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RESUMEN

Agave salmiana, o maguey pulquero, es una especie endémica de México de la cual
se pueden aprovechar todas las partes de la planta adulta, ademas, tiene potencial
agroeconomico para la region de los Valles altos, que comprende los estados de
México, Hidalgo, Tlaxcala y Puebla. Sin embargo, en las ultimas décadas la
produccién ha decrecido debido a una serie de factores externos que ponen en peligro
la conservacion de la planta. Las principales causas son las enfermedades y plagas.
Un claro ejemplo de esto es la enfermedad de “la negrilla” o “mancha foliar negra” que
presentan los cultivos de A. salmiana. Esta enfermedad causa la deshidratacion y

muerte de las pencas, y en algunos casos de la planta entera.

Trabajos recientes en nuestro grupo de investigacion se logré el aislamiento e
identificacion del hongo Bipolaris zeae como posible agente causal de la enfermedad.
En este trabajo, se identifico la actividad fungicida del nitrato de plata (AgNO3) contra
B. zeae, bajo condiciones de laboratorio en medio de cultivo PDA, en plantas de maiz
y Agave. Logrando determinar la concentracién minima inhibitoria del crecimiento de
las hifas y de la germinacion de los conidios. Se obtuvo una reduccién del 80 y 96%
en el porcentaje de germinacién de conidios, con concentraciones de 100 ppm y 200
ppm respectivamente, asi como actividad fungicida en plantas infectadas fue
observable a una concentracion de 200 ppm. Los resultados de esta investigacion
muestran que el AgQNO3; podria ser utilizado bajo condiciones de laboratorio y campo

para inhibir el crecimiento de este hongo fitopatégeno directamente en plantas.
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ABSTRACT.

Agave salmiana, or maguey pulquero, is an endemic species of Mexico from which all
parts of the adult plant can beused, in addition, it has a great agroeconomic potential
for cultivation areas. However, over the years production has decreased due to a series
of external factors that endanger the conservation of the plant. One of the main causes
are diseases and pests. A clear example of this is the "negrilla” or "black spot" disease
that affects A. salmiana crops. This disease causes dehydration and death of the

stalks, and in some cases of the entire plant.

Recent work in our work group achieved the isolation and identification of the
fungus B. zeae as a possible causal agent of the disease. In this work, the fungicidal
activity of silver nitrate (AgNO3) against B. zeae was identified, the minimum inhibitory
concentration of hyphal growth and conidial germination in PDA medium and, in corn
and Agave plants was determined. We obtained a reduction of 80 and 96% in the
percentage of conidia germination, at concentrations of 100 ppm and, 200 ppm,
respectively. The antifungal activity in infected plants was observable at a
concentration of 200 ppm. These results show that AQNO; could be used to inhibit the

growth of this phytopathogenic fungus directly on plants.
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1.INTRODUCCION

1.1Generalidades del maguey pulquero

La palabra “maguey” es de origen precolombino; en lengua nahuatl se le llama
metl, un nombre vinculado con la voz mayauetl o mayahuel, nombre de la diosa
femenina asociada a esta planta. Carlos Lineo quien fue naturalista sueco, en el siglo
XVIIl nombré a los magueyes “Agave” o “Agavaceas”, porque los encontro ilustres y
admirables; el cual corresponde a ese significado de Agave en la voz grecolatina
agavus (Becerril, 2015). En la actualidad, la mayoria de las palabras para la planta,
partes de ella y algunos utensilios que emplean en el proceso de capado, raspado y
elaboracion del pulque derivan en su mayoria del nahuatl como: maguey (metl), quiote
(quiyotl -tallo de la planta), mixiote (xiotl-cuticula), meyolote (yolotl-coraz6n), pulque

(polihugue - descompuesto), entre otros términos (Erlwein et al., 2013).

1.2 Datos de distribucién geogréfica.

El género Agave ha estado ligado a los habitantes de Mesoamérica y
Aridoamérica desde hace unos 10,000 afios (Granados, 1993). Actualmente, de las
casi 200 especies de maguey que hay a nivel mundial, alrededor del 80% se
encuentran en México, pais considerado el centro de origen del género (Granados,
1993; Torres et al., 2015; CONABIO, 2016).

La domesticacion de los Agaves inicié hace mas de 3,500 afios por las culturas de
Tula, Tulancingo y Teotihuacan. El area denominada como Altiplanicie central, o “los
valles altos”, es actualmente la mas propicia para el cultivo de A. salmiana, esta area
comprende planicies altas de aproximadamente 2,200 a 2,700 msnm, y abarca los
estados de Tlaxcala, Puebla, Hidalgo, Estado de México y Ciudad de México (Figura
1). Una de sus principales caracteristicas es que es una zona semiarida con lluvias en
verano, con clima mas frio que templado, en donde las heladas son comunes en otofio

e invierno (Granados, 1993; Lorenzo,2007).
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Figura 1. Zonas de cultivo de A. salmiana/ A. mapisaga, Altiplano central mexicano.

1.3 Datos bioldgicos y taxondmicos

Los magueyes pertenecen al orden Asparagales, familia Asparagaceae antes
(Agavaceae) subfamilia Agavoidea y al género Agave. A. salmiana se caracteriza por
tardar entre 8 y 12 afos para florecer. La planta se compone de ocho partes
fundamentales: la raiz, el tallo o pifia, hojas o pencas, espinas o puas, quiote, hijuelos
vegetativos flor y semilla. Los magueyes de la zona de los llanos de Apan se
caracterizan por ser plantas con tallo grueso y corto; con pencas dispuestas en espiral
de color verde mate, carnosas, rigidas, lanceoladas espatuladas u ovadas, con
espinas laterales triangulares y apice con una espina terminal recta y rigida; de uno a
dos metros de longitud y hasta 0.4 m de ancho, el margen en ocasiones con mamilas,

dentadas, denticuladas suculentas o fibrosas (Garcia, 2011).

El pedunculo floral es de 6 a 10 m de longitud, cubierto de bracteas triangulares;
la inflorescencia (quiote) es semilefiosa, bracteada y bracteolada (Garcia, 2011). Su
reproduccion es sexual y asexual, son monocarpicas, es decir que fructifican una vez

en su vida y mueren al terminar la floracion.



1.4 Aprovechamiento del maguey en México.

1.4.1 Relevancia econdmica del maguey

El uso del maguey esta vinculado con la poblacion mesoamericana hace
aproximadamente 10 mil afios (Mora et al., 2011). Esta planta fue denominada “el
arbol de las maravillas” por José Acosta en el ano 1590 debido a que desde épocas
antiguas el maguey ha sido sado de diversas maneras. Por ejemplo, la obtencion de
aguamiel, pulque, jarabe, fructosa, forraje, vinagre, fibras para elaborar vestimentas,
calzado, papel, jabon, puas, ungientos, el implemento de las pencas para la barbacoa
de horno e incluso para la produccion de algunas plagas larvarias como: chinicuil, y
gusano blanco mismas que estan asociadas al maguey debido a que actia como su
hospedador (Becerra, 1988; Luna, 2009; Ramirez, 2010). En la Figura 2, se muestra
un diagrama de cada una de las partes de la planta del maguey que son aprovechadas

por los productores de Agave en México.

El maguey pulguero representa un recurso de suma importancia econémica,
cultural y nutricional para los habitantes de México, desde la época prehispanica
(Hernandez, 1979). El principal producto derivado de esta planta es el pulque, bebida
alcohdlica de color blanquecino de textura viscosa, sabor ligeramente acido y con una
graduacion alcohdlica baja entre 4-7° GL; Esta bebida fermentada es resultado de la
sabia fresca conocida como “aguamiel” extraida de la base del tallo de la planta
(Escalante, et al., 2016). En México, los datos estadisticos referentes a superficies
plantadas de maguey pulquero, la produccién anual de pulgque y comercializacién
nacional e internacional, ademas, de los precios, son inexactos y dispersos lo que
obstaculiza la visibn del panorama general de la situacién actual del cultivo y
aprovechamiento de los recursos derivados del maguey pulquero en la regién de los
Valles Altos (Alvarez-Duarte et al., 2018).

En los estados de Puebla y Tlaxcala, se encontraron con mas de 10 formas de
aprovechamiento de los magueyes, de las cuales las mas sobresalientes debido a la

frecuencia con la que lo realizan los productores son la extraccion de aguamiel para



la elaboracion de pulque con un 44.6%, el cultivo de maguey para la cosecha de

pencas para la preparacion de barbacoa con el 38.4% y la obtencion

comestibles con un 17% (Alvarez Duarte et al., 2018).
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Figura 2. Partes de aprovechamiento del A. salmiana. (AME 57. El Maguey - Editorial Raices Digital, s. f.)

