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Introduccioén

En el aflo 2021, México ocupd el duodécimo lugar a nivel mundial en la
produccion de alimentos, undécimo lugar en produccién mundial de cultivos con
265.1 millones de toneladas producidas anualmente y una derrama econémica
de 1 billon 241 mil 676 millones de pesos (SIAP, 2022). Tan solo en el sector
agricola ocupa el primer lugar en exportacion de aguacate, jitomate, calabaza,
mango Yy esparrago; segundo lugar en produccion de pimientos, nuez y limén;
tercer exportador de berries, brécoli, col, coliflor, pepino y lechuga; cuarto y quinto
exportador de cebolla y café (SIAP, 2022).

Sin embargo, los cultivos se ven afectados por factores bioticos y abiéticos, entre
los factores bidticos las enfermedades causadas por hongos fitopatdégenos,
ocasionan dafios graves en las plantas y sus frutos. Por lo que, enfermedades
como la “Tristeza o marchitamiento” causada por los hongos Fusarium
oxysporum y F. solani, colonizan el tejido vascular de las plantas provocando un
marchitamiento masivo, necrosis y clorosis de las partes aéreas (Ma et al., 2013),
el género Fusarium ocasiona dafios en cultivos como: chile, tomate, papa, apio,
fresa, entre otros (Gonzélez et al., 2012; Ma et al., 2013; Kenneth et al., 2017;
Garcia et al., 2018; Mariscal et al., 2017).

Otra enfermedad es la “caspa negra o cancro en tallo de la papa”, es inducida
por Rhizoctonia solani causando dafios cuantitativos y cualitativos en los cultivos
de papa en todo el mundo (Tsror, 2010). Es uno de los hongos fitopatégenos con
mas presencia en el cultivo del chile (Gallegos et al., 2022) y puede infectar a
plantas de diferentes especies con importancia econémica (Gour, 2012) en las
que produce lesiones oscuras en raices y semillas, pudricién de tallos y de las
partes de la planta que estan en contacto con el suelo (Pérez et al., 2017).

Por otra parte, el “moho negro” causado por el hongo Alternaria alternata es la
principal enfermedad de los frutos maduros de tomate (Coromoto y Reyes, 2018).
Los sintomas varian desde pequefias lesiones superficiales de color café claro
hasta lesiones necréticas hundidas y en condiciones de alta humedad, produce
una capa negra de conidios sobre el tejido infectado (Lawrence et al., 2013). La
especie A. solani causa la enfermedad conocida como “Tizén temprano”
afectando principalmente a solanaceas entre ellas el tomate y la papa (Duarte et
al., 2013).



Colletotrichum acutatum es una de las especies mas frecuentes del género
Colletotrichum sp. y causa la enfermedad conocida como antracnosis en
numerosas plantas hospedantes en todo el mundo (Farr y Rossman, 2021). El
aguacate es una fruta de mayor importancia econémica en México y se ve
gravemente afectada por la enfermedad en plantas y frutos debido a la infeccion
por Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum acutatum (Campos et al.,
2016).

Actualmente, en el manejo de esta problematica, se hace uso del control quimico
aplicando de manera indiscriminada fungicidas sintéticos (Barocio, 2016), con las
desventajas de que generan resistencia en fitopatdgenos, eliminan
microorganismos benéficos, contaminan el medio ambiente y perjudican la salud
humana (Ramirez et al., 2015).

Por lo que es necesario el desarrollo de alternativas mas amigables con el medio
ambiente, algunas de estas es el uso de extractos de plantas, microorganismos
benéficos como es el caso de bacterias: Pseudomonas fluorescens y Bacillus
subtillis (Rodriguez et al., 2013; Castafieda y Consuelo, 2016), especies de
hongos del género Trichoderma sp. (Landero et al., 2015; Youssef et al., 2016),
controlando a diferentes patdogenos de importancia agronémica. Asi mismo, el
uso de principios activos botanicos: D-limoneno, B-citronelol y eucaliptol (Cerna
etal., 2019; Barroso et al., 2021) como también metabolitos secundarios: Iturinas,
fengicinas y surfactinas de Bacillus sp. (Kim et al., 2010).

Recientemente se ha desarrollado investigacion para producir alimentos con
niveles bajos de residuos de pesticidas, la nanotecnologia surge como una
herramienta novedosa, eficientando los productos agricolas, mediante la
incorporacion de nanoparticulas y nanomateriales como acarreadores de
fertilizantes y plaguicidas con orientacién al control de plagas y enfermedades
(Lateef et al., 2016).

Patil et al.,, (2012), mencionaron que las nanoparticulas son utilizadas para
mejorar la eficiencia de los plaguicidas al aplicar menores concentraciones de
formulados a base de nanoparticulas de plata. En cuanto al desarrollo con
funguicidas Sarlak et al. (2014), realizaron nanoencapsulados de Mancozeb y
Zineb en nanotubos de carbono-sol-material hibrido PCA, para el control del
hongo Alternaria alternata. Changanaqui et al. (2019), sintetizaron vy
caracterizaron nano compuestos Fe304/Ag, probando su efecto contra bacterias
de importancia médica.



Justificacién

Existe escasa informacion el uso de nanoparticulas en el control de
enfermedades fitopatdgenas, a la fecha no hay estudios cientificos sobre la
utilizacion de metabolitos de Bacillus amyloliquefaciens con nanopatrticulas para
el control de hongos fitopatdégenos.

Hipotesis

El uso de nanoparticulas con metabolitos secundarios de B. amyloliquefaciens
tendran efecto inhibitorio superior al 60% sobre hongos fitopatdgenos.

Objetivo general

Evaluar el efecto inhibitorio de nanotubos de carbono de pared mdltiple,
nanoparticulas de o6xido de silicio y grafeno mezclados con metabolitos
secundarios de B. amyloliquefaciens sobre hongos fitopatdgenos en condiciones
in vitro.

Objetivos especificos

1. Aislar e identificar los fitopatégenos: F. solani, R. solani, C. acutatum y A.
alternata de plantas y frutos.

2. Obtener metabolitos secundarios de B. amyloliquefaciens por fermentacion en
medios de cultivo liquido.

3. Funcionalizar nanotubos de carbono de pared multiple y mezclar con
metabolitos de B. amyloliquefaciens.

4. Evaluar in vitro el efecto inhibitorio de nanotubos de carbono, nanoparticulas
de 6xido de silicio y grafeno, funcionalizados y mezclados con metabolitos de B.
amyloliquefaciens sobre el desarrollo micelial y formaciéon de estructuras
reproductivas de F. solani, R. solani, C. acutatum y A. alternata.



Revisién de literatura

Generalidades de los hongos fitopatégenos de importancia agricola
Marchitez del chile (Fusarium solani)

Es una enfermedad causada por los hongos Fusarium solani y Fusarium
oxysporum, siendo el género Fusarium uno de los fitopatbgenos mas importantes
asociados al marchitamiento y a la reduccién del rendimiento de chile habanero
Capsicum chinense (Mejia et al., 2016). Los hongos Fusarium spp. y F.
oxysporum son asociados con mayor frecuencia a marchitez en un 100% de
muestras de Capsicum annuum L. de diferentes tipos de chile como serrano y
jalapefio (Albafiil et al., 2015). Se han identificado a F. oxysporum, F. solaniy F.
equiseti afectando al cultivo y reduciendo significativamente el rendimiento
reportado pérdidas en produccién de chile chilaca, reduciendo el rendimiento del
cultivo en un 50% (Velarde et al., 2018).

Las hifas del hongo penetran la raiz, colonizando el tejido vascular y a su vez,
provocando un marchitamiento masivo, necrosis y clorosis de las partes aéreas
de la planta (Ma et al., 2013; Reyes et al., 2019). Ademas, el género Fusarium
ocasiona dafios en cultivos de tomate, papa, apio, fresa, entre otros (Gonzalez et
al., 2012; Kenneth et al., 2017; Garcia et al., 2018; Mariscal et al., 2017).

En México, se ha reportado a F. solani como agente causal de marchitez y
necrosis en raiz y tallo de chile chilaca en Queréndaro, Michoacan (Reyes et al.,
2019), marchitez en plantas de chile poblano en Puebla (Rivera et al., 2018), Asi
mismo, se asocia a F. oxysporum a la marchitez en plantas de pimiento en

invernaderos en Sinaloa (Velarde et al., 2018).
Caspa negra o cancro en tallo de la papa (Rhizoctonia solani)

Esta enfermedad es inducida por Rhizoctonia solani causa dafos tanto
cuantitativos como cualitativos a los cultivos de papa afectando las partes de la

planta y principalmente el rendimiento de tubérculos (Betancourth et al., 2021).



Es uno de los hongos fitopatbgenos de mayor incidencia en el cultivo del chile
(Gallegos et al., 2022), aunque también puede infectar a un extenso grupo de
plantas de diferentes especies de importancia econémica (Gour, 2012) en las que
produce lesiones oscuras en raices y semillas, pudricion de tallos y de las partes

de la planta que estan en contacto con el suelo (Pérez et al., 2017).

Puede causar la muerte prematura de las plantas y ocasionar pérdidas en la
produccién entre 10% y 60%, esta enfermedad puede ser devastadora cuando
las condiciones climaticas son favorables para el patégeno. A pesar de que se
han intentado diferentes métodos de control (quimicos y culturales) ninguno ha
tenido éxito (Montero et al., 2013).

Moho negro (Alternaria alternata)

Esta enfermedad es ocasionada por Alternaria alternata produce dafos severos
en frutos de tomate en postcosecha, los frutos infectados presentan sintomas
que varian desde pequefas lesiones superficiales de color café claro, hasta
lesiones necroticas hundidas (Coromoto y Reyes, 2018), en brécoli causa dafios
importantes afectando tallos y flores presentando manchas necraéticas circulares
de color café oscuro, esta enfermedad es asociada a la “Pudricion del florete de
brécoli” (Fraire et al., 2010).

