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APRESENTACAO

A agronomia desde os tempos remotos atua como uma area de conhecimento que
além de ampla, € necessaria para o desenvolvimento econdmico e social. Desse modo, a
pesquisa e inovagdo nos segmentos que fazem parte do setor agrario sédo indispensaveis
para promover um melhor desempenho no futuro.

Nos ultimos anos, a inclusdo da tecnologia tem impulsionado a grade de estudo no
campo das ciéncias agrarias. Tal avanco, evidentemente, permitiu que novas técnicas e
melhorias chegassem até produtores, de forma a garantir um novo cenario, a fim de aliar
produtividade e rendimento econémico.

As ciéncias agrarias, em sua totalidade, agrupam um conjunto de conhecimentos
que permitem uma melhor utilizagdo dos recursos naturais. Assim, este livro intitulado
“ORGANIZACION, INVESTIGACION, TECNOLOGIA Y INNOVACION EM CIENCIAS
AGRICOLAS 4” tem como finalidade abranger uma série de estudos focados em apresentar
métodos e tecnologias para impulsionar os processos agricolas ja existentes, desde
técnicas no campo e laboratoério.

Os temas aqui abordados refletem estudos de artigos cientificos e revisdes
bibliograficas, de maneira a reunir informagcdes precisas e fundamentais para uma
estratégia de aproveitamento dos recursos naturais. Nesse sentido, ao longo da obra séo
apresentados 10 trabalhos que objetivam imergir o (a) leitor (a) dentro de um panorama
agronémico.

Espera-se que este estudo permita ao presente leitor (a) a possibilidade de
conhecer novos mecanismos de pesquisa para fins agropecuarios, além de agregar mais
conhecimento e um novo olhar sobre a importancia da tecnologia no meio agrario.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Fernando Freitas Pinto Janior
Jonathas Araujo Lopes
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RESUMEN: EI objetivo principal de la
presente investigacion fue evaluar la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas de plata
(AgNP) sintetizadas por Paecilomyces sp sobre
22 aislados fungicos que fueron obtenidos de
diferentes frutos con sintomas de enfermedad,
éstos fueron aislados, purificados e identificados
utilizando diferentes claves taxondmicas y atlas
ilustrados. La sintesis de las AgNP se realiz
cultivando al hongo en un medio con peptona,
extracto de levadura y caldo dextrosa y papa
durante 48 h. La sintesis de las nanoparticulas
fue evidenciada por espectrofotometria UV-visible
(320 a 460 nm). La actividad antimicrobiana de
las AgNP se evalu6 in vitro contra los siguientes
géneros de hongos: Alternaria, Fusarium,
Colletotrichum y Epicocum. La solucibn madre
de AgNP contenia 1500 ppm y los bioensayos
se realizaron diluyéndola 3, 5 y 10 veces, de
tal forma que las concentraciones utilizadas
fueron de 500, 300 y 150 ppm. El porcentaje
de inhibicién del crecimiento micelial obtenido
fue del 60 y 80% utilizando la relacion mas alta
(1:3, 500 ppm) a las 72 horas, frente a las dos
relaciones utilizadas primero (1:5y 1:10), que no
favorecieron la inhibicién del crecimiento micelial.
PALABRAS CLAVE: Bioensayos, actividad
antimicrobiana, nanoparticulas de AgNP.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF BIOLOGICALLY OBTAINED SILVER
NANOPARTICLES AGAINST PHYTOPATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT: The main objective of this research was to test the antimicrobial activity of silver
nanoparticles (AgNP) synthesized by Paecilomyces sp on 22 fungal isolates obtained from
different fruits with disease symptoms, which were isolated, purified and identified. using
different taxonomic keys and some illustrated atlases. The synthesis of the nanoparticles was
carried out by growing the fungus in a formulated medium based on peptone, yeast extract
and potato dextrose broth, and incubating it for 48 hours. The production of the nanoparticles
was evaluated by UV-visible spectrophotometry (320 to 460 nm). The antimicrobial activity of
the AgNP was evaluated in vitro against fungi isolated from different samples, which included
the genera: Alternaria, Fusarium, Colletotrichum and Epicocum. The AgNP stock solution
contained 1500 ppm and the bioassays were made by diluting it 3, 5 and 10 times, in such a
way that the concentrations used were 500, 300 and 150 ppm. The percentage of mycelial
growth inhibition obtained was 60 and 80% using the highest ratio (1:3, 500 ppm) at 72 hours,
compared to the two ratios used first (1:5 and 1:10), which did not favor the inhibition of
mycelial growth.

KEYWORDS: Bioassays, antimicrobial activity, AQNP nanoparticles.