1.4.2 Usos de la hoja (penca) y cuticula del maguey

Un alimento bastante representativo en la gastronomia mexicana es el mixiote,

platillo preparado y cocinado envuelto, el cual se obtiene al extraer la cuticula de las

pencas del Agave, obtenida de las pencas joévenes, es un material que funciona como

un polimero de color transparente (SIAP, 2017). La obtencidon de la cuticula en la

ltima década ha provocado una explotacion masiva, clandestina e irracional de esta

especie lo que genera que el meyolote se seque propiciando la muerte del maguey

actividad que ocasiona pérdidas econémicas considerables a los productores de

maguey. (Erlwein et al., 2013).



Las pencas tienen una gran diversidad de usos, dependiendo de las
necesidades y costumbres que se tengan en la region que se encuentren. Uno de los
principales aprovechamientos en el estado de Hidalgo es para la elaboracion de
barbacoa, platilo mexicano cocinado con carne bovina, ovina o caprina en hornos de
lefia bajo tierra. Para evitar que la carne tenga contacto con la tierra, se utilizan las
pencas bajas y mas viejas de la planta de maguey pulquero las cuales funcionaran

como envoltura.

Este producto alcanza precios de entre 10 y 15 pesos por hoja en el estado de
Hidalgo, en el Estado de México puede adquirirse en 25 pesos y en la Ciudad de
México puede llegar a superar los 30 pesos (Cruz Vasconcelos, 2019). En 2013, la
demanda de pencas para barbacoa se estimo en 6.8 millones de pesos solo en el
estado de Hidalgo, para 2020 se estimaba que el precio alcanza mas de 8.5 millones,

para los cuales se necesitan 2.9 millones de plantas maduras (Madrigal et al., 2014).

Uno de los usos aun mas antiguos de las hojas del maguey es la elaboracion
de utensilios como platos o vasos (xoma) (Cruz-Vasconcelos, 2019). Anteriormente,
se usaban también en la construccion de techos y paredes, ya que guardan bastante
calor, debido a su forma acanalada en las temporadas de lluvias evitan que las casas
se llenen de humedad, ademas, se utilizaban como canales para recolectar el agua
de lluvia; en algunos lugares también se colocaban a modo de cerca. Por otro lado, la
obtencion del ixtle también deriva de las pencas, estas fibras son utilizadas para la
fabricacion de costales, bolsas, telas, mantas tapetes, ayates, herramientas de usos
cotidiano como sogas, reatas, canastas, cepillos, petates o cuerdas para instrumentos
musicales resultado de la gran resistencia que presentan las fibras al estar totalmente

secas (Vazquez-Garcia et al., 2016).

1.4.3 Pifia 0 mezontete

Dentro de los principales aprovechamientos del mezontete o pifia del maguey
esta la extraccion del aguamiel, y después de su fermentacién la obtencién del pulque,

bebida que se obtiene posteriormente al raspado del mezontete asi como también la
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obtencion de un jarabe que se usa como remedio natural para los malestares de tos
o dolor de garganta, obteniéndose después de cocinar el aguamiel a fuego medio.
Igualmente se puede obtener vinagre o. De igual forma después de secarse puede
ser utilizado como recipiente o al destrozarlo como alimento para ganado (Medina,
2022).

Del nahuatl octli el pulque es la bebida alcohdlica de origen prehispanico que
se obtiene producto de la fermentacion del mucilago de las pencas que se extrae de
las plantas de A. salmiana. Hace varios cientos de afios era una bebida que se
reservaba a las clases altas de la antigua sociedad azteca, quienes lo usaban en
rituales y festejos que realizaban en honor a Mayahuel, la diosa del maguey (De

Agricultura y Desarrollo Rural, 2015).

El pulque es tan famoso que se consume en toda la Republica Mexicana, junto
al tequila y mezcal es una de las bebidas de mayor tradicion en México también
llamado néctar de los dioses. Las entidades que destacan tanto en produccién como
en consumo son: Ciudad de México, Estado de México, Hidalgo, Tlaxcala, Morelos y

Michoacan (De Agricultura Y Desarrollo Rural, 2015).

La savia colectada comienza a fermentar “espontaneamente” debido al
metabolismo de microorganismos asociados a los agaves o que son incorporados al
momento de la colecta, como bacterias acido-lacticas de los géneros Lactobacillus o

Leuconostoc y levaduras como Saccharomyces (Escalante et al., 2016).

Al pulque, tradicionalmente, se le atribuyen propiedades medicinales, tales
como gque alivia trastornos gastrointestinales, estimula el apetito, combate la debilidad
y mejora ciertos padecimientos renales, también recomiendan su consumo a las
mujeres en etapa de lactancia para aumentar la secrecion de leche y mejorar su

calidad (De Agricultura Y Desarrollo Rural, 2015).



1.4.5 Inflorescenciay quiotes.

Las flores del maguey también conocidas como quiotes son la base de algunos
platilos de la gastronomia mexicana como los gualumbos y el dulce de quiote
mayormente consumido por las familias campesinas. En algunas regiones aun se
utiliza el quiote maduro en conjunto con las pencas para la construccién de viviendas
o delimitacién de terrenos como cerca o también con artesanias (Narvaez-Suarez et
al. 2016).

1.4.6 Plagas

En México la entomofagia tiene lugar desde la época prehispanica, donde los
indigenas conformaban su alimentacién con gusanos o insectos, aun en la actualidad
la dieta basada en el consumo de estos animales sigue prevaleciendo principalmente
en zonas rurales. Dénde la venta de estos platillos en mercados locales, fondas y
restaurantes es a precios excesivos debido a que es un comercio bastante

demandado ya que se consideran comida gourmet (Cruz-Vasconcelos, 2019).

Algunas plagas larvarias consumibles para el ser humano relacionadas a los
magueyes pulqueros son: gusano blanco de maguey (Acentrocneme hesperiaris), los
cuales son larvas de una mariposa que se localiza dentro de la penca del maguey,

estd asociado al A. salmiana, A. mapisaga, A. tequilana (Vargas-Zufiiga et al., 2018).

El gusano rojo de maguey mejor conocido como chinicuil es la larva de la
palomilla (Comadia redtenbacheri Hammerschmidt) una plaga que se alimenta de los
tejidos de las diferentes partes del maguey, el cual le sirve como hospedero hasta que

completa su ciclo de vida aproximado en un afio (Vargas-Zufiiga et al., 2018).

El comercio de los insectos alcanza su maximo entre los meses de mayo y junio
en el que un productor puede recolectar aproximadamente 3 litros de gusanos por un
precio mayor a los 3 mil pesos considerando que el precio por litro seria de mil 200

pesos por litro (Cruz-Vasconcelos, 2019). Es por ello que, durante la busqueda y



recoleccién de estos, se trata de dafiar lo menor posible a la planta, sin embargo, el
comercio clandestino al momento de extraerlos no tiene la precaucion necesaria
cortando por completo la pencay lastimando las raices generando un dafio irreversible

al mezontete que al final ocasiona la muerte al maguey dafado.

1.5 Importancia ecolégica del maguey pulquero.

El maguey es sumamente eficiente para conservar el suelo agricola, ya que es
un cultivo que mantiene los nutrientes del suelo y evita la pérdida de los mismos por
la erosion. En otra instancia la planta es una herramienta eficiente para el control de
lluvia, ya que retiene humedad que es aprovechada para los cultivos adyacentes a
ella, asi como también la alternativa de crear barreras vivas con esta especie ya que
es capaz de crear un microclima que favorece la retencién de la humedad en el suelo
ademas, de alejar fauna nocivay proteger de los fuertes vientos los cultivos. (Narvaez-
Suérez et al. 2016).

La conservacion de la biodiversidad también forma parte de los beneficios del
maguey pulguero ya que atrae abejas, colibries, avispas, y murciélagos, estos
animales desempefian un destacado papel en la polinizacion (Narvaez Suarez et al.,
2016).