Para el género Alternaria en general, la patogenicidad esta determinada por la
produccion de toxinas que le confieren al fitopatégeno superar las defensas de
vegetal, provocando muerte celular y lograr la colonizacion de los tejidos
(Lawrence et al., 2013). Algunas especies del género, como es el caso de A.
solani causa la enfermedad conocida como “Tizé6n temprano” afecta
principalmente a solanaceas entre ellas el tomate y la papa (Duarte et al., 2013),
siendo una de las mas importantes en el cultivo de tomate a nivel mundial
(Ricardo et al., 2013).

Esta enfermedad ataca todos los érganos aéreos de la planta, provocando la
defoliacion total o parcial y reduce considerablemente el rendimiento en cultivos

horticolas (Flores et al., 2013).



Antracnosis (Colletotrichum acutatum)

El hongo Colletotrichum acutatum es uno de las mas frecuentes especies del
género y causa enfermedades comiunmente conocidas como antracnosis en
numerosas plantas hospedantes en todo el mundo (Farr y Rossman, 2021). El
aguacate es una fruta de mayor importancia econémica y se ve gravemente
afectada por esta enfermedad causada por Colletotrichum gloeosporioides y C.

acutatum en el estado de Morelos, México (Campos et al., 2016).

Presenta lesiones caracteristicas: manchas pardo-negras en el exocarpio y
podredumbre blanda en el mesocarpio, en las hojas se manifiesta como manchas
de color café con un halo clorético y puede provocar defoliacion si la incidencia
es alta, en las flores aparece como tizén y provoca la caida o aborto de fruto, en
las ramas se observan manchas circulares color café o purpura que rdpidamente

se necrosan (Campos et al., 2016).

Se ha demostrado que la antracnosis causa graves dafos en la produccion de
aguacate, siendo la enfermedad de postcosecha mas importante en muchas
regiones y en todos los paises productores (Dann et al., 2013). Esta enfermedad
es de mayor importancia ya que ocasiona pérdidas econdmicas considerables y
afecta la calidad de frutos de aguacate generando mermas en la produccion
(Trinidad et al., 2017).

Manejo de hongos fitopatégenos

Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos afectan diversos cultivos,
ocasionan dafios severos en las areas de produccion por lo que se traduce en
pérdidas economicas considerables (Pedraza et al., 2019), incrementan la
demanda de frutas, verduras y derivados, se eleva el precio y reducen la vida de
anaquel en postcosecha ocasionando pérdidas hasta de un 100% (Landero et
al., 2016).



Actualmente, el manejo de las enfermedades flngicas que mas se ha utilizado
es el control quimico, usando diferentes fungicidas sintéticos e integrados en
practicas culturales son los que han dado mejores resultados (Barocio, 2016) sin
embargo, han ocasionado dafios severos a organismos de control biolégico,
generando problemas de resistencia de patdégenos debido a las multiples
aplicaciones (Lamichhane et al., 2016; Zhan et al., 2017), contaminan el medio
ambiente y por consecuencia dafos a la salud humana (Ramirez et al., 2015;
Mahmood et al., 2016).

La necesidad de manejar esta problematica, nos ha conducido a la busqueda de
alternativas de manejo, que sean de bajo costo, menor impacto, sin que dafien
el cultivo y el medio ambiente para el control de enfermedades; algunas de estas
estrategias son: el uso de extractos vegetales, microorganismos antagonicos y

metabolitos secundarios con propiedades antifungicas.
Extractos vegetales

Son sustancias de origen vegetal, elaboradas con solventes organicos, son
biodegradables, no perjudican la salud humana y el medio ambiente. Los tipos
de extractos estan relacionados al solvente usado para su elaboracion los mas
comunes son: etandlicos, hexanicos, cetonicos, metandlicos, oleosos y acuosos
(Nava et al., 2010; Centurion et al., 2013).

Como evidencia de control de hongos fitopatdgenos con estas sustancias, varios
investigadores han realizado extractos de diferentes plantas y los han probado;
por lo que, Ochoa et al. (2012) reportaron la actividad antifingica in vitro de varios
extractos: pirul (Shinus molle), chirimoya (Annona cherimola), canela
(Cinnamomum zeylanicum) y tabaquillo (Nicotiana glauca) sobre el crecimiento
micelial y esporulacion de Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y Fusarium

solani, evidenciando efectos de control desde 30% hasta 89%, respectivamente.

Puiielas et al., 2017 reportaron que extractos etandélicos, metanolicos y acuosos
de Larrea tridentata inhibieron el crecimiento micelial y reducen la presencia de

sintomas de Fusarium oxysporum en plantas de tomate en invernadero.



Mientras que Jasso de Rodriguez et al. (2019) reportaron que los extractos
etandlicos de Juglans mollis (4 000 mg L), J. microcarpa (5 000 mg L) y Cayra
ovata (5 000 mg L) reducen la incidencia y severidad de Fusarium oxysporum en

plantas de tomate.
Uso de microorganismos antagonicos

Los microorganismos que se utilizan con frecuencia para el control de hongos
fitopatdgenos son hongos y bacterias. Varios estudios cientificos han demostrado
gue los hongos del género Trichoderma sp. muestran efectos antagonicos contra

fitopatdgenos (Lépez et al., 2017).

Landero et al. (2015) mencion6 que la especie T. harzianum inhibe el desarrollo
de Colletotrichum gloeosporioides en el cultivo de papaya (Carica papaya), esta
especie promueve el crecimiento de las plantas y ejerce control de Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum (Guedez et al., 2012; Youssef et
al., 2016). Por su parte, Toghueo et al. (2016) report6 que la especie T. atroviride
inhibe el patégeno F. solani y promueve el crecimiento en plantas de frijol
(Phaseolus vulgaris).

En el caso de las bacterias, se han utilizado las bacterias del género Bacillus sp.
y Pseudomonas sp. con propiedades inhibitorias en pruebas de confrontacion
frente a los patdgenos R. solani y F. oxysporum (Rodriguez et al., 2013).
Rodriguez et al. (2017) evidencié que Bacillus sp. logro restringir el crecimiento

de Fusarium oxysporum en un 78%, respectivamente.

Hernandez et al. (2010) reportaron que la cepa Bacillus subtilis tiene efecto
biocontrolador ya que reduce la incidencia y severidad de la enfermedad al inhibir
la actividad infectiva de R. solani y Fusarium sp. en plantas de tomate. Ademas,
las cepas B. licheniformis, B. pumilus y B. cereus poseen efecto de control sobre

Fusarium sp. (Castafieda y Consuelo, 2016).



Usos de metabolitos secundarios con accién antifungica

Los metabolitos secundarios son compuestos sintetizados por el metabolismo de
diferentes organismos como las plantas, hongos y bacterias. Barroso et al. (2021)
mencionan que los principios activos botanicos (PABs) son una alternativa para
el control de hongos fitopatdogenos debido a la actividad antifungica que poseen,
en su estudio evaluaron de manera in vitro tres compuestos botanicos: D-
limoneno, B-citronelol y eucaliptol sobre Colletotrichum acutatum y reportaron que

B-citronelol mostré inhibicion de crecimiento micelial de 29 a 89%.

Los compuestos antes mencionados son monoterpenos y se encuentran de
forma natural en aceites esenciales de plantas (Sharma et al., 2016). Cerna et al.
(2019) senalaron que B-citronelol presentd efecto inhibitorio micelial de hongos

fitopatdgenos como F. oxysporum y R. solani.

Por otra parte, las bacterias del género Bacillus sp., tienen particular interés por
la produccién de metabolitos secundarios, con propiedades antifingicas sobre
los hongos del género Fusarium y Rhizoctonia, oomycetos del género Pythium y
Phytophthora (Yesid y Sanchez, 2012).

Habe et al. (2017) indicaron que B. subtilis produce lipopéptidos (surfactinas e
iturina A), considerados como compuestos antifiingicos sobre R. solani
(Rezuanul et al., 2012). Por su parte, Kim et al. (2010) mencionan que Bacillus
es capaz de producir tres familias de lipopéptidos como lturinas, fengicinas y

surfactinas.

Asi mismo, Zouari et al. (2016) reportaron la presencia de las tres familias de
lipopéptidos presentes en extractos de B. amyloliquefaciens. Soares et al. (2015)
sefalaron porcentajes de inhibicién de 62.7% en A. tenuissima, 55.9% en A.
alternata, 41.3% en F. oxysporum y 57.4% en C. gloeosporioides, usando cepas

de B. amyloliquefaciens.
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Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como la tecnologia que aborda nuevos materiales,
sistemas y procesos que funcionan a escala de 1-100 nanémetros (nm), también
estudia la manipulacion de materiales y la creacion de estructuras y sistemas a

escala de &tomos y moléculas (Lugo et al., 2010).
Nanoparticulas

Son nanomateriales ubicados en escala manométrica, algunos ejemplos son
nanoesferas y nanohilos o nanoalambres de silicio (SiO2) con diametros de 50
nm a 100 nm y longitudes de 10 um a 50 pum (Pukird et al., 2017), nanotubos de
carbono de pared simple y multiple (SWCNT y MWCNT) (Andrade et al., 2012),
nanoparticulas metdlicas: cobre (Cu), fierro (Fe), zinc (Zn), plata (Ag), titanio (Ti)
entre otros (Adhikari et al., 2016; Aouada y De Moura, 2015; Prabhu y Poulose,
2012). Nanoparticulas organicas como: micelas, vesiculas, liposomas,

dendrimeros y capsulas (Perni et al., 2015).
Importancia de la nanotecnologia en la agricultura

La aplicacién de la nanotecnologia en el sector agroalimentario es uno de los
campos de mas rapido crecimiento en la nano-investigacion, lo que implica

producir alimentos en cantidad y de calidad (Lira et al., 2018).

