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RESUMEN

En este trabajo se sintetizaron mediante una metodologia de bajo impacto ambiental
nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO) y nanoparticulas de ZnO con 1% de plata
(NPs ZnO/Ag1%), utilizando extractos de hojas de plantas reconocidas por su actividad
antimicrobiana: Lippia graveolens, Larrea tridentata y Flourensia cernua. Los extractos
de estas plantas contienen metabolitos como flavonoides, fenoles, terpenos, alcaloides,
lectinas, que nos permiten la reduccién y estabilizacion de las nanoparticulas. Ademas,
los extractos de las plantas, pueden brindar un efecto sinérgico antagénico contra los
patégenos.

Las nanoparticulas (NPs) se sintetizaron a diferentes temperaturas de calcinacion 80,
200, 300 y 400 °C, el incremento de la temperatura demostré tener mayor capacidad
para reducir las fases secundarias, obteniendo mayor pureza de NPs a 400°C. Se
confirmo la sintesis de las NPs ZnO y Zno/Ag de cada extracto por medio de difraccion
de rayos x (DRX) y microscopia de barrido electronico (SEM). El efecto del extracto en
la generacién de NPs Zno y ZnO/Ag no genero diversidad en la morfologia de las NPs.
estas mostraron una una morfologia irregular semiesférica, con tamafios menores a 30
nm.

Los ensayos de antagonismo de las NPs biosintetizadas demostraron tener un control
sobre el crecimiento micelial de A. solani y F. oxysporum; siendo la concentracion de
1000 mg L la mas efectiva para el control in vitro de estos hongos fitopatégenos, las
NPs sintetizadas lograron una inhibiciébn aproximada del 60% con todas las NPs
evaluadas. La adicion de plata mejoré la capacidad antifingica, de las NPs ZnO a
concentraciones menores de 500 mg L1, también lograron disminuir en mayor porcentaje
la produccién de las esporas de los hongos.

El extracto tuvo un efecto en el antagonismo de las NPs contra las cepas evaluadas, el
mejor efecto de inhibicién y disminucion en la produccion de esporas de los hongos A.
solani y F. oxysporum se observo con las nanoparticulas generadas con el extracto de
L. graveolens a 1000 mg L, las cuales inhibieron en 65% (65.22 +0.50) el crecimiento
de A. solani y redujeron en 66 % (2.44x107 +0.006) la produccién de esporas con
respecto al control (5.57x107 £0.09 esporas/ml), mientras que la adicién de plata a estas
NPs ZnO (NPs ZnO/Ag-Lg) mejoro su capacidad de inhibir la produccion de esporas



alcanzando un 78% (1.79x107 £0.012) de inhibicién. En cuanto a F. oxyporum lograron
inhibir el crecimiento en 62 % (62.4 £0.51) con las NPs ZnO y redujeron en 55 % la
produccion de esporas (3.33x107 *0) con respecto al control (7.37x107 +0.05), la adicion
de plata (NPs ZnO/Ag) incremento el efecto de disminucién a 78 % (1.67x107+0.03) la
produccién de esporas.

Los datos obtenidos por el uso extractos de L. tridentata y F. cernua como agentes
reductores y estabilizadores en la sintesis de las nanoparticulas de 6xido de zinc y plata,
demostraron efecto antagonico en el crecimiento y esporulacion de ambas cepas
evaluadas. Los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran las de NPs ZnO y
ZnO/Ag, obtenidas con extractos de estas plantas, pueden emplearse como una
alternativa en el control de hongos fitopatdgenos, reduciendo el impacto ambiental por el

uso de excesivo de fungicidas sintéticos.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia (NT) es un area de la ciencia que se dedica al estudio,
disefio, sintesis y manipulacion de materiales, sustancias y dispositivos de la materia
con un rango de dimension de 1-100 nm (GOmez-Garzon, 2018). Existen diversos
materiales derivados de la nanotecnologia, sin embargo, las més conocidas y
estudiadas son las nanoparticulas (NPs). Las cuales son estructuras con al menos una
dimensién entre 1 y 100 nm, que por sus propiedades fisico-quimicas y relacion
superficie-tamafo de volumen pueden mejorar las funciones bioldgicas de las mismas
(Raskar and Laware, 2014).

La aplicacion de las NT, a través del uso de las NPs han encontrado &areas de
oportunidad en la industria como, la farmacéutica, médica y el sector agricola (Ali et
al., 2020). En la actualidad, la agricultura se ve beneficiada por la amplia investigacion
del uso de NPs como nanofertilizantes, estimuladores de germinacion y crecimiento
de plantulas, nanosensores y nanopesticidas (Elmer & White, 2016). Debido a que
elementos como la plata (Ag*'), Cobre (Cu*?), Zinc (Zn*?) entre otros, son antagonicos
de organismos fitopatdégenos (Sahayaraj & Rajesh, 2015), uno de los métodos para la
sintesis de NPs es la sintesis verde, la cual emplea extractos vegetales para la
bioproduccién de material tamafio nano, las biomoléculas del extracto, tales como
proteinas, polisacéaridos, alcaloides, taninos, fenoles, saponinas, entre otros; favorecen
a la reducciéon de compuestos inorganicos (Ag*) y estabilizacion de 6xidos metalicos
(ZnO, Al203), brindando un efecto sinérgico antagoénico por los residuos de las
biomoléculas antes mencionadas, ademas de ser un método de sintesis amigable con
el ambiente (Boroumand-Moghaddam et al., 2015). Hoy en dia las aplicaciones
excesivas de pesticidas han generado resistencia a plagas y enfermedades, ademas
de impactar negativamente a los ecosistemas, generando desequilibrios en la
produccion de cultivos y aumento los gastos de produccion (Lira-Saldivar et al., 2018).
En este contexto, el uso de NPs sintetizadas a partir de extractos de plantas, busca
impactar en la agricultura ofreciendo métodos de control sobre organismos

fitopatdgenos de forma ecoldgica y sustentable (Valero-Galvan et al., 2014).



Esta investigacion tuvo como objetivo utilizar extractos de plantas de Florensia
cernua, Larrea tridentata y Lippia graveolens para sintetizar nanoparticulas de éxido
de zinc y 6xido de zinc con plata con la finalidad de observar su efecto antagonico
contra el crecimiento de hongos de Fusarium oxysporum y Alteranria solani dos
hongos fitopatdégenos causantes de importantes pérdidas econdmicas en los cultivos

agricolas.
2. OBJETIVOS

2.1 General

-Evaluar el efecto antifungico de las nanoparticulas sintetizadas con extractos
de Larrea tridentata, Lippia graveolens y Florensia cernua contra hongos fitopatdégenos

como: Alternaria solani y Fusarium oxysporum.

2.2 Especificos

-Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de 6xido de zinc asistida con extractos de
Larrea tridentata, Lippia graveolens y Florensia cernua.

-Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de 6xido de zinc adicionadas con 1% de
plata asistida con extractos de Larrea tridentata, Lippia graveolens y Florensia
cernua.

-Evaluar el efecto antifingico de las nanoparticulas de ZnO y ZnO/Ag conta

Alternaria solani y Fusarium oxysporum.
2.3 Hipotesis

1. Las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas con extractos de Larrea tridentata,
Lippia graveonles y Florensia cernua mostraran un efecto antagonico diferencial
contra hongos fitopatogenos.

2. La adicion de plata a las nanoparticulas de ZnO biosintetizadas con extractos
de Larrea tridentata, Lippia graveonles y Florensia cernua mejoraran su

capacidad antifungica.



3. REVISION DE LITERATURA.

3.1 La Nanotecnologia en la Agricultura.

La Nanotecnologia (NT) es un area de la ciencia basada en el estudio, disefio,
sintesis y manipulacién de materiales, sustancias y dispositivos de la materia a escala
de una mil millonésima parte de un metro (Gomez-Garzoén, 2018). La NT proporciona
aplicaciones novedosas al sector agricola, las grandes expectativas para la proteccion,
nutricion y regulacion de cultivos se debe a la incorporacion de nanoparticulas (NPs)
a las plantas, las cuales complementan funciones existentes y provocan cambios
fisioldgicos en las plantas debido al tamafio nanométrico, relacion superficie-volumen
y propiedades de las NPs, ademas que su aplicacion potencializa la proteccion contra
microorganismos (Ajey et al., 2017).

Las NPs son estructuras con tamaiios inferiores a 100 nanémetros (1x10°) las
cuales pueden ser fabricadas a partir de diferentes materiales incluyendo metales
como el oro (Au*?), plata (Ag *1), cobre (Cu*?) y también de éxidos metdlicos, donde se
emplean materiales inorganicos como ZnO, TiO2, AgO y MgO, siendo de gran interés
las aplicaciones de las NPs metalicas de 6xido de zinc (ZnO) dentro de la agricultura,
ya que estas presentan actividades antibacterianas y antifingicas sobre organismos
patégenos de interés econémico en la agricultura (Kriti et al.,2020; Ali et al., 2020 )
actuando como agentes promotoras de germinacion y crecimiento de plantas (Ajey
et al., 2017; Adhikari, et al.,, 2016).

Actualmente, el uso excesivo de agroquimicos sintéticos para el control de
microorganismos patogenos en la agricultura ha conducido al deterioro del suelo,
ecosistema generando resistencia de pesticidas a insectos y organismos fitopatdgenos
(Gahukar & Das, 2020). En este sentido la NT ofrece alternativas, al proporcionar
herramientas que impacten en sectores de la agricultura, como los nanofertilizantes,
nanopesticidas, nanoherbicidas y nanosensores que permiten incrementar el
rendimiento de los cultivos de forma sustentable, reduciendo el impacto ambiental
(Lira-Saldivar et al., 2018).



3.2 Potencial de las nanoparticulas de 6xido de zinc en la agricultura

El zinc (Zn) es un micronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas, las cuales lo requieren en pequeias cantidades de entre 15 a 20 miligramo
por kilogramo de tejido seco. Este elemento es indispensable para la transferencia de
energia y aprovechamiento de foto-asimilados obtenidos de la fotosintesis (Amezcua-
Romero & Lara-Flores, 2017), siendo esencial para la sintesis del aminoacido
triptofano, el cual es precursor del acido indol acético (Auxina), la deficiencia de esta
fitohormona provoca entrenudos cortos y crecimiento raquitico, ademas es requerido
en seis clases de enzimas, oxidorreductasas, liasas, isomerasas, transferasas,

hidrolasas y ligasas (Ajey et al., 2017).