1.6 Importancia biotecnoldgica del maguey.

El maguey puede tener otros usos si se aplica adecuadamente la biotecnologia,
en medida de que pasa el tiempo y se realizan mas investigaciones se han ido
descubriendo cada vez mas productos que pueden tener otras implementaciones, asi
como el carbdn activado; dentro de estos igual destaca el pulque envasado que ya es
exportado a Estados Unidos y algunos paises centroamericanos. Asi como fibras de
consumo humano tal es el caso de la inulina, la obtencién de prebibticos y probidticos,
la obtencidon de bioetanol, saborizantes y demas productos de interés industrial

(Narvaez Suarez et al., 2016).



1.7. Importancia del maiz en México.

El consumo del maiz Zea mays ssp mays como principal alimento de los
pueblos de México y Mesoameérica nace desde la sedentarizacién de esa poblacion,
hace unos ocho mil afios y ha sido la base de su supervivencia y reproduccion. Los
mas antiguos vestigios del maiz fueron localizados en el Balsas rio que pasa por los
estados de Guerrero y Michoacan desembocando en el océano pacifico, y en los

valles de Oaxaca y Tehuacan, Pue., México (Padilla Y Ortega, 2020).

En la actualidad el maiz es uno de los cereales mas importantes mundialmente
ya que suministra nutrientes a los seres humanos, a los animales y ademas, funciona
como materia prima béasica de la industria. Su produccion comercial se divide en
blanco y amarillo, el maiz blanco se destina principalmente al consumo humano,
mientras que la produccion de maiz amarillo se destina a la industria o la fabricacion
de alimentos balanceados para la produccion pecuaria. Para Hispano América se han
descrito cerca de 220 razas de maiz (Goodman y McK, 1977), de las cuales 64 (29%)
han sido identificadas, su mayoria descritas para México (Anderson 1946; Sanchez,
1989; Sanchez et al., 2000). De las 64 razas que se reportan para México, 59 se
pueden considerar nativas y 5 fueron descritas inicialmente en otras regiones (Cubano
Amarillo, del Caribe, y cuatro razas de Guatemala; Nal Tel de Altura, Serrano. Se han
registrado 59 variedades criollas de maiz en México (CONABIO, 2022). México ocupa

el 8° lugar en produccion mundial de maiz,

De acuerdo a lo reportado por Grupo Consultor de Mercados Agricolas (GCMA), se
estimo que para el afio 2023 la produccion de granos y oleaginosa estuvo en un rango
de 39 a 44.3 millones de t con una produccion puntual de 42 millones. En la cual se
proyectd que dicha produccion se obtendria de la siembra de 11.5 millones de
hectareas (h).

La produccion de maiz se calculd en 28 millones de t, teniendo un incremento
aproximadamente de 4.2% considerando las 26.9 millones de toneladas cosechadas
en el 2022. El rango establecido en el 2023 se consider6 variable de 27 a 29 millones,



debido a las condiciones agroclimaticas que se presentaron. En tanto, el rendimiento
de maiz se mantuvo en 4 t/h sobre una superficie cosechada que oscil6 entre 6.4 a
7.4 millones de hectéreas.

Con base en los Datos proporcionados por el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2020), revelan que durante el periodo 2010 a 2020
se sembraron en promedio 9.9 millones de hectareas de granos basicos en México
(maiz, frijol, trigo y arroz), de los cuales el maiz representa el 76% del total, con un
rendimiento promedio de 3.5 t/ha, dando como resultado una produccién de maiz de
26.3 millones de toneladas, de los cuales el maiz blanco participa con el 82.9%, el
amarillo con 10.3% y otros tipos de maiz con el 6.8% del total de la produccion
(Santiago et al., 2022).

El maiz (Z. mays) es uno de los cultivos mas diversos y con gran adaptabilidad
a una amplia gama de zonas agroclimaticas. Es el tercer cereal mas cultivado después
del trigo y el arroz, se le conoce mundialmente como la "reina de los cereales" debido
a su importante potencial de rendimiento genético entre los cereales y se cultiva en
aproximadamente 150 millones de hectareas en unos 160 paises con una amplia
propiedades del suelo, clima, biodiversidad y practicas de gestion (Manzar et al.,
2022).

1.8 Enfermedades o plagas que ponen en peligro la conservaciéon del maguey.

En los dultimos afios el cultivo del maguey se ha visto afectado por
enfermedades ocasionadas por hongos patdgenos y plagas, causando dafios severos
a nivel cultivo, produccién y econdémico; por lo que la planta no puede ser utilizada y
se recurre a su eliminacion (SENASICA, 2017). Las principales plagas y
enfermedades que atacan los cultivos de maguey en el estado de Hidalgo son el
picudo del agave (Cuervo-Parra et al., 2019), y la viruela o negrilla (Pérez Espafa et
al., 2022).
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1.8.1 “Negrilla” o “viruela”

La viruela, o negrilla, es una enfermedad que afecta las pencas del maguey,
genera manchas foliares de color negro. Algunos reportes indican que el dafio es
causado por un hongo llamado Asterina mexicana. Usualmente afecta a las pencas
inferiores y cuando la enfermedad esta avanzada puede llegar a matar la planta (Pérez
et al., 2017).

La Figura 3 muestra una planta de A. salmiana afectada por la enfermedad de
la negrilla, en la cual se presenta el desarrollo de la infeccion en la totalidad de la

planta y acercamientos de los estragos causados por dicho fitopatdgeno

Figura 3. A. salmiana infectado por la negriII A) Efectos de la infeccion en su totalidad. B) Penca de mguey
infectada. C) Acercamiento macro de la mancha negra

1.8.2 Asterina mexicana

El hongo Asterina mexicana es de clase Ascomycetes, orden Mycrophyrates,
familia Mycrotheriaceae, su propagacion puede ser mediante el viento, agua y
pequefios insectos (CESAVEG, 2008). Al ser este un hongo biotrofico crece de
manera directa en los tejidos de las plantas, las cuales se manifiestan como manchas

en toda la hoja o parte de ella (Hernandez et al., 2022).
1.8.3 Curvularia Lunata
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Cochliobolus, Bipolaris y Curvularia integran un complejo de especies
taxondmicamente confuso, debido a los constantes cambios en la nomenclatura de
algunos de sus integrantes asexuales (Bipolaris y Curvularia), los cuales se han
diferenciado principalmente en base a la morfologia de sus conidios, situacion a veces
muy dificil debido a que en ambos géneros algunas especies presentan similares

caracteristicas conidiales (Piontelli Laforet, 2015).

El género Curvularia incluye mas de 80 especies, de las cuales la mayoria se
encuentran en la tierra, plantas y materia organica. Su distribucion es mundial, pero
se ha reportado principalmente en regiones tropicales y subtropicales (Bay et al.,
2017).

Este hongo es responsable de varias enfermedades en las plantas,
especialmente a las que pertenecen a la familia Poaceae, pero en la actualidad con
los cambios ecolégicos, los efectos que produce dicho hongo se ven en otras plantas,
como en este caso el maguey, ya que prevalece en ambientes humedos y calidos,
ademas, de causar dafios a los cultivos de manera significativa, impidiendo la
fotosintesis adecuada, debido al aumento del nimero de lesiones, que pueden
determinar la necrosis de toda la hoja. La necrosis y muerte prematura de las hojas

limita la interseccion de la radiacion solar (Hernandez et al., 2022; Garceés et al., 2011).

En los andlisis macroscopicos y microscopicos realizados de las cepas aisladas
de las manchas de viruela o negrilla en hojas de A. salmiana y Agave lechuguilla los
resultados obtenidos son correspondientes a las del género Curvularia, por otro lado,
al realizar una identificacion molecular exhaustiva se determina y puntualiza la
presencia de la cepa C. lunata y C. verruculosa (Cuervo-Parra., et al 2023); Es por
ello que se descarta al hongo A. mexicana como el agente causal de dicha

enfermedad,

1.8.4 Bipolaris zeae.
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Por otro lado, la presencia de hongos patdgenos del género Bipolaris en plantas
de A. salmiana es reciente. En este sentido, en una plantacion de maguey pulquero,
ubicada en el municipio de Apan, Hidalgo, Romero-Cortes et al. (2022) reportan el
aislamiento de una cepa de B. zeae que muestra la sintomatologia tipica de las
manchas foliares reportadas para la enfermedad coloquialmente conocida como
“negrilla”. En otro trabajo, realizado en poblaciones silvestres de A. salmiana ssp.
ferox, ubicado en el municipio de Mineral de la Reforma, Hidalgo, Cuervo-Parra et al.
(2023), reportan el aislamiento de otra cepa de B. zeae que mostré la misma
sintomatologia de la enfermedad de las manchas foliares en las pencas de los

magueyes muestreados.