En el enfoque de producir alimentos libres de residuos de pesticidas o con niveles
por debajo de los permitidos, la nanotecnologia se orienta como un avance
tecnologico y cientifico ya que puede modificar sectores de la agricultura
facilitando herramientas novedosas para la deteccién molecular de estrés biético
y abiotico, asi como la deteccion de fitopatégenos y el mejoramiento en la
capacidad de las plantas para absorber el agua, nutrientes y los pesticidas (Khot
et al., 2012; Nuruzzaman et al., 2016).

Las nanoparticulas poseen propiedades: mayor reactividad quimica, son mas
bioactivas que las particulas mas grandes, por su tamafo, tienen mejor acceso a

cualquier cuerpo, células, tejidos y 6érganos. Gracias a estas propiedades ofrecen
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un area de oportunidad en el desarrollo de nuevas tecnologias para la aplicacion
en diferentes &reas de la industria y agricultura, mientras que los hanomateriales
ofrecen innovacion a los productos alimenticios, agroquimicos y fertilizantes

haciéndolos més eficaces (Lugo et al., 2010).

Convencionalmente las nanoparticulas se sintetizan por métodos quimicos,
usando productos quimicos como agentes reductores que mas tarde se
convierten en diversos riesgos biolégicos debido a su alto grado de toxicidad
general, sembrando la grave preocupacion para desarrollar procesos mas

amigables con el medio ambiente (Ahmed et al., 2016).

Por lo tanto, hay enfoques biolégicos que resultan prometedores por ejemplo la
sintesis de nanoparticulas mediante métodos verdes utilizando moléculas
biolégicas derivadas de los vegetales en forma de extractos que han mostrado
superioridad en la sintesis de nanoparticulas que los métodos quimicos vy
bioldgicos. Algunas de las plantas que han sido utilizadas en la sintesis de
nanoparticulas de plata se describen a continuacion: Cocous nucifera (22 nm),
Portulaca oleracea (60 nm), Musa paradisiaca (20 nm), Moringa oleifera (57 nm),
Allium sativum (4-22 nm), Aloe vera (50-350 nm), Citrus cinensis (10-35 nm),
Carica papaya (25-50 nm) y Vitis vinifera (30-40 nm) (Ahmed et al., 2016).

Usos de las nanoparticulas en el control de patégenos

En el contexto de usar nanoparticulas como una alternativa para el control de
plagas y enfermedades, Patil et al., (2012), mencionan que las nanoparticulas
son utilizadas para mejorar la eficiencia de los plaguicidas al aplicar menores
concentraciones de formulados a base de nanoparticulas de plata. Changanaqui
et al. (2019), sintetizaron y caracterizaron hanocompuestos Fe3zO4/Ag probando
su efecto contra bacterias de importancia médica. Otro ejemplo clave es el uso
de nanotubos de carbono para el transporte de farmacos ya que cumplen con las
caracteristicas se poseer tamafio nanométrico, su composicion quimica,
superficie de funcionalizacion y dispersion, favorecen la actividad antibacteriana
(Andrade et al., 2012).
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Las nanoparticulas metélicas consideradas como las mas prometedoras ya que
contienen notables propiedades antibacterianas debido a su gran relacion de
superficie a volumen lo que es de interés para los investigadores por la razén de
la creciente resistencia microbiana contra iones metalicos, antibidticos y el

desarrollo de cepas resistentes (Ahmed et al., 2016).

En cuanto al desarrollo con funguicidas Sarlak et al. (2014), realizaron
nanoencapsulados de Mancozeb y Zineb en nanotubos de carbono-sol-material
hibrido PCA, probando su efecto sobre el hongo Alternaria alternata. Koka et al.
(2019) mencionaron que las nanoparticulas de MgO a 0.5 mg mL"* lograron una
zona de inhibicion de 16.33 mm en placa Petri aproximadamente 18.14% de

inhibicion en A. alternata y 14.33 mm o0 15.92% en R. solani.

Pariona et al. (2018) indicaron que las nanoparticulas de cobre (NPs-Cu)
presentaron un 87 y 90% de inhibicion de crecimiento de micelio de F. solani.
Correa et al. (2018) sefialaron un 100% de inhibicidon micelial en los hongos: A.
alternata, C. gloeosporoides, C. fragariae y Rhizopus stolonifer usando

nanoparticulas de quitosano y aceite esencial de tomillo (NPs-TEO-Np 3 y 5%).
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Nanotubos de carbono funcionalizados sobre fitopatdgenos
Efecto inhibitorio de nanotubos de carbono con extractos de Bacillus amyloliquefaciens
sobre hongos fitopatogenos
Inhibitory effect of carbon nanotubes with metabolites of Bacillus amyloliquefaciens on
pathogenic fungi
Antonio Orozco Plancarte!, Ernesto Cerna Chavez', Yisa Maria Ochoa Fuentes', Jeronimo
Landeros Flores', Diana Jasso de Rodriguez 1, lliana Ernestina Medina Ramirez?, Victor
Olalde Portugal®
RESUMEN. Las enfermedades inducidas por hongos fitopatdgenos generan pérdidas econdmicas
considerables y dafios severos a los cultivos agricolas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto inhibitorio in vitro de nanotubos de carbono con extractos de Bacillus amyloliquefaciens
sobre el desarrollo micelial de Rhizoctonia solani (Rs), Fusarium solani (Fs), Colletotrichum
acutatum (Ca) y Alternaria alternata (Aa). Se analizaron los datos mediante analisis Probit, ANOVA
en un disefio completamente al azar de cinco tratamientos con 20 repeticiones y prueba de Tukey
(p =0.05). Los extractos de B. amyloliquefaciens a dosis altas, inhibieron el 100% del crecimiento
micelial pero al usar nanotubos de carbono con extractos a dosis bajas, se logré un efecto inhibitorio
similar de Rs, Fs, Ca 'y Aa (100, 90, 90 y 60%) respectivamente. El uso de nanotubos de carbono
con extractos de B. amyloliquefaciens son una alternativa eficiente en el control in vitro de hongos

fitopatdgenos.

Palabras clave: Alternaria alternata, Colletotrichum acutatum, Fusarium solani, control in vitro,

Rhizoctonia solani.
ABSTRACT.

Diseases induced by phytopathogenic fungi generate considerable economic losses and severe
damage to agricultural crops. The objective of this research was to evaluate the inhibitory effect in
vitro of carbon nanotubes with extracts of Bacillus amyloliquefaciens on the mycelial development
of Rhizoctonia solani (Rs), Fusarium solani (Fs), Colletotrichum acutatum (Ca) and Alternaria

alternata (Aa). Data were analyzed using Probit, ANOVA analysis in a completely randomized
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design of five treatments with 20 repetitions and Tukey test (p < 0.05). B. amyloliquefaciens extracts
at high doses, inhibited 100% of mycelial growth but by using carbon nanotubes with extracts at low
doses, a similar inhibitory effect of Rs, Fs, Ca and Aa (100, 90, 90 and 60%) respectively. The use
of carbon nanotubes with extracts of B. amyloliquefaciens are an efficient alternative in the in vitro

control of phytopathogenic fungi.

Key words: Alternaria alternata, Colletotrichum acutatum, Fusarium solani, in vitro control,

Rhizoctonia solani.
INTRODUCCION

En el manejo de las enfermedades fitopatdgenas, la nanotecnologia ha tomado gran importancia,
mediante el uso de nanoparticulas y nanomateriales, por poseer la propiedad de penetrar distintas
membranas bioldgicas (Rojas et al. 2020). El uso de nanoparticulas tiene como objetivo reducir las
cantidades de plaguicidas y mejorar la eficiencia con nanoparticulas de plata (Ghosh et al. 2012)
asi mismo el uso de nanocompuestos Fe304/Ag con efectos antibacterianos (Changanaqui et al.
2019), otro ejemplo clave del uso de nanotubos de carbono es para el transporte de farmacos que

favorecen la actividad antibacteriana (Andrade et al. 2012).

Por otra parte, la produccion de cultivos hortofruticolas se ve afectada por varias enfermedades
agricolas, como aquellas inducidas por hongos, generando dafios severos en los cultivos y
ocasionando pérdidas economicas significativas. Por lo que, enfermedades como fusariosis,
marchitez o secadera, causadas por Fusarium oxysporum y F. solani, ocasionan dafios en chile,
tomate, papa, apio, fresa, entre otros (Mariscal et al. 2017, Garcia et al. 2018). Otra enfermedad
es la caspa negra y cancro en tallo de la papa causada por Rhizoctonia solani (Arcos y Zufiga
2015), el patogeno causa dafos cuantitativos y cualitativos en los cultivos de papa en todo el
mundo, aunque también puede infectar a un extenso grupo de plantas de diferentes especies de

importancia econémica (Gour 2012).

El moho negro causado por Alternaria alternata afecta plantas y frutos de tomate (Coromoto y
Reyes 2018). Algunas especies de Alternaria producen metabolitos secundarios (alternariol y las
altertoxinas I, Il'y Ill) con propiedades toxicas (Benavidez et al. 2013). Sin embargo, la antracnosis
causada por Colletotrichum acutatum y C. gloeosporoides en frutos de aguacate (Campos et al.
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2016), afecta numerosas plantas y frutos (Farr y Rossman 2021) siendo la enfermedad de

postcosecha méas importante en muchas regiones y en los paises productores (Dann et al. 2013).