11 INTRODUCCION

En la agricultura los agentes que provocan graves pérdidas en la produccion de
los cultivos son las plagas y enfermedades causados por microorganismos que afectan a
la planta durante su desarrollo y al fruto durante la postcosecha. Del total de los frutos y
vegetales cosechados en el mundo, entre el 20-25% sufren deterioro debido a la invasion
de patdgenos durante el manejo postcosecha (Sharma et al, 2009). Estos microorganismos
producen micotoxinas, que pueden llegar a ser perjudiciales, aun cuando se encuentren
en concentraciones muy bajas, poniendo en entredicho su inocuidad. Asi, un 25% de las
cosechas de alimentos a nivel mundial estan contaminadas con algin tipo de micotoxinas,
lo cual representa un fuerte riesgo para la salud de la poblaciéon de paises importadores
de alimentos que no controlan estos contaminantes. Al respecto, varios hongos han sido
caracterizados como causantes del deterioro patoldgico siendo los géneros mas comunes
Alternaria, Botrytis, Diplodia, Monilinia, Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium,
Rhizopus y Mucor (Fhia, 2007), los cuales afectan el aspecto fisico, valor nutricional,
caracteristicas organolépticas y dificulta la conservacién, provocando ademas alergias e
intoxicaciones en los consumidores.

21 ANTECEDENTES

2.1 Control de enfermedades de las plantas

Los métodos de control varian considerablemente de una enfermedad a otra,

dependen del patogeno, del hospedante y de la interaccion que se establece entre
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ambas. Los distintos métodos de control pueden clasificarse como reguladores, culturales,
biolégicos, fisicos y quimicos. En 1878, en Europa fue introducida una enfermedad conocida
como mildiu velloso de la vid, Millardet en 1885, llegd a la conclusiéon de que una mezcla
de sulfato de cobre y cal hidratada podia controlar al mildiu; a esa mezcla se le denomind
“caldo bordeles”, posteriormente se comprobd que este tenia un éxito notable en el control
de los mildius vellosos y otras enfermedades del follaje de las plantas. Los métodos de
control fisico y quimicos ayudan a proteger a las plantas contra el inéculo del patégeno
y curar una infeccion que ya esta en desarrollo (Agrios 2005). En 1934, se descubri6 el
primer fungicida de ditiocarbamatos (tuiram), el cual llevd al desarrollo de una serie de
fungicidas eficaces y ampliamente utilizados, como el ferbam, zineb y maneb. En 1963, se

descubrieron nuevas razas de patdgenos resistentes a varios fungicidas.

2.2 Importancia de la nanotecnologia y uso de las AgNP como agente
bactericida

La aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura es una alternativa mas afable
con el medio ambiente, sobre todo para el control de insectos y plagas, que los métodos
con agroquimicos sintéticos que tantos problemas medioambientales han generado.
Normalmente, para el control de enfermedades, se recurre al uso de fungicidas o
agroquimicos sintéticos (AQS), los cuales ocasionan un severo impacto en los humanosy al
ecosistema (Lira-Saldivar et al., 2008). Por ello, se requieren nuevos productos organicos y
biolégicos, u otras innovaciones tecnoldgicas que sean inocuas, de bajo impacto ambiental
y que no permitan el desarrollo de resistencia por los patdgenos. En este contexto, las
AgNP son agregados de atomos de plata (Ag°) con medidas de 1 a 100 nm de didmetro.
Los agregados de atomos de plata presentes en una AgNP crecen adoptando diversos
tamafos y formas (esférica, triangular, plana y tubular) dependiendo de las condiciones
de sintesis (Sandoval-Cardenas 2013). La caracteristica principal de las AQNP es que son
eficientes absorbiendo y dispersando la luz, debido a la resonancia localizada del plasmén
de superficie (LSPR por sus siglas en ingles). Para la sintesis de nanoparticulas de plata
existen métodos quimicos, fisicos y biologicos, siendo los mas comunes los quimicos.
La sintesis biolégica ha surgido como una nueva opcién, acorde con la necesidad de
utilizar métodos de sintesis mas amigables con el medio ambiente. Dicha biosintesis
involucra el empleo de microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) o de extractos
de plantas para lograr la reduccion de varios tipos de iones metalicos (Sastry et al., 2003).
Uno de los métodos biolégicos que esta adquiriendo relevancia, es la produccion de las
nanoparticulas de plata sintetizadas por hongos. Se plantea que el efecto biocida de los
iones plata interaccionan fuertemente con los grupos tiol de enzimas vitales, provocando
su inactivacion. Se ha reportado que los iones de plata provocan cambios estructurales
irreversibles en la membrana celular de las bacterias, afectando drasticamente sus
funciones como permeabilidad y respiracion (Morones et al. 2005). Aunque se ha planteado
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que las nanoparticulas de plata pueden actuar de una manera similar a la plata iénica, hay
indicios de que el efecto biocida que producen cada uno de ellos es distinto. De acuerdo
con Morones et al. (2005), los iones de plata producen una regién de baja densidad en el
centro de la bacteria. Este efecto se debe a que el microorganismo agrupa y protege su
ADN como mecanismo de defensa contra compuestos téxicos. Se ha reportado que entre
mas pequefia es la particula, mayor es la superficie de contacto, y por lo tanto mayor
es el poder bactericida. Morones et al en 2005 encontr6 que las particulas de 1-10 nm
presentan una mayor interaccién con la membrana celular bacteriana, también observaron
que las nanoparticulas de plata de forma triangular tienen un mayor efecto bactericida en
comparacién con aquellas de formas esferoidal y cilindrica. Lo anterior puede encontrar
explicacién en el hecho de que las nanoparticulas triangulares presentan planos cristalinos
preferentemente y se ha demostrado que en este tipo de planos existe una mayor densidad
atémica, lo que favorece la reactividad (Aguilar-Méndez, M. 2007). De acuerdo con Sondi
y Salopek-Sondi (2004), la inhibicién bacteriana depende también de la concentracién de
nanoparticulas de plata y de la cantidad de microorganismos presentes.