1.9 Enfermedades que ponen en peligro los cultivos de maiz blanco y amarillo.

A nivel mundial, el maiz se ve afectado por 112 enfermedades. Se han
estimado pérdidas de rendimiento mundial del maiz de hasta el 9% debido a
enfermedades fungicas, bacterianas y nematodos. Las enfermedades graves del maiz
se extienden a lo largo de un amplio espectro de enfermedades e incluyen mildid,
roya, tizon de las hojas y pudricién del tallo. Estas enfermedades también incluyen el
tizon foliar de maydis (MLB), una de las enfermedades mas devastadoras que se ha
convertido en un problema econdémicamente significativo (Kumar et al., 2013; Singh
et al.,2018; Malik et al., 2018; Revilla et al., 2021)

1.9.1 C. lunata

En todo el mundo, las especies del género Curvularia y Bipolaris ocasionan
enfermedades de manchas foliares en cultivos como el arroz, maiz, sorgo, trigo y
cebada, lo que provoca graves pérdidas en el rendimiento de los cereales (Manzar et
al., 2022).

En este sentido el hongo fitopatdégeno C. lunata, ocasiona lesiones en las hojas,
flores, tallos y semillas de cultivo como el cacao, pifién y chile habanero causando

sintomas que van desde manchas foliares pequefias hasta lesiones de un tamario
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mayor (Hernandez et al., 2022). También ha sido reportado como el principal agente
causal de la mancha foliar en maiz (Zhang et al., 2019) y el A. salmiana, considerando

a este ultimo un hospedador inusual de este hongo.

1.9.2 Bipolaris spp.

El género Bipolaris pertenece a Ascomycota de clase: Dothideomycetes, de
orden: Pleosporales, familia Pleosporaceas. Su morfologia sexual, es del género
Cochliobolus tipificado por C. heterostrophus, ahora esté vinculado con la especie tipo

de Bipolaris, B. maydis (Rossman et al., 2013).

Las plantas que mayormente se ven afectadas por enfermedades causadas por
hongos del género Bipolaris, son los cereales como: el maiz, arroz, trigo, cebada,
sorgo entre otras plantas hospedadoras. La baja en el porcentaje de rendimiento se
les atribuye a enfermedades que se asocian con la destruccion de tejidos
fotosintéticos, limitando la intercepcion de la radiacion solar y la produccién de foto
asimilados para el llenado de granos. La hoja de la espiga y aquellas que se
encuentran por debajo y encima de la misma pueden representar el 33% y 40% del
area total de la planta. Asi, una destruccion de 25% del area foliar del maiz en su
porcién terminal, proxima a la floracién, puede reducir 32% la produccién (Fleitas y
Grabowski, 2014).

Abarca patdégenos que infectan plantas de distribucion mundial, la infeccion por
estas especies se identifica cominmente como manchas foliares, tizones foliares,
pudricion de la raiz y otros sintomas de enfermedad principalmente en las zonas altas
(Sivanesan, 1987). Bipolaris oryzae fue la especie protagonista que provoc6 una
infeccién devastadora en los cultivos de arroz y trigo causando hambruna en India en
1943(Sandoval-Martinez, 2022).. Por otra parte, Bipolaris maydis fue la principal

causa para que, en 1970, Estados Unidos y el Reino Unido tuviera pérdidas
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irremediables en los cultivos de maiz (Manamgoda et al., 2012; Manamgoda et al.,
2014).

La mancha foliar causada por el complejo de hongos Bipolaris sp., Curvularia
sp., Drechslera sp. y Exserohilum turcicum (Sin: Helminthosporium turcicum)
(Cardona y Gonzélez 2006), puede determinar una reduccion entre 18 y 50% de
rendimiento de granos en funcién del estado fenoldgico del cultivo, las condiciones
climaticas, presencia del inéculo en el area y la susceptibilidad del material (CIMMYT,
2004). Pese a que la estrategia de control contra estos hongos patonegos es mediante
la aplicacion de fungicidas quimicos, no se dispone de productos eficientes e
indicados para el combate de las diferentes enfermedades ocasionadas por este

complejo de hongos (Fleitas y Grabowski, 2014).

Al identificar la especie B. zeae, se buscaron alternativas para disminuir el
impacto de la infeccion o eliminarla por completo, una de las principales técnicas fue
la utilizacion de nanoparticulas de plata, bio nanoparticulas de plata y tratamientos

hechos a bases de Nitrato de plata a bajas concentraciones para inhibir el crecimiento.

1.10 Biotecnologias innovadoras en la agricultura
1.10.1 Biosintesis de nanoparticulas de plata.

La produccion agricola en la dltima década ha ido en aumento con respecto a
la cantidad de amenazas inducidas por diversas especies de patdogenos vegetales
que, provocan pérdidas econdmicas irremediables en cultivos de suma importancia.
Este contexto ha dado lugar a la aplicacion inmensurable de bactericidas o plaguicidas
para el control de las infecciones agricolas, ocasionando problemas de resistencia,
afectacion del medio ambiente y graves complicaciones a la salud humana, ademas,

de elevar los costos de produccién (Rojas-Avelizapa et al., 2020).

En consecuencia, se estan introduciendo tecnologias innovadoras en la

agricultura moderna para disminuir el porcentaje de merma. Dado a ello la
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nanotecnologia y la quimica con grandes avances han proporcionado una técnica mas
viable conocida como sintesis verde de nanoparticulas de plata, ya que da lugar a
algunas brechas de investigacion y aplicacion de antifungicos agricolas que su
principal objetivo seria controlar las enfermedades de las plantas con un enfoque
menos agresivo, no toxico y ecoldgico (Mishra et al. 2014). Este enfoque toma
sustento, debido a que su tamafio nanomeétrico, les confiere la habilidad para penetrar
distintas membranas biolégicas como la pared bacteriana, incrementando su efecto
bactericida (Rojas et al., 2020).

1.10.2 Biosintesis de Nanoparticulas de plata utilizando bacterias.

La biosintesis implica el uso de microorganismos (bacterias, levaduras, hongos)
o extractos de plantas para lograr la reduccién de iones metdlicos, incluidos plata, oro
y cobre (Ronquillo de Jesus et al., 2022). Se ha mostrado que los sobrenadantes de
los cultivos de ciertas especies de bacterias como Klebsiella pneumonia, Escherichia
coli y Enterobacter cloacae (Enterobacteriacae) son capaces de promover la sintesis
de nanoparticulas de plata, con tan solo exponer durante un periodo de cinco minutos,
los iones de plata ante los extractos filtrados de estos microorganismos. Algunas
especies también son capaces de reducir iones de metales preciosos en solucion o
sintetizar nanoparticulas metalicas tanto en el interior de la célula bacteriana o
mediante los extractos de microorganismos de ayuda. Los extractos de los
microorganismos a la vez pueden comportarse como agentes de limitacion y como
agentes reductores. La preparacion de nanoparticulas de plata mediante el uso de
polisacaridos junto con agua como agente de tapa se reconoce como técnica de
polisacarido la secrecion de agentes reductores (enzimas) hacia el medio de cultivo
(Hernandez, 2013; Logeswari et al.,2015)

1.10.3 Mecanismo de accién de nitrato de plata (AgNO3)

Para la sintesis de NPs-Ag (nanoparticulas de plata) se utiliza el nitrato de plata
(AgNO3) debido a su bajo costo, ademas, de su estabilidad comparada con otras sales

derivadas de la plata (Plata, 2016). La plata se ha definido como un “agente
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oligodinamico o biocida” debido a su capacidad para inhibir el crecimiento
microbiano en bajas concentraciones (Fouda et al., 2021), ademas, de que el AgNO3
es altamente efectivo contra diversos patdgenos, pero, se ha demostrado no ser téxico
para células animales vivas (Kaplan, 2015). Curiosamente, el nitrato de plata imparte
diferentes funciones para las bacterias dependiendo de su concentracién. En
concentraciones mas altas, mata las bacterias, mientras que, en concentraciones mas

bajas les induce a sintetizar plata (Fouda et al., 2021).

