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INTRODUCCION

La nanotecnologia es una ciencia con numerosas aplicaciones en la ciencia y
tecnologia, con innovacion que contribuye a solucionar los problemas que
afectan a la sociedad, y se basa en la sintesis de nanoparticulas a partir de
diferentes tipos de metales como el platino, oro y 6xidos metélicos (Gomez-
Garzon, 2018; Gurunathan et al., 2015).

En el area agricola, universidades de ciencias agricolas y centros de
investigacion se han propuesto desarrollar tecnologias de manejo alternativo de
plagas y enfermedades, como el uso de controladores bioldgicos, biorracionales,

de origen fisico y potencializadores (Franco-Mora, 2017).

Por otra parte también han sido estudiados nuevos compuestos de derivados
vegetales, llamados aceites esenciales y extractos vegetales, comprobando que
son mas seguros para el medio ambiente y los humanos (Villa-Martinez et al,
2014).

Los extractos de las plantas contienen metabolitos secundarios, como
compuestos fendlicos, taninos, quinonas, cumarinas y flavonoides, que trabajan
como fungicidas o bactericidas, los cuales se obtienen por medio de diferentes

métodos de extraccion (Rodriguez-Castro et al, 2020).

Y una de las complicaciones para producir alimentos hortofruticolas, son las
enfermedades que se transmiten por suelo, causadas principalmente por
patdgenos vegetales o fitopatbgenos como Fusarium spp., Sclerotinia spp.,
Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., Verticilium spp. y Pythium spp.
responsables de 50 a 75% de pérdidas en el rendimiento de los cultivos de
algodon, maiz, trigo, frutas, hortalizas y ornamentales (Baysal-Gurel et al., 2018).
De las cuales se destacan las enfermedades del género Fusarium, ya que de

acuerdo con la Sociedad Americana de Fitopatologia de 108 especies de plantas,



83 han presentado enfermedades por este género, tiene diversas especies que
estan distribuidas a nivel mundial, conocidas como hongos de suelo, también se
considera como enfermedades de la raiz, y son uno de los problemas mas
complejos en el momento de su control, ya que el suelo les brinda a los
fitopatégenos, las condiciones Optimas y elementos necesarios para lograr su
desarrollo y poder establecerse (Summerell, 2019; Garcia, 2010), también se
conocen como hongos de campo, por el impacto que tienen al ocasionar distintas

enfermedades en diversos cultivos (Sumalan et al, 2013).

A que hace referencia, se encuentran dentro de los ascomicetos filamentosos,
son cosmopolitas, presentando un micelio bien desarrollado, septado, con
conidiéforos peculiares; algunas especies cuentan con solo un talo unicelular
(Villa-Martinez et al, 2014). Por esta razon, el manejo de plagas y enfermedades
ha sido una de las practicas primordiales, siendo el control quimico su principal
método, la mayoria de los casos de manera excesiva, considerado un riesgo para
la salud humana, para el medio ambiente y desarrollando resistencia en
microorganismos que llevan a mas enfermedades fungicas, mas agresivas que
antes (Pupo-Feria et al., 2016; Abdel-Monahim et al., 2011).

Para minimizar el impacto de los plaguicidas, se han utilizado como alternativa
las nanoparticulas que mejoran su eficacia, al utilizar dosis de aplicacion muy
bajas del producto (Patil et al., 2012). La principal funcion de los pesticidas
elaborados a base de nanoparticulas, es hacer mas lenta y controlada su
liberacién, resultando en un nivel de accién mayor (Sun et al., 2014; Kah, 2015).

Justificacion

Las principales enfermedades que se desarrollan en los sistemas de produccion
agricola, son fangicas, sobre todo las ocasionadas por patégenos del suelo,
causando reduccion del rendimiento en cultivos de importancia economica.

Dentro de los géneros mas importantes se encuentra Fusarium spp., como



principal método de control es la aplicacion de fungicidas quimicos sintéticos,
generando resistencia de estos microorganismos, siendo mas dificil su control.
Por ello se estan planteando y desarrollando nuevas alternativas, una de ellas es
la aplicacion de la nanotecnologia en el sector agricola, en la produccién de agro-
productos como nanopesticidas o nanoformulados, haciendo que su nivel de
accion sea mayor, ademas con menor costo y sin ocasionar dafio a la salud y

el medio ambiente.

Hipodtesis

Los extractos vegetales adicionados con las nanoparticulas de 6xido de silicio
(SiO2) y los adicionados con oxido de zinc (ZnO) potencializan el efecto

antifingico en Fusarium oxysporum, F. solani y F. acuminatum.

Objetivo general

Evaluar diferentes extractos vegetales enriquecidos con nanoparticulas sobre el

crecimiento micelial y produccion de esporas en tres especies de Fusarium.

Objetivos especificos

1. Evaluar los extractos de canela (Cinnamomum verum), citricos (Citrus),
gobernadora (Larrea tridentata) y mostaza (Sinapis alba) enriquecidos con
nanoparticulas de SiO2 sobre el crecimiento micelial y produccion de

esporas en Fusarium oxysporum, F. solani y F. acuminatum.

2. Evaluar los extractos de canela (Cinnamomum verum), citricos (Citrus),
gobernadora (Larrea tridentata) y mostaza (Sinapis alba) enriquecidos
con nanoparticulas de ZnO sobre el crecimiento micelial y produccién de

esporas en Fusarium oxysporum, F. solani y F. acuminatum.



REVISION DE LITERATURA

Nanotecnologia

El desarrollo de la tecnologia surgioé con el objetivo de solucionar los problemas
de la vida cotidiana, para hacerla méas facil y subsistir. El progreso cientifico-
tecnoldgico ha conducido a superar niveles del conocimiento y campos que hace
afios no podrian imaginarse, permitiendo tener acceso al mundo que no se
percibe a simple vista, como lo es la nanotecnologia, controlando la ingenieria
molecular y atémica. El prefijo nano significa enano, en la terminologia cientifica
cuando se quiere dirigir a algo de dimensiones muy pequefas, se le aflade este
prefijo, las mas conocidas son: nanoparticula, nanotubo, nanohilo y
nanotransistor. La aplicacion de la nanotecnologia es muy amplia por la gran
contribucion de soluciones a la sociedad, algunas de estas son: medioambiente,
agropecuario, biomedicina, arquitectura, alimentacion, textil, comunicaciones y
computaciéon, deportivo, generacién y almacenamiento de energia, trasporte,
militar etc. (Acosta, 2019).

Sin darnos cuenta, la nanotecnologia forma parte de la vida diaria, por estar
presente en articulos que se utilizan cotidianamente, vemos materiales que
resultan ser tan familiarizados, sin observar y ser conscientes de como su funcion
es posible, la tecnologia ha avanzado tan rapido que no nos detenemos a
pensarlo (Quintana y Wilson, 2021).

Las investigaciones publicadas, referente a la nanotecnologia en los ultimos 22
afios, han ido incrementando significativamente, desde sus inicios solo se
comenzo a enfocar en estudios basicos de quimica, en ingenieria aplicada y en
la fisica de materiales, pero en el afio 2000 en Estados Unidos se instalé la
National Nanotechnology Initiative (NNI) con el objetivo de privar investigaciones
en diferentes grupos de investigacion internacional, ademas de generar intereses
compartidos en la industria y académicamente unidos al auge del numero de

recursos globales orientados a la investigacion (Alvarez-Lainez et al., 2020).



Ramsden (2016) puntualiza a la nanotecnologia de manera muy simple, es una
tecnologia a nanoescala, es decir, que de 1 a 100 nandémetros (hm) se

desarrollan dispositivos, materiales y sistemas eficaces con propiedades Unicas.

Las propiedades quimicas, eléctricas, fisicas, magnéticas, Opticas y mecanicas
de los materiales se transforman cuando llegan a un tamafio nanométrico, es por
ello que las hace especiales (Kharisov et al., 2016). Por consiguiente se requiere
de la fisica cuantica para lograr comprender su funcionamiento, ya que seran las
reacciones cuanticas las que daran las pautas para la creacién de procesos y
materiales innovadores en base a su comportamiento y funcion. El primero en
sefalar de las oportunidades de lograr aplicar la tecnologia a nanoescala fue
Richar P.Feyman en 1959 (Premio Nobel de Fisica) en una conferencia llamada
“Hay mucho espacio en el fondo”, sin embargo fue hasta 1971 que Norio
Taniguchi utilizé por primera vez el termino nanotecnologia, como la técnica que
se aplic6 en una maquinaria de ultra precision, pero el origen real de la
nanotecnologia se dio cuando se inventé el microscopio de efecto tunel por
Binning y Rohner en 1981 (Sanchez, 2005). Fue asi que en los afios 80°s la
nanotecnologia empezd a tomar mas seriedad en su desarrollo, comenzando a
ocupar un lugar importante para aplicarse para tecnologias innovadoras
(Pokrajac et al., 2021).

