ZnO pueden exhibir
diferentes actividades antifungicas, por un lado, observaron en Penicillium
expansum Link. (Aspergillaceae) en medio PDA con NPs-ZnO que produjo
conidios, pero también inhibi6 su desarrollo y distorsioné los conidi6foros,
mientras que la biomasa de Botrytis cinerea Persoon (Sclerotiniaceae) desarrollo
principalmente hifas, con aparentemente mas resistencia a las NP de ZnO,
conservando la fina estructura de los micelios, aunque si se deformo la superficie

de las hifas de los hongos.

Wani y Shah (2012) informaron una tasa alta de inhibicién en la germinacion de
esporas de los hongos Alternaria alternate, F. oxysporum, Rhizopus stolonifer y
Mucor plumbeus a la exposicion de NPs de ZnO y NPs de 6xido de Magnesio

(MgO) desde concentraciones (100 mg/L.)

El efecto de las NPs de ZnO en el crecimiento de las plantas, no esta del todo
distinguido, al respecto, Navarro et al. (2008) sugieren que los materiales de
tamafio nanométrico con mayores areas superficiales podrian absorber, traslocar

y retener de manera mas eficiente los nutrientes en las plantas. Servin et al.
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(2015) mencionan que el aumento en el crecimiento y rendimiento de los cultivos,
puede ser el resultado de la inhibicion o control de algun fitopatégeno por las NPs
Zn0.

En otros cultivos como el chile Capsicum annuum L. (Solanaceae), Méndez et al.
(2015), evaluaron NPs ZnO dopadas con Ag al 2.5% en el crecimiento y
produccion de biomasa en plantulas, encontrando solo un incremento en la altura

de 16.8% en comparacion con las plantas control.

La mayoria de los estudios sobre NPs en fitopatologia han examinado la actividad
antifiingica directa contra el patégeno en cuestiéon (Wani y Shah 2012; Ocsoy et
al. 2013; Saharan et al. 2015; Zabrieske et al. 2015; Strayer-Scherer et al. 2018).

En el presente estudio se demostrd que la aplicacion foliar de NPs ZnO inhibe el
desarrollo de la enfermedad y afecta positivamente el crecimiento de la planta,
presumiblemente a través de una mejor nutricion mineral y defensa del
hospedero. El efecto del ZnO a nanoescala (25 nm) sobre el crecimiento y
desarrollo de plantas fue comprobado por Prasad et al., (2012) en el cultivo de
cacahuate Arachis hypogaea L. (Fabaceae), observando que a 1000 ppm
promovia la germinacion de semillas, el vigor de las plantas, asi como el aumento
de crecimiento de tallos, raices, la floracién temprana y aumento de contenido de
clorofila y rendimiento de vaina, aunque el aumento en la concentracion (2000

ppm) presentod efectos adversos como toxicidad en el crecimiento y rendimiento.

Stampoulis et al. (2009) investigaron los efectos de cinco nanomateriales
incluidas NPs de ZnO en Cucurbita pepo L. (Cucurbitaceae) en medio
hidropénico a 1000 mg/L, encontrando que las NPs no afectaron la germinacién,

pero si presentd toxicidad sobre la longitud de raiz y biomasa.

En plantas de sandia Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. y Nakai, Elmer et al.
(2018) evaluaron la eficiencia de las NPs ZnO y CuO sobre F. oxysporum y
observaron que las plantas tratadas con las nanoparticulas presentaban rango
de valores de clasificacion de la enfermedad significativamente menores a las

plantas controles que no fueron tratadas.
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La capacidad de las NPs de Oxido metalico a través de la aplicacion foliar para
proveer resistencia a enfermedades es un concepto relativamente nuevo e
inexplorado. Se considera que el efecto promotor de crecimiento de las NPs-ZnO
puede atribuirse a la actividad del 6xido de zinc como precursor de la produccion
de auxinas que promueven division, elongacién celular, tienen influencia en la
reactividad del acido indolacético, el cual funciona como fitoestimulante
hormonal, asociadas a la biosintesis de citoquininas y giberelinas; asi como la
induccion de mayor actividad de enzimas antioxidantes utiles en la respuesta al

ataque de patdégenos (Méndez-Arguello et al., 2016).

Esta mejora en los procesos fisiologicos por accion de las NPs, las promueve
como estimulantes minerales y posiblemente como inductores de resistencia
(Lamsal et al. 2011) y no solo puede estar directamente relacionado con la
presencia reducida de organismos patégenos, sino también con el valor
nutricional potencial de las nanoparticulas en si mismas, especialmente para los
micronutrientes esenciales necesarios para la defensa del hospedero (Servin et
al. 2015).

Conclusion

Las NPs de ZnO presentan actividad antifungica e inhiben el crecimiento micelial

y esporulacion de Fusarium oxysporum.

La aplicacion foliar de NPs de ZnO promueven el crecimiento de plantas de

tomate, y disminuyen la incidencia y severidad de F. oxysporum.

Las NPs de ZnO tienen el potencial para utilizarse como productos para prevenir

y controlar el deterioro de las plantas por microorganismos fitopatdogenos.
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