En un estudio realizado por el departamento de microbiologia y biologia celular
de la India, utilizando Bacillus licheniformis se us6 AgNO3; para medir su actividad
bactericida, estas mismas fueron monitoreadas con microscopia de contraste de
fases, al observarlas se detecta que comienzan a encogerse dando como resultado la
formacion de cuerpos apoptoéticos caracteristicos de una muerte celular programada
(PCD, por sus siglas en inglés), dichos cuerpos se produjeron durante la
permeabilizacion de la pared celular inducida por los iones de plata. Estas
caracteristicas se encuentran ausentes en bacterias que no fueron tratadas con dicho

agente (Pandian et al. 2010).

Se han sugerido diversos mecanismos para explicar el método de accion de
los iones de plata, por ahora en la Figura 4 se muestra un posible conjunto de
reacciones que los iones Ag*inhiben particularmente al grupo tiol que contienen las
enzimas, una de las principales afectadas es la NADH deshidrogenasa Il en el sistema
respiratorio, quien se encuentra vinculado con el sitio de produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) ; es por ello que al inhibir la actividad de esta enzima
provoca radicales libres y aumenta la producciéon de catalasa, para disminuir la
concentracion de H,O; que es la fuente de los radicales libres. Sin embargo, el mismo
sustrato (H»0;) en cantidades altas interrumpe la actividad de la catalasa. Ademas, se
reporta que las ROS inducen rutas apoptoticas en bacterias, que terminan cuando el
ADN se fragmenta. La induccién de la apoptosis puede confirmarse por dos factores
que son la reduccién del tamafio de las células (cuerpos apoptéticos) y la
fragmentacion del ADN (Pandian et al., 2010).
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Figura 4. Mecanismo de accion del nitrato de plata. Fuente: Pandian et al., 2010.

El efecto inhibidor de la plata es probablemente la suma de distintos
mecanismos de accion. Varios estudios sugieren que los iones de plata reaccionan
con los grupos SH de las proteinas y desempefian un papel esencial en la inactivacion
bacteriana. Se ha informado que niveles micro molares de iones de plata desacoplan
el transporte respiratorio de electrones de la fosforilacion oxidativa, lo que inhibe las
enzimas de la cadena respiratoria o interfieren en la permeabilidad de la membrana a
protones y fosfato. (Liau et al., 1997Feng et al., 2000; Morones et al., 2005)

Estudios realizados han demostrado la actividad de los iones de plata sobre E.

coli (Gram negativa) y Staphylococcus aureus (Gram positiva), respectivamente se
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trataron estas bacterias con AgNOg3, y estudiaron los efectos sobre la morfologia
celular mediante microscopia electronica combinada (TEM y SEM) y microandlisis de
rayos X. E. coli y S. aureus sufrieron cambios morfolégicos similares tras el tratamiento
con iones de plata, caracterizados por un desprendimiento de la membrana del
citoplasma de las paredes celulares y la aparicién de una region electrén-luminosa en
el centro de las células, que contenia moléculas condensadas de &acido
desoxirribonucleico (ADN) formadas probablemente para proteger el ADN de las
lesiones mediadas por los iones de plata (Feng et al., 2000; Jung et al., 2008; Duran
et al.,2010)

También se observaron pequefios granulos densos en electrones alrededor de
la pared celular o depositados en el interior de las células que causan cambios
morfoldgicos descritos en presencia de iones de plata, las células bacterianas
alcanzan un estado activo pero no cultivable y acaban muriendo de igual forma se
sugiere que el grosor de la capa de peptidoglicano de las bacterias grampositivas
puede influir en cierta medida en la accion de los iones de plata, ya que encontraron
una mayor solucion de iones de plata en bacterias gram negativas (Feng et al., 2000,
Jung et al., 2008; Duran et al.,2010)

Por otro lado se sabe que las nanoparticulas de plata y los iones de plata
inhiben el crecimiento bacteriano al desacoplar la cadena de transporte de electrones
de bacterias, inhibir las deshidrogenasas de la cadena respiratoria e interrumpir la
fosforilacion oxidativa (Bardo y Holt, 2005; Marambio-Jones y Hoek, 2010; Thombre
et al., 2016)

En la Figura 5, se muestra un diagrama del posible mecanismo de accion
de las nanoparticulas de plata sintetizadas (AgNPs), donde los mecanismos plausibles
de accion inhibitoria de los SNP en la haloarchaea pueden deberse a la fuga de la
membrana arqueal por un pequefio tamafio de AgNPs que afectan la integridad de la
membrana, la desestabilizacion de la cadena respiratoria, y peroxidacion lipidica que
genera ROS y MDA que conducen a la muerte de la haloarchaea por dafio oxidativo

y celular, dafio en el ADN y apoptosis (Thombre et al., 2016).

19



Leakage of intracellular constituents

o °o Membrane

o
dlsruphon

Attachment

of SNPs
to cell
SNP lnduces turbulence
in membrane altering permeability
C D
Inhibition of resplratory Uncoupling of . Inhibition of respiratory
dehydrogenases respiratory chain Leakage of intracellular | gehydrogenases

o Se Membrane

constituents
. od Lipid o e oo Integrity
Peroxidation L ] (e dlsruphon
L] ROS ° o
. = °
° ° pe
. o e
L)

DNA dam/agm .
ROS o Oxidative Cell death
o

ROS L

L d
o
g oo -,
ol ¥ rRos ©° 000“‘00 oo
& o & e o MDA Generation o [=3 o
o ©o oo

Alteration of membrane permeability

Figura 5. Posible mecanismo de accién de las Nanoparticulas sintetizadas A) La AgNPs pueden unirse a las
proteinas de capa S, glucoproteinas acidas, proteinas no glicosiladas por adsorcién u otros mecanismos. B)
Después de la union a la superficie de la haloarchaea, las AgNPs pueden causar dafio fisico y formar poros en la
membrana, interrumpiendo la permeabilidad de la membrana debido a la turbulencia, puede alterar la integridad
de la membrana y entrar en el citosol celular, lo que lleva a la fuga de los componentes citosélicos intracelulares.
C) Las AgNPs también pueden transportarse a través de porinas o canales ionicos, sin embargo, el modo de
internalizacion de los SNP en la célula no estéa claro en gran medida. Mientras dafian la integridad de la membrana,
los SNP pueden afectar las deshidrogenasas respiratorias y la cadena de transporte de electrones, lo que lleva a
la generacion de estrés intracelular, peroxidacion lipidica, generacién de MDA (malondialdehido indicador comun
de peroxidacion lipidica) y especies reactivas de oxigeno (ROS). D) Las ROS generadas posteriormente pueden
causar dafio oxidativo, dafio en el ADN y dafio celular y todos estos procesos juntos conducen a la muerte general
de la célula.

1.11. Toxicidad de la plata

1.11.1 Toxicidad en plantas
La bioacumulacion de iones de plata en vegetales se ha investigado
previamente. En un estudio se expusieron plantas de lechuga (Lactuca sativa) con

AgNPs a 100 mg/L y se encontré que las hojas contenian 18.93 ug/g de Ag* (Larue et
al., 2014, Castro Gonzéalez, 2018)

El-Batal et al. (2016) encontraron 0.35-0.49 ug/g de iones de plata en hojas de

frijol Bronco y Nebraska tratadas con 60 ppm de nanoparticulas de plata.
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En Arabidopsis thaliana se analizaron raices y brotes después de haber sido
sometidos a exposicion por aplicacion foliar de AgQNPs de 75y 300 ppm, en donde las

raices acumularon 10 veces mas que los brotes (Geisler-Lee et al., 2010).
En plantas de Stevia, la concentracién de AgNPs utilizadas fueron de 100 y 200

ppm, al analizar la concentracion de Ag* en las hojas se observé una concentracion
de entre 95.23 y 188.16 ug/g (Castro, 2018).

21



2. ANTECEDENTES

El hongo que produce manchas negras en los Agaves esta reportado como
Asterina mexicana, sin embargo, un trabajo reciente ha reportado que se trata de un
agente diferente: C. lunata el cual es responsable de causar la sintomatologia de las
manchas foliares observadas en las pencas de maguey (Hernandez et al., 2022).
Hongo que, ademas, ha sido reportado como agente causal de enfermedades en
diferentes cultivos como el pifibn, cacao y chile habanero agente causal de

enfermedades en el pifién, cacao y chile habanero.

La biosintesis de nanoparticulas de plata (bsAgNP) se realiza de diversas
formas, con extracto de plantas, hongos y bacterias. Las nanoparticulas asi
producidas han sido utilizadas como agente antimicrobiano contra Bipolaris
sorokiniana, hongo causante de la mancha foliar en trigo y cebada, demostrando que

las bsAgNP controlaron con éxito la infeccion de las plantas (Mishra et al., 2014).