Como ya se menciond, la nanotecnologia se aplica en diversas ciencias y
tecnologias para dar solucion a problemas que la sociedad esta enfrentando, por
lo que en muchos centros de investigacién y universidades comenzardon a
investigar y crear metodologias para sintetizar nuevos nanomateriales, entre ellas
las nanoparticulas (Gomez-Garén, 2018). Y aseguran que en la nanotecnologia
se realizaran las investigaciones e innovaciones que cambiaran por completo la
tecnologia de este milenio, por lo que la vida de la sociedad postmoderna sera
completamente diferente (Velasquez et al., 2015). La  nanotecnologia

actualmente es de gran interés, pero a su vez sus areas de aplicacion y las bases



cientificas aun llegan a parecer desconocidas, por la falta de difusion sobre sus
limitaciones y gran potencial, ya que comunmente solo se dice que se trata de

una tecnologia que esta revolucionando el mundo (Palma, 2020).

Nanoparticulas
Las nanoparticulas (NPs) se encuentran en diferentes formas y se dividen en
clases de acuerdo a sus propiedades, estructura y tamafio, estas propiedades
guimicas y fisicas son excepcionales debido a su tamafio nano y que la superficie
es elevada, mejorando su funcién, por dichas caracteristicas se acomodan
perfectamente a multiples aplicaciones domésticas, comerciales, medicas,
ambientales y energéticas, las clases o grupos mas notables son: NPs metélicas,
las basadas en carbono, de base lipidica, de ceramica, semiconductoras y

poliméricas (Khan et al., 2019).

Los estudios que se estan realizando y que han estado avanzando es disefiar
materiales que sean capaces de desempefar trabajos mas eficientes y
complicados, por ejemplo, sistemas que almacenen energia de manera mas
eficaz, materiales que degraden mejor los contaminantes y respuestas sensibles

y selectivas para una biomolécula en especifico (Schmid, 2010).

El origen de la nanotecnologia son las nanoparticulas, estas se clasifican en
distintas categorias (algunas mencionadas anteriormente): inorganicas,
organicas, de carbono y de ceramica. Dentro de las nanoparticulas inorganicas
se encuentran las de 6xido metdlico y las metalicas. En la clasificacion de las
nanoparticulas de carbono estan los nanotubos de carbono, fullereno,
nanofribras de carbono, grafeno y nanoparticulas de carbono negro. Por otra
parte también pueden dividirse de acuerdo a su dimension, ya sea

tridimensionales, bidimensionales o/y unidimensionales (ljaz et al., 2020).

Sin embargo la clasificacion de las nanoparticulas va a depender del autor, ya

gue no existe una clasificacion estandar, ni especifica, como o mencionan



Marquez-Duran y colaboradores (2021) en el texto titulado “las nanoparticulas y
sus aplicaciones biomédicas”, la clasificacion que presentan se dividen en dos
principales categorias, las metalicas (NPs de plata, oro, de aleacion y
magnéticas), y las no metalicas (NPs poliméricas, de nanogel polimerico,

liposomicas, micelares, dendrimeras, de quitosano, proteicas y lipidicas).

La manera de producir las nanopatrticulas es a partir de distintos tipos de metales,
como el hierro, platino, oro u o6xidos metalicos, las que mas se utilizan se
sintetizan a base de iones de platas (Ag-NPs) por su conductividad, estabilidad y
su actividad antibacterial y catalitica. Y una alternativa que sea amigable con el
medio ambiente es aplicar métodos biologicos utilizando microorganismos,

hongos, enzimas y extractos de plantas (Gémez-Garzén, 2018)

Nanotecnologia en la agricultura

A lo largo de la revolucion verde, la agricultura tuvo un cambio en los
rendimientos, ocasionando un beneficio continuo por esta innovacion de
tecnologias, como la aplicaciéon de variedades de cultivos mejorados, de corta
duracion y alto rendimiento, la introduccion desmedida de fertilizantes vy
pesticidas sintéticos, minimizando los riesgos a los recursos naturales y al uso
sustentable de ellos, actualmente los investigadores del area agricola estan
proponiendo y trabajando en innovaciones nanotecnoldgicas, que estén teniendo
mayor beneficio en el crecimiento agricola para enfrentar los desafios del cambio
climético y la seguridad alimentaria del mundo (Dasgupta et al., 2020).

La nanotecnologia es un avance tecnoldgico que para la agricultura esta siendo
de gran beneficio, ya que esta transformando sus diferentes areas, aportando
herramientas para mejorar la capacidad de las plantas para absorber nutrientes
y su rapido crecimiento y desarrollo, ademas de detectar rapidamente
enfermedades en los cultivos, también se loga producir agroproductos como
nanopesticidas, nanofertilizantes nano herbicidas y nanosensores, que ayudaran
al aumento del rendimiento de alimentos sustentablemente para reducir el

impacto ambiental. El mayor desafio de la aplicacion de la nanotecnologia en el



sector agroalimentario es la generacion y la innovacion tecnoldgica para producir
la calidad y cantidad de alimento adecuado para sustentar a una poblacion

mundial que va en constante crecimiento (Lira-Saldivar et al, 2018).

El trabajar con la nanotecnologia estd permitiendo mejorar la productividad
agricola, resolviendo problemas que convencionalmente no se lograrian, en los
paises en desarrollo esta teniendo grandes resultados y se espera lograr una

agricultura sostenible (Manjunatha et al., 2016).

Las aportaciones de la nanotecnologia en productos agricolas se enfocan en la
produccion de diferentes formulados, de mejoramiento genético y la investigacion
de los mecanismos de las enfermedades de las plantas (Abobbata, 2017).

La aplicacibn adecuada de productos quimicos a nanoescala podria ser
considerada como una solucion para el control inteligente de enfermedades que
afectan los cultivos, estos nanomateriales trabajan a nivel de la planta ya que se
administra al tejido vegetal, tienen la capacidad de controlar la cantidad del
plaguicida para aumentar la eficacia en dosis mas bajas (Bramhanwade-et al.,
2015)

Nanoformulados

Las nanoparticulas también se encuentran en la naturaleza, pero para poder
tener diferentes aplicaciones y satisfacer las caracteristicas deseadas o lograr el
uso requerido, tienen que ser sintetizadas con propiedades fisicas y quimicas, en
el caso de los nanofertilizantes aumentan la eficiencia de los nutrientes ya que
mejora la nutricion de las plantas a diferencia de los fertilizantes tradicionales,
asi que cualquier producto con nanoparticulas mejora su efectividad (Mikkelsen,
2018).



Los nano-formulados son compuestos elaborados a base de nanoparticulas o
nanomateriales, los cuales contienen particulas que forman un conglomerado o
pueden estar sueltas, y el 50% son de dimensiones dentro del rango manomeétrico
(Echevarria-Machado, 2019).

De las aplicaciones importantes es para proteger los cultivos de fitopatogenos y
suministrar nutrientes, la funcion de estos compuestos es la liberacion controlada
de las sustancias bioactivas, encapsulandolo en nanoparticulas para prolongar
el efecto de estos en sitios especificos de la planta, por otra parte también se
pueden agregar compuestos hidrofébicos en los nano-formulados
potencializando la solubilidad en el medio acuoso, facilitando la interaccion con
las estructuras vegetales y protegiéndolos de que se evaporen o se degraden
(Ingle et al., 2019) .

Para el control de las enfermedades de las plantas se necesitan agentes que
minimicen los patégenos a niveles que puedan ser manejados, de compuestos
que ocasionen respuestas inmunitarias en plantas huésped y herramientas para
una deteccion anticipada del patdgeno. De las primeras nanoparticulas en ser
aplicadas en una investigacion sobre enfermedades de las plantas fueron las de
plata, por sus propiedades antimicrobianas de amplio espectro, los resultados
obtenidos demostraron ser una alternativa potencial que los pesticidas

comerciales (Rajwade et al., 2020).