La deficiencia del Zn, como micronutriente es uno de los problemas mas
comunes en la produccién de los cultivos en el mundo, estudios han demostrados con
éxito que los nanopolvos pueden ser usados efectivamente como fertilizantes
(Mendez-Arguello et al., 2017). Las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO) tienen
el potencial de aumentar el rendimiento y crecimiento de los cultivos, ademas brindan
una absorcion rapida y liberacién lenta de nanofertilizantes, las NPs pueden reducir el
consumo de fertilizantes reduciendo la contaminacion por el uso excesivo de

fertilizantes (Huiling-Zhang et al.,2020).

Las NPs ZnO por su parte, han presentando gran interés en los ultimos afios
debido su propiedades como excelente absorcion de rayos UV, reflectantes, alta
conductivdad eléctrica y su efecto antimicrobiano (Ogunyemi et al., 2019). Diversos
esudios mencionan que las NPs ZnO son excelentes candidatos para su uso, como
pesticida, fungicida o fertilizante en el sector agricola, las caracteristicas como su
tamafio menor a 100 nm, hace que pueda interactuar facilmente con moléculas
bioldgicas. Diversos estudios han empleando NPs ZnO como agentes antifingicos,
antibacteriales, asi como han evaluado su efecto potencial como estimulantes en la
germinacion de plantulas y crecimiento de plantas (Ahmandi & Namvar, 2020; Ajey et
al., 2016; Ranjith-Reddy et al., 2016).



Diversos estudios de hogos fitopatdbgenos han demostrado que la actividad
antifingica de las NPs ZnO se debe principalmente a la generacion de defectos en las
estructuras de las hifas, (Fusarium oxisporum, Penicillium expansum, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger, Botrytis cinerea) ademas de generar cambios estructurales
en la membrana celular microbiana, causando fuga del citoplasma y muerte del
patégeno (Rajiv et al., 2013; Brayner et al., 2006). La literatura menciona que tamabién
gue inhiben la produccion de esporas en hongos como: Alternaria alternata, Rhizopus

stolonifer y Fusarium oxysporum (Kriti et al., 2020).

Estudios relacionados con la toxicidad generadas por las NPs ZnO aplicadas a
plantas de interés agricola ha demostrado que su aplicacién genera aumento del
porcentaje de germinaciéon de semillas; la aplicacion de NPs ZnO en semillas de Vigna
radiata promovio el porcentaje de germinacion y crecimiento de plantulas, este efecto
se debe a que las NPs pueden penetrar el recubrimiento de semillas y estimular
hormonas de crecimiento especificamente el &cido indolacético (Jayarambabu & Rao,
2016). En un estudio similar Singh y colaboradores (2016) aplicaron NPs ZnO de
tamafio <16 nm sobre plantas de Solanum lycopersicum observando que el efecto es
dependiente a la concentraciéon, ya que a dosis bajas fomento el aumento de
germinacion, crecimiento de plantulas e indice de vigor de las semillas, ademas de que
el contenido de clorofila y proteinas incrementaba a una concentracion baja.
Adicionalmente de ha reportado que el uso de NPs ZnO incrementa la biomasa, el area
foliar, la actividad de radicales libres, la longitud de brotes y raices, el contenido de
proteinas, los pigmentos fotosintéticos y el rendimiento del cultivo (Ajey et al., 2017,
Jamdagni et al., 2016))

3.3 Nanoparticulas de 6xido zinc/plata

Las NPs metalicas de 6xido de zinc, cobre, fierro ya sea puras o mezcladas con
plata, estan siendo estudiadas debido a su potencial agricola como promotoras de
crecimiento, nanofertilizantes y antimicrobianas (Méndez-Arguello et al., 2016), esto
debido a que la actividad antimicrobiana de las NPs aumenta por el efecto de la adicién

de otro metal con capacidad antimicrobiana, aumentado asi el efecto de inhibicion en
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comparacion con las NPs de un solo componente metalico comerciales (Chen et al.,
2019).

Se ha comprobado que las NPs ZnO combinadas con plata incrementan la
capacidad antibacteriana contra los microorganismos como B. subtilis, S. aereus, E.
coli, Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae
(Nadeem et al., 2019). Este efecto se observa también sobre hongos fitopatdgenos
como Alternaria solani, Fusarium oxysporum (Esparza-Arredondo et al., 2016),
obteniendo mayor inhibicidon de crecimiento radial en comparacién con las NPs ZnO
puras. La investigacion de Mufoz-Ordofiez et al., (2020), demuestra que la aplicacion
de NPs ZnO/Ag sintetizadas con extracto de Flourensia cernua presenta un efecto de
inhibicion en el crecimiento de la bacteria fitopatdgena Clavibacter michiganensis
inhibiéndose a concentracion de 250 mgL™. En la tabla 1 se muestran ejemplos del
uso combinado de NPs ZnO/Ag contra hongos y bacterias patégenas, cabe resaltar
que la actividad antimicrobiana depende del tamafio, forma y método de sintesis de la
nanoparticula (Zhang et al., 2020).
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Tabla 1. Nanoparticulas de 6xido de zinc y plata con actividad antimicrobial.

TAMANO DE MICROORGANISMO REFERENCIA
PARTICULA
(nm)
30-40 Trichophyton Patifio-Herrera et
mentagrophytes al., 2018
10-30 Staphylococus aureus | Shakerimoghaddam
et al., 2020
10 Clavibacter Mufioz- Ordofiez et
michiganensis al., 2020
10-30 Alternaria alternata, | Esparza-Arredondo
Fusarium oxysporum et al., 2016
38 E. coli, P. aeruginosa, | Thatikayala et al.,
S. aureusy P. 2020
vulgaris
40 E. coliy S. aureus Zare et al., 2019
19-68 E. coli, Staphylococus Nadeem et al.,
aurues, 2019
Pseudomonas
aeruginosa
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3.4. Sintesis de nanoparticulas

Las nanoparticulas se pueden sintetizar por métodos fisicos, quimicos y
bioldgicos. EI método fisico implica técnicas como, dispersion coloidal, fragmentacion
fisica y muchas otras donde se utilizan equipos costosos, presion y alta temperatura
(Argawal et al., 2017). Por su parte el método quimico emplea sintesis hidrotermal,
coprecipitacion, procesamiento sol-gel (Ahmandi & Navar, 2020). La sintesis de NPs
presenta efectos adversos asociados con la toxicidad de los reactivos empleados en
los métodos fisicos y quimicos arriba expuestos, esto en general se debe por el empleo
de sustancias toxicas absorbidas en las superficies durante la sintesis, por ende, la
bdsqueda de alternativas mas amigables con el medio ambiente ha generado el
desarrollo de técnicas menos contaminantes para el medio ambiente, como la sintesis
verde (Gomez-Garzon, 2018). La sintesis verde es la bioproduccion de material
nanoparticulado empleando material metalico, para la produccién de NPs, este método
busca ser amigable con el medio ambiente y reducir costos de produccion al utilizar
extractos de plantas como agentes reductores. La sintesis verde esta basada en el
principio de biorremediacién, donde las plantas son usadas para extraer y recuperar

metales de suelos contaminados (Hernandez-Diaz et al., 2020)

3.4.1 Sintesis de nanoparticulas con extractos de plantas

La sintesis de NPs mediante el uso de extractos de plantas han sido desarrollas
por su gran potencial de bio-reduccién de cationes metalicos de plata (Ag*), Oro (Au*3),
Cobre (Cu*?) y zinc (Zn*?) u 6xidos metalicos, como el 6xido de zinc (ZnO), 6xido de
titanio (TiO2), 6xido de aluminio (Al20s), estos son utilizados principalmente como
agentes antimicrobianos contra diversos microorganismos fitopatogenos (Novelles et
al., 2017). Esta técnica permite la produccion de NPs a gran escala permitiendo la
obtencion de nanomateriales con alta pureza y homogeneidad ademas de ser
amigable con el medio ambiente y economica para su aplicacion en la agricultura
(Argawal et al., 2017; Gémez-Garzén, 2018). El uso de extracto de plantas para la
sintesis de NPs se debe principalmente a que estas contienen biomoléculas como
terpenoides, alcaloides, fenoles, taninos, flavonas, cetonas, aldehidos, proteinas,

vitaminas, saponinas y polisacaridos entre otros compuestos, los cuales tienen una
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alta capacidad para la reduccion de metales (Vijayaraghavan & Ashokkumar, 2017).
De acuerdo con lo anterior el uso de extractos de plantas pueden actuar como agentes
reductores, asi como estabilizadores en la sintesis de NPs, las cuales quedan con
recubrimiento organico, que mejora su estabilidad y disminuye su agregacion (Nadeem
et al., 2019).

De manera general, el proceso empleado para la sintesis verde de NPs ZnO
se lleva acabo de la siguiente manera: se utilizan las hojas, flores o raices secas de
algun material vegetal (como las empleadas en esta investigacion) las cuales se
muelen hasta obtener un polvo, después se mezcla el polvo con algun solvente (agua
o etanol) calentandolo a una temperatura determinada por cierto tiempo, para obtener
los metabolitos secundarios del material vegetal, posteriormente se filtra y deja enfriar,
para realizar la obtencion de NPs se mezcla la solucion madre de algin compuesto
quimico, como puede ser el nitrato de zinc con una cierta cantidad del extracto
obtenido, se calienta a una temperatura ente 80-100 °C, a partir del cual se obtiene un
material precursor que posteriormente es calcinado a temperaturas mayores a 300°C,
para obtener finalmente el éxido deseado, el cual se caracteriza para su aplicacion

final como se muestra en la figura 1.

Metabolitos
secundarios

Hojas de plantas Nitrato de zinc Proceso de Nanoparticulas de Oxido de Zinc
calcinacion

Figura 1. Proceso de obtencion de nanoparticulas de oxido de zinc a través de la
sintesis verde.

3.4.2 Sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de zinc

La sintesis biologica de ZnO mediante el uso de diferentes extractos de plantas
esta surgiendo como nueva area de interés hoy en dia, el enfoque biologico de la
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sintesis de las nanoparticulas (NPs) tiene una ventaja sobre los productos quimicos
tradicionales y métodos fisicos, los cuales implican varios productos quimicos toxicos
para la sintesis de NPs, que mas tarde puede ser la razon de varios problemas de
salud debido a la toxicidad; mientras que el método verde, es un método ecoldgico
libre de contaminantes que produce NPs puras favorables para aplicaciones bioldgicas
(Ajey et al., 2016).