El efecto de nanoparticulas de plata sobre hongos ha sido poco estudiado. Kim
et al. 2009, observd que las nanoparticulas de plata pueden retrasar el crecimiento del
hongo Raffaelea sp., ademas de que la velocidad de crecimiento se reduce al aumentar la
concentracion de las nanoparticulas.

La sintesis de las nanoparticulas por via biologica representa una nueva opcién ya
que involucra el empleo de microorganismos para lograr la reduccion de los iones metélicos
por via enzimatica, ya sea intra o extracelularmente. Con base en estos antecedentes,
el presente trabajo tuvo como objetivo fundamental a) aislar hongos fitopatdbgenos de
muestras de frutos y verduras con sintomas de enfermedad, b) identificar morfolégicamente
a los hongos aislados de las diferentes muestras, c) sintetizar las nanoparticulas
(AgNP) utilizando un aislado fungico; y d) evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de
las nanoparticulas de plata obtenidas, contra los hongos fitopatdgenos aislados de las
diferentes muestras.

31 MATERIALES Y METODOS

3.1 Aislamiento de hongos fitopatégenos

Las muestras de frutos enfermos fueron colectadas en el mercado Revolucion
ubicado en el municipio de Cordoba, Veracruz, los frutos presentaban sintomas de
enfermedad como: antracnosis, necrosis, atizonamientos, puntos necroticos rodeados de
halo clorético, etc. El aislamiento e identificacion de los hongos fitopatdogenos se llevo a cabo
en el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana Louis Pasteur de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias y la sintesis de nanoparticulas, asi como los bioensayos, se
realizaron en el Centro de Investigacion en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada del
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IPN unidad Querétaro. El aislamiento, purificacion e identificacion de los hongos se realizé
en placas con papa dextrosa agar, para su preparacion se pesaron 39 g se coloc6 en
1L de agua destilada posteriormente se esteriliz6 a 120°C y 15 Ib de presién, durante
15 min, el medio estéril se vacié en cajas Petri en una campana de flujo laminar marca
ArgStyle modelo CFL-90. El proceso de aislamiento se realiz6 cortando fragmentos de 0.5
a 1 cm del material biologico infectado, dichos fragmentos se desinfestaron por inmersion
en hipoclorito de sodio al 4 % durante un minuto, subsiguientemente se realizaron de 3 a
6 lavados con agua destilada estéril para eliminar restos de hipoclorito. Las muestras se
sembraron en condiciones de esterilidad, colocando 3 fragmentos desinfestados en las
cajas con PDA, y se incubaron a 28°C durante 3 dias. Una vez aislados y purificados, los
hongos se sembraron en tubos con PDA inclinado para su conservacion en refrigeracion
a 4°C.