Principales enfermedades fungicas
A nivel mundial la produccion de alimentos de origen agricola tiene una limitante
y son las enfermedades de los cultivos (Tena et al., 2015). Las enfermedades
gue principalmente causan problemas graves fitosanitariamente son las
originadas por hongos, el incremento de produccion por la llegada a nuevos

mercados internacionales ha aumentado que el periodo de conservacion en
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congeladores de los productos hortofruticolas sea mas largo, por lo tanto hay
mayores efectos patoldgicos, ocasionando enfermedades fungicas poscosecha
(Vicent et al., 2015).

En 2012 se publico un articulo llamado “The top 10 fungal pathogens in molecular
plant pathology” por Dean y colaboradores, de acuerdo a la importancia
cientifica/lecondémica, esta lista incluye a Colletotrichum spp; Magnaporthe
oryzae; Fusarium graminearum; Puccinia spp; Blumeria graminis; Botrytis
cinerea; Melampsora lini; Mycosphaerella graminicola; Ustilago maydis y

Fusarium oxysporum.

Fusarium y su control.

Se describio por primera vez al género Fusarium como Fusisporium en 1809 por
Link, es un grupo de hongos ascomicetos que se encuentran principalmente en
el suelo, pero también en plantas, son patdégenos, saprofitos y endoéfitos (Leslie
and Summerell, 2013). Se consideran hongos de campo por que ocasionan
numerosas enfermedades en los cultivos, tienen un micelio septado, muy
desarrollado y conidiéforos Unicos, algunas especies solo forman un talo
unicelular, los dafios en su hospedero generalmente son irreversibles,

ocasionando pérdidas considerables en la economia (Sumalan et al., 2013).

Se le conoce como uno de los géneros con mayor importancia econdmica
internacionalmente y es de los mas investigados (Rampersard, 2020). Afecta a
diversos cultivos ya que se adapta completamente a las zonas climaticas de todo
el planeta, también se considera un patdgeno humano y animal, al producir
micotoxinas los productos alimenticios se ven afectados siendo nocivos para los

seres humanos y el ganado (Summerell, 2019).

Su distribucion mundial también se debe a su gran capacidad de desarrollarse
en diferentes sustratos y los diferentes mecanismos de facil dispersion, la

importancia agricola y economica son de gran impacto ya que las pérdidas de
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produccién pueden llegar al 100% , ademas de los problemas fitosanitarios que
produce, por lo que el control se ha convertido en una parte fundamental tratando
gue su impacto sea menor o nulo, productores e investigadores estudian
soluciones diferentes al control quimico, porque la resistencia que los
microorganismos presentan cada vez es mayor, y lo que se requiere son
soluciones que tengan un impacto ambiental menor, como aquellos productos

gue sean de origen natural y biolégicos (Chavarro y Leal, 2018).

Para el control de enfermedades que causa Fusarium generalmente se utiliza el
control quimico ya que al ser organismos fitopatdgenos que se encuentran en el
suelo, suele ser mas complicado su manejo, sin embargo el control biolégico y
las préacticas culturales forman parte de su control, siendo el quimico el que mas
se utiliza, fungicidas sistémicos como el carbendasim, tiofanato, tiamendasol,
benomil, un grupo de los bencimidasoles, pero se ha probado que causan
mutaciones genéticas en los cultivos, ademas de incrementar la resistencia de

los patégenos (Villa-Martinez et al., 2015).

Recientemente la agricultura necesita de alternativas que minimicen los dafios al
medio ambiente y a la salud humana, asi mismo a contribuir en reducir las
pérdidas econdmicas por el uso de agroquimicos. Por otro lado, se han hecho
investigaciones con el uso de extractos de plantas como método de control para
agentes fitopatdgenos, cuyos metabolitos secundarios tienen efecto fungicida,
algunos de estos compuestos son: Cumarinas, Flavonoides, Taninos, Fendlicos,
Terpenos, Esteroles, Lectinas, Saponinas y Alcaloides (Rodriguez-Castro et al.,
2020).

Existen muchas especies vegetales con propiedades antifungicas, hay aceites
esenciales que inhiben el crecimiento del hongo después de la cosecha,
alargando la vida util de cultivos en almacenamiento, de igual forma inhiben

también el desarrollo de micotoxinas de especies fungicas (Shuping y Eloff 2017).
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Segun Zaker (2016) se pueden encontrar 250 mil especies de plantas con
compuestos bioactivos y compuestos quimicos sin ser estudiados con muchas
aplicaciones en la agricultura, especialmente cuentan con sustancias naturales

las cuales son toxicas para los hongos fitopatégenos.
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Resumen

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antifungica in vitro de dos
extractos, gobernadora (Larrea tridentata L.) y mostaza (Sinapis alba L.)
adicionados con nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO) y 6xido de zinc (ZnO), sobre
el crecimiento micelialy la esporulacién de Fusarium acuminatum. Se utilizé el método
de medio envenenado, se determinaron las concentraciones inhibitorias y el nUmero
de conidios. Los datos fueronanalizados mediante un analisis probit, ANOVA y prueba
de Tukey (p £ 0.05). Los resultadosdemostraron que los tratamientos de mostaza con
ZnO tienen mejor efecto inhibitorio y en esporulacién los tratamientos de
gobernadora con SiO. Los extractos adicionados con nanoparticulas son efectivos en
el control in vitro de F. acuminatum.

Palabras clave: nanoformulados; fitopatdogeno; efectividad; crecimiento

micelial; esporulacion.


mailto:yisa8a@yahoo.com
mailto:yisa8a@yahoo.com
mailto:jabaly1@yahoo.com
mailto:jazzguerrero@hotmail.com
mailto:antonioorozco25@outlook.es
mailto:chinoahj14@hotmail.com
mailto:luisaguirreu@yahoo.com
https://orcid.org/0000-0001-7059-4471

18

Abstract

The objective of the research was to evaluate the in vitro antifungal activity of two
extracts,governor (Larrea tridentata L.) and mustard (Sinapis alba L.) added with
nanoparticles of silicon oxide (SiO) and zinc oxide (ZnO), on the mycelial growth and
sporulation of Fusarium acuminatum. The poisoned medium method was used,
inhibitory concentrations and the number of conidia were determined. Data were
analyzed using a probit analysis, ANOVAand Tukey test (p < 0.05). The results showed
that mustard treatments with ZnO have a better inhibitory effect and in sporulation
governor treatments with SiO. Extracts added with nanoparticles are effective in the
in vitro control of F. acuminatum.

Keywords: nanoformulates; phytopathogen; effectiveness; mycelial growth; sporulation.

Infroduccion

Los sistemas de produccion de tipo intensivo, han traido considerables dafios al suelo
(Wall, 2019), siendo una de las consecuencias el desarrollo de patdgenos,
principalmente hongos (Ampt, van Ruijven, Raaijmakers, Termorshuizen & Mommer,
2019). Uno de los géneros mas importantes es Fusarium (Ramirez-Mares & Hernandez-
Carlos, 2015), que afecta a las plantasprovocando marchitez vascular. Dentro de este
género se encuentra una de las especiescon mayor difusion mundial, F. acuminatum
(Seifi, Ketabchi, Aminian, Etebarian & Kamali, 2014). La cual ocasiona pudricion basal
en ajo (Allium sativum L.) y cebolla (Allium cepa L.)principalmente (Ochoa-Fuentes,
Cerna-Chavez, Gallegos-Morales, Landeros-Flores, Delgado-Ortiz, Hernandez
Camacho& Olalde-Portugal, 2012). Este hongo se encuentra asociado a la
produccion de micotoxinas, en particular tricotecenos (Logrieco, Altomare,Moretti &
Bottalico, 1992). Asi mismo, ha sido reportado ocasionando Daming off en pino
Aleppo (Pinus halepensis) en Algeria (Lazreg, Belabid, Sanchez, Gallego, Garrido-
Cérdenas & Elhaitoum, 2013) y en fruto de Kiwi (Actinidia deliciosa) en China (Wang,
Ai, Fan, Lv, Qin,Yang & Liu, 2015). Como alternativa para manejar este tipo de
enfermedades se han realizado investigaciones sobre el uso de extractos vegetales,
metabolitos y aceites esenciales que se encuentran en las plantas, ya que son de
bajo costo, amigables con elmedio ambiente y no dafian a la salud humana (Villa-
Martinez, Pérez-Leal, Morales-Morales, Basurto-Sotelo, Soto-Parra & Martinez-
Escudero, 2015). Asi mismo ha surgido lananotecnologia que ha tenido auge en

sistemas de agricultura sustentable, en la elaboracion de plaguicidas
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nanoparticulados aumentando su efectividad (Marin- Bustamante, Hernandez-Flores
& Casarez-Santiago, 2021). Por esta razdn, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
dos extractos comerciales de la empresa CULTA SA DE CV, adicionados con
nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO) y éxido de zinc (ZnO) para potenciar la
efectividad de los extractos sobre el crecimiento micelial y la produccion deesporas

de Fusarium acuminatum

Desarrollo

La cepa del hongo de Fusarium acuminatum fue proporcionada por el Laboratorio
de Toxicologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila. Los extractos gobernadora (Larrea
tridentata) y mostaza (Sinapis alba) y las nanoparticulas SiO y ZnO fueron
proporcionados por la empresa Culta