Las NPs ZnO han sido de gran interés entre los investigadores, debido
principalmente a su simplicidad, respeto por el medio ambiente y su potencial para
actuar como agente antibacteriano, considerando asi una alternativa de empleo para
sustituir los quimicos toxicos empleados para el control de patogenos (Aki et al., 2020).
Este método ofrece ventajas de ser rentable, ecolégico, sostenible y adecuado a la
produccion a gran escala debido a que las plantas producen gran numero de
metabolitos como alcaloides, compuestos fendlicos y terpenoides, etc., los cuales
estan implicados para generar nanoparticulas, con caracteristicas diversas en el
tamafo y forma, debido a las propiedades reductoras y estabilizadoras de las plantas

en la sintesis de nanoparticulas (Hernandez-Diaz et al., 2020).

Las NPs sintetizadas por extracto de plantas son mas estables y biocompatibles
debido al proceso de recubrimiento con surfactantes biogénicos o agentes de
recubrimiento que tienen un menor impacto al ambiente, es una rapida tasa de sintesis
en comparacion con los producidos por métodos fisicos y quimicos de sintesis de
nanoparticulas (Huiling-Zhang et al., 2020). La tasa més rapida de sintesis se debe a
la capacidad biolégica de actuar como catalizador de reacciones en medios acuosos
en temperatura y presion estandar (Ajey et al., 2016). Diversos extractos han sido
utilizados para la sintesis de NPs ZnO, dependiendo del tipo de planta estas presentan
morfologia y tamafio diferente, el cual tambien esta relacionado con su actividad
antimicrobiana (tabla 2). se ha reportado que a menor tamafio de NPs, mayor es se

actividad antimicrobiana (Lakshmeesha et al., 2020).
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Tabla 2. Nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas con extractos de plantas y su
efecto antimicrobiano.

PLANTA

TAMANO (hm)

PATOGENO

REFERENCIA

Melia azedarach

Cladosporium
cladosporiodes,

30-40 Fusarium oxysporum Lakshmeesha et
al., 2020
Eucalyptus globules Botryosphaeria
dothidea, Alternaria
57-70 mali, Diplodia seriata Ahmad et al.,
2020
Pongamia glabra Rhizopus nigricans Sahayaraj et al.,
2020
50-60
Tmamrindus indica Alternaia
alternata,Aspergillus ,
50-60 nigris, Botrytis Thatikayala et
cinérea, Fusariumm al., 2020
oxysporum
Matricaria Penicilliumexpansum,
chamonilla Aspergillus niger _
48 Subhapriya &
Gomathipriya,
2018
Nycanthes Aspergillus Jamdagni et al.,
arbortrisitis brasiliensis, 2016
16-62 Aspergillusflavus,
bacillus subtilis
Punica granatum 50-100 Aspergillus niger (Mishra &
Sharma, 2018)
Aloe barbedensis 15 E. coli, Pseudomnoas
aeruginosa y S. i
aureus Ali et al., 2016
Mirabilis jalapa
19-36 P. aeruginosa, K. Zare et al., 2019
pneunomia, B.
subtilis, E. coli
Thymus vulgaris Nadeem et al.,
_ 2019
50 E. coliy S. aureus

México presenta una gran diversidad de especies vegetales, las cuales han sido

estudiadas desde el punto de vista fitoquimico para evaluar su potencial y actividad

bioldgica sobre microrganismos patdgenos de cultivos agricolas (Lopez-Benitez et al.,
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2005). Especialmente el crecimiento de las plantas en zonas &ridas donde las
condiciones de salinidad, temperaturas altas y bajas, entre otros factores abibticos
promueven la expresion de compuestos generados por medio del metabolismo
secundario, los cuales destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, alcaloides, lectinas
entre otros generando efectos contra organismos fitopatdgenos con accion bactericida
y fungicida (Andrade-Bustamante et al., 2017).

En este trabajo se utilizaron tres especies de plantas diferentes para observar
si el tipo de extracto utilizado para la sintesis de las nanoparticulas, tenia un efecto
sobre su actividad antifungica, considerando que los extractos pueden tener un efecto
sinérgico antagonista contra el hongo fitopatdgeno; utilizamos plantas reportadas con
actividad antimicrobiana como orégano (Lippia graveolens) gobernadora (Larrea

tridentata) y hojasén (Flourencia cernua).
3.4.2.1 Lippia graveolens HBK

El orégano (Lippia graveolens HBK) es un arbusto perenne que se desarrolla
en zonas aridas dentro del Desierto Chihuahuense, se distribuye principalmente en
Coahuila, Zacatecas y Chihuahua. Esta especie pertenece a la familia Verbenaceae,
su principal uso es como planta medicinal para afecciones respiratorias, trastornos
digestivos e infecciones por hongos, virus se emplea empleande las hojas y tallos para
extraer el aceite esencial (SEMARNAT, 2001).

El extracto de L. graveolens presenta compuestos terpénicos producidos por el
metabolismo secundario de la planta como funcion defensiva contra el ataque de
insectos, ademas de compuestos fendlicos como el timol, carvacrol y eugenol que
sugieren una actividad bactericida en el extracto de Lippia graveolens (Lujan et al.,
2010). El modo de accion de los terpenos no ha sido dilucidado por completo, pero se
postula que pueden causar rompimiento de la membrana a través de compuestos

lipofilicos (Rodriguez-Garcia et al., 2016).
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3.4.2.2 Flourensia cernua D.C.

El hojasén (Flourensia cernua) es una planta endémica de la zonas é&ridas y
semiaridas de México, perteneciente a la familia Asteraceae, es un arbusto frondoso
de 1-2 metros de altura, sus hojas son de color verde opaco, ovaladas con flores
amarrillas su principal uso es medicinal, ya se emplean contra digestion y problemas

gastrointestinales (Gamboa-Alvarado et al., 2003).

F. cernua contiene metabolitos secundarios tales como compuestos
polifendlicos, benzofuranos y benzopirenos los cuales tienen usos terapéuticos debido
a sus propiedades antiinflamatorios, antifungicas, antibacterianas y antioxidantes que
le dan un uso potencial para el control de enfermedades (De Rodriguez et al., 2012).
La toxicidad de los fenoles en los microorganismos se atribuye a la inhibicion
enzimatica por oxidacion de compuestos generando especies reactivas de oxigeno

produciendo muerte celular (Andrade-Bustamante et al., 2017).

De acuerdo a estudios obtenidos, los compuestos fendlicos de F. cernua,
contienen B-cariofileno y B-eudesmol, ambos compuestos sesquiterpenos y con efecto
antiinflamatorio, citotoxicas, anti-algas, insecticida y antimicrobiano de fitopatégenos
(De Rodriguez et al., 2017; Mata et al., 2003). El poder antimicrobial del extracto de F.
cernua ha sido evaluado contra hongos fitopatégenos, como: Alternaria alternata,
Colletotrichum gloeosporioides y Penicillium digitatum; Penicillum expansum vy
Fusarium oxysporum (De Rodriguez et al., 2017; De Ledn et al., 2013; Guerrero-
Rodriguez et al., 2007). También se ha reportado un estudio en que uso un extracto
en la formulacion de un recubrimiento el cual fue efectivo para inhibir los
microorganismos de postcosecha del tomate logrando extender su vida util (de Jesus
Salas-Méndez et al., 2019).

3.4.2.3 Larrea tridentata D.C.

La gobernadora (Larrea tridentata D.C.), es un arbusto perenne de los Desiertos
Chihuahuense, Sonorense perteneciente a la familia Zygophyllaceae, comunmente se

le denomina gobernadora por su dominancia en grandes extensiones de zonas aridas
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del norte de México. Las caracteristicas de esta planta es que producen una resina
que le brinda mecanismos de defensa contra insectos y proteccion solar. Los
metabolitos secundarios producidos por L. tridentata son biopolimeros fendlicos,
saponinas, flavonoides y el acido nordihidroguairacetico (NDGA) que se encuentra
presentes en la resina producida en tallos y hojas (Lira-Saldivar, R.H 2003). El modo
de accion de los fenoles en los microorganismos se le atribuye a la inhibicion

enzimatica por oxidacion de compuesto (Andrade-Bustamante et al., 2017).

Las condiciones adversas donde se desarrollan las especies (L. graveolens, L.
tridentata y F. cernua) provocan metabolitos secundarios, los cuales ademas de
servirles de defensa contra organismos y factores abioticos, son las principales
moléculas utilizadaspara la reduccién de metales durante la sintesis verde de NPs
metalicas o 6xidas metalicas, de esta forma se pueden generar cultivos para onbtener
biomasa necesaria para la aplicacién de NPs en la agricultura, brindando asi, una
oportunidad de empleo para los habitantes de zonas aridas, los cuales por las

condiciones extremas no producen cultivos que les briden mejor calidad de vida.
3.5. Enfermedades fungicas de importancia agricola

Las enfermedades de las plantas son de interés agronémico para el hombre,
debido a que generan importantes pérdidas econémicas al perjudicar a los cultivos y
sus derivados (Agrios, 2005). Estas enfermedades son producidas principalmente por
hongos, bacterias, nematodos y virus; de los cuales los hongos ocasionan mayor
relevancia econdmica debido a que su presencia estd durante la produccion y
almacenamiento de los alimentos, siendo toxicos para los seres humanos y animales
(Valero-Galvan et al., 2014). Dentro los principales hongos que causan mayores
pérdidas econémicas en México se destacan, los hongos fitopatégenos tales como:
Alternaria, Botrytis, Asperguillus, Rhizopus, Fusarium y Penicillium (Lopez & Martins,
2008).

Actualmente, el método de control mas utilizado para el control de estos

patdgenos es a través de fungicidas sintéticos, los cuales han provocado resistencia
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en los hongos ademas de que su empleo excesivo genera residuos toxicos al ambiente
y al hombre (Gahukar & Das, 2020).

3.5.1 Alternaria solani

El tizon temprano, es el nombre comdn de la enfermedad producida por
Alternaria solani, el cual afecta desde hojas, tallos, flores y frutos de plantas anuales,
en particular hortalizas y plantas de ornato, aunque también afecta ciertas partes de
arboles como citricos y manzanos (Agrios, 2001). Sus sintomas aparecen en forma de
manchas y tizones foliares que van de café obscuro a negro y cuando se extienden
casi forman anillos concéntricos provocando que las areas afectadas se tornen
amarillas, luego pardas con hojas colgadas, finalmente la planta entera puede
defoliarse y morir (Agrios, 1999). Este hongo fitopatdgeno es considerando como
especie cosmopolita ya que se encuentra distribuido en todo el mundo, desde lugares
templados hasta los méas calientes; A. solani puede generar pudriciones del fruto y
tubérculos como en el caso del tizon temprano de la papa y del tomate, la mancha
foliar del frijol, tabaco, el tizon del tallo de la zanahoria, clavel, crisantemo (Gutiérrez-
Ortega, et al., 2004).