Actualmente se hace uso indiscriminado de fungicidas sintéticos para el control de estas
enfermedades, ocasionando resistencia de fitopatégenos, contaminaciones al medio ambiente y
en consecuencia dafios a la salud humana (Dadaby y Tulk 2015). Por tanto, el uso de
microorganismos benéficos del género Bacillus spp. (Pedraza et al. 2019), particularmente B.
subtillis y B. amyloliquefaciens producen lipopéptidos 0 metabolitos secundarios como: iturina,
surfactina, fengicina y bacilomicina (Mora et al. 2011, Beri¢ et al. 2012) con actividad funguicida

sobre fitopatdgenos comunes y con resistencia a funguicidas quimicos (Cochrane y Vederas 2014).

En este sentido, en la presente investigacion se consideraron aspectos para buscar una alternativa
de manejo utilizando insumos de menor impacto ambiental, pero con alta efectividad, para
integrarla a las practicas del manejo de enfermedades fungosas. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto inhibitorio de nanotubos de carbono de pared multiple suplementados con
extractos de B. amyloliquefaciens sobre el desarrollo micelial de F. solani, R. solani, A. alternata y

C. acutatum en condiciones in vitro.
MATERIALES Y METODOS

Microorganismos utilizados. Los hongos fitopatdgenos F. solani, R. solani, A. alternata y C.
acutatum, fueron aislados, purificados e identificados en el laboratorio de Toxicologia de la UAAAN,
los cuales se cultivaron en medio de cultivo Agar Dextrosa y Papa (PDA) (BD Bioxon®). La cepa
de B. amyloliquefaciens fue proporcionada por la empresa Culta S.A. de C.V. con domicilio en Cd.
Mante Tamaulipas, México, y preservada en medio de cultivo Agar Nutritivo (AN) (TM Media®) para

su posterior uso.

Obtencidn de extractos de B. amyloliquefaciens. Se prepar6 un litro de medio de cultivo liquido
para la produccion de iturinas (Mckeen et al. 1986); se ajusté el pH a 6.0 y se esterilizé en autoclave
durante 15 min a 121 °C. Posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente y después se
inoculd con 1 mL de suspension bacteriana 1x106 UFC, dejando en incubacién a 30 °C y en
agitacion constante (150 rpm) por tres dias. Transcurrido el tiempo se realizd el extracto,
removiendo las bacterias por centrifugacion a 5 000 rpm por 20 min y filtracién con filtros de 0.22
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pMm de didmetro de poro (Linktor® Syringe filters) obteniendo el extracto crudo de B.

amyloliquefaciens (EBa) y se conservé a 4 °C protegida de la luz.

Funcionalizacion de nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT). Se utilizaron MWCNT
(Sigma-Aldrich®) con un didmetro externo de 50 a 60 nm y 95% de pureza. Para la funcionalizacion
de los MWCNT se modificé la técnica usada por (Cabello et al. 2016), procediendo a dispersar 5
mg de MWCNT en 25 mL de &cido clorhidrico al 11%, la solucion acida se sonificé sumergiendo la
sonda de ultrasonido (Branson® Sonifier 450) a 35% de potencia constante durante 20 min y una
temperatura de 60 °C. Transcurrido el tiempo de sonificacion se centrifugd a 10 000 rpm por 15
min eliminando el sobrenadante por decantacidn y se realizaron tres lavados con agua destilada
estéril. Posteriormente, los MWCNT modificados se mezclaron en 25 mL de agua destilada estéril
y otra muestra en 25 mL de extracto de B. amyloliquefaciens, las muestras fueron almacenadas a

4 °C para su conservacion.

Evaluacion in vitro de MWCNT funcionalizados con extractos de B. amyloliquefaciens sobre
hongos fitopatégenos. Se selecciond el hongo F. solani para determinar la ventana biol6gica de
los bioensayos de inhibicion donde se evaluaron tres tratamientos: Extracto de B.
amyloliquefaciens (EBa), MWCNT modificados mezclados en agua destilada estéril (MWCNT +
H.0), MWCNT modificados y mezclados con extracto de B. amyloliquefaciens (MWCNT + EBa) y
Testigo (PDA sin tratamiento) con 10 repeticiones, se prepararon nueve dosis (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5,
8, 16,32y 40 mL L' de medio de cultivo PDA) para cada tratamiento y una vez que se obtuvieron
las dosis inhibitorias (D; 70 y D;90), se realizé una prueba de efectividad biolégica usando las dosis
recomendadas para (D; 70 y D;90) de cada tratamiento con 20 repeticiones sobre los fitopatdgenos
F. solani, R. solani, A. alternata y C. acutatum. Se us6 el método de medio de cultivo envenenado
(Ochoa et al. 2012), posteriormente se colocaron explantes de 0.5 cm de didmetro al centro de la
placa con cada fitopatogeno evaluado y se incubaron a 252 °C en oscuridad hasta que el
crecimiento de micelio del testigo (PDA sin tratamiento) alcanz6 las medidas de la placa. El
crecimiento micelial se midié cada 24 h con un vernier, los datos de crecimiento se usaron para
calcular los porcentajes de inhibicion mediante la siguiente formula: (PICR= [(R1-R2)/R1] x 100),
donde PICR= Porcentaje de inhibicién del Crecimiento Radial, R1= crecimiento micelial del testigo,

R2= crecimiento micelial del tratamiento.
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Analisis estadistico. Se utilizaron los datos obtenidos de porcentaje de inhibicion donde se calculd
el promedio inhibitorio en cada dosis y para cada tratamiento utilizado, los cuales fueron graficados
mediante el programa estadistico R Studio versién 4.0.0. Para la determinacion de las dosis
inhibitorias (D; 70 y D; 90) se calcularon por andlisis Probit mediante el programa estadistico
Statistical Analysis System version 9.0 utilizando los datos de PICR obtenidos por medio de la
formula. En las pruebas de efectividad bioldgica se realizo un analisis de varianza completamente
al azar (ANOVA) y una comparacion de medias por Tukey con un nivel de significancia (p < 0.05)

mediante el programa estadistico R Studio version 4.0.0.
RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion in vitro de MWCNT funcionalizados con extractos de B. amyloliquefaciens sobre
hongos fitopatégenos. Se evaluaron nueve dosis por cada tratamiento sobre F. solani donde se
observé efecto inhibitorio a partir de 2.5 a 40 mL L' (Figura 1). El tratamiento de MWCNT+ EBa
presentd el 100% de inhibicion de F. solani desde la dosis de 8 mL L1, seguido del tratamiento EBa
que presento inhibiciones de 57 y 90% de F. solani a las dosis de 32 y 40 mL L, respectivamente
y el tratamiento que presentd menor inhibicion fue MWCNT+ H20 (60%) a la dosis de 40 mL L,
esto puede deberse al efecto sinérgico que se produce al combinarse los nanotubos
funcionalizados con los metabolitos (lturinas) presentes en el extracto de B. amyloliquefaciens, ya
que fue cultivada en medio de cultivo especifico. Con los datos obtenidos PICR se realizé la
determinacion de las dosis inhibitorias de los tratamientos evaluados (Tabla 1), muestran que el
tratamiento MWCNT + EBa presentd las concentraciones més bajas para inhibir F. solani con D;
70 =594 mL L'y D;90 = 8.14 mL L, lo cual muestra un alto efecto inhibitorio sobre este
fitopatégeno al aplicar los nanotubos funcionalizados con el extracto. A continuacion, el tratamiento
EBa present6 concentraciones de D; 70 = 35.46 mL L-"y D; 90 = 64.43 mL L, y las dosis més altas
requeridas para inhibir F. solani fueron de MWCNT + H.0O, que present6 concentraciones de D; 70
=62.46 mL L'y D;90 = 186.58 mL L-*, al comparar estas dosis difieren con las utilizadas por Mejia
et al. (2016) donde para inhibir la germinacién de conidios de Fusarium sp. en un 100% usaron la
cantidad de 1 mL de extracto de B. subtilis disueltos en 1 mL de suspensién de 1x108 conidios/mL
(1:1 vlv), lo que corresponderia a usar 125 mL de EBa por cada 125 mL de medio de cultivo PDA
y obtener un volumen final de 250 mL de medio envenenado, sin embargo, en este estudio la

cantidad maxima a utilizada de EBa fue de 64.43 mL L-' (D;70), dosis que alcanzé el 100% de
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inhibicion micelial en los cuatro hongos fitopatdgenos evaluados. Es importante sefialar que a la
fecha no se tienen reportes cientificos sobre las dosis inhibitorias obtenidas de la inhibicién micelial

de nanotubos de carbono con extractos de B. amyloliquefaciens.

Mediante las pruebas de efectividad biologica se demostré que aplicando las dosis obtenidas por
el andlisis Probit sobre los diferentes hongos fitopatégenos (Figura 2), los tratamientos presentaron
diferencias significativas Tukey (p < 0.05): para el caso de R. solaniy F. solani, los EBa (T1.1y
T1.2) correspondieron a las D;(70 y 90) ambos tratamientos presentaron efecto inhibitorio de 100%,
desde las primeras 24 h hasta 120 y 168 h ya que en este tiempo el crecimiento del testigo alcanza
las medidas de la placa (Figura 3), mientras que en los hongos C. acutatumy A. alternata los T1.2
alcanzaron el 100% de inhibicion a partir de 24 h hasta 168 y 216 h y en los T1.1 se obtuvieron
valores de inhibicion superiores a 90 y 80%, respectivamente. Los resultados obtenidos
concuerdan con lo reportado por Badia et al. (2011), quienes indicaron que Fusarium sp. es inhibido
en 90.42% y A. alternata en 87.28% utilizando cepas de Bacillus spp. (LSB9 y LSB10). Rios et al.
(2015) reportaron que B. amyliliquefaciens inhibio el desarrollo de A. alternata en 64%, ademas
Leyva at al. (2017) sefalaron que los metabolitos de B. amyloliquefaciens (CCIBP-AS) inhibieron
el crecimiento de F. oxysporum f. sp. cubense en 77.18%, También, Mizumoto et al. (2006)
indicaron que al usar la iturina A obtenida por fermentacion de B. subtilis se redujo la incidencia de
R. solani en 76%. Por su parte, Ragazzo et al. (2011) reportaron efecto inhibitorio de la iturina A,
detectada en halos de inhibicion en confrontaciones de B. subtilis y B. licheniformis frente a C.

gloeosporoides y Colletotrichum sp.