S.A de C.V. Se prepararon 12 tratamientos adicionados con nanoparticulas, donde
seusaron 1,3 y 5 mL de concentrado de nanoparticulas de dxido de silicio y zinc
previamenteactivadas y se aforé a 100 mL con extracto vegetal respectivamente,
de modo que lostratamientos se denominaron: Gobernadora/Silicio 1, 3 y 5%,
Gobernadora/Zinc 1, 3 y 5%,Mostaza/Silicio 1, 3 y 5% y Mostaza/Zinc 1, 3 y 5%. Los
tratamientos evaluados fueron 14 incluyendo como tratamiento positivo a cada
extracto vegetal sin nanoparticulas, usandodiferentes concentraciones (10, 100, 500,
1 000, 3 000 y 5 000 ppm) tomando el extractocrudo al 100%. Los bioensayos se
llevaron a cabo implementado la metodologia de medioenvenenado con PDA en cajas
Petri (Ochoa-Fuentes, Cerna-Chavez, Gallegos-Morales,Landeros-Flores, Delgado-
Ortiz, Hernandez Camacho & Olalde-Portugal, 2012). Se evalué el crecimiento micelial
para el porcentaje de inhibicion mediante la formula: % inhibicidn =crecimiento
micelial del testigo - crecimiento micelial del tratamiento / crecimiento micelial del
testigo x 100. Para el conteo de esporas se utilizd una camara de Neubauer (Bustillo,
2010). Con los datos de porcentaje de inhibicion se calcularon las dosis inhibitorias
medias(DI50) mediante un analisis Probit, para evaluar la produccién de esporas se
realizd unandlisis de varianza completamente al azar y una comparacion de medias
con el métodoTukey (p < 0.05), utilizando el programa estadistico SAS System version
9.0 en ambos casos. Los tratamientos de gobernadora con nanoparticulas de 6xido silicio
y zinc al 5% (Tabla 1),presentaron menor DI50 de 846.61 y 939.63 ppm con respecto
al extracto de gobernadorasin nanoparticulas, que mostré una DI50 de 1355 ppm,
mientras que los extractos demostaza con nanoparticulas de 6xido de zinc y silicio al

5% lograron inhibir el 50% del hongoa una DI50 de 757.55 y 894.76 ppm con respecto
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al extracto de mostaza que presentd unaDI50 de 893.62 ppm. Observando que al
afiadir las nanoparticulas a los extractos serequieren menores concentraciones
para inhibir el crecimiento micelial del hongo en un50%. Es importante sefialar
que no existen reportes cientificos relacionados a la determinacion de
concentraciones inhibitorias de extractos con nanoparticulas de silicio yzinc. Sin
embargo, Siddiqui, Parveen, Ahmad & Hashem. (2019) mencionan que las
nanoparticulas de Zinc poseen actividad antifungica en Fusarium sp. Gonzalez-
Merino, Hernandez- Juarez, Betancourt-Galindo, Ochoa-Fuentes, Valdez-Aguilar &
Limén-Corona(2021). Encontraron que las nanoparticulas de Oxido de Zinc
controlan a Fusarium oxysporum en el cultivo del tomate. Por su parte, Huang, Roberts
& Datnoff (2011) menciondque al suministrar oxido de silicio en soluciones nutritivas

reducen la severidad de la enfermedad causada por Fusarium sp. en plantas de tomate.
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Tabla 1. Dosis Inhibitoria media (DI50) del crecimiento micelial de Fusarium acuminatum
por los extractos de gobernadora y mostaza a los diferentes porcentajes de las
nanoparticulas de éxido de silicio y zinc.

Limite Fiducial

Tratamiento DI50 (ppm) Inferior Superior
Gobernadora 1355 976.6 1714
Gobernadora/Silicio 1% 1376 910.27 1815
Gobernadora/Silicio 3% 2005 1589 2406
Gobernadora/Silicio 5% 846.61 296.47 1398
Gobernadora/Zinc 1% 1081 802.91 1368
Gobernadora/Zinc 3% 1026 756.74 1302
Gobernadora/Zinc 5% 939.63 725.17 1159
Mostaza 893.62 772.54 1031
Mostaza/Silicio 1% 999.11 825.73 1214
Mostaza/Silicio 3% 1013 850.71 1214
Mostaza/Silicio 5% 894.76 771.26 1035

Mostaza/Zinc 1% 851.34 740.91 973.78
Mostaza/Zinc 3% 1014 913.48 1132

Mostaza/Zinc 5% 757.55 695.12  823.07

Elaboracion propia
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La actividad esporulante (Tabla 2) disminuyd con el uso de Gobernadora/Silicio 1, 3y
5%/(1.49, 0.90 y 0.85x106 mL-1) a 3000 ppm con respecto al testigo 19.78 y 18.29x106 mL1
en las concentraciones de 0 y 3000 ppm, mientras que los tratamientos con
nanoparticulas de 6xido de zinc promovieron la produccién de esporas. En los
tratamientos de mostaza connanoparticulas de 6xido de zinc y silicio, promovieron
la esporulacion con respecto al testigo en todas las concentraciones evaluadas. Los
extractos de gobernadora se han utilizado como estrategia ecoldgica y se ha
demostrado que son una alternativa para unmanejo integrado para Fusarium
(Pefiuelas-Rubio, Arellano-Gil, Verdugo-Fuentes, Chaparro-Encinas, Hernandez-
Rodriguez, Martinez-Carrillo & Vargas-Arispuro, 2017). En unestudio sobre el uso de
diferentes productos botanicos, entre ellos mostaza, demostraron que hubo una

reducciéon en la germinacion de conidios (Drakopoulos, Torrijos, Meca, Weber,

Banziger, & Vogelgsang, 2019).

Tabla 2. Efecto de las nanoparticulas de Oxido Silicio y Zinc en la esporulacién de
Fusarium acuminatum.

Tratamientos (Esporas x10¢ mL-1)

Extractos C Testigo 1%Si0 3%Si0 5%Si0 1%Zn0 3%Zn0 5%Zn0

0 19.78a 19.78a 19.78a 19.78a 19.78b 19.78b 19.78 b

Gobernadora 1000 15.84a 1.49b 1.33b 1.17b 24.64b 15.26b 29.97 a
3000 18.29a 1.49b 090b 0.85b 33.22a 16.32b 28.21a

5000 13.38a 1.65b 1.17b 1.17b 17.38b 46.88a 26.77 ab

0 19.78a 19.78a 19.78a 19.78a 19.78a 19.78a 19.78 a
Mostaza 1000 0.37b 4.53b 3.89b 042b 181c 533b 4.37 bc
3000 Ob 2.61b Ob 1.17b 10.45b 8.26b 6.66 b

5000 Ob 0.37b Ob Ob 0.26c 3.30b Oc

C= Concentracion en ppm, los tratamientos con la misma letra son iguales y tratamientos con diferente letra son estadisticamente
diferentes Tukey (p <0.05).

Elaboracion propia
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Los tratamientos de mostaza con nanoparticulas de ZnO tienen mejor efecto
inhibitorio,pero en la esporulacion sobresalieron los tratamientos de gobernadora con
control in vitro de F. acuminatum, por lo que se evaluaran en invernadero y campo,
los tratamientos que mejor efecto mostraron, para de esta manera integrarla como

estrategia de manejo de laenfermedad.