A. solani es responsable de considerables pérdidas econémicas, debido a que
reduce el rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales durante
su almacenamiento (Pavén et al., 2015). La mejor manera de manejar esta
enfermedad es mediante un control preventivo mediante la aplicacién de fungicidas
sintéticos, debido a que una vez que el tizén temprano se establece en el cultivo es

muy dificil su control (Gutiérrez-Ortega et al., 2004).

3.5.2 Fusarium oxysporum

El género Fusarium es un patégeno cosmopolita que afecta mas de 80 cultivos
de importancia comercial tales como el tomate, cebolla y ajo presentando pérdidas
econdémicas al reducir la explotacion del cultivo (Agrios, 2007). Dentro de este género
se encuentra Fusarium oxysporum, el cual causa la enfermedad conocida como
marchitez, los primeros sintomas se presentan con el amarillamiento de las hojas con

clorosis y marchitamiento, siendo la forma mas clara de identificarlo mediante un corte
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longitudinal en el tallo donde se observa un anillo de color marrén oscuro o café; F.
oxisporum afecta el sistema radical de la planta, obstruyendo los vasos xilematicos
provocando marchites y pudricion de la planta (Agrios, 2001). Esta enfermedad ataca
principalmente al tomate, banano, algodon, lenteja, clave y crisantemo ocasionando
pérdidas econémicas muy significativas, ya que limita la explotacion de los cultivos
(Arbelaez-Torres, 2000).

El tratamiento actual para su control mas efectivo es a través de fungicidas
sintéticos siendo la medida fitotécnica mas importante para aumentar los rendimientos

de los cultivos (Rodriguez-Castro et al., 2020).

Por tal motivo, en este trabajo se propone el uso de las NPs ZnO como agentes
antifangicos para el control de hongos fitopatbgenos como: Fusarium oxysporum y
Alternaria solani, como una alternativa al presentar menor impacto ambiental, ademas
de que el empleo de extractos de plantas para la generacién de NPs ZnO le brinda
caracteristicas adicionales al efecto antimicrobiano, siendo mas amigables con el
medio ambiente, en comparacién con las excesivas aplicaciones de fungicidas

sintéticos, los cuales han generado resistencia a estos patégenos.
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevé a cabo en el Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA) en el Departamento de Biociencias y Nanoagrotecnologia durante el
periodo de enero-diciembre 2019., direccion: Enrique Reyna H. No. 140, San José de

los Cerritos, 25294 Saltillo, Coahuila; México.
4.1 Material vegetal

Se colectaron hojas y tallo de Flourensia cernua D.C.(Hojasén), Lippia
graveolens HBK (Orégano) y Larrea Tridentata D.C.(Gobernadora) de los municipios
de Arteaga y Saltillo, Coahuila durante la primavera -verano 2018. El material vegetal
se secO a una temperatura de 70 °C por 24 h. Posteriormente, el material fue
pulverizado con ayuda de una licuadora, éste se guardd en bolsas plasticas en
oscuridad y un lugar libre de humedad hasta su uso como materia prima en la

preparacion de extractos empleados en la sintesis de nanoparticulas.
4.2 Preparacion del extracto acuoso

Para la extraccién de metabolitos secundarios de las tres muestras de plantas,
se tomaron 10 g de la muestra y se realizé un método de decoccién a 60 ° C por una
hora. Después se filtr6 con papel filtro, para eliminar los restos vegetales recolectando
el sobrenadante. Se realizé una segunda filtracion con un embudo de filtro poroso de
22 micras, se recolecto el filtrado y se almaceno a 4 °C hasta su uso. El extracto se

preparaba fresco y no se almacenaba por mas de 7 dias.

4.3 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc asistida con extractos

plantas

Se prepard una solucién 0.5 M de nitrato de zinc la cual se mezcl6 con en el
extracto acuoso de las plantas descrito anteriormente. La mezcla se mantuvo a 90 °C
en agitacion constante hasta conseguir una pasta (el tiempo de reaccion era menor a
30min). La pasta obtenida se dejé enfriar, y se transfirié a un crisol de porcelana para

dejar a 80 °C por 12 horas. Posteriormente, se llevé a una mufla donde se realizé un

22



tratamiento térmico a 80, 200, 300 y 400 °C por 1 h. La muestra se pulverizé con ayuda
de un mortero de porcelana y se guardé en tubos de centrifuga hasta su uso.

4.4. Biosintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc/plata asistida con

extractos plantas

Se preparo una solucion 0.5 M de nitrato de zinc a la cual se le adicion6 el 1 %
(p/p) de nitrato de plata en relacién a la cantidad de nitrato de zinc, esto se disolvio con
el extracto acuoso de las plantas descritas anteriormente. La mezcla se mantuvo a 90
°C en agitacidn constante hasta conseguir una pasta (el tiempo de reaccién era menor
a 30 min). La pasta obtenida se dej6 enfriar, y se transfirid6 a un crisol de porcelana
para desecar a 80 °C por 12 horas. Posteriormente, se llevé a una mufla donde se
realizd un tratamiento térmico a 80, 200, 300 y 400 °C por 1 h. La muestra se pulverizé
con ayuda de un mortero de porcelana hasta obtener un polvo el cual se guardd en

tubos de centrifuga hasta su uso.
4.5Caracterizacion de nanoparticulas

Se obtuvieron los patrones de difraccion de rayos X (DRX) de las NPs utilizando
un difractdmetro Rigaku Ultima IV con una fuente de radiacion de CuKa, operado a 44
mA y 40 Kv, en un rango de barrido de 10 a 80° en escala 26, a una velocidad de 0.02
°/s. Se identificaron las fases cristalinas presentes en la muestra, mediante la
comparacion con los patrones estandar de la base de datos del International Centre
for Diffraction Data (ICDD). El tamafio de cristalita se determind con la ecuacién de
Scherrer (Cullity, 1956) usando los patrones de difraccion obtenidos de cada muestra
mediante el uso del software Jade 6. Adicionalmente se analiz6 la morfologia de las

NPs mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
4.6 Actividad antifungica

Las cepas utilizadas en este proyecto de Alternaria solanni y Fusarium
oxysporum, fueron adquiridas de la coleccion del Departamento de Parasitologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). Estas se multiplicaron a través

de explantes en Agar Papa Dextrosa (PDA) adicionado con extracto de malta y
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extracto de levadura con el fin de obtener material necesario para el establecimiento

del bioensayo.

4.7 Evaluacion del efecto antifungico in vitro de las nanoparticulas

sintetizadas

Para evaluar la actividad antifingica de las NPs de ZnO y ZnO+Ag 1% contra
las dos cepas de hongos fitopatégenas, se utilizd la metodologia de medio envenado
descrita por Esparza-Arredondo (2016). En este estudio se manejaron las siguientes
concentraciones de NPs de ZnO y ZnO+Ag 1%: 0, 150, 250, 500, y 1000 mgL™. Se
preparé medio PDA (Agar Papa Dextrosa) adicionado con extracto de malta y extracto
de levadura, el cual se esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min. Al mismo tiempo
se prepard una solucién de nanoparticulas en 10 ml de agua destilada estéril y se
sonico en tres ciclos de 15 min. Finalizada la esterilizacion del medio PDA, se complet6
con la solucién de NPs previamente sonicadas, se agit6 brevemente para homogenizar

la solucion con el medio y se vacio en cajas Petri.

Para el establecimiento del ensayo, los hongos se inocularon por medio de
explante en los medios y se incubaron a 27 °C por 10 dias. El parametro evaluado fue
el diametro de crecimiento radial, el cual se midi6 con ayuda de un vernier, para poder

calcular el porcentaje de inhibicion con la formula descrita por Orbera et al., (2009).

PICR = (R1 -2R1) x 100

Donde:
PICR= Es el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.
R1= Representa el valor promedio del radio de crecimiento del hongo.

R2= Es el valor promedio del radio de la colonia inhibida.
Para concluir se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de

medias multiple de Tukey (p < 0.05). El andlisis estadistico hizo con el software
InfoStat version 2020
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Tabla 3. Bioensayo con nanoparticulas de ZnO y ZnO/Ag a diferentes
concentraciones utilizadas in vitro contra hongos fitopatégenos.

Alternaria solani Fusarium oxysporum
Tratamiento
(mg L) (mg L)

1 0 0

2 150 150
3 250 250
4 500 500
5 1000 1000

Tabla 4. Descripcion de la abreviatura empleada para distinguir las sintesis de NPs
de ZnO y ZnO/Ag por los distintos extractos de plantas.

NPs ZnO Descripcion
ZnO-Lp NPs de ZnO sintetizadas con extracto de
Lippia graveolens
ZnO-Lt NPs de ZnO sintetizadas con extracto de
Larrea tridentata
ZnO-Fc NPs de ZnO sintetizadas con extracto de

Flourensia cernua
Adicionadas con plata 1%

ZnO/Ag-Lp NPs de ZnO/Ag sintetizadas con extracto
de Lippia graveolens

ZnO/Ag-Lt NPs de ZnO/Ag sintetizadas con extracto
de Larrea tridentata

ZnO/Ag-Fc NPs de ZnO/Ag sintetizadas con extracto

de Flourensia cernua
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4.7.1 Efecto de las nanoparticulas bio-sintetizadas sobre la

produccion de esporas.

Se utiliz6 el procedimiento descrito por Bustillo (2015) para cuantificar
suspensiones de esporas de hongos. Para lo cual, se agregaron 10 mL de agua
destilada estéril al hongo dentro de la caja Petri, se agitdé durante 2 min con
movimientos circulares. Posteriormente, se decantd la suspension sobre un tubo de
centrifuga de 15 mL, al cual se le adicion6 4 gotas de lactofenol. La muestra se agit6
brevemente y se dejo en reposo durante 5 min. Finalmente se volvio agitar durante 2
min mas. Se trasfirieron 1 ml de la suspension de esporas a otro tubo de centrifuga
para su observacion. La muestra se diluyé 2 veces mas (10-?) hasta obtener un conteo
mas apropiado. Para el recuento de esporas se utilizé una camara de Neubauer donde
se le agregaron 20 ul de suspension de esporas diluidas y se observd en un

microscopio usando el objetivo de 10X.

Para el calculo se utilizé la siguiente formula:

No.de células X dilucion x 10*
No.de areas contadas

Numero total de esporas =
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Sintesis de las nanoparticulas de 0xido de zinc y 6xido de zinc/plata.