El mecanismo del Nitrato de plata fue descrito por Pandian et al. (2010), quienes
determinaron que a concentraciones bajas (5 mM) se induce la sintesis de catalasas,
se forman cuerpos apoptoticos y se promueve la fragmentacién del ADN. Asi como
Thombre et al. (2016) Describen la importancia de la pared celular en el mecanismo

de accion del nitrato de plata en haloarcheas.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo del maguey pulquero, aprovechado de manera correcta e integral,
resulta ser una opcién econdmica que contribuye en el desarrollo de las comunidades;
se estima que una hectarea sembrada puede ser rentable sin demasiados

requerimientos y cuidados.

Sin embargo, los agricultores de la zona de los llanos de Apan refieren que se
han enfrentado a diversas problematicas que merman la produccion, como escasa 0
nula capacitacion para lograr un cultivo exitoso. Aunado al robo y comercio ilegal, a
plagas, como el picudo y la negrilla, que causan una baja en la calidad y precio de las

pencas, afectando también la produccion de aguamiel y pulque.

Debido a que la zona de estudio es una de las principales productoras de cereales
surge la preocupacion de que dicho fitopatégeno al ser causante de infecciones y
perdidas de hectareas de produccion de cereales en otros paises, surge la necesidad
de saber si dicha cepa puede contaminar los cultivos de maiz los cuales son

sembrados en las mismas parcelas donde el maguey es sembrado.

Actualmente, se tiene muy poca informacién sobre el agente causal de la
negrilla, se desconoce coémo prevenirla o si puede generar problemas a la salud del
consumidor. En esta tesis, se estudi6 el efecto antifungico del nitrato de plata, para el
tratamiento de la enfermedad causada por el fitopatégeno B. zeae, con lo cual se

busca prevenir la enfermedad o disminuir el dafio en plantas ya infectadas.

Debido a que la zona de estudio es una de las principales productoras de
cereales surge la preocupacion de que dicho fitopatdgeno al ser causante de
infecciones y perdidas de hectareas de produccion de cereales en otros paises, surge
la necesidad de saber si dicha cepa puede contaminar los cultivos de maiz los cuales

son sembrados en las mismas parcelas donde el maguey es sembrado.
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4. HIPOTESIS

El nitrato de plata (AgNO3) en concentraciones mayores, o iguales, a 100 ppm
presenta un efecto antifungico contra el hongo B. zeae, tanto en medio de cultivo como

en plantas de maiz y A. salmiana.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.

e Evaluar la actividad antifungica del nitrato de plata (AgNO3) mediante ensayos
in vitro e in planta para determinar la dosis minima que afecte el crecimiento de

B. zeae, hongo aislado de la mancha negra o “negrilla” del A. salmiana.

5.2 Objetivos especificos.

e Evaluar propiedades antifungicas de las bionanoparticulas de plata (bsAgNPs)
sintetizadas extracelularmente a partir del sobrenadante de un cultivo axénico

de Leuconostoc mesenteroides.

e Evaluar el porcentaje de germinacion de esporas de B. zeae mediante el conteo

directo en cadmara himeda in vitro.

e Determinar las concentraciones minimas inhibitorias de AgNOg3 in vitro contra

el crecimiento del fitopatégeno en medio PDA.

e Evaluar la efectividad del AgNOz como agente preventivo para evitar

infecciones por el hongo aislado de la negrilla en plantulas de maiz in planta
e Evaluar la efectividad del AQNO3; como agente correctivo para disminuir el dafio

causado por la infeccion del fitopatégeno en plantulas de maiz y plantas de A.

salmiana.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sintesis extracelular de bionanoparticulas de plata.

6.1.1 Obtencién de sobrenadante de Leuconostoc mesenteroides.

Para la biosintesis de nanoparticulas de plata se utilizé una cepa de coleccién
de la bacteria Leuconostoc mesenteroides NRRL-B-3469, bacteria hetero
fermentativa, acido-lactica que se encuentra involucrada en la fermentacion de
lacteos. La cepa fue inoculada en Agar Mayeux/MSE, medio de cultivo selectivo para
bacterias del género Leuconostoc (Mayeux et al.,1978). El medio fue esterilizado en
autoclave a 121°C y a 15 psi durante 15 min, las placas inoculadas fueron incubadas
durante 24 h a 37°C.

Para obtener el sobrenadante, la bacteria fue cultivada en caldo MSE, ajustado
a menor cantidad de sacarosa (50 g/L) para limitar la produccion de dextrano en cajas
Petri. Se inocularon 25 mL de medio liquido en tubos falcon de 50 mly se realizé por
triplicado, dejando en incubacién durante 14 h a 37 °C para obtener un inéculo en fase
exponencial temprana y evitar la sobreproduccion de metabolitos. Posteriormente, se
centrifugo tres veces consecutivas a 5,000 rpm durante 5 min en cada una se recupero

el sobrenadante en un tubo Falcon estéril.

6.1.2 Reaccion de sintesis con AgNO3

Tomando como fundamento la metodologia utilizada por Mishra y
colaboradores (2014). Se prepararon tres soluciones de nitrato de plata con agua
desionizada estéril y, se agregé al sobrenadante de L. mesenteroides obtenido en el
paso anterior, para alcanzar una concentracion final de 10mM y 60mM en un volumen
final de 35 mL. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente y en ausencia de
luz monitoreando el cambio de color, ya que la sintesis de bsAgNPs
(bionanoparticulas de plata) se caracterizan por la alteracién del color del medio
pasando de un color amarillo opaco (coloracion inicial del sobrenadante) a marron o

negro (después de agregar la solucion de AgNO3).
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6.1.3 Caracterizacion éptica de las nanoparticulas biosintetizadas.

Para la caracterizacion optica de las bsAgNP, se utilizé espectrofotometria UV-
vis con un espectrofotometro (Thermo Fisher scientifc 4001/4) a una longitud de onda
de 420 nm. Como control se utiliz6 una solucion de AgNO3 a 0.1M y sobrenadante de

L. mesenteroides.

6.1.4 Caracterizacién en SEM de las nanoparticulas biosintetizadas

Las muestras se montaron en una platina de metal usando cinta de carbon de
dos caras y se recubrieron con una capa ultrafina de oro/paladio durante 500 s por
pulverizacion catédica (Denton Vacuum DESK Il, Mex). Posteriormente, las muestras
se observaron bajo el SEM. Ubicado en la Escuela Superior de Apan (modelo JSM-
5800LV, JEOL®, Mex). Para la descripcion de la estructura y la descripcion de las
bsAgNPs. La composicion elemental se confirmd y cuantifico utilizando EDS a 15 kV
y 10mA.

6.2 Recoleccion y conteo de conidios.

6.2.1 Preparacion de in6culo.

Para obtener los conidios de B. zeae se utilizé una cepa pura ya aislada de
pencas de maguey pulquero con sintomatologia de manchas foliares color negro,
caracteristicas de agaves contaminados. Se preparé medio PDA para inocular placas

de Petri, se incubaron a 28°C durante 7 dias.

6.2.2 Obtencién de conidios.

Utilizamos una de las cajas con 7 dias de crecimiento, inundando la placa petri
con tween 20 al 0.01% para colectar los conidios con la técnica de arrastre descrito
por Foolad et al., (2000) realizando un cambio, sustituyendo la brocha por un asa de
Driglasky estéril.
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Otra técnica utilizada fue la obtencion de conidios, macerando el medio de
cultivo con inéculo en donde; el medio de cultivo se macera con mortero y pistilo, se
agrega agua destilada estéril y con agitador magnético se coloca en una parrilla de
agitacion para obtener la mayor cantidad de esporas en el agua, se filtra con gasa
estéril usando un embudo de vidrio para pasar la solucion a un matraz estéril.

Para calcular la cantidad de esporas por mililitro se hizo un conteo en una camara de
Neubauer, en la cual se agregé una gota de 10uL y se observd en un microscopio
optico (VELAB Modelo: VE-B5) con el objetivo 40x. Cuando las muestras contenian
un cantidad alta de conidios por campo se realiz6 una disolucién de 1:100 respecto a

la solucién madre utilizando la ecuacioén 1.

No.de células contadas

Densidad =

superficie de conteo (mm?2) x Profundidad(mm)x dilucién

1
6.3 Evaluacion de la actividad antifungica de la bsAgNPs y el AgNO3z en B. zeae.