Los MWCNT + EBa (T2.1 y T2.2, de la Figura 2), que equivalen a las D;(70 y 90): en R. solani el
T2.2 presentd un valor de 100% de inhibicion y el T2.1 superé el 90%. Se obtuvo un efecto similar
en C. acutatum, donde el T2.2 inhibi6 el 90% y el T2.1 superd el 80%. Por otra parte, en F. solani
ambos tratamientos lograron obtener los valores esperados de 70 y 90% de inhibicion, solo en el
caso de A. alternata los tratamientos evaluados T2.1 y T2.2, mostraron valores de 50 y 60% de
inhibicion, respectivamente. Hasta el momento el Ginico estudio donde reportan el efecto antifingico
de MWCNT lo realizd Sarlak et al. (2014), reportando efectos inhibitorios sobre A. alternata ya que
usaron MWCNT-g-PCA-EP (Material hibrido de nanotubos de carbono de pared mudltiple con
encapsulados de moléculas fungicidas de zineb) en condiciones in vitro. En otros estudios se ha
demostrado el efecto inhibitorio que tienen las nanoparticulas sobre los hongos fitopatégenos,
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Pariona et al. (2018) sefialaron que las nanoparticulas de cobre (NPs-Cu) lograron un 87y 90% de
inhibicion de crecimiento de micelio de F. solani con dosis de 0.75y 1 mg mL-, respectivamente.
Correa et al. (2018) reportaron un 100% de inhibicion micelial en los hongos: A. alternata, C.
gloeosporoides, C. fragariae y Rhizopus stolonifer usando nanoparticulas de quitosano y aceite
esencial de tomillo (NPs-TEO-Np 3y 5%).

Los extractos de B. amyloliquefaciens (EBa) mostraron efecto inhibitorio de 100% sobre el
crecimiento micelial de los hongos fitopatdgenos evaluados, usando una dosis alta de 64.43 mL
L1, pero la ventaja de utilizar nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados y
mezclados con el extracto (MWCNT + EBa) se demostr6 que se requieren dosis bajas ya que con
8.14 mL L' se logré6 un efecto inhibitorio en los hongos R. solani, F. solani, C. acutatumy A.
alternata de (100, 90, 90 y 60%) a partir de 24 h, respectivamente, ya que estos patégenos
afectan a los cultivos en crecimiento y postcosecha, por lo que este tratamiento se puede
considerar como una alternativa en el manejo de hongos fitopatégenos, con insumos de bajo

costo y amigables con el medio ambiente.
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Figura 1. Efecto inhibitorio de nanotubos funcionalizados sobre F. solani. EBa= Extracto de B.
amilolyquefaciens, MWCNT + H20= Nanotubos de carbono funcionalizados y mezclados con agua,
MWCNT + EBa= Nanotubos de carbono funcionalizados y mezclados con EBa.

Tabla 1. Determinacion de dosis inhibitorias de los tratamientos sobre F. solani.

Tratamiento Dosis Dosis probable  Limite fiducial  Limite fiducial
inhibitoria (mL L) inferior 95% superior 95%
Di 70 5.94 5.37 6.73
MWCNT + EBa
Di 90 8.14 7.13 9.84
Di70 35.46 31.03 42.53
EBa
Di 90 64.43 51.81 89.52
D70 62.46 51.21 79.65
MWCNT + H.0
Di 90 186.58 137.83 272.97

EBa= Extracto de B. amilolyquefaciens, MWCNT + H,O= Nanotubos de carbono funcionalizados y
mezclados con agua y MWCNT + EBa= Nanotubos de carbono funcionalizados y mezclados con

EBa.
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T1.2=D,;90 EBa, T2.1= D;70 NTCMW + EBa, T2.2= D;90 NTCMW + EBa. Medias con la misma
letra en cada grafica son iguales y tratamientos con diferente letra son estadisticamente diferentes

Tukey (p <0.05).
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Resumen

El uso de las nanoparticulas en la agricultura, abre la oportunidad de desarrollo de agroproductos
con esta tecnologia, orientados al control de enfermedades causadas por hongos fitopatogenos. El
objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto inhibitorio de nanoparticulas de didxido de
silicio y grafeno mezcladas con extractos de Bacillus amyloliquefaciens (EcBa) sobre el desarrollo
micelial y formacion de estructuras reproductivas de Fusarium solani (Fs), Rhizoctonia solani
(Rs), Colletotrichum acutatum (Ca) y Alternaria alternata (Aa). EI experimento se realizé en el
Departamento de Parasitologia de la UAAAN en Saltillo Coahuila; en el periodo de mayo-
diciembre de 2021. Para la prueba de efectividad biol6gica, se utiliz6 la técnica de medio
envenenado y se estableci6 bajo un disefio completamente al azar de dos dosis (De70 y Dg90) y
un testigo absoluto con 20 repeticiones por cada tratamiento. Los datos se analizaron mediante
analisis de varianza y prueba de medias Tukey (p < 0.05) y se calcularon las dosis efectivas
mediante analisis Probit. El tratamiento que presentd mejor efecto inhibitorio fue NPs SiO, +
EcBa, ya que logrd inhibir el crecimiento de micelio y disminuy6 la produccion de estructuras
reproductivas (esporas y esclerocios) de 84% hasta 100% con dosis bajas en Fs, Rs, Ca y Aa,
seguido de NPs Graf + EcBa, mientras que EcBa a mayor dosis obtuvo de 83.7 a 100%,
respectivamente. El uso de nanoparticulas de didxido de silicio y grafeno con EcBa son una
alternativa eficiente en el control in vitro de hongos fitopatgenos.

Palabras clave: Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Colletotrichum acutatum y Alternaria

alternata.
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Abstract

The use of nanoparticles in agriculture opens the opportunity for the development of agroproducts
with this technology, aimed at controlling diseases caused by phytopathogenic fungi. The
objective of this study was to evaluate in vitro the inhibitory effect of silicon dioxide and graphene
nanoparticles mixed with extracts of Bacillus amyloliquefaciens (EcBa) on the mycelial
development and formation of reproductive structures of Fusarium solani (Fs), Rhizoctonia solani
(Rs), Colletotrichum acutatum (Ca) and Alternaria alternata (Aa). The experiment was conducted
in the Department of Parasitology of the UAAAN in Saltillo Coahuila; in the period of May-
December 2021. For the biological effectiveness test, the poisoned medium technique was used
and established under a completely random design of two doses (D70 and Dg90) and an absolute
control with 20 repetitions for each treatment. Data were analysed using analysis of variance and
Tukey mean test (p < 0.05) and effective doses were calculated using Probit analysis. The
treatment that presented the best inhibitory effect was NPs SiO2 + EcBa, since it managed to
inhibit the growth of mycelium and decreased the production of reproductive structures (spores
and sclerotia) from 84% to 100% with low doses in Fs, Rs, Ca and Aa, followed by NPs Graf +
EcBa, while EcBa at higher doses obtained from 83.7 to 100%, respectively. The use of silicon
dioxide and graphene nanoparticles with EcBa are an efficient alternative in the in vitro control of
phytopathogenic fungi.

Keywords: Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Colletotrichum acutatum and Alternaria
alternata.

Introduccion

Actualmente el uso de la nanotecnologia ha cobrado gran importancia en la agricultura por sus
multiples aplicaciones, ampliando las posibilidades de desarrollo de agroproductos como
nanofertilizantes, nanoherbicidas, nanopesticidas, que mejoren el rendimiento en los cultivos y
protejan el medio ambiente (Lira et al., 2018). El silicio poroso nanoestructurado tiene importantes
propiedades, ya que se puede modificar sus caracteristicas Opticas, quimicas y eléctricas para el
desarrollo de sensores quimicos y biolédgicos (Rios et al., 2020). La eficiencia del silicio poroso
ha sido probada para aplicaciones de medicamentos, ya que estas moléculas pueden ser
introducidas en las nanoparticulas de silicio funcionando como acarreadores de fArmacos (Santos
et al., 2014). El silicio en la agricultura tiene una funcién importante en la sintesis de lignina, le
da estructura a la pared celular de las plantas y promueve la produccion de fitoalexinas que
intervienen en el control de los patégenos (Aguirre et al., 2007).

Por otra parte, el 6xido de grafeno es otro material derivado del carbén, el cual se presenta como

una lamina de grafeno funcionalizada con diferentes grupos oxigenados, los grupos hidroxilo,
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epoxi y carbonilo presentes en las estructuras del grafeno hacen que este sea muy hidrofilico (Lira
etal., 2018). Esto puede originar la formacion de enlaces por puentes de hidrégeno entre los grupos
oxigenados y las moléculas de agua alterando sus propiedades electronicas, mecénicas y
estructurales (Ganesh et al., 2013). Mientras que Liu et al. (2011) reportaron que nanocompuestos
de éxido de grafeno con nanoparticulas de plata poseen efectos antibacterianos.