La identificacion se realiz6 mediante la observacion de las caracteristicas
macroscopicas de la colonia, asi como la observacién de las caracteristicas microscépicas
dentro de las que destacan tipo de micelio (tamafio, presencia o ausencia de septos y
produccién de pigmentos) observacion de estructuras reproductivas asexual/ sexual
(conidios, picnidios, ascas, ascocarpos, ascosporas). para la observacién de las estructuras
se realizaron preparaciones con KOH al 3% y azul de algodén lactofenol posteriormente la
observacion en microscopio Labomed acoplado a un programas-Viewer, el cual fue calibrado
utilizando la reglilla y el ocular con los objetivos 40x y 100x. el proceso de identificacion
de los hongos se realizé utilizando diferentes claves y atlas ilustrados (Watanabe, 2002,
Barnett and Hunter, 1998). Las descripciones se hicieron en el siguiente orden, morfologia
colonial: tamafio, forma, elevacion, aspecto, superficie, zonaciones, color, margen, textura,
morfologia microscépica; Micelio: tipo de micelio, diametro de las hifas, pared, septos,
frecuencia de septos. Conidiomas Tipo, forma, tamafio, color, Conidios: tipo, dimensiones,
forma, color, pared, septos, ornamentacién entre otros.

3.2 Sintesis de las nanoparticulas de plata

La produccion de la biomasa de Paecilomyces se realizé en medio PDA (Agar papa
dextrosa) 39 g/L, el cual se esteriliz6 en autoclave y posteriormente se vacio en botellas
planas, se dej6 a prueba de esterilidad durante 24 h y posteriormente se inocularon las
esporas del hongo mediante la técnica de césped, se incub6 durante siete dias en una
estufa de cultivo a 25 °C, transcurrido el periodo de incubaciéon se recolectaron esporas
con agua estéril y se realiz6 un ajuste de inoculo (3.48 x 10° conidios/ml; las esporas de
Paecilomyces sp se inocularon en el medio de cultivo YPG (extracto de levadura, peptona,
glucosa) y se incubd durante 5 dias para la produccién de biomasa; siguiendo la metodologia
de Sandoval-Cardenas (2017), se adicionaron 2 gramos de micelio en un matraz con agua
y se incubaron durante 3 dias a 30°C, 150 rpm para obtener el filtrado extracelular. Para la
sintesis de AgNP, se prepard una solucién de AgNO3 30 mM, posteriormente se adicion6 1
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ml de la solucion de AgNO3 en 29 ml del filtrado extracelular y se colocé en una incubadora
con agitacién marca Scientific durante 42 horas a 45 °C; la sintesis de AgNP se evidencio
mediante el cambio de coloracion de transparente a café oscuro (420 nm) en relacion a los
controles utilizados que fueron: 1) Filtrado 29 ml-Agua 1 ml, 2) Filtrado 29 ml-AgNO, 1
ml, los cuales no cambiaron su coloracion, finalmente se obtuvieron 450 ml de solucion de

nanoparticulas de plata( AgNP) por sintesis bioldgica.

3.3 Evaluacién in vitro de las nanoparticulas de plata contra los hongos
fitopatégenos

Los bioensayos para determinar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas
de plata se realizaron in vitro, se prepararon placas con medio de cultivo PDA (Agar
papa dextrosa) adicionando con AgNP en distintas relaciones con un volumen final de
10 ml 1) 9 ml de PDA + 1 ml de la solucion madre de AgNP 2) 6.7 ml de PDA 'y 3.3 ml
de solucién de AgNP), 3) 8 ml de PDA y 2 ml de solucién AgNP, el testigo fue el medio
PDA, a partir del cual se cortd6 con ayuda de un sacabocados un disco de .5 mm de
micelio, el cual tenia ocho dias de cultivo y se colocé en el centro de la caja Petri de los
distintos tratamientos. Posteriormente se realizaron mediciones del crecimiento del hongo
cada 24 horas hasta que el testigo alcanzo los bordes de la placa y se dio por finalizado
el experimento. EI porcentaje de inhibicion micelial se determiné mediante el método de
Abbott (1925) utilizando la siguiente formula:

PI=100 - (Cr *100) % Rp

PI: inhibicién porcentual del crecimiento micelial del hongo (%)

Cr: crecimiento micelial radial del hongo (mm)

Rp: radio de la placa (mm).

41 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento e identificacion de los hongos fitopatégenos

De los 19 frutos infectados, se obtuvieron 22 aislados fungicos, mismos que fueron
codificados. En la tabla 1 se lista la codificacion y la identificacion de los aislados fungicos a
nivel de género. Los resultados coinciden con lo reportado por la Fundacion Hondurefa de
investigacion agricola (Fhia, 2007) en la cual describen a los géneros Alternaria, Botrytis,
Diplodia, Monilinia, Penicillium, Colletotrlchum, Phomopsis, Fusarium como causantes del
deterioro patologico de frutas y verduras.
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CcODIGO GENERO CODIGO GENERO

G1 No identificado G12 No identificado
G2 Alternaria sp. G13 Colletotrichum sp.
G3 Epicoccum G14 Fusarium

G4 Alternaria sp. G15 Fusarium

G5 Alternaria sp. G16 Fusarium

G6 Fusarium G17 Fusarium

G7 Fusarium G18 Fusarium

G23 Fusarium G19 Fusarium

G8 Alternaria sp. G20 Fusarium

G9 No identificado G21 No identificado
G10 Fusarium G22 Colletotrichum sp.