6.3.1 Germinacién en camara hiumeday preparacién de muestras.

La evaluacion antifungica se califico siguiendo el método descrito en Foolad
(2000), se esterilizaron portaobjetos con 2 cavidades concavas con una capacidad
aproximada de 120 pyL. En cada una de las cavidades se agregd una muestra de la
solucion conidial 1:100 de 10- 50pL + 50-100uL de bsAgNPs y se identificaron
mediante coordenadas microscopicas 10 esporas de cada cavidad para evaluar su
germinacion durante 72 h. Los portaobjetos se colocaron dentro de la camara humeda
y se incubaron en ausencia de luz a 27°C.Se utilizé como camara hiumeda una caja
de plastico de 20 cm * 12 cm * 4 cm en condiciones semi estériles. Se desinfect6 con
alcohol al 70% y se mantuvo bajo luz UV durante 15 min; la humedad se mantuvo con
papel filtro y se humedecié con agua desionizada estéril. Cada una de las muestras

se realizaron por duplicado debido a que el portaobjetos tiene 2 cavidades (Tabla 1).
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Tabla 1 Disefio experimental para la evaluacién de actividad antifungica de las bsAgNPs a 0.1M

PRUEBA INOCULO TRATAMIENTO REPETICIONES
Control positivo: 50 upL de solucién | 50 uL de H20 estéril X2
conidial 1:100 (SC)

Control negativo 50uL de SC 30 pL de H20 estéril + X2
20 pL de AgNO3 (0.02)

Tratamiento 1 60 pL de SC 40 pL bsAgNPs [0.1M] X2

Tratamiento 1.1 40 pL de SC 60 pL bsAgNPs X2
[0.1M]

Tratamiento 1.2 20 pL de SC 80 pL bs AgNPs X2
[0.1M]

Tratamiento 1.3 10 puL de SC 100 pL bs AgNPs X2
[0.1M]

Se realiz6 otra prueba de actividad antifungica de las bsAgNPs a menor concentracion

(Tabla 2).

Tabla 2. Disefio experimental para la evaluacion antifungica de las bsAgNPs a 0.06 M

PRUEBA INOCULO TRATAMIENTO REPETICIONES
Testigo positivo: 50 ML de Solucién | 50 pL de H20 estéril X2
conidial 1:100 (SC)
Testigo Negativo 50 pL de SC 30 pL de H20 estéril + X2
20 pL de AgNO3 100 mM
Tratamiento 2 60 pL de SC 40 pL bsAgNP 60 mM X2
Tratamiento 2.1 40 pL de SC 60 pL bsAgNP 60 mM X2
Tratamiento 2.2 20 pL de sC 80 pL bsAgNP 60 mM X2
Tratamiento 2.3 5pL de SC 100 pL bsAgNP 100 mM | X2

Las pruebas para evaluar la MIC (concentracion minima inhibitoria) del AgNO3; a

diferentes concentraciones de la germinacion de esporas se realizé agregando 50 pL
de Solucién conidial 1:100 y 50 uL de AgNO3 (tabla 3).
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Tabla 3 Determinacion de las MIC de AgNO3

PRUEBA INOCULO TRATAMIENTO REPETICIONES
Control positivo 50uL de solucién conidial | 50uL de H20 estéril X2
1:100 (SC)

Control negativo 50uL SC 50 pL AgNO3 X2

[1700 ppm]
Tratamiento 3 50pL SC 50 pL AgNOs X2

[100 ppm]
Tratamiento 3.1 50uL SC 50 pL AgNOs X2

[200 ppm]
Tratamiento 3.2 50pL SC 50 pL AgNO3 [50 ppm] X2

Tabla 4 Disefio experimental de la evaluacién antifungica del AGNOs con las concentraciones

seleccionadas.
PRUEBA INOCULO TRATAMIENTO REPETICIONES
Control positivo 50uL  de Solucion | 50pL de H20 estéril X2
conidial 1:100 (SC)
Control negativo 50uL SC 50 puL AgNOs X2
[1700 ppm]
Tratamiento 4 50uL SC 50 pL AgNOs X2
[200 ppm]
Tratamiento 4.1 50pL SC 50 pL AgNOs X2
[100 ppm]

Las fotos de las esporas fueron tomadas con un microscopio Amscope AC85 con dos

camaras HD de 1y 2 megapixeles, y con una camara de celular Xiaomi 11 lite de 45

megapixeles.

6.3.2 Pruebas estadisticas
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Los valores de p se obtuvieron al realizar pruebas ANOVA y Tukey para datos

normales mediante una herramienta de complementos de Excel Megastat 2021.

6.4 Evaluacion antifungica del AgNOszcontra B. zeae. en medio de cultivo.

6.4.1 Crecimiento radial.

Una vez que se determinaron las concentraciones de esporas y la eficiencia de
germinacion en cdmara humeda, se procedié a resembrar el hongo B. zeae por técnica
de sacabocado para determinar su velocidad de crecimiento a concentraciones de 100

ppm y 200 ppm de AgNO3 durante 7 dias.

En PDA previo a su esterilizacion se agregd AgNO; para obtener una
concentracion final de 100 ppm y a 200 ppm para reportar su crecimiento. El
crecimiento radial fue medido al trazar en cada placa Petri 4 direcciones a partir del
centro donde fue posicionado el indculo, fue registrado diariamente en cada toma de
medida el incremento en milimetros del indculo en su plano horizontal, sobre cada uno
de estos ejes, la medicidn se realizé con un vernier digital a partir de las 0 h hasta las
168 h (Figura 6).

Figura 6. Técnica de medicién de crecimiento radial.
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Se utilizo la medicién del diametro de la colonia para evaluar el crecimiento fangico
después de 7 dias. Los porcentajes de inhibicién del crecimiento microbiano debido a

los tratamientos de AgNO3 se calcularon de acuerdo a la ecuacion (2).
DC-Dt
(%) porcentaje de inhibicion= D—*1oo
C
(2)

Donde D. es el promedio del crecimiento microbiano del control (mm) y D; es el

promedio del crecimiento microbiano en el tratamiento (Fouda et al. 2021).

6.5 Evaluacién de posibles efectos toxicos causados por las soluciones de
nitrato de plata en las plantulas de Z. mays.

6.5.1 Disefio experimental

En el experimento 1 se establecieron dos controles de 5 plantas cada uno y dos
tratamientos de 5 plantas cada uno respectivamente. Para el control H,O las plantulas
fueron asperjadas con agua estéril, el control de plantulas infectadas inicié siendo
asperjado con solucion conidial de 3.5x106 conidios/mL cada tercer dia durante 2
semanas, los grupos de plantas tratadas Unicamente con solucion de AgNO3 a 100
ppm y 200 ppm se rociaron con 20ml de las soluciones cada tercer dia durante 2

semanas. (Figura 7)

Figura 7. Disefio experimental de la evaluacion de posibles efectos nocivos del AgNO:s in planta.
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6.6 Evaluacién de la actividad antifungica de los tratamientos a base de nitrato
de plata contra el fitopatégeno B. zeae in plantade Z. mays y A. salmiana.

6.6.1 Disefio experimental del tratamiento preventivo:

En el tratamiento preventivo (Figura 8A) se establecieron 2 controles: Control
H,O en el que se seleccionaron 5 plantulas que solo fueron tratadas con agua estéril,
y el control positivo donde 5 plantulas que fueron inoculadas con soluciéon conidial de
B. zeae. Por otro lado, se seleccionaron 30 plantulas: 15 fueron asperjadas con AgNO3
a 100 ppm (TP 100 ppm) y las otras 15 con AgNO3200 ppm (TP 200 ppm) durante 14
dias partiendo de la semana 0 y semana 1 del experimento, posteriormente en el dia
28 de su crecimiento (semana 2) fueron inoculadas con la solucién conidial de B. zeae,
para evaluar si el AgNO; funcionaba como agente protector para evitar la infecciéon
por el fitopatdgeno (Figura 8B)
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Figura 8. A) Disefio experimental del tratamiento preventivo in planta Z. mays. B) Disefio experimental de
aplicacion de tratamientos.
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6.6.2 Disefio experimental del tratamiento correctivo.