Tratamientos del extracto de mostaza con nanoparticulas dedxido de zinc

Fuente: Elaboracion propia
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Evaluacion de extractos vegetales adicionados con nanoparticulas de

oxido de silicio y zinc sobre Fusarium oxysporum
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Resumen. Fusarium oxysporum es un hongo patdégeno vegetal de mayor
importancia, infecta a cultivos, ocasionando el marchitamiento y pudricion de
raices. El objetivo del presente trabajo fue evaluar in vitro los extractos de
gobernadora (Larrea tridentata L.) y mostaza (Sinapis alba L.), con
nanoparticulas de oxido de silicio (SiO2) y de 6xido de zinc (ZnOz) sobre el
crecimiento micelial y esporulacion de F. oxysporum. Se determinaron las
concentraciones inhibitorias y el numero de conidios, mediante medios
envenenados. Los datos se analizaron con un analisis Probit, ANOVA y prueba
de Tukey (p < 0.05). Los resultados indicaron que los extractos de gobernadora
y mostaza con SiO2, presentaron mejor efecto inhibitorio sobre el crecimiento
micelial, y se observo reduccion significativa en la esporulacion, a diferencia de
los extractos adicionados con ZnOz2. Las nanoparticulas de SiO2 con extractos de

gobernadora y mostaza son efectivas para el manejo in vitro de F. oxysporum.
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Palabras clave: crecimiento micelial, efecto inhibitorio, nanotecnologia, medios
envenenados.

Summary. Fusarium oxysporum is a major plant pathogenic fungus that infects
crops, causing wilting and root rot. The objective of the present work was to
evaluate in vitro extracts of governatrix (Larrea tridentata L.) and mustard (Sinapis
alba L.) with silicon oxide (SiO2) and zinc oxide (ZnO2) nanoparticles on mycelial
growth and sporulation of F. oxysporum. Inhibitory concentrations and the number
of conidia were determined using poisoned media. Data were analyzed by Probit

analysis, ANOVA and Tukey's test (p < 0.05). The results indicated that governor

and mustard extracts with SiO2, presented better inhibitory effect on mycelial
growth, and significant reduction in sporulation was observed, unlike the extracts
added with ZnO2. SiO2 nanoparticles with governor and mustard extracts are
effective for in vitro management of F. oxysporum.

Key words: mycelial growth, inhibitory effect, nanotechnology, poisoned media.
El ajo (Allium sativa L.) es una hortaliza de bulbo de gran importancia por sus
propiedades medicinales y condiméntales (Escobar et al., 2012). Su produccién
en México hasta marzo de 2021 fue de 87 249. 61 toneladas, la superficie
sembrada de 7140.98 hectareas y se cosecharon 6786.71 hectareas, con un
rendimiento de 12.86 udm/ha (SIAP, 2021). El estado con mayor porcentaje de
produccion a nivel nacional es Zacatecas con mas del 50% del volumen total,
otros estados productores del ajo son Aguascalientes, Sonora, Guanajuato,
Puebla, Baja California, Michoacan y Veracruz (SADER, 2021). Por lo que se

considera un cultivo importante y competitivo. Ademas, el mercado demanda un
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producto comercial de calidad, por lo que es importante obtener bulbos que
cumplan con exigencias comerciales, y asi obtener también una alta rentabilidad
(Marco, 2010). La principal causa de la disminucion de su rendimiento y calidad
de la semillas, son las enfermedades fitopatégenas (Izquierdo y Gomez, 2012),
de las cuales se destaca la enfermedad de marchitez vascular por el hongo
Fusarium oxysporum (Gordon, 2017), ya que ataca al cultivo desde el estado
plantula, conocido dentro de los hongos de suelo, también se considera como
enfermedad de la raiz, son uno de los problemas mas complejos en el momento
de su control (Ochoa et al, 2012). Por esta razén, el manejo de enfermedades ha
sido una de las practicas primordiales, siendo el control quimico su principal
método, la mayoria de los casos de manera excesiva, considerandose un riesgo
para la salud humana, para el medio ambiente y creando resistencia en
microorganismos que llevan a mas enfermedades fangicas, mas agresivas que
antes (Pupo-Feria et al., 2016; Abdel-Monahim et al., 2011). Por tal motivo es
importante introducir alternativas ecoldgicas y econdmicas para reducir su
impacto (Tamilselvi y Arumugan, 2017), por lo anterior han sido estudiados
nuevos compuestos de derivados vegetales, como aceites esenciales y extractos
vegetales, comprobando que son mas seguros para el medio ambiente y
humanos (Villa-Martinez et al, 2014). Por otra parte, ha surgido una nueva ciencia
llamada nanotecnologia, la cual tiene numerosas aplicaciones en otras ciencias
y tecnologias, y ha ofrecido innovacion que contribuye a solucionar los problemas
gue afectan a la sociedad, se basa en la produccion de nanoparticulas a partir de
diferentes tipos de metales como el platino, oro y 6xidos metélicos (Gomez, 2018;

Gurunathan et al., 2015). Para que el impacto de los plaguicidas sea menor, se
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han utilizado como alternativa las nanoparticulas, que mejoran su eficacia, ya que
se utilizan dosis de aplicacion muy bajas del producto (Patil et al., 2012). Se
pueden encontrar pesticidas elaborados a base de nanoparticulas, su funcion es
hacer mas lenta y controlada su liberacion, resultando que su nivel de accion sea
mayor (Sun et al., 2014; Kah, 2015). Por tal motivo, el objetivo fue evaluar in vitro
los extractos de gobernadora (Larrea tridentata L.) y mostaza (Sinapis alba L.),
adicionados con nanoparticulas de 6xido de silicio (SiOz2) y de éxido de zinc (ZnO)
sobre el crecimiento micelial y esporulacion de F. oxysporum, como
potencializadores a la funcién de los extractos.

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Toxicologia del
departamento de parasitologia, dentro de la Universidad Autdbnoma Agraria
Antonio Narro.

La cepa de F. oxysporum se obtuvo del cepario del laboratorio de Toxicologia,
las caracteristicas morfolégicas coincidieron con la descripcion reportada por
Lesley y Summer (2006), asi mismo, fue reactivada en medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) (MCD LAB®).

Los extractos evaluados fueron de gobernadora (Larrea tridentata) y mostaza
(Sinapis alba L.), los cuales fueron proporcionados por la empresa Culta S.A de
C.V, al igual que las nanoparticulas de SiO2y ZnO.

Los extractos fueron mezclados con las nanoparticulas de SiO2y ZnO a1, 3y
5% por cada 100 ml de extracto y se obtuvieron 14 tratamientos incluyendo los
extractos puros, ambos tratamientos se consideraron al 100 % para realizar las
diferentes concentraciones (10, 100, 500,1 000, 3 000 y 5 000 ppm), a excepcion

de la mostaza donde se afiadieron 1 500 y 2 500 ppm. Los bioensayos se
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realizaron utilizando la metodologia de medio de cultivo PDA envenenado (Ochoa
Fuentes et al.,, 2012), empleando cajas Petri, se dejaron 24 h para su
solidificacion. Después se colocé en cada caja Petri un explante del fitopatégeno
F. oxysporum, se incubaron a 26 °C hasta observar crecimiento del micelio, el
cual se midi6 cada 24 h con un vernier, hasta que el testigo (PDA sin tratamiento)
alcanzara las medidas de la caja Petri. El porcentaje de inhibicion de crecimiento
micelial se obtuvo con la formula propuesta por Enzziyyani et al. (2004) %
inhibicién = crecimiento micelial del testigo - crecimiento micelial del tratamiento
/ crecimiento micelial del testigo x 100. Mientras que, para el conteo de esporas,
se utilizé6 una camara de Neubauer, siguiendo el método para cuantificacion de
suspension de esporas de hongos, descrito por Bustillo (2010).

Se realizé un analisis Probit para obtener la dosis inhibitoria media (Dlso) con los
porcentajes de inhibicién, usando el programa estadistico SAS System version
9.0. Para evaluar la produccién de esporas se utilizaron los datos de esporulacion
de cada tratamiento y se hizo un analisis de varianza completamente al azar y
comparacion de medias por el método Tukey (p < 0.05), mediante el programa
estadistico SAS System version 9.0.