Los avances con nanoparticulas, se pueden destacar los siguientes: uso de nanoparticulas de plata
para el control de larvas de Aedes aegypty (Patil et al., 2012), nanoparticulas de cobre sobre el
control de hongos fitopatdgenos (Pariona et al., 2018), nanotubos de carbono funcionalizados con
funguicidas quimicos para el control de Alternaria alternata (Sarlak et al., 2014).

Por otro lado, los hongos fitopatégenos son un factor limitante en la produccién de cultivos, ya
gue reducen significativamente el rendimiento causando dafios a plantas y frutos, particularmente,
Fusarium oxysporum y F. solani, afectan plantas de tomate y chile (Vasquez y Castafio, 2017
Albadil et al., 2015). Se han reportado pérdidas de 21 a 47 % en cultivos a campo abierto y bajo
cubiertas (Ramyabharathi et al., 2012; Enespa y Dwivedi, 2014). Mientras que Rhizoctonia solani
ocasiona dafios en tallos como en raices en plantas de chile, provocando dafios devastadores en
condiciones dptimas (Montero et al., 2013) en el cultivo de papa afecta tallos, raices y frutos
(Arcos y Zufiga, 2015).

Asi mismo, entre los hongos que originan dafios en postcosecha, se encuentra Colletotrichum
acutatum afectando directamente frutos de aguacate (Barroso et al., 2021). Por otro lado,
Alternaria alternata afecta frutos de tomate (Coromoto y Reyes, 2018) por lo que disminuyen la
calidad de los frutos y generan pérdidas econdémicas considerables.

En cuanto al control de estos patdgenos, es mediante el uso de funguicidas quimicos, los cuales
contaminan el medio ambiente, generan resistencia en patégenos (Ramirez et al., 2015) por lo que
es necesario desarrollar estrategias eco amigables para el control de hongos fitopatégenos. Se ha
reportado el uso de bacterias antag6nicas Bacillus subtilis y B. amyloliquefaciens, como
alternativa eficiente en el control de hongos fitopatdgenos. Hernandez et al. (2010) reportaron que
B. subtilis reduce la incidencia y severidad de la enfermedad producida por R. solani y Fusarium
sp. en plantas de tomate. Habe et al. (2017) indicaron que B. subtilis produce lipopéptidos
(surfactinas e iturina A), considerados como compuestos antifungicos sobre R. solani (Rezuanul
etal., 2012).

Sin embargo, existen escasos reportes cientificos sobre el uso de nanoparticulas de silicio y
grafeno, con extractos de microorganismos benéficos en el control de enfermedades fitopatdgenas.
Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto inhibitorio de nanoparticulas

de silicio y grafeno mezclados con extractos de B. amyloliquefaciens sobre el desarrollo micelial
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y formacion de estructuras reproductivas de F. solani, R. solani, C. acutatum y A. alternata in
vitro, buscando una alternativa de manejo de enfermedades flngicas con insumos de menor
impacto ambiental, pero con alta efectividad.

Materiales y métodos
Ubicacion del experimento
La presente investigacion se realizo en el Departamento de Parasitologia Agricola en el laboratorio
de Toxicologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en Saltillo, Coahuila.
Material biolégico
Los hongos fitopatdgenos F. solani, R. solani, A. alternata y C. acutatum, fueron aislados,
purificados e identificados en el laboratorio de Toxicologia de la UAAAN, los cuales se cultivaron
en medio de cultivo Agar Dextrosa y Papa (PDA) (BD Bioxon®) para su posterior uso.
Preparacion de extractos de B. amyloliquefaciens enriquecidos con nanoparticulas de
dioxido de silicio y grafeno
Se utiliz6 la cepa de B. amyloliquefaciens previamente identificada en el laboratorio de
Toxicologia de la UAAAN, dicha cepa se cultivé en tubos inclinados con Agar Nutritivo (TM
Media®) para su crecimiento. Posteriormente se prepard 500 mL de medio de cultivo liquido para
la produccion de iturinas por fermentacion mediante el procedimiento descrito por Mckeen et al.
(1986), se ajustd el pH a 6.0 y se esterilizd en autoclave durante 15 min a 121 °C.

Después se dejé enfriar a temperatura ambiente y se inoculd con 1 mL de suspension bacteriana
1x10® UFC, dejando en incubacion a 30 °C y en agitacién constante (150 rpm) por tres dias.
Transcurrido el tiempo se realizo el extracto, eliminando las bacterias por centrifugacion a 5 000
rpm por 20 min y filtracién con filtros de 0.22 um de didametro de poro (Linktor® Syringe filters)
obteniendo el extracto crudo de B. amyloliquefaciens (EcBa). Una vez obtenido el extracto se
procedio a realizar los productos formulados con nanoparticulas de diéxido de silicio (NPs SiO2)
y grafeno (NPs Graf) previamente funcionalizadas y proporcionadas por la empresa Culta S.A. de
C.V. Para ello se mezclaron 2 g de nanoparticulas por cada 100 mL de extracto bacteriano, la
solucion se sonificd sumergiendo la sonda de ultrasonido (Branson® Sonifier 450) a 35% de
potencia constante durante 10 min a una temperatura de 60 °C para su mejor dispersion y se
conservo a 4 °C protegida de la luz.

Evaluacion in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens enriquecidos con nanoparticulas
sobre el desarrollo micelial de hongos fitopatdgenos

Se utiliz6 el hongo F. solani para determinar la ventana bioldgica correspondiente al bioensayo
uno de inhibicion micelial, donde se evaluaron cinco tratamientos: Extracto crudo de B.

amyloliquefaciens (EcBa), NPs SiO, funcionalizadas y mezcladas en agua destilada estéril (NPs
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SiOz + H20), NPs SiO; funcionalizadas y mezcladas con extracto crudo de B. amyloliquefaciens
(NPs SiO; + EcBa), NPs Graf funcionalizadas y mezcladas en agua destilada estéril (NPs Graf +
H>0), NPs Graf funcionalizadas y mezcladas con extracto crudo de B. amyloliquefaciens (NPs
Graf + EcBa) y Testigo (PDA sin tratamiento) con 10 repeticiones y se prepararon nueve dosis
(0.1,05,1, 25,5, 8,16,32y 40 mL L en medio de cultivo PDA) para cada tratamiento. Se
utiliz6 el método de medio envenenado (Ochoa et al., 2012), posteriormente se colocaron
explantes de 0.5 cm de diametro al centro de la placa con cada fitopatdgeno evaluado y se
incubaron a 25+2 °C en oscuridad hasta que el crecimiento de micelio del testigo (PDA sin
tratamiento) alcanzé las medidas de la placa. El crecimiento micelial se midi6 cada 24 h con un
vernier, los datos de crecimiento se usaron para calcular los porcentajes de inhibicion mediante la
siguiente férmula: (PICR= [(R1-R2)/R1] x 100), donde PICR= Porcentaje de inhibicién del
Crecimiento Radial, R1= crecimiento micelial del testigo, R2= crecimiento micelial del
tratamiento.

Con los datos obtenidos de PICR se calcularon las dosis efectivas (De30, De50, De70 y Dg90)
mediante analisis Probit y se realizd una prueba de efectividad bioldgica (bioensayo dos) usando
las dosis recomendadas para (De70 y De90) de los tratamientos EcBa, NPs SiO; + EcBa, NPs Graf
+ EcBay Testigo (PDA sin tratamiento) con 20 repeticiones sobre los fitopatdgenos F. solani, R.
solani, A. alternata y C. acutatum.

Evaluacion in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens enriquecidos con nanoparticulas
sobre la produccion de estructuras reproductivas de hongos fitopatogenos

Se realiz6 un tercer bioensayo, donde se evaluaron las dosis efectivas (De30 y De50 y De70) de
los tratamientos EcBa, NPs SiO; + EcBa, NPs Graf + EcBa y Testigo (PDA sin tratamiento) con
tres repeticiones para cada uno de los hongos fitopatdgenos, mediante medio envenenado (Ochoa
etal., 2012). A los 10 dias posteriores a la inoculacidn se realiz6 un conteo de esporas por mililitro
por triplicado, donde se realizé un barrido de esporas al adicionar 5 mL de agua destilada estéril a
la caja Petri. En los hongos F. solani, A. alternata y C. acutatum, las esporas colectadas se
transfirieron en tubos de ensayo y se homogenizé en un vortex; se tomaron 20 L de la suspension
y se colocaron sobre la camara de Neubauer para cuantificar las esporas en un microscopio 6ptico
a 40X (Nikon® Japan 449193) (Barroso et al., 2021). Para el caso de R. solani, se realizé un conteo
de esclerocios producidos a los 10 dias posteriores a la inoculacién, donde la caja Petri se divido
en cuatro cuadrantes y se contabilizé bajo el microscopio estereoscopio (Olympus® SZ2-LGB)

cada esclerocio producido en cada tratamiento y repeticion, respectivamente.
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Disefio experimental.

En la inhibicién micelial (bioensayo uno), se utilizd un disefio completamente al azar en cada
tratamiento con seis dosis: EcBa (2.5, 5, 8, 16, 32 y 40 mL L) y en NPs SiO; + EcBa, NPs Graf
+ EcBa, NPs SiO; + H,0 y NPs Graf + H,O (1, 2.5, 5, 8, 16, 32 mL L) mas un testigo (0) PDA
sin tratamiento como control absoluto, cada dosis tuvo 10 repeticiones, dando un total de 70
unidades experimentales por cada tratamiento evaluado sobre F. solani, respectivamente. En las
pruebas de efectividad bildgica (bioensayo dos), se usé un disefio completamente al azar de dos
dosis efectivas: 1= De70, 2= D90 y un Testigo (0) con 20 réplicas, dando un total de 60 unidades
experimentales por cada tratamiento evaluado (EcBa, NPs SiO; + EcBa, NPs Graf + EcBa) y por
cada hongo fitopatégeno (F. solani, R. solani, A. alternata y C. acutatum). En cuanto a la
produccién de estructuras reproductivas (bioensayo tres), se realiz6 en un disefio completamente
al azar de tres dosis efectivas: 1= Dg30, 2= Dg50, 3= De70 y mas un Testigo (0) con 3
observaciones, dando un total de 12 unidades experimentales por cada tratamiento y hongo
fitopatdgeno evaluado.