Para la sintesis de las NPs. Como ya se mencion0 anteriormente, se evaluaron
varias temperaturas de calcinacion (80, 200, 300 y 400 °C). Después del tratamiento
de calcinacion se obtuvo un polvo el cual fue homogenizado con mortero y pistilo,
posteriormente estas muestras fueron caracterizadas para confirmar la formacién de
las NPs. Las muestras obtenidas después del proceso de calcinacion a 400 °C (figura
2).

Figura 2. Fotografias obtenidas de las nanoparticulas de ZnO y Zn/Ag 1% después
del proceso de calcinacién a 400°C con extracto de F. cernua.

5.2 Caracterizacion de las nanoparticulas por DRX.

Las NPs ZnO y ZnO/Ag sintetizadas por cada uno de los extractos de L.
graveolens, L. tridentata y F. cernua se caracterizaron por difraccion de rayos X (DRX).
Para facilitar la identificacion de los patrones de difraccion del ZnO y Ag, el
difractograma se compar6 con reportado en el banco de datos del ICDD (International
Centre Diffraction Data).

En todas las muestras en donde se sintetizé6 NPs ZnO, se observa la presencia
de picos caracteristicos localizados a 31.84, 34.44, 36.26, 47.56, 56.6, 62.9, 66.52,
67.96, 69.12 y 72.76° atribuidos a las reflexiones de los planos (100), (002), (101),
(102) (110), (103), (200), (121), (201), y (202) con una estructura hexagonal
correspondiente al ZnO (JCPDS No. 36-1451).
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Figura 3. Difractograma de nanoparticulas de ZnO sintetizadas con extracto de F.
cernua a diferentes temperaturas de calcinacion (80, 200, 300 y 400 °C).

Los difractogramas obtenidos de las NPs ZnO sintetizadas con extracto de F.
cernua (ZnO-Fc) a diferentes temperaturas se muestra en la figura 3; los resultados
revelaron que el aumento de temperatura en el proceso incineracién generé mayor
intensidad en los picos caracteristicos del ZnO (resaltados en la figura 3); por lo que,
a mayor temperatura, hay una mayor amplitud en la intensidad de los picos del éxido
de zinc, la literatura establece que la intensidad de estos picos se incrementa también al
aumentar la temperatura (Estell et al., 1996). Adicionalmente se observa picos localizados
a 28.38, 40.54 y 50.14°, que corresponden a las reflexiones (110), (200) y (211) de una
fase identificada como calcio (Ca). Con base a lo anterior, se tom¢é la decisién de generar
NPs ZnO a 400°C de calcinacion.

El patron de DRX de las NPs utilizadas se observa en la figura 4, el
difractograma obtenido con las NPs ZnO sintetizadas con extracto de L. graveolens se

muestran en la figura 4C; estas presentaron mayor pureza al no presentar reflexiones
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adicionales relacionadas con fases secundarias, como el calcio, efecto contrario se
observa en las NPs ZnO sintetizadas con extractos de F. cernua y L. tridentata, donde
el patrén de difraccidbn muestra la presencia de calcio, resaltados en la figura 4A 'y 4B

respectivamente.

ZnON

Intensidad

Figura 4. Difractograma de las nanoparticulas ZnO sintetizadas a 400°C de
calcinacion A) ZnO-F. cernua B) ZnO-L. tridentata C) ZnO-L. graveolens

La temperatura es un factor importante que afecta la formacién de NPs en
extractos de plantas, en general, la elevaciéon de la temperatura aumenta la velocidad
de reaccion y la eficiencia de la sintesis de NPs, asi también conforme al aumento se
favorece una mejor cristalizacién del ZnO, lo que conlleva a tener una mayor relacién
superficie/volumen con mayor cantidad de sitios reactivos responsables de mejorar la
actividad antimicrobiana (Kathiravan, 2018). Respecto a la presencia de Ca en las
muestras, se puede observar que los picos correspondientes (Ca) disminuyen al
aumentar la temperatura de calcinacion como ocurre con las NPs de ZnO-L.

graveolens (figura 4C).

El aumento en la temperatura favorece una mejor cristalizacion del ZnO.
Respecto a los tamafios de cristalita obtenidos se alcanzaron tamafos de 22; 23 y 25
nm a 400 °C, para cada uno de los extractos. Respecto a la presencia de Ca en las
muestras, se puede observar en los patrones que los picos correspondientes a esta

fase disminuyen al aumentar la temperatura de calcinacion.
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De igual manera, el mismo proceso térmico de calcinacién (80, 200, 300 y
400°c) se aplico para las NPs de ZnO/Ag, como se muestra en la figura 5. El resultado
del patron de difraccion muestra los picos caracteristicos del ZnO, ya discutidos
anteriormente, asi como la presencia de plata en reflexiones caracteristicas localizadas
a 38.12, 44.3, 64.46 en los planos (111), (200), (220) y (311) correspondientes a una
fase de Ag metalica con estructura cristalina FCC (JCPDS No. 04-0783).

La intenisidad de los picos caracteristicos correspodiente a la plata, se
incrementan al aumentar la temperatura de calcinacion, como se mencion6 con las

NPs ZnO, adicionalmente se presenta una fase de calcio (figura 5).
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Figura 5. Difractograma de nanoparticulas de ZnO/Ag sintetizadas con extracto de F.
cernua a diferentes temperaturas de calcinacién (80,200,300 y 400°C).
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El estudio de Méndez-Argiello et al., (2016) reportan la nula presencia de fases
secundarias al realizar sintesis de NPs ZnO y ZnO+Ag 2.5% empleando &cido
ascorbico como agente reductor, sin embargo, Banderia et al., (2020) demostré que la
sintesis de NPs ZnO empleando llex paraguarienenis reducen estructuras cristalinas
secundarias con forme aumenta la temperatura de calcinacién, este mismo efecto se
presentd con lo reportado por Mufioz-Ordofiez (2020), donde la impurezas
relacionadas con el calcio en las NPs de ZnO y ZnO/Ag sintetizadas con extracto de

F. cernua se reducen conforme al aumento de temperatura.

Los resultados de DRX citados anteriormente son similares a los obtenidos en
este trabajo, ya que la presencia de fases secundarias no deseadas como el calcio,
disminuyen conforme se aumento la temperatura, al mismo tiempo que este
incremento, logré aumentar los picos caracteristicos correspondientes al ZnO y Ag
(figura 6).
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Figura 6. Difractograma de NPs ZnO/Ag sintetizadas a 400 °C de calcinacion A)
ZnO/Ag-F. cernua B) ZnO/Ag-L. graveolens
En un estudio de nanocompuestos de ZnO/Ag, preparados mediante el método
de precipitacion, se presentaron picos de difraccion correspondientes a dos fases. El
principal se indexo como ZnO con estructura hexagonal (JCPD No. 36-1451), mientras
qgue el otro, correspondié a Ag metalica con estructura cubica centrada en la cara

(JCPDS No. 04-0783), lo que evidencia la formacién de los nanocompuestos ZnO/Ag.
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Los patrones de difraccién indican que los compuestos de ZnO/Ag son cristalinos y no
se observaron un corrimiento de los picos correspondientes al ZnO, lo cual indica que
este Oxido y la Ag estan como fases individuales (Meng et al., 2013). Por lo tanto, la
Ag no sustituye a iones de Zn?* en su estructura cristalina, solo esta como una fase

independiente de los cristalitos de ZnO (Georgekutty et al., 2008).

Los resultados de DRX de la literatura citados anteriormente, son similares a
los obtenidos en este trabajo, donde no se presentd un corrimiento de los picos
principales del ZnO y Ag en las muestras obtenidas con los diferentes extractos,
mostrando que la sintesis verde con extractos de estas plantas es posible obtener
nanocompuestos de ZnO/Ag para ser estudiados y buscar una oportunidad de manejo

fitosanitario para importantes cultivos comerciales.

5.3 Caracterizacion de nanoparticulas por SEM.

La morfologia de las nanoparticulas sintetizadas de ZnO y ZnO/Ag por los
extractos de L. graveolens, L. tridentata y F. cernua calcinadas a 400 °C fueron
obtenidas mediante el uso del microscopio electrénico de barrido (SEM) como se

observa en la figura 7.

El resultado obtenido con las NPs ZnO sintetizado con extracto de L. graveloens
(figura 7A) demuestra una aglomeracion en la superficie y una la morfologia irregular-
circular, presentado variaciones de tamafo dentro de los aglomerados aproximado de
20 nm. Por su parte, la adicion de plata al 6xido de zinc en las NPs ZnO/Ag sintetizadas
con L. graveolens (figura 7B) no generé cambios en la morfologia ni en la disminucién
de aglomeracion en la superficie de las NPs. Por su parte, la micrografia obtenida por
las NPs ZnO sintetizadas con L. tridentata (figura 7C), demostraron tener mayor
uniformidad en la morfologia, siendo mayoritariamente esféricas agrupadas en
aglomeraciones, las cuales indican variacién de tamafio dentro de la aglomeracion.
Distintivamente, la adicion de plata al 6xido de zinc en el extracto L. tridentata, si
presenta una distincion en la morfologia de las NPs, se observan dos formas una

plana-rectangular y una morfologia esférica (figura 7D). Por su parte, la micrografia
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de las NPs generadas con ZnO-F. cernua obtuvieron una morfologia esférica con
presencia de aglomeraciones (figura 7E); en relacion a, las NPs ZnO/Ag generadas

con extracto F. cernua presentan forma esférica (figura 7F).
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Figura 7. Micrografia de SEM de las nanoparticulas de ZnO y ZnO+Ag1% asistidas
con diferentes extractos de plantas. A) ZnO-Lp; B) ZnO/Ag-Lp C) ZnO-Lt D) ZnO/Ag-
Lt; E) ZnO-Fc F) ZnO/Ag-Fc.

Estos resultados obtenidos a través del SEM, empleando los extractos de L.
graveolens, L. tridentata y F. cernua como agentes reductores en la generacion de
NPs de ZnO y ZnO/Ag son similares conforme lo reportado en la literatura. Ahmad et
al., (2020) describen la morfologia y tamafio del ZnO, siendo esféricas con un tamafio
de 40-50 nm, las cuales se sintetizaron con extracto de Eucalypthus globulus y fueron

observadas a través del TEM, describiendo que la aglomeracion de las NPs es mayor
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cuando se emplea este método (sintesis verde), debido a que la forma agrupada de
las NPs confirma la presencia de desechos biol6gicos del extracto.