En la tabla 1 se muestran los tratamientos de gobernadora y mostaza sin y con
nanoparticulas de SOz y ZnO, donde las Dlso de gobernadora presentaron
valores muy similares, siendo gobernadora silicio 3 % el tratamiento con el valor
mas bajo con 2 327 ppm, y gobernadora ZnO2 al 5% el valor mas alto con
2651ppm. Asi mismo, se observo que en el tratamiento gobernadora mas SiO2
a 1 % arroj6 un valor mayor al tratamiento de gobernadora sin nanoparticulas,

esto posiblemente se debe a que, al ser un tratamiento con un porcentaje
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pequefio de nanoparticulas, el hongo active un mecanismo de defensa para
sobrevivir y su crecimiento sea vea acelerado como una respuesta de
supervivencia (Carroll et al., 2016), mientras que gobernadora SiO2 al 3y 5 %
presentan valores menores que gobernadora sin nanoparticulas. Sin embargo,
los tratamientos con nanoparticulas de ZnO fueron los que arrojaron Dlso mas
altas, se puede observar que mientras va subiendo el porcentaje de las
nanoparticulas de ZnO, los valores van en aumento, observando que, en lugar
de inhibir al hongo, este lo va activando. Estos resultados coinciden con una
investigacion que muestra que el ZnO no tiene actividad significativa en este
hongo (Pariona et al., 2020). Por otra parte, en los resultados de los tratamientos
con mostaza se observo que los valores mas bajos, fueron en los tratamientos
de mostaza SiO2 y mostaza ZnO al 5 % con 821.31 ppm y 843.79 ppm,
respectivamente, seguido de mostaza SiOz y ZnO al 3 % con 1047 ppm y 1061
ppm. El valor mas alto lo presenté mostaza SO:2 al 1% con 1567 ppm. En un
estudio sobre los sintomas del marchitamiento por Fusarium, en plantas de
banano, demostraron que al aplicar diferentes tratamientos con SiOz,
disminuyeron las enfermedades causadas por F. oxysporum (Fortunato et al.,
2012). Razon por la cual, mostaza con SO2 mostr6 mejores resultados que en
gobernadora. Drakopoulos et al., 2010 en su investigacion sobre el control de
Fusarium graminearum con un extracto a base de mostaza in vitro, concluyeron
gue es un bioplaguicida que pueden favorecer a controlar las enfermedades
causadas por ese hongo.

En relacion con la actividad antiesporulante, el tratamiento de gobernadora

demostré tener diferencias significativas en sus diferentes concentraciones,
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siendo la de 5000 ppm la que obtuvo el menor nimero de esporas con 0.05
millones de esporas/ml (Tabla 2), mientras que los tratamientos al 3 y 5% de
gobernadora mas SiO2 también presentan valores bajos con 0.83 y 0.64 millones
de esporas/mL, respectivamente. Los tratamientos de mostaza a las dosis mas
altas con y sin nanoparticulas de SO2 mostraron que estadisticamente funcionan
igual, ya que inhiben la produccion de esporas. Mientras con el ZnO, en el
extracto de gobernadora a los porcentajes de 1, 3 y 5 % se obtuvo una
produccion mas alta de esporas, los valores mas bajos los tiene la gobernadora
sin las nanoparticulas de ZnO en la concentracion de 5000 ppm con 0.05 millones
de esporas/mly en el tratamiento de ZnO al 3 % la mayor produccién se observé
a las 5 000 ppm con 39.36 millones de esporas/ml, y las otras concentraciones
estadisticamente son iguales, se puede observar que la producciéon de esporas
con el tratamiento de ZnO incrementaron. En el extracto de mostaza con los
diferentes porcentajes de ZnO, las tres concentraciones tienen el mismo
comportamiento estadisticamente, el testigo es el que muestra la mayor
produccion se esporas, y en las 3 000 ppm hay una inhibicion completamente de
esporas. Estos resultados se asemejan a un estudio in vitro sobre la eficacia
antifingica de NPs de ZnO en Fusarium oxysporum de Yehia y Ahmed (2013)
donde deducen que la actividad antifingica del ZnO depende de la
concentracion, por lo que, a concentraciones mas altas, el efecto sera mejor.

Entre los tratamientos de gobernadora y mostaza con SiO2 y con ZnO, los que
presentan mejor inhibicion son los que contienen nanoparticulas de SiO2, al
observarse mayor inhibicibn en sus diferentes porcentajes, mientras que con

ZnO, la produccion de esporas aumento, resultados similares con el 6xido de zinc
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presenta Guerrero et al. (2020) probando oxido de cobre y éxido de zinc en

alteraciones miceliales y dafio a la membrana celular, donde el cobre tuvo

mejores resultados que zinc. Mientras el silicio sigue mostrando sus mejores

resultados, como en la investigacion de Abbai et al. (2019) donde observaron una

reduccion del 50 % de las enfermedades fuangicas al utilizar diferentes

tratamientos con silicio que se aplico para la pudricion de la raiz del ginseng.

Tablal. Dosis Inhibitoria media (Dlso) sobre el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum
por los extractos de gobernadora (Larrea tridentata), de mostaza (Sinapis alba),
adicionadas a diferentes porcentajes de nanoparticulas de 6xido de silicio y zinc.

Limite
Fiducial
Tratamiento Dlso (ppm) Inferior Superior Dlgo (ppm) P-valor Ecuacion de prediccion
Gobernadora 2372 1969 2852 8932 <.0001 y=(-7.511719865 + 2.2256065484)
Gobernadora/Silicio 1% 2379 1951 2898 9695 <.0001 y=(-7.091031757 + 2.1001982485)
Gobernadora/Silicio 3% 2327 1922 2810 9326 <.0001 y=(-7.156405575 + 2.1256037816)
Gobernadora/Silicio 5% 2331 1899 2857 10070 <.0001 y=(-6.790595941 + 2.0165145785)
Gobernadora/Zinc 1% 2444 1937 3030 9246 <.0001 y=(-7.515045436 + 2.2180382884)
Gobernadora/Zinc 3% 2558 2167 3010 10632 <.0001 y=(-7.059178847 + 2.0713907138)
Gobernadora/Zinc 5% 2651 2086 3321 9733 <.0001 y=(-7.767956726 + 2.269034895)
Mostaza 1451 456.66 3359 5587 0.0078 y=(-6.918469067 + 2.1883091217)
Mostaza/Silicio 1% 1567 410.23 5965 6769 0.0136 y=(-6.442748389 + 2.0165045653)
Mostaza/Silicio 3% 1047 473.12 2138 5309 0.0003 y=(-5.488408269 + 1.8174422102)
Mostaza/Silicio 5% 821.31 341.59 1657 4722 0.0002 y=(-4.917342507 + 1.6871939522)
Mostaza/Zinc 1% 1200 315.35 37715 61547 0.0026 y=(-2.307821614 + 0.7494710185)
Mostaza/Zinc 3% 1061 415.77 3974 45111 <.0001 y=(-2.380970482 +0.7869144921)
Mostaza/Zinc 5% 843.79 476.29 1361 4269 <.0001 y=(-5.326123008 + 1.8201277371)
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Entre los tratamientos de gobernadora y mostaza con SiO2 y con ZnO, los que
presentan mejor inhibicion son los que contienen nanoparticulas de SiO2, al
observarse mayor inhibicidbn en sus diferentes porcentajes, mientras que con
ZnO, la produccion de esporas aumento, resultados similares con el 6xido de zinc
presenta Guerrero et al. (2020) probando oxido de cobre y éxido de zinc en
alteraciones miceliales y dafio a la membrana celular, donde el cobre tuvo
mejores resultados que zinc. Mientras el silicio sigue mostrando sus mejores
resultados, como en la investigacion de Abbai et al. (2019) donde observaron una
reduccion del 50 % de las enfermedades fungicas al utilizar diferentes

tratamientos con silicio que se aplico para la pudricién de la raiz del ginseng.
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Tabla 2. Efecto de las nanoparticulas de Oxido Silicio y Zinc en laesporulacién de Fusarium

oxysporum.
Tratamiento Concentracion (ppm)
0% 1% 3% 5%
0 11.79a 11.79a 11.79a 11.79a
1000 101b 2.95b 1.88b 144 b
Gobernadora +SO:2 3000 0.46 ¢ 235c 0.85¢c 1.19c¢
5000 0.05d 1.28d 0.83d 0.64d
0 11.79 a 11.79 a 11.79 a 11.79 a
1500 5.76 b 1.38b 5.38b 2.53b
Mostaza +SO2 2500 1.86 bc 1.7b 2.77 bc 0.10b
3000 Oc 0.05b Oc Ob
0 11.79a 11.79¢ 11.79b 11.79b
1000 101b 37.70a 12.66 b 27.40 a
Gobernadora +ZnO 3000 0.45c 27.62b 16.25b 29.97 a
5000 0.05d 6.80 d 39.36 a 2.46 ab
0 11.79 a 11.79 a 11.79 a 11.79 a
1500 5.76 b 5.30b 6.37b 7.04b
Mostaza +ZnO 2500 1.86 bc 0.907 bc 0.67c 570 b
3000 0c Oc Oc Oc