Andlisis de datos

En la determinacion de las dosis efectivas, se usaron los datos de PICR obtenidos por medio de la
férmula y se calcularon las dosis por anélisis Probit mediante el programa estadistico Statistical
Analysis System version 9.0. También se utilizé un analisis de varianza y comparacion de madias
de la diferencia minima significativa por Tukey (p< 0.05) usando el mismo programa estadistico.
Resultados y discusion

Evaluacion in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens enriquecidos con nanoparticulas
sobre el desarrollo micelial de hongos fitopatdégenos

Los tratamientos con nanoparticulas mostraron efecto inhibitorio a partir de 1 a 40 mL L™ (Figura
1). NPs SiO, + EcBa presentd el 100% de inhibicion micelial de F. solani de 5 a 32 mL L*,
seguido de NPs Graf + EcBa que presenté inhibiciones de 100 y 77% a las dosis de 8 y 5 mL L,
mientras que los tratamientos NPs SiO, + H,O y NPs Graf + H,O mostraron efecto inhibitorio de
100% en las dosis 16 y 32 mL L* con respecto al extracto bacteriano EcBa, que obtuvo un 91.71%
usando la dosis mas alta (40 mL L), mencionando que al mezclar las nanoparticulas con el
extracto de B. amyloliquefaciens se produce un efecto sinérgico, el cual potencializa los
tratamientos NPs SiO; + EcBa y NPs Graf + EcBa, ya que se observé una reduccion en las dosis
evaluadas (5y 8 mL L) en comparacion a 16 mL L™ de los tratamientos NPs SiO, + H,O y NPs
Graf + H,O y obteniendo el mismo porcentaje de inhibicion micelial.

Estos resultados concuerdan con Yesid et al. (2012) donde reportan de 70 a 100% de inhibicion

micelial de Fusarium sp. mediante el método de excavacion en placa Petri utilizando extracto de
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Bacillus subtilis, también mencionan que uno de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto es la iturina A, lo cual le confiere dicho efecto inhibitorio ya que en este estudio se utiliz6
medio de cultivo especifico para la produccion de iturinas. Por su parte, Kim et al. (2010)
mencionan que Bacillus es capaz de producir tres familias de lipopeptidos como lturinas,
fengicinas y surfactinas, asi mismo, Zouari et al. (2016) reportaron la presencia de las tres familias
de lipopeptidos presentes en extractos de B. amyloliquefaciens, por lo que es posible que en el

extracto utilizado en este estudio estén presentes estos metabolitos.

EcBa NPs SiO; + H;O " NPs SiO; + EcBa

Inhibicion micelial
Inhibicién micelial

40 32 16 B -3 258 o 16 32 i:3 -3 2.8 1 o
Dosis (mL L-1) Dosis (mL L) Dosis (mL L)
NPs Graf + H;O NPs Graf + EcBa

o
1109

Inhibicion micelial

Inhibicion micelial
c38gsee3egs

c DacusisS(mLz]S;l)1 ) Dosis (mL L)
Figura 1. Efecto inhibitorio micelial de nanoparticulas funcionalizadas sobre F. solani.
EcBa= Extracto crudo de B. amilolyquefaciens, NPs SiO, + EcBa= Nanoparticulas de dioxido de
silicio funcionalizadas y mezcladas con EcBa, NPs SiO, + H,O= Nanoparticulas de didxido de
silicio funcionalizadas y suspendidas en agua destilada estéril, NPs Graf + EcBa= Nanoparticulas
de grafeno funcionalizadas y mezcladas con EcBa y NPs Graf + H,O= Nanoparticulas de grafeno

funcionalizadas y suspendidas en agua destilada estéril.

La finalidad de determinar las dosis inhibitorias fue para conocer la cantidad del tratamiento para
inhibir un porcentaje de desarrollo del fitopatdgeno, similar a lo reportado por Ochoa et al. (2012)

en su estudio determinaron la dosis efectiva media (EDso) mediante analisis Probit de los extractos
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de canela y chirimoya para controlar a F. solani, F. oxysporum y F. culmorum, por lo que en este
estudio se utilizaron los datos obtenidos de PICR para calcular las dosis efectivas (Dg) de los
tratamientos (Tabla 1). Se observo que el tratamiento NPs SiO + EcBa mostro las concentraciones
mas bajas para controlar de manera in vitro a F. solani con Dg30 = 1.75 mL L, D50 = 2.30 mL
Lt De70=3.01 mL Ly De90 = 4.46 mL L, un efecto similar present6 el tratamiento NPs Graf
+ EcBa, respectivamente.

Mientras que los tratamientos NPs SiO, + H.O y NPs Graf + H20 mostraron una Dg90 de 14.40y
13.88 mL L* consideradas como dosis intermedias en comparacion con la dosis mas alta en EcBa,
que presentd una De90 = 64.43 mL L. Estos resultados concuerdan con Yesid et al. (2012)
reportaron el uso de 0.5 mL de extractro en placa Petri, lo que corresponde a usar 25 mL L?,
mientras que se observo notable diferencia al comparar las dosis de este estudio con las reportadas
por Mejia et al. (2016) donde utilizaron una dosis 125 mL L, respectivamente. Es importante
mencionar que no hay estudios cientificos que aporten informacién sobre la determinacion de
dosis efectivas de extractos bacterianos con nanoparticulas de silicio y grafeno en la inhibicién

micelial de hongos fitopatdgenos.

Tabla 1. Determinacion de dosis efectivas de los tratamientos sobre F. solani.

Daosis probable  Limite fiducial  Limite fiducial

Tratamiento Dosis efectiva mL L1 inferior 95% superior 95%

D30 1.75 151 1.98

. D:50 230 2.03 2.59

NPs $i0: + EcBa D70 3.01 267 3.46
D90 446 3.84 5.44

D230 1.37 0.90 1.87

De50 233 1.69 317

NPs Graf + EcBa D70 3.98 2.94 5.75
D:90 8.59 5.92 14.98

D:30 3.58 3.36 3.79

. De50 5.36 5.08 5.65

NPs Si0; + 1,0 D70 8.03 7.57 8.56
D90 14.40 1321 15.88

D230 1.46 0.93 2.05

D:50 2.80 1.98 3.90

NPs Graf + H.O D£70 5.40 3.88 8.03
D:90 13.88 9.15 25.49

D230 15.51 13.16 17.58
D:50 23.45 20.94 26.39

EcBa D;70 35.46 31.03 4253

D50 54.43 51.81 89.52
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EcBa= Extracto crudo de B. amilolyquefaciens, NPs SiO, + EcBa= Nanoparticulas de dioxido de
silicio funcionalizadas y mezcladas con EcBa, NPs SiO, + H,O= Nanoparticulas de didxido de
silicio funcionalizadas y suspendidas en agua destilada estéril, NPs Graf + EcBa= Nanoparticulas
de grafeno funcionalizadas y mezcladas con EcBay NPs Graf + H,O= Nanoparticulas de grafeno
funcionalizadas y suspendidas en agua destilada estéril.

En las pruebas de efectividad bioldgica de las dosis efectivas en la Tabla 2, se muestran diferencias
significativas, el tratamiento EcBa inhibié en un 100% a los cuatro hongos fitopatdgenos con una
De90 (64.43 mL L), el cual se observa en la Figura 2 (T1.2) el efecto inhibitorio prevalecié desde
las primeras 24 h hasta 168 h respectivamente, estos resultados difieren con lo propuesto por
Soares et al. (2015) donde reportan porcentajes de inhibicion de 62.7% en A. tenuissima, 55.9%
en A. alternata, 41.3% en F. oxysporum y 57.4% en C. gloeosporioides, usando cepas de B.
amyloliquefaciens. Mientras que usando una De90 (4.46 mL L) de NPs SiO- + EcBa inhibié 100,
95.06, 90.71 y 72.68% a los fitopatdgenos R. solani, C. acutatum, F. solani y A. alternata. Un
efecto similar se observé con el tratamiento NPs Graf + EcBa que presenté 100, 91.62, 79.21 y

73.40% a R. solani, F. solani, A. alternata y C. acutatum, bajo una D90 de 8.59 mL L.

Por lo anterior, se demuestra que al usar el extracto de B. amyloliquefaciens con nanoparticulas de
dioxido de silicio y grafeno, las cantidades a utilizar son menores en comparacion de solo usar el
extracto bacteriano, logrando un efecto de control similar y eficiente como se muestra en la Figura
2, la Dg90 de los tratamientos T3.2 y T4.2 (NPs SiO, + EcBa 'y NPs Graf + EcBa) con respecto al
testigo (Tx). En otras investigaciones se ha demostrado la actividad antifingica que presentan las
nanoparticulas sobre los hongos fitopatogenos, Koka et al. (2019) mencionan que las
nanoparticulas de MgO a 0.5 mg mL* lograron una zona de inhibicion de 16.33 mm en placa Petri
aproximadamente 18.14% de inhibicién en A. alternata y 14.33 mm o 15.92% en R. solani, si
comparamos estas dosis con las utilizadas en este estudio donde se aplicé 89.2 mg L™ 0 0.08 mg
mL! aproximadamente en De90 del tratamiento NPs SiO, + EcBa, se observo que al usar dosis
muy bajas de dioxido de silicio, se obtienen excelentes porcentajes de inhibicién micelial. Por su
parte, Pariona et al. (2018) indicaron que las nanoparticulas de cobre (NPs-Cu) presentaron un 87
y 90% de inhibicion de crecimiento de micelio de F. solani con dosis de 0.75y 1 mg mL™,
respectivamente. Correa et al. (2018) sefialaron un 100% de inhibicién micelial en los hongos: A.
alternata, C. gloeosporoides, C. fragariae y Rhizopus stolonifer usando nanoparticulas de

quitosano y aceite esencial de tomillo (NPs-TEO-Np 3 y 5%).
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Tabla 2. Prueba de efectividad biologica de las dosis efectivas de los tratamientos sobre el

desarrollo micelial de hongos fitopatdgenos.