Lakshmeesha et al., (2020) describié la morfologia de NPs ZnO sintetizadas por
Melia azedarach siendo hexagonales con un tamafio de 30-40 nm con agregados de
NPs. Las micrografias obtenidas de las NPs, muestran en general una aglomeracion
en la superficie de las muestras analizadas, caracteristica que se asimila por el uso de

los extractos de plantas utilizados para su formacion, las cuales producen este efecto.

5.4 Actividad antifungica

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de crecimiento de Alternaria solani y
Fusarium oxysporum para evaluar si el tipo de extracto de planta tienen un efecto en
la capacidad antifungica de las NPs de ZnO y ZnOJ/Ag. Por lo cual se realizaron
ensayos bajo las mismas concentraciones de cada uno de las NPs sintetizadas.
Ademas, se evaluo el efecto de la patogenicidad de los hongos in vitro, por la aplicacion

de las NPs ZnO y ZnO/Ag en la produccién de esporas.

5.4.1 Antagonismo in vitro contra Alternaria solani

La evaluacion de crecimiento de Alternaria solani se realiz0 cuando esta
alcanzé el 100% de crecimiento micelial, el cual fue 7 dias después de la siembra. En
la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos por los diferentes tratamientos de NPs
ZnO y NPs ZnO/Ag sobre el crecimiento del micelio. El efecto antagonista de las NPs
se correlaciona con el incremento en la concentracion de las mismas, por lo que, a
dosis mas altas (1000 mg L) se observé el mayor porcentaje de inhibiciéon del

crecimiento micelial como se muestra en la tabla 5.

Las NPs ZnO-Lg lograron inhibir el 50 % del crecimiento radial a partir de 500
mg L%, alcanzando un 65.22+0.50 % a la maxima concentracion evaluada. Por otro
lado, las NPs ZnO con extracto de L. tridentata (ZnO-Lt) lograron inhibir el 50 % del
crecimiento radial a 250 mg L1, aumentando a un 63.87+0.68 % de inhibicién a 1000
mg L (Tabla 5). Por su parte, las NPs ZnO sintetizadas con extracto de F. cernua

(ZnO-Fc) alcanz6 60.33 #0.29 % de inhibicibn de crecimiento radial a una
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concentracion de 500 mg L, aumentando su efecto inhibitorio en 2 % mas a una

concentracion de 1000 mg L.

El mejor efecto inhibitorio de A. solani se obtuvo con las NPs de ZnO-Lg, a la
maxima concentracion (1000 mg L1). Cabe resaltar que el efecto de inhibicién a la
méaxima concentracion utilizada no presenta diferencias significativas entre los
extractos empleados, puesto que todas las NPs ZnO sintetizadas presentaron un

efecto de inhibicion radial superior de un 60%.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Alternaria solani por efecto
de las nanoparticulas de 6xido de zinc y éxido de zinc/plata sintetizadas con
diferentes extractos de plantas*

Concentracion (mgL™)

Tipo de
nanoparticula 150 250 500 1000
ZnO-Lg 26.1+£15DC 47.63 £1.26 A 57.73 £0.85 A 65.22 £0.50 A
ZnO-Lt 27.814+2.02BCD 51.46+0.65A 60.46 £0.70 A 63.87 £0.68 A
ZnO-Fc 22.49+1.84D 42.28 £1.64 B 60.33 £0.29 A 62.06 £0.78 A
Adicionadas con
plata al 1%
ZnO/Ag-Lg 40.03 £+0.42 A 47.91£0.70 A 51.21+0.76 B 56.38 +0.96 B

ZnO/Ag-Lt 31.86+0.32B C 37.54 +0.86 C 41.45 +0.88 D 44,87 +0.22 C
ZnO/Ag-Fc 3385+1.06 AB  38.05+0.65BC 45.13+0.86 C 44.04 +0.59 C

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

Sin embargo, la adicién de plata a las NPs ZnO demostré incrementar la
capacidad antifingica de las NPs a bajas concentraciones (150 y 250 mg L?). Las NPs
ZnO/Ag-Lg a 150 mg L* incrementaron la capacidad antifingica en 54.4 % (40.03
+0.42) con respecto a las NPs ZnO sin plata (ZnO-Lg) no obstante, a concentraciones
mas altas evaluadas no hubo incremento de inhibicion por la adicion de plata. En el
caso de las NPs de ZnO/Ag-Lt incrementaron en 14.5 % la capacidad antifungica a
150 mg L pero al incrementar la concentracion este tuvo un comportamiento negativo
al disminuir el efecto antifingico de las NPs ZnO/Ag-Lt en 29.7% a 1000 mg L con

respecto a las NPs ZnO-Lt. Un comportamiento similar fue observado en las NPs de
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ZnO/Ag-Fc, las cuales solo incrementaron la capacidad antifungica a bajas
concentraciones (150 mg L) pero al incrementar la concentracion de las NPs en el

medio, disminuyd esta capacidad.

Estos resultados obtenidos son similares con lo reportado por Abdelhakim et al.,
(2020) al obtener efectos inhibitorios de A. solani a partir de 200 mg L con NPs de
ZnO sintetizadas por A. tenuissima obteniendo mayor diametro de inhibicién a 400 mg
L-t. También, Ali et al., (2020) reporta el control el crecimiento de A. solani con el uso
de NPs ZnO sintetizadas por extracto de Neem en 45%. Demostrando que la
aplicacion de NPs de 6xido de zinc genera efectos antagonicos en el crecimiento de
A. solani.

Adicionalmente se realizé una cinética de crecimiento de A. solani bajo el efecto
de las NPs de Zno y ZnO/Ag sintetizadas con extractos de plantas (figura 8). La cinética
de crecimiento de A. solani fue evaluada por 7 dias consecutivos (tiempo en que este
abarco el 100% del crecimiento micelial, en el control).

Después del 3 dia de siembra las NPs ZnO-Lg mostraron efecto inhibitorio en
el crecimiento radial del hongo a concentraciones de 500 y 1000 mg L%, por su parte
a bajas concentraciones (150 mg L) de NPs ZnO, se presenté una induccién del
crecimiento superando el crecimiento del control (figura 8A). Este efecto se puede
deber al Zinc, ya que, al considerarse como un nutriente esencial de microorganismos,
funciona como estimulante y no como antagoénico en el crecimiento (Parveen et al.,
2019). Por su parte, la adicion de plata al 6xido de zinc (ZnO/Ag-Lp) mejoré su
capacidad antagonica en el crecimiento del hongo desde bajas concentraciones (150
mg L1) como se muestra en la figura 8B, donde se aprecia que todas las
concentraciones evaluadas presentan un efecto antagdnico en el crecimiento a partir

del tercer dia con respecto al crecimiento del control.

De igual forma, las NPs de ZnO-Lt (figura 8C), generaron disminucion del
crecimiento a partir de concentraciones como 500 mg Lt al tercer dia de exposiciéon a
las NPs, siendo las concentraciones bajas (150 y 250 mg L) estimulantes en el

crecimiento del hongo, con respecto a la curva de crecimiento del control. Este efecto
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se elimina, con la adicién de plata al 6xido de zinc con ZnO/Ag-Lt (figura 8D) donde el

crecimiento de A. solani se ve afectado desde bajas concentraciones, inhibiendo el

crecimiento a partir del tercer dia de evaluacion.
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Figura 8. Cinética de crecimiento de A. solani bajo efecto de las nanoparticulas
sintetizas por extractos de plantas A) ZnO-Lg B) ZnO/Ag-Lg C) ZnO-Lt D) ZnO/Ag-Lt
E) ZnO-Fc F) ZnO/Ag-Fc

En la figura 9, se observa el efecto de inhibicion el crecimiento radial de

Alternaria solani bajo efecto de las NPs ZnO y ZnO/Ag sintetizadas con los extractos
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de plantas evaluados. La aplicacion de NPs ZnO sintetizadas por los extractos de L.
graveolens, L. tridentata y F. cernua presentan mayor capacidad de inhibicién de A.
solani conforme se aumenté la concentracion de NPs; el mejor efecto inhibitorio se
obtuvo con las NPs ZnO sintetizados con el extracto de Lippia graveolens (orégano) a
una concentracion de 1000 mg L (Fig. 9A). Por su parte, la adicién de plata a las Nps
de ZnO beneficio la capacidad antifungica a las NPs en concentraciones bajas (150 y
250 mg L) [figura 9B], donde se present6 un control de forma mas homogénea con

respecto al crecimiento de A. solani bajo NPs ZnO puras.

Cabe resaltar que se observa un cambio en la morfologia de A. solani causadas
por el efecto de las NPs, la literatura menciona que la aplicacion de NPs ZnO en el
crecimiento de los hongos, genera malformacion de hifas provocando cambios en su
estructura (conidios y conidioforos afectados), toxicidad producida por ROS causando
dafio oxidativo en la célula y respectivamente la muerte del hongo (Jyutika et al., 2020;
Dimkpa et al., 2013; Rajiv et al., 2013).
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500 1000 mg L™

Figura 9. Efecto de las nanoparticulas de ZnO y ZnO/Ag asistida por diferentes
extractos de plantas en el crecimiento de Alternaria solani. A) ZnO-Lp; B) ZnO/Ag-Lp;
C) ZnO-Lt; D) ZnO/Ag-Lt E) ZnO-Fc; F) ZnO/Ag-Fc.
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5.4.2 Evaluacion del efecto de las nanoparticulas sintetizadas en la
produccion de esporas de Alternaria solani

La evaluacion del conteo de esporas de A. solani se realizé después que éste
presentd el 100% del crecimiento micelial, el cual fue al 7.° dia. Se utilizo la
metodologia reportado por Bustillo (2015) con un factor de dilucién de 102. En la tabla

6, se observa el efecto de las NPs sobre la produccion de esporas de A. solani.

Las NPs de ZnO-Lg generd una disminucion en la produccion de esporas en
45% (3x107+0 esporas/ml) a 500 mg L con respecto al control (5.57x107 +0.09),
aumentando su efecto a 1000 mg L' disminuyendo en 56% (2.44x107+0.006
esporas/ml). De la misma forma, las NPs de ZnO-Lt disminuyeron la produccion de
esporas en 43% (3.18x107+0) con respecto al control (valor de esporas del control), su
efecto aumenté a la dosis mas alta empleada, con un 49% (2.88x107 +0.005). Por su
parte, las NPs de ZnO-Fc disminuyeron en 40 % (3.32x107+ 0.005) a 500 mg L' y 45%
menos de esporas a 1000 mg L*(3.01x107 +0.006).