Los tratamientos con la misma letra son iguales y tratamientos con diferente letra son

estadisticamente diferentes Tukey (p < 0.05).
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Conclusiones
De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, el extracto de
mostaza y los tratamientos adicionados con oxido de SiO2 y ZnO, fueron los que
mostraron valores estadisticamente significativos y se puede concluir que son
mas efectivos para inhibir el crecimiento de F. oxysporum. Sin embargo, los
tratamientos adicionados con el 6xido de zinc, no mostraron efectos significativos
para el extracto de gobernadora, pero si para el crecimiento del hongo. Por lo
tanto, el extracto de mostaza con SiO2 y ZnO al 5 %, puede resultar efectivos en

su aplicacion para el manejo in vitro de este fitopatdgeno.
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Resumen. El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antifungica in
vitro de dos extractos, gobernadora (Larrea tridentata L.) y mostaza (Sinapis alba
L.) adicionados con nanoparticulas de 6xido de silicio y 6xido de zinc, sobre el
crecimiento micelial y la esporulacion de Fusarium solani, uno de los
fitopatdgenos causante de la marchitez vascular y pudricion de raices en mas
de 100 cultivos de importancia econémica. Utilizando el método medios
envenenados se determinaron las concentraciones inhibitorias y el nimero de
conidios. Los datos fueron analizados mediante un analisis probit, ANOVA y
prueba de Tukey (p < 0.05). Los resultados demostraron que los tratamientos de
mostaza con SOz y ZnO tienen mejor efecto inhibitorio, y gobernadora con los
tratamientos de SO2 presento resultados significativos sobre la esporulacion. Las
nanoparticulas de SO2 son mas efectivas para aplicarlas in vitro en F. solani.

Palabras claves: nanoparticulas, crecimiento micelial y esporulacion
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Summary. The objective of this research was to evaluate the in vitro antifungal
activity of two extracts, governadora (Larrea tridentata L.) and mustard (Sinapis
alba L.) added with silicon oxide and zinc oxide nanopatrticles, on mycelial growth
and sporulation of Fusarium solani, one of the phytopathogens causing vascular
wilt and root rot in more than 100 economically important crops. Inhibitory
concentrations and the number of conidia were determined using the poisoned
media method. Data were analyzed by probit analysis, ANOVA and Tukey's test
(p < 0.05). The results showed that mustard treatments with SO2 and ZnO have
better inhibitory effect, and governor with SOz treatments presented significant
results on sporulation. SO2 nanopatrticles are more effective for in vitro application
on F. solani.

Key words: nanoparticles, mycelial growth and sporulation.

En México la produccion hortofruticola es una fuente importante de recursos
econdémicos, ya que ademas de ser una actividad agricola rentable, requiere de
mano de obra para la trazabilidad del producto principal y es de los productos
gue mas se exportan, por su importante valor nutrimental, ya que contiene
vitaminas, fibras, minerales y antioxidantes que complementan una dieta diaria
de las personas (Cedillo-Portugal y Anaya-Rosales, 2017). Por lo tanto para su
exportacion, se deben cumplir con los requisitos fitosanitarios que establecen
cada uno de los paises con los que Meéxico tiene convenio comercial, esto
significa que tienen que estar libres de enfermedades, las cuales son
ocasionadas por distintos organismos, sin embargo las enfermedades mas

importantes y que causan mas peérdidas econdémicas, principalmente es por
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hongos, que afecta la calidad del producto y por consiguiente el rechazo de la
entrada al pais exportador (SENASICA, 2020). La lista de las enfermedades de
las plantas presentada por la Sociedad Americana de Fitopatologia reporta que
mas de 81 de las 101 plantas de importancia econémica tienen al menos una
enfermedad causada por hongos del género Fusarium (Leslie y Summerell,
2006). Dentro del género Fusarium se encuentra la especie F. solani, uno de los
fitopatdgenos que causan marchitez vascular y pudricion de raices en mas de
100 cultivos (Sii¢, 2018). Para su control, se recurre principalmente a la
aplicacion intensiva de fungicidas, originando riesgos a la salud y dafios al medio
ambiente, ademas, por lo tanto resulta poco favorable e inadecuado para
controlar y erradicar la enfermedad, por lo cual es importante tomar en cuenta
alternativas para su control (EI-Mohamedy et al., 2014). Algunas de las
alternativas que se han estado investigando y evaluando, son los compuestos
gue se obtienen de plantas, como extractos vegetales y como aceites esenciales,
investigaciones han demostrado que son seguros para el medio ambiente y los
consumidores, y eficaces para el control de enfermedades causadas por
Fusarium, ademas se han realizado pruebas con formulaciones botanicas
comerciales, las cuales se mezclan con extractos vegetales y microorganismos
de control biolégico para analizar las interacciones y su funcién en determinados
cultivos (Villa-Martinez et al., 2014). Por otro lado, existe una tecnologia que esta
teniendo un impacto destacable en diferentes sectores, en la agricultura tiene
aplicaciones diversas, principalmente en la elaboracion de nanopesticidas
encapsulados, la produccion de macro y micronutrientes a nivel nano y hacer

mas eficientes y sustentables a los pesticidas (Lira et al., 2018). Por lo anterior,
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el objetivo del presente trabajo fue probar diferentes extractos, adicionados con
nanoparticulas de 6xido de silicio (SOz2) y oxido de zinc (ZnO), para potenciar y
mejorar la accion de los extractos, sobre el crecimiento micelial y produccion de
esporas de Fusarium solani.

El hongo Fusarium solani se reactivd en medio de agar papa dextrosa (PDA)
después de ser identificada, al coincidir sus caracteristicas morfolégicas segun
Lesley y Summer (2006), la cepa se obtuvo del Laboratorio de Toxicologia del
Departamento de Parasitologia en la Universidad Autbnoma agraria Antonio
Narro. Los extractos y las nanoparticulas a evaluar fueron adquiridos por la
empresa Culta S.A de C.V, gobernadora (Larrea tridentata) y mostaza (Sinapis
alba L.) y las nanoparticulas de SiO2 y ZnO. Se obtuvieron 14 tratamientos donde
se incluyen los extractos puros y los mezclados con las nanoparticulas de SiOzy
ZnO al 1, 3 y 5%, por cada 100 ml del extracto, para realizar las diferentes
concentraciones (10, 100, 500,1 000, 3 000 y 5 000 ppm) se considero el extracto
al 100%. Para realizar los bioensayos se siguié la metodologia de medio
envenenado con PDA, en cajas Petri, dejando 24 h para su solidificacion, en cada
caja Petri se coloc6 un explante del hongo fitopatbgeno Fusarium solani, se
incubaron a 26°C y se tomo la medida del crecimiento del micelio a las 24 h con
un vernier, hasta que el testigo alcanzara las medidas del a caja Petri .Se tomé
en cuenta el crecimiento micelial para obtener el porcentaje de inhibicion
mediante la féormula: % inhibicién = crecimiento micelial del testigo - crecimiento
micelial del tratamiento / crecimiento micelial del testigo x 100 (Enzziyyani et al.
2004). Por otra parte el conteo de esporas se realiz6 empleando una camara de