Tabla 1. Hongos aislados e identificados provenientes de diferentes frutos con su codigo
correspondiente.

Los géneros mas representativos en el muestreo fueron: Alternaria y Fusarium, lo
cual coincide con lo reportado por (Carrillo et al.,2003), quién menciona que los hongos
presentes en las plantas de cosecha, también llamados “Hongos del campo”, incluyen
especies de los géneros Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium y Verticillium,
siendo Alternaria el segundo moho cuyas esporas se encuentran suspendidas en el
ambiente. El género Fusarium se encuentra en los vegetales antes de la cosecha y persiste
en los productos almacenados; Epicoccum es un moho saproéfito cosmopolita generalizado
y con frecuencia se asocia con plantas senescentes y material vegetal en descomposicion,
y se ha aislado a partir de madera, papel, textiles y una variedad de alimentos.

4.2 Sintesis de las Nanoparticulas de plata (AgNP)

La sintesis de AgNp realizada siguiendo la técnica de Sandoval-Cardenas (2017) dio
como resultado 450 ml de nanoparticulas de plata (AgNP) obtenidas por sintesis biolégica.
Dicha sintesis fue corroborada mediante la evaluacion de su absorbancia a 420 nm en un

espectrofotometro UV-Vis, como se muestra en el siguiente grafico (Figura 1).
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Figura 1: Evaluacion en UV-vis de las nanoparticulas de plata con los controles para la obtencion de
AgNp a 420 nm

Para la evaluacion de la produccion de las nanoparticulas, se realizé la lectura en
un espectro de absorcion en un intervalo de 200 a 750 nm comparando con el espectro
reportado con Sandoval Cardenas en 2013. (Figura 2).

Figura 2. Espectro de absorcion de las nanoparticulas de plata obtenidas en la presente investigacion y
las obtenidas por Sandoval-Cardenas en 2013.

Los resultados de la evaluacion in vitro indican que con las nanoparticulas de planta
en el tratamiento tres (AgNP 1:10) se obtiene entre un 60 y 85% de la inhibicion micelial, en
comparacién con los otros dos tratamientos, (Figura 2). El género Alternaria es susceptible
a las AgNp, presentando una mayor inhibiciébn del micelio, ademas de que observacion

al microscopio muestran una fragmentacion en las esporas y el conidiéforo del género
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Alternaria. El género Fusarium presenta entre un 60 y 80 % de inhibicion micelial, lo cual
se observ6 que dependia del origen del aislado fungico, ademas fue posible observar dafio
en sus estructuras de reproduccion, formandose macroconidios en los cuales la punta de
la célula apical no se observaba definida, ni tampoco se observo presencia de fialides en
las muestras tratadas con AgNP. En el caso del testigo, si se encuentran las estructuras
bien definidas. En la gréfica no se observa el género Epicoccum ya que este hongo no fue
afectado por las AgNp, al contrario, se observo un mayor crecimiento del micelio en relacion
con el testigo. En el caso del género Colletotrichum, se observd una inhibicién del 100 %
del micelio, en la relacion 1:5 de AgNp. A concentracibn menor, no se ve afectado al hongo
ni se observé dafio en las estructuras del micelio ni de las esporas.

Figura 3. Porcentaje de inhibiciéon del crecimiento micelial con diferentes relaciones de AgNP.

51 CONCLUSIONES

1. Se aislaron un total de 22 hongos fitopatégenos; de los cuales s6lo 18 fueron
identificados y corresponden a los géneros Alternaria, Fusarium, Epicoccum y
Colletotrichum.

2. El efecto de las AgNP se da en la relacion 1:3 (500 ppm), mostr6 una eficacia del
60 al 86% dependiente del hongo, en Collentotrichum tiene un efecto fungistatico y
en alternaria tiene un efecto fungicida observandose un deterioro evidente de las
estructuras flngicas.

3. En el caso particular de los géneros Alternaria y Fusarium, la reduccion del
crecimiento micelial oscila entre un 60 - 80% y 50-70% respectivamente.

4. El género Epicoccum no mostré reduccioén de crecimiento en ninguna de las
concentraciones de AgNP, por el contrario, se vio favorecido por los tratamientos.
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