Tabla 6. Efecto de las nanoparticulas de ZnO y ZnO/Ag sobre la produccion de
esporas de Alternaria solani*

Concentracién (mgL™)

Tipo de nanoparticula 500 1000
Control 5.57x107+0.09 F
Zn0O-Lg 3.00x107 +0 C 2.44x107 £0.006 C
ZnO-Lt 3.18x107+0 D 2.88x107+0.005 D
ZnO-Fc 3.32x107+0.005 E 3.01x107 £0.006 E
Adicionadas con plata al 1%

ZnO/Ag-Lg 2.37x107+0.02 A 1.79x107+0.012 A

ZnO/Ag-Lt 2.57x107+0.01 B 2.12X107+0.023 B

ZnO/Ag-Fc 2.690x107+0.07 B 1.86x107+0.04 A

*Analisis de comparacion de medias (turkey a=0.05) con una significancia a 0.05 niveles de
probabilidad
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Distintivamente, la adicion de plata a las NPs ZnO demostré tener mayor
efectividad al disminuir en mayor porcentaje la produccion de esporas de A. solani
(tabla 6).

Las NPs ZnO/Ag-Lg exhibieron una reducciéon de un 52 % (2.37x107+0.02) de
esporas a 500 mg L1y 68% (1.79x107+0.012 esporas/ml) a 1000 mg L con respecto
al control. De igual forma, las NPs ZnO/Ag-Lt generaron un 54% (2.57x107+0.01) de
reduccion de esporas a 500 mg Lt aumentando su porcentaje a un 64% a 1000 mg L
1(2.12x107+0.023 esporas/ml). De la misma manera, las NPs ZnO/Ag-Fc presentd un
52% de reduccién de esporas a 500 mg L, incrementando su efecto a 1000 mg L+
(1.86x107 £0.04),

Cabe resaltar que el efecto de las NPs ZnO y ZnO/Ag sintetizadas por los
extractos de plantas, fueron capaces de disminuir la produccién de esporas conforme
se aumento la concentracion de las NPs, de igual forma la adicion de plata al 6xido de
zinc, favorecio al aumentar la capacidad de disminuir las esporas de A. solani conforme
se aumento la concentracion. Estadisticamente el mejor tratamiento para el control en
la produccion de esporas fue con las NPs de ZnO/Ag sintetizadas con extracto de L.
graveloens en las dos concentraciones evaluadas (500 y 1000 mg L), las cuales
lograron inhibir 68% la produccion de esporas.

Los resultados obtenidos demuestran que la adicién de plata al 6xido de zinc
no presentd mejores resultados en la prueba de inhibicién de crecimiento radial, pero
si tienen la capacidad de inhibir la produccidon de esporas. Estos resultados se
atribuyen al tamafio de las NPs de ZnO (<30nm) ya que la efectividad de las NPs esta
directamente relacionada con el tamafio y la superficie de las NPs (Parveen et al.,
2019), siendo la concentracién de plata 1% (p/p) una limitante para generar efectos en
el crecimiento mas no asi en la disminucién de esporas, donde a esta concentracion
favorecié en la disminucion de esporas A. solani, debido a que los iones Ag*? se
acumulan en la membrana, penetran e interactian con bases de nitrégeno, como
resultado desnaturaliza el ADN, generando malformaciones de hifas incidiendo en la

disminucion de esporas (Jyutika et al., 2020).
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En este contexto, la concentracion de plata estudiada aplicada a NPs ZnO/Ag
(plata al 1%) es efectiva para controlar la esporulacién del A. solani, mas no asi para
reducir significativamente el crecimiento radial. Esparza-Arredondo et al., (2016)
describen que las NPs ZnO/Ag al 2.5% controlaron em mayor porcentaje el crecimiento

radial de A. solani en comparacion con la ZnO puras.

Se sabe que las esporas germinadas de hongos patdégenos desempefian un
papel importante en la colonizacion e infeccion de plantas (Ibrahim et al., 2020). Por lo
tanto, la tasa de inhibicion de la germinacion de las esporas reduce significativamente
la amenaza de los hongos patdgenos. Las NPs biosintetizadas pudieron inhibir
eficazmente la germinacion de esporas, resultados similares han sido reportados en
otros estudios (Kriti et al., 2020).

5.4.3 Antagonismo in vitro contra Fusarium oxysporum

La evaluacion del crecimiento de F. oxysporum se realiz6 cuando la cepa
alcanzo el 100% de crecimiento micelial, el cual fue al 8 dia después de la siembra. En
la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos por los distintos tratamientos con NPs
ZnO y ZnO/Ag. El aumento en la concentracion de NPs se correlaciona con su efecto
antagonico por lo que a dosis mas altas (1000 mg L?) se obtuvo mayor efecto de
inhibicién en el crecimiento del patdégeno.

Las NPs ZnO-Lg exhibieron un efecto antagonico a partir de 500 y 1000 mg L-
1, inhibiendo en 36.26 +0.97 y 62.45 +0.51 % respectivamente, sin mostrar efecto
antagonico a concentraciones de 150 y 250 mg L, donde las NPs no tuvieron un
efecto alguno en el crecimiento de F. oxysporum. De igual forma, la aplicacion de NPs
ZnO-Lt mostraron efecto inhibitorio del crecimiento radial a partir de 500 mg L con
46% e incrementando con la concentracién a 58+1.05% con la dosis més alta. El
mismo efecto se presenté con ZnO-Fc a 150 y 250 mg L, el cual no generé control
alguno sobre F. oxyspotum, su efecto se observa a concentraciones altas, con un
55+1.31% de inhibicién a 500 mg Lt aumentando a 58.47 +0.45 % con 1000 mg L,
es un 3% mas. Por su parte, la adicion de plata al 6xido de zinc en los tratamientos,

genero mayor efecto de inhibicion a bajas concentraciones, con respecto a las NPs de
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ZnO puras como se muestra en la tabla 7, donde las NPs ZnO/Ag-Lp aumenté la
capacidad antifungica de las NPs desde concentraciones minimas, alcanzando un 60
+0.80% a 1000 mg L™, porcentaje similar alcanzado con ZnO-Lp; los cuales

estadisticamente no presentan diferencias significativas entre tratamientos.

De igual forma, las NPs con ZnO/Ag-Lt obtuvo una mejor capacidad de
inhibicién a una concentracién de 250 mg L™ con un 26.68 +0.23% siendo el mejor
tratamiento a esta concentracion. De igual manera, las NPs de Zno/Ag-Fc demostraron
tener mayor capacidad antifungica a partir de bajas concentraciones, pero su efecto
disminuyé a dosis mas altas, ya que no presentd mayor efecto de inhibicion en
comparacion con las NPs ZnO-Fc puras.

El analisis de varianza demostré que la adicion de plata al ZnO no genero
diferencias significativas en comparacion con las NPs ZnO, solo se destaca que la
adicion de plata a los tratamientos ejerce un mayor control a concentraciones bajas
(150 y 250 mg L), pero el efecto se reduce conforme se aumenta las concentraciones
(500 y 1000 mg L1), ya que las NPs ZnO obtuvieron mayor capacidad de inhibicion del
crecimiento de F. oxysporum. Por lo tanto, la aplicacién de NPs de ZnO resultan ser la
opciébn mas viable econdbmicamente, puesto que la adicion de plata aumenta el costo

de produccién y no representa mayores efectos de inhibicion que las NPs ZnO.

Tabla 7. Efecto de las nanoparticulas biosintetizadas en el porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial de Fusarium oxysporum*

Concentracion (mgL™)

Tipo de nanoparticula 150 250 500 1000
ZnO-Lg 0+0C 0+0D 36.26 +0.97C 62.45+0.51 A
ZnO-Lt 0+x0C 00D 46.88 £1.15B 58.77 £1.05 AB
ZnO-Fc 0+x0C 0+0D 55.13+1.31A 58.47 +0.45B
Adicionadas con plata al
1%

ZnO/Ag-Lg 6.25+0 A 14.81+0.28 B 47.38£0.95B 60.11 +0.80 AB

ZnO/Ag-Lt 25+0B  26.68+0.23 A 48.08 +0.65B 53.15+0.25C

ZnO/Ag-Fc 25+0B 5+0C 46.9 +0.88 B 58 +0.62 B

*Analisis de comparacion de medias (Tukey a=0.05) con una significancia a 0.05 niveles de
probabilidad
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La evaluacién del crecimiento de F. oxysporum bajo el efecto de las NPs ZnO 'y
ZnO/Ag se evalubé con una cinética de crecimiento (figura 10). La evaluacion del
crecimiento se tomo por 8 dias consecutivos, tiempo el cual este alcanzo el 100% de

crecimiento micelial.

Las NPs ZnO-Lp (figura 10A), mostraron control del crecimiento micelial a partir
del tercer dia de inoculacién del hongo al medio de crecimiento, siendo mas efectivas
las NPs conforme aumentdé la concentracion. Por su parte, la adicion de plata NPs
ZnO/Ag-Lp (figura 10B) mejor6 la capacidad del efecto antifingico a partir de minimas
concentraciones, las cuales desde 150 mg L disminuyen la curva de crecimiento del
hongo, pero no demuestran mayor efecto de control al aumentar las concentraciones
con respecto a las NPs ZnO puras. De igual forma, las NPs de ZnO-Lt fueron efectivas
como inhibidoras del crecimiento a partir de 500 mg L1, como se aprecia en la figura
10C.

44



A)

ZnO-Lp B) ZnO/Ag-Lp

100 100

80

60 —e—0

150
——250
—8—500
ke 1000

40

crecimiento (mm)

20

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Q) ZnO-Lt » D) ZnO/Ag-Lt
100
80
60
40

20

crecimiento (mm)

0 2 4 6 8
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
F) F
100 Zn0-Fc ) Zn0O/Ag-Fc

100

80

60

40

20

crecimiento (mm)

Tiempo (dias) 2 Tiempé (dias)

Figura 10. Cinética de crecimiento de F. oxysporum bajo efecto de las
nanoparticulas biosintetizadas con los diferentes extratos; A) ZnO-Lp B) ZnO/Ag-Lp
C) ZnO-Lt D) ZnO/Ag-Lt E) ZnO-Fc F) ZnO/Ag-Fc

Por su parte, al aplicar NPs ZnO/Ag-Lt, la adicién de plata mejor6 la capacidad
antifungica desde concentraciones minimas (figura 10D), pero disminuye con forme
aumenta las concentraciones, siendo aun mas efectivas las NPs ZnO-Lt puras para

controlar el crecimiento de F. oxyspporum.