Neubauer segun la metodologia de cuantificacion de suspension de esporas de
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hongos (Bustillo, 2010). Para obtener la dosis inhibitoria media (Dlso) se realizo
un analisis Probit con los resultados de porcentaje de inhibicidbn, mientras que
para la evaluacion de la produccidn de esporas se hizo un analisis de varianza
completamente al azar y una comparacion de medias con el método Tukey (p <
0.05), mediante el programa estadistico SAS Sistema version 9.0. Los valores de
los tratamientos de gobernadora y mostaza con las nanoparticulas de SO2y ZnO
se muestran en la tabla 1, donde se observa que el tratamiento de gobernadora
con SOz al 5% obtuvo la DIso méas baja con 3140 ppm, seguido de gobernadora
SOz al 1% con 3204 ppm, presentando la Dlso mas alta, gobernadora SOz al 3%
y gobernadora sin las nanoparticulas muestran los resultados mas altos con 3
351 y 3238 ppm respectivamente, posteriormente los tratamientos de
gobernadora con ZnO fueron los que presentaron valores mas altos que con SO2
, conforme el porcentaje de ZnO es mas alto, los valores son mas bajos, siendo
gobernadora ZnO al 1% una Dlso de 4739 ppm el resultado mas alto de todos
los tratamientos de gobernadora, Tequeda-Meneses (2002) al evaluar la
actividad antifungica de diferentes extractos entre ellos gobernadora, los
resultaron mostraron que inhibié dos especies de Fusarium de un 41.5% hasta el
100%, mientras que otra investigacion con oxido de silicio demuestra que la
gravedad de la enfermedad por Fusarium oxysporum f.sp. radicislycopersici
disminuy6 considerablemente al trasplantar plantas de tomate en solucion
nutritiva adicionadas con silicio (Hung, 2011). Sin embargo los tratamientos de
mostaza resultaron con los valores mas bajos, donde mostaza sin las
nanoparticulas resulto con la DIso mas baja de 920.47 ppm, Drakopoulos et al.,

2010 demostré que mostaza puede ser un bioplaguicida que ayuda a controlar
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enfermedades causadas por un hongo Fusarium, por otra parte mostaza con ZnO
al 3% fue la DIso mas alta de 1329 ppm, mostaza ZnO al 1% y al 5% obtuvieron
las Dlso mas bajas con 1231 y 1244 ppm respectivamente, en cambio mostaza
con SOzal 1, 3y 5% mostraron valores similares y mas altos, esto coincide con
lo reportado por Siddiqui et al., 2019 en un trabajo sobre el efecto inhibitorio de
nanoparticulas de Zinc sobre F. solani al ser la mejor solucién al de otros
tratamientos, siendo este el optimo en la actividad antifingica. En cuanto a la
actividad esporulante los tratamientos de mostaza sin nanoparticulas vy
gobernadora con SO:2 al 5 % presentaron el menor nimero de conidios (Tabla 2),
sin embargo no hubo diferencias entre los tratamientos, siendo el testigo el que
presento un valor mayor con 7.8 millones de conidios/ml , mientras que en todos
los tratamientos de mostaza a la concentracion de 5000 ppm se observa que
inhibe 100% la produccion de esporas, sin embargo solo el 27% presenta
diferencia entre sus concentraciones probadas, estos resultados coinciden con
los reportados por Singh et al. en 2017 al probar 12 productos botanicos contra
Fusarium oxysporum , donde la mostaza inhibié el 93.75% del hongo. Por otra
parte gobernadora mas 1y 3% de SO:2 después de la mostaza y gobernadora al
5% muestran los valores bajos y muy similares entre si, y no muestran diferencias
significativas entre sus concentraciones, en donde gobernadora con SOz al 3y
5% presentaron los resultados de conidios mas bajos de 0.35 y 0.64 millones/ml,
los extractos de gobernadora se han utilizado como estrategia ecologica y se ha
demostrado que son una alternativa para un manejo integrado para Fusarium
(Pefuelas-Rubio), y estos al estar enriquecidos con nano particulas de SO:2

prueban mejor su efectividad para Fusarium solani. Los tratamientos con ZnO
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mostraron los valores mas altos, donde en gobernadora el 70% de los resultados
son mas altos que el testigo, y no muestran diferencias entre ellos, donde la
menor produccion de esporas la presentd gobernadora con Zn al 3% a una
concentracion de 1000 ppm con 15.41 millones de conidios/ml, en tanto a los
de mostaza con ZnO si muestran diferencias entre ellos y el mayor nimero de
esporas se observa a la concentracion de 1000 ppm después del testigo con
15.38 millones de conidios/ml. Labiadh et al., 2016 reporta que las
nanoparticulas de ZnO tienen un efecto mayor y mejor en la actividad

antibacteriana que antifingica.

Conclusiones
El extracto de mostaza y sus tratamientos adicionados con SOz y ZnO son
efectivos para inhibir el crecimiento de F. solani, y los tratamientos de

gobernadora con SOz tienen un efecto mejor como antiesporulante.
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Tablal. Dosis Inhibitoria media (Dlso) sobre el crecimiento micelial de Fusarium
solani por los extractos de gobernadora (Larrea tridentata) y mostaza (Sinapis
alba), a diferentes porcentajes de nanoparticulas de 6xido de silicio y zinc

Limite Fiducial

Tratamiento DI50 (ppm) Inferior Superior DI90 (ppm)  P-valor Ecuacion de prediccion
Gobernadora 3238 2106 4551 21024 <.0001 y=(-5.536873217 + 1.5773482429)
Gobernadora/Silicio 1% 3204 2661 3773 12065 <.0001 y=(-7.801241684 + 2.225340777)
Gobernadora/Silicio 3% 3351 2811 3921 11840 <.0001 y=(-8.241009222 + 2.3377709636)
Gobernadora/Silicio 5% 3140 2612 3692 11897 <.0001 y=(-7.7458 + 2.215055154)
Gobernadora/Zinc 1% 4739 4168 5292 9668 <.0001 y=(-15.2126571 + 4.1387039234)
Gobernadora/Zinc 3% 4061 3391 4640 9664 <.0001 y=(-12.28192208 + 3.4035029437)
Gobernadora/Zinc 5% 3988 3139 4684 10228 <.0001 y=(-11.2798788 + 3.1326844079)
Mostaza 920.57 827.41 1010 2573 <.0001 y=(-8.51048383 + 2.8712269152)
Mostaza/Silicio 1% 1281 1127 1414 2429 <.0001 y=(-14.31996916 + 4.60831284193)
Mostaza/Silicio 3% 1308 1241 1373 2278 <.0001 y=(-16.58320233 + 5.3206547718)
Mostaza/Silicio 5% 1298 1240 1353 2188 <.0001 y=(-17.60324779 + 5.6541638072)
Mostaza/Zinc 1% 1231 1064 1368 2611 <.0001 y=(-12.11889233 + 3.9218341752)
Mostaza/Zinc 3% 1329 1204 1442 2501 <.0001 y=(-14.57031787 + 4.6649226381)
Mostaza/Zinc 5% 1244 1168 1314 2191 <.0001 y=(-16.14253382 + 5.215779407)
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Tabla 2. Efecto de las nanoparticulas de Oxido Silicio y Zinc en la esporulacion de
Fusarium solani.

Tratamientos

3%

Extractos  Concentracion Test. 1% SO, SO, 5% SO, 1% Zn 3% Zn 5% Zn
0 7.78b 778a 7.78a 7.78 a 19.78b 19.78b 19.78 a
Gobernadora 1000 15.84 a 1.38Db 1.89b 0.747b 2554ab 1541b 26.93a
3000 18.29 a 1.17b 1.22b 0.48Db 35.25a 17.38b 27.04a
5000 13.38 ab 1.12b 0.35Db 0.64Db 17.28b 45.40a 27.20a
0 7.78 a 778a 7.78a 7.78 a 19.78a 19.78a 19.78a
Mostaza 1000 0.85b 58lab 245D 3.68b 15.38ab 8.64b 8.90b
3000 0.37b 4.58Db 1.49b 0.48 c 522bc 5.44bc 2.18 bc

5000 Ob Oc Ob Oc Oc Oc Oc

Los tratamientos con la misma letra son iguales y tratamientos con diferente letra son
estadisticamente diferentes Tukey (p < 0.05).
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Conclusiones Generales

Los efectos inhibitorios de los extractos de canela y citricos no mostraron
resultados significativos sobre el crecimiento micelial y antiesporulacion en las
tres especies de Fusarium, al igual que los diferentes tratamientos adicionados
con las NPs de SiOz2y ZnO.

En cambio los resultados obtenidos con los tratamientos de los extractos de
mostaza y gobernadora, ademas de los enriquecidos con las NPs de SiOz2y ZnO
mostraron ser significativos sobre las tres especies de Fusarium, considerando
gue el extracto de mostaza con NPs de SiO2 y ZnO resultaron efectivos para el

control micelial y como antiesporulante in vitro sobre estas especies.