Inhibicién micelial (%)
Tratamiento Doszis efectiva  F. solani R solani  C acutatum A alfernata
NPs SiO, + EcB D70 70.65° 6625t 61.12¢ B3 25e
! cha D;90 90.71*  100.00° 95.062 72.684
C s d = i
NPs Graf + EcBa Dg70 70.46 19.65 4471 50,40
D90 91.52¢ 100.00= T3 408 7921
EcB D70 100002 100 002 93 872 83758
a D90 100.002 100002 100.002 100.00=2
Testigo ] 000 0008 .00 0.00E

Media con letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre

tratamientos (Tukey, p< 0.05).
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Tratamientos Rhizoctonia solani Fusarium solani Tramientos

T3.2
T4.1

T4.2

Tx

T1.1

T1.2
T3.1

13.2

T4.1

T4.2

Tx

Figura 2. Actividad in vitro de dosis inhibitorias sobre hongos fitopatdgenos. T1.1y T1.2=
De70 y De90 de EcBa, T3.1y T3.2= D70 y De90 de NPs SiO; + EcBa, T4.1y T4.2= De70 y
De90 de NPs Graf + EcBa y Tx= Testigo.
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Evaluacion in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens enriquecidos con nanoparticulas
sobre la produccién de estructuras reproductivas de hongos fitopatégenos

Los resultados de la produccion de estructuras reproductivas de los hongos fitopatdgenos,
muestran reduccion significativa (p< 0.05) entre los tratamientos (Tabla 3). El tratamiento NPs
SiO; + EcBa present6 los valores mas bajos en la produccion de estructuras en F. solani, R. solani
y C. acutatum bajo los efectos de las dosis efectivas (De30, De50 y De70) y se observé una
inhibicidn de estructuras reproductivas de 96.89, 84.06, 92.45y 89.28% en F. solani, R. solani, C.
acutatum, A. alternata, respectivamente. Un efecto similar presentdé NPs Graf + EcBa en la
produccién de estructuras y mostro valores de inhibicién de 82.17, 75.93, 86.79 y 96.54% en F.
solani, R. solani, C. acutatum, A. alternata, bajo la dosis mas alta (De70), seguido de EcBa, con
respecto al testigo absoluto (0), que mostr6 los valores mas altos en produccién de estructuras y
con 0% de inhibicion, respectivamente.

Diversos compuestos antimicrobianos reducen la produccion y germinacion de esporas de hongos
fitopatégenos, lo que resulta beneficioso ya que limitan su reproduccién y diseminacion. En un
estudio realizado por Ley et al. (2018) sefialaron un 88.15% de inhibicion en la germinacion de
zoosporas de Phytophthora capsici usando B. amyloliquefaciens, por esta razon el extracto usado
disminuyo significativamente la produccion de las estructuras reproductivas de los hongos.

Por su parte, Wang et al. (2007) reportaron que la fengicina aislada de B. subtillis posee actividad
antagonica sobre F. graminearum y Zouari et al. (2016) encontraron que la fengicina es producida
por B. amyloliquefaciens. Barroso et al. (2021) reportaron que los compuestos de B-citronelol,
eucaliptol y D- limoneno inhiben la esporulacion de C. acutatum en 100, 82.27 y 63.13%,
similares a los obtenidos en el tratamiento NPs SiO; + EcBa bajo la De30,50 y 70 (84.90, 92.45 y
88.68%) y en el mismo patdgeno.

Tabla 3. Produccién e inhibicién de estructuras reproductivas de hongos fitopatdgenos bajo

la influencia de nanoparticulas de diéxido de silicio y grafeno.
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F. solani R. solani C. acutatum A. alternata
Es Tn (%) Escl In (%) Es In (%4) Es In (%5)
Dg30 149 7R 206 67.33  36.87  042¢ BR490 42 662 7.83f

Tratamiento Dg

NPE:E[:: N D50 064 90692 2000 8125 0214 9245 1392de Qo3
Dg70  0.21¢ 96862 17.00¢ 84060 032¢ BBaR 4.94f go28
D30 4.000 41864 8900 168561 23450 1698L 2814 3917

NPs Graf + _ _
FcBa Dg50 0905 86822 §4.00¢ 49_00f 1.54¢ 4528k 18 72c 59564
Dg70  122¢ 8217w 2566t 75932 (37 BTN 1.60f 96.542
Dg30 3300 51934 88.33¢ 17184 178w 3T T4 1237 J32T7w
EcBa Dg50  1.54¢ 7752 60,00 4375 1.17¢ 5849 15852 5350
D70 1.065 84402 3366¢ oGR44v 048 RIO: 10.88:  To.4ot
Testigo 0 688 0.00¢ 106.66° (.00 2822 0.00= 462092 0.00z

Valores con letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey, p< 0.05), Es= Esporas x10° mL, Escl= Esclerocios producidos en placa Petri

y In (%) = Porcentaje de inhibicion de esporas.

Conclusiones

Los extractos de B. amyloliquefaciens con nanoparticulas (NPs SiO; + EcBa y NPs Graf + EcBa)
fueron eficaces en el control in vitro de los hongos fitopatdgenos evaluados, lograron inhibir el
crecimiento de micelio y disminuyeron la produccién de estructuras reproductivas (esporas y
esclerocios) de 84% hasta 100%. La ventaja de usar nanoparticulas de dioxido de silicio y grafeno
es por el efecto sinérgico que se produjo al combinarse con el extracto, reduciendo las dosis y
aumentando el efecto inhibitorio en F. solani, R. solani, C. acutatum y A. alternata. Por lo que
estos tratamientos pueden considerarse como alternativa en el control de enfermedades causadas
por hongos fitopatdgenos y se recomienda que estos resultados sean evaluados en invernadero y

campo abierto para sustentar su efectividad.
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Conclusion general

Se observé que los metabolitos de B. amyloliquefasciens mostraron valores
inhibitorios eficientes, mientras que al mezclar las nanoparticulas funcionalizadas
con los metabolitos, se usaron menos dosis logrando valores inhibitorios

similares.

Los tratamientos con nanoparticulas fueron eficaces en el control in vitro de los
hongos fitopatdgenos logrando inhibir el crecimiento de micelio y disminuyeron la
produccién de estructuras reproductivas, siendo NPs SiO2 + EcBa que mostré
mejor efecto de control.

En los hongos F. solani, R. solaniy C. acutatum todos los tratamientos mezclados
con nanoparticulas ejercieron efecto de control eficiente, sin embargo, para el
control de A. alternata el tratamiento NPs Graf + EcBa presento los valores mas

altos de inhibicién micelial e inhibicién de estructuras reproductivas.

Por lo que estos tratamientos pueden considerarse como alternativa en el control
de enfermedades causadas por hongos fitopatégenos y se recomienda que estos
resultados sean evaluados en invernadero y campo abierto para sustentar su

efectividad.
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Anexos

Figura 1. Muestreo de plantas y frutos con sintomas de enfermedad.

Muestreo en Tamaulipas

Tomate

Cultivo de chile en Municipio de Tula

Aguacate

Figura 2. Identificacion morfoldgica de hongos fitopatégenos.

Macro y  micro  Hjfas septadas Conidios septados Conidios unicelulares,
conidios tipicos del formando ramas en longitudinales y transversales rectos, hialinos y
genero Fusarium sp.  angulos rectos de en forma de raqueta, hifas aceptados.

color café oscuro, septadas de color café oscuro.

conidios ausentes. .
(Barnett y Hunter, 1998; Leslie y Summerell, 2006).
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Figura 3. Identificacion molecular mediante la reaccidén en cadena de polimerasa
ITS-PCR.

Preparacion de PCR

L Sed

A

(A Programacion de PCR en Termociclador.
Preparacion de ITS-PCR. 9
Componente Para 1 muestra Para 2 muestras Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Taq Master Mix 7L 14 pL Desnaturalizacion 94°C 5 minutos 1
ITS-1 95°C 10 segundos
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) 05u THL
Alineamiento 56°C 30 segundos 30
TS-4 0.5 pL 1pL
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) ou H 72°C 2 minutos
ADN 1L - 72°C 5 minutos
Elongacion . 1
H.0 6L 12 gL 4°C oo

Figura 4. Visualizaciéon de bandas amplificadas de ADN-PCR en gel de agarosa
al 2%.

3000 pb

2000 pb ——
1,500 pb

1,000 pb
500 pb ——

100 pb
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Tabla 1. Comparacion molecular por alineamiento de las secuencias reportadas
en el banco de genes con las secuencias intergénicas (ITS) de los genes rDNA

de las especies de hongos aisladas de plantas y frutos.

o - _ No. de accesion indice de
Muestra Especie identificada Primers o
Gen Bank similitud (%)
H1 Fusarium solani MF510823 99.43
H2 Alternaria alternata AB470913 97.91
ITS1-1ITS4
H3 Rhizoctonia solani MN258593 100

H4 Colletotrichium acutatum KX436091 94.72