De igual forma, las NPs ZnO-Fc exhibieron el mismo efecto de aumentar el
crecimiento radial incluso por encima del control en concentraciones minimas, las

cuales, al incrementarse la concentracion, presentaron un mayor efecto de inhibicién
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a partir del tercer dia de exposicion (figura 10E). Por otra parte, la adicion de plata al
tratamiento de ZnO/Ag-Fc mejoré la capacidad antifingica en concentraciones
minimas, pero su efecto disminuye con forme aumenta las concentraciones,

obteniendo el mismo efecto de inhibicion con las NPs ZnO-Fc puras.

Cabe resaltar que los tratamientos con NPs ZnO generan un efecto antagonico
en el crecimiento, cuando se aplican a concentraciones altas (500 y 100 mg LY) y a
concentraciones minimas (150 mg L) estimulan el crecimiento del hongo aumentando
incluso por encima de la curva de crecimiento del control. Este efecto se disminuye
con la adicion de plata, las cuales aumentan el efecto inhibitorio a minimas
concentraciones, aunque su efecto no presenta mayor capacidad antifungica a dosis
altas (500 y 1000 mg L) donde no se diferencia una mayor capacidad antifingica por
la adicion de plata, siendo aun mas efectivas las NPs ZnO puras, para inhibir el

crecimiento de F. oxysporum.

Estos resultados obtenidos con las NPs ZnO en la inhibicién del crecimiento de
F. oxysporum son los similares con Lakshmeesha et al., (2020) donde se obtuvo un
efecto de inhibicion para F. oxysporum a partir de concentraciones altas (>250 mg L?)
con NPs ZnO sintetizadas con extracto de M. azedarach las cuales tenian un tamafio
promedio de 40-30 nm, esto puede ser debido a la tolerancia que presenta F.
oxysporum a condiciones de estrés. Por su parte, el efecto causado por la adicion de
plata al 6xido de zinc aumentando la capacidad antifingica a bajas concentraciones
es similar con lo reportado por Esparza-Arredondo et al., (2016) al obtener mayor
inhibicién con NPs ZnO/Ag 1.5-2.5 % desde concentraciones minimas (150 mg L)
comparado con las NPs ZnO puras del estudio. Abdelhakim et al., (2020) reportaron la
inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum con NPs ZnO sintetizadas por A.
tenuissima en 17% a 400 mg L1, a concentraciones menores (100 y 200 mg L) no
presento control alguno en el crecimiento del patdgeno. El efecto antagonico de las
NPs ZnO y ZnO/Ag incremento conforme la concentracidén se incremento, este efecto
se correlaciona con la capacidad que tiene F. oxysporum para tolerar concentraciones
de iones metalicos en sus conidios (hipersensibilidad) evitando que la malformacion

de hifas se presente a mayores concentraciones (Villa-Martinez et al., 2014).
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En la figura 11, se observa el efecto de las NPs ZnO y ZnO/Ag biosintetizadas
con los diferentes extractos de plantas a distintas dosis de concentracién sobre el
crecimiento de F. oxysporum. La aplicacion de NPs ZnO demostraron su efecto
antifingico a concentraciones de 1000 mg L™ al inhibir en mayor porcentaje que las
NPs ZnO/Ag 1% (Fig. 11A). El efecto de la adicion de plata las NPs ZnO, se observa
desde concentraciones minimas hasta concentraciones de 500 mgL™* (Fig. 2B) pero su

efecto disminuye en concentraciones de 1000 mgL ™.

500 1000 mg L™

Figura 11. Efecto de las nanoparticulas sintetizadas con diferentes extractos de
plantas sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum A) ZnO-Lp B) ZnO/Ag-Lp C)
ZnO-Lt D) ZnO/Ag-Lt E) ZnO-Fc F) ZnO/Ag-Fc.
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5.4.4 Evaluacion del efecto de las nanoparticulas sintetizadas en la

produccion de esporas de Fusarium oxysporum

En la tabla 8, se observa el efecto de los tratamientos con NPs sobre la
produccion de esporas de F. oxysporum. La aplicacion de NPs ZnO-Lg redujo la
produccion de esporas en un 50% (3.63x107 £0.01) a partir de 500 mg L™* con respecto
al control (7.37x107+0.05) y logra inhibir su producciéon en 55 % (3.33x107+0
esporas/ml) a 1000 mgL™?. Por su parte las NPs ZnO-Lt redujeron la produccién de
esporas en 46% (3.96x107+0.12) a 500 mg L%, pero alcanz6 un 55% (3.34x107 +0.006)
a la dosis mas alta evaluada de disminucion de esporas con respecto al control
(7.371x107 +0.05).

Por su parte, las NPs ZnO-Fc generaron el mismo efecto de reduccién en la
produccion de esporas en 50% (3.82x107+.006) menor que el control a 500 mg L1y
un 55% (3.37x107 +0.03) a 1000 mg L*. Cabe resaltar que no hay diferencias
significativas en las NPs de ZnO por la accion del extracto empleado en la sintesis,

pues todas obtuvieron un 55% de inhibicién a la dosis mas alta evaluada.

La presencia de plata adicionada a las NPs de ZnO, demostraron tener mayor
efecto en la disminucion de produccion de esporas. Las NPs ZnO/Ag-Lp lograron
reducir en con 77% (1.67x107+0.03 esporas/ml) a 1000 mg L. Mientras que las NPs
ZnO/Ag-Lt obtuvieron un 68% (2.42x107+0.15 esporas/ml) y las de NPs ZnO/Ag-Fc un
67% a 1000 mg L1. Cabe sefialar que la adicion de plata a las NPs de ZnO, demostré
tener mayor control al disminuir en mayor porcentaje la produccion de esporas que las
NPs ZnO, siendo alin mas efectivas en el control a partir de 500 mg L' en comparacion

con lo obtenido a 1000 mg L™ con las ZnO.

Las NPs de ZnOJ/Ag-Lp fue el mejor tratamiento al disminuir en mayor
porcentaje la produccion de esporas en las dos concentraciones evaluadas (500 y
1000 mg L esporas/ml), estadisticamente fue el mejor tratamiento a estas

concentraciones (tabla 8).
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Tabla 8. Efecto de las nanoparticulas biosintetizadas sobre la produccién de esporas
de Fusarium oxysporum.

Concentracién (mgL™)

Tipo de nanoparticula 500 1000
Control 7.37x107 +0.05E
Zn0O-Lg 3.63x107+0.01 C 3.33x107*0 C
Zn0O-Lt 3.96x107+0.12 D 3.34x107 +0.006 C
Zn0O-Fc 3.82x107+.006 CD 3.37x10'+0.03 C

Adicionadas con plata 1%

ZnO/Ag-Lg 2.38x107+0.03 A 1.67x107+0.03 A
ZnO/Ag-Lt 2.56x107+0.03 A 2.42x107+0.15 B
ZnO/Ag-Fc 3.07x107+0.16 C 2.32x10+0.009 B

*Analisis de comparacion de medias (turkey a=0.05) con una significancia a 0.05 niveles de
probabilidad

El efecto de las NPs ZnO y ZnO/Ag en la produccion de esporas de F.
oxysporum demostré ser eficaces al reducir en mas del 50% la produccion de esporas
a partir de 500 mg L%, destacando las NPs ZnO/Ag con mayor eficacia al reducir en
mayor porcentaje la produccion de esporas que las NPs de ZnO. Este efecto se
atribuye por la adicion de plata a las NPs ZnO, ya que la plata (Ag*?), desencadena
una respuesta de generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS), causando
dafio oxidativo y modificando cambios en las hifas (Li et al., 2017). Diversos estudios
se han realizado evaluando el efecto antifungico en la produccion de esporas con NPs
ZnO/Ag; Hameed et al., (2019) aplicaron NPs ZnO/Ag sintetizadas con extractos de S.
marianum contra F. solani, A. flavus, A. fumigatus teniendo mejor efecto de inhibicién
con las NPs ZnO/Ag a menor concentracién que las ZnO. Por su parte, Godfrey y
Solomon (2020), evaluaron la eficacia de NPs Ag sintetizadas con extracto de M.
oleifera en el crecimiento de F. oxysporum (50, 75, 100 y 125 mg L) generando un
efecto inhibidor de esporas a partir de 100 mg L* demostrando asi que la plata tiene

la capacidad para disminuir la produccién de esporas de esta cepa.
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Al respecto, Ali et al (2020) mencionan que los efectos en la disminucion de
esporulacion de hongos se deben principalmente al tamafio de las nanoparticulas y su
concentracion empleada, debido a que se generan mayores efectos conforme el
tamafio disminuye y la concentracion se aumenta causando mas dafios en las
malformaciones de las estructuras del hongo, reduciendo su agresividad en el dafio de

los cultivos.

Los resultados de esta investigacion demuestran que la sintesis de
nanoparticulas de ZnO y ZnO/Ag sintetizadas con extractos de Lippia graveolens
(orégano), Larrea tridentata (gobernadora) y Flourensia cernua (hojasén) se pueden
emplear para generan nanoparticulas con un tamafio inferior a 30 nm, con un alto
porcentaje de pureza, y que su efecto antifUngico para el control de hongos
fitopatdgenos como Alternaria solani y Fusarium oxysporum se logra apartir de 500 mg
L,

Cabe resaltar que las NPs ZnO y ZnO/Ag sintetizadas con el extracto de L.
graveolens obtuvieron mejor efecto inhibitorio. Las NPs ZnO inhibieron en mayor
porcentaje el crecimiento de los hongos (A. solani y F. oxysporum) mientras que las
NPs ZnO/Ag mejord la capacidad antifingica al disminuir en mayor proporcién las
esporas de los hongos evaluados que las NPs ZnO puras.

Si bien, el mejor efecto de inhibicion y disminucion de esporas se observa con
las nanoparticulas generadas con el extracto de L. graveolens, los datos obtenidos por
el uso extractos de L. tridentata y F. cernua como agentes reductores en la sintesis del
oxido de zinc y plata, demuestran que de igual forma presenta control antagénico en

el crecimiento y esporulacién de ambas cepas evaluadas.
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6. CONCLUSIONES

La sintesis de nanoparticulas de éxido de zinc y 6xido de zinc/plata 1% (p/p) fue
posible empleando los extractos de Lippia greveolens, Larrea tridentata y Flourensia

cernua.

Las nanoparticulas de 6xido de zinc y 6xido de zinc/plata (1% p/p) inhibieron el
crecimiento de los hongos fitopatégenos: Altaernaria solani y Fusarium oxysporum. La
adicion de plata a las nanoparticulas de 6xido de zinc mejoré la capacidad antifingica
de las nanoparticulas a bajas concentraciones (menores de 500 mg L), las

nanoparticulas fueron capaces de inhibir la produccién de esporas.
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