El tratamiento correctivo (Figura 9A) fue muy similar al preventivo, se
seleccionaron de igual forma 30 plantulas, las 30 plantulas se inocularon previamente
con la misma solucion conidial desde el dia 14 de su crecimiento hasta el dia 20,
(semana 0 del experimento). Posteriormente al inicio del dia 21 de crecimiento
(semana 1) 15 plantulas fueron tratadas con AgNO3 a 100 ppm y las otras 15 fueron
tratadas con AgNO3; a 200 ppm el tratamiento fue aplicado durante la semana 1y
semana 2 del experimento para evaluar la actividad antifungica del AgNO3; como
agente reductor o correctivo de la infeccion por la cepa JCP-NY de B. zeae (Figura
9B).
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Figura 9. Tratamiento correctivo. A) Disefio experimental in planta Zea mays. B) Disefio experimental de
aplicacién de tratamientos.
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Todos los experimentos tuvieron una duracién de 6 semanas en las cuales se

evaluaron varios aspectos:

e Crecimiento del tallo de la planta
e Cantidad de hojas verdes

e Cantidad de hojas secas.

6.6.3 Evaluacién de la actividad antifangica correctiva del AgNOsen hojas de A.
salmiana infectadas.

En pencas de maguey con sintomatologia de manchas foliares negras se
seleccionaron 6 zonas afectadas como control positivo las cuales fueron asperjadas
Unicamente con agua estéril (Control H,O) De igual forma 6 zonas fueron elegidas
para ser tratadas con AgNO3; 100 ppm y 6 zonas para AgNO3 200 ppm de las cuales
se calcularon el didmetro o area para determinar la disminucién del diametro de la
mancha negra después de aplicar el tratamiento correctivo con las soluciones de
AgNOs.

Debido a que la morfologia de las manchas no era circular sino mas bien eliptica
se tomaron medidas con vernier digital y obtuvieron las medidas de ambos radios
previo al inicio del tratamiento. Al inicio del experimento semana los grupos de
manchas negras se rociaron 3 veces por semana con las soluciones correspondientes
de AgNOg3y el grupo control con agua destilada estéril. Posteriormente cada semana
se realizaron las mediciones de cada radio y al término se calcularon las areas de
cada grupo de manchas por semanay se obtuvo el porcentaje de disminucion del area

de la mancha.

6.7 Andlisis estadisticos
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Se realizaron pruebas ANOVA y Tukey con complementos de Excel MegaStat para
identificar las semanas en la que se logra el efecto esperado en cada tratamiento y

determinar qué tratamiento resulta mas efectivo.
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7. RESULTADOS

7.1 Biosintesis de nanoparticulas de plata.

Se llevo a cabo la sintesis extracelular por Leuconostoc mesenteroides y se
monitoreo mediante el espectro UV-vis que mostrd una fuerte Resonancia Plasmonica
Superficial a 410 nm, caracteristica de las bionanoparticulas de plata (Mishra et al.,
2014) dando como resultado el cambio de color del sobrenadante de L.

mesenteroides, tal como se muestra en la Figura 10.

Figura 10. Biofrabicacion de bsAgNPs. A) Toma de 12 muestra al tiempo cero. B) Toma de 52 muestra 4 h
después.

La toma de muestras se realiza por triplicado, a una amplitud de 420 nm obteniendo

las siguientes lecturas (Tabla 5).

Tabla 5. Lectura de absorbancias en el espectrofotometro UV-vis a 420 nm

TIEMPO (h) AgNO3(0.1M) SOBLM MIX
0 0.012 0.4233 0.9233
1 0.0153 1.0833 1.51
2 0.0276 1.88 2.3073
3 0.0326 2.2033 2.8556
4 0.0383 2.4933 3.9567
5 0.0406 2.6 >4
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Para las lecturas se tom6 en cuenta la absorbancia del AgNO3 y la del
sobrenadante para descartar o confirmar la posible sintesis de nanoparticulas de plata

al hacer una comparacion con las absorbancias de las bsAgNPs.

Cuando se tomo la lectura a las 4 horas hay una saturacion de la muestra de
bsAgNPs obteniendo una absorbancia <4 A considerandolo el punto mas alto de la
biosintesis. Debido a ello se realiza una dilucién inmediata de la muestra a 1:100 y se
lee la muestra teniendo una lectura promedio de 0.452 A aumentando a 0.580 A al
tomar la muestra de la hora 5 como se muestra en la Fig. 11. Al realizar el analisis
estadistico hay un valor de p<0.05 desde la hora 3 entre las absorbancias de las

muestras analizadas.
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Figura 11. Lectura de absorbancias Espectro UV-vis durante la biosintesis de nanoparticulas de plata. AQNOs

es una solucion de nitrato de plata 0.1M. SOBLM: es el sobrenadante después de ser centrifugado. bsAgNPs:

es el mix de sobrenadante de L. mesenteroides y solucién de AgNOz a 0.1M. bsAgNPs 1:100: Muestra diluida

a 1:100 por saturacién. Flecha roja indica el momento de saturacion de la muestra. Letras diferentes valor de
p<0.05. Analisis realizado con Tukey.

Al realizar la dilucion de la muestra de bsAgNPs a la hora 4 y hora 5, las lecturas
de absorbancia obtenidas se multiplican por el factor de dilucién: 100 como se muestra
en la Fig 12.
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Figura 12. Lectura de absorbancias Espectro UV-vis durante la sintesis de nanoparticulas de plata. AQNOs es

una solucion de nitrato de plata 0.1M. SOBLM: es el sobrenadante después de ser centrifugado y bsAgNPs es

el mix de sobrenadante de L. mesenteroides y solucion de AgNOs a 0.1M. Flecha roja indica multiplicacion de
las lecturas por el factor de dilucién (100). Letras diferentes valor p<0.05. Analisis estadistico realizado por

Tukey.

7.3 Caracterizacion en SEM de las nanoparticulas biosintetizadas.

B
.

| o

B

5

Para confirmar si la biofabricacion de nanoparticulas de plata habia sido exitosa

se analizaron las muestras en Microscopio electronico de barrido SEM (Scanning

Electron Microscopy por sus siglas en inglés) como se muestra en la Fig. 13. Las

bsAgNPs presentan una forma irregular con un tamafio de 0.1 - 0.3 pm

Ademas, de que en el mapeo al identificar los componentes quimicos presentes

se noto la presencia de Carbono (C) y Oxigeno (O) en 100% y 80% aproximadamente

debido a la composicion quimica del dextrano (CgH100s) metabolito principal

producido por la bacteria L. mesenteroides, que se encuentra presente en el

sobrenadante con el que se realizé el mix. También 10% de sodio (Na) debido a que

el sobrenadante contiene citrato de sodio, 10% de azufre (S) y potasio (K) minerales

presentes en los componentes del medio de cultivo MSE/Mayeux (Escartin Torres,

2017).
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Figura 13. Caracterizacion y composicién de las bsAgNPs a 0.1 M. A) Caracterizacion de las bsAgNPs a 0.1M.
B) Composicion quimica de AgNPs a 0.1M.

7.4 Evaluacion antifungica de las bionanoparticulas de plata.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las bionanoparticulas de
plata se analizaron 10 esporas de cada cavidad de los portaobjetos concavos
determinando su posicion mediante coordenadas, ubicandose para monitorear su
germinacion. Se utilizd agua como control positivo y se agregé 10 uL de solucion
conidial (SC) a 3.5 x108 conidia/mL, un control con solucién de AgNO3 0.1 M y cuatro
tratamientos en los que se agregaron 40, 60, 80 y 100 uL de bsAgNPs con 10 uL de

SC en cada uno.

En la Figura 14, se observan los resultados de las 0 a las 72 h, el control con
agua solamente (Fig.14 A) tuvo un promedio de germinacion de 88% de las esporas
seleccionadas, teniendo una diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con el
control AgNO3 y con los tratamientos. El control AgNO; 0.1 M (Fig. 14 B) se
implementd para comparar la germinacion de las esporas con respecto a los
tratamientos con bsAgNPs para descartar la actividad antifungica del AgNO3; vy
determinar la viabilidad de las bionanoparticulas. Sin embargo, en este control no hubo
germinacion de las esporas identificadas transcurrido el tiempo de prueba. En los
tratamientos, los conidios testados con 40 uL y 60 uL de bsAgNPs solo germinaron el
8% (Fig. 14 Cy D), en el tratamiento de 80 ul germiné el 5% (Fig.24 F) con 100 uL no

hubo germinacion (Fig 14 G) se determina un valor p>0.05 respecto al control AGQNOs.
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Figura 14. Evaluacion de la actividad antifangica de las bsAgNPs 0.1 M. A) Conidias germinados en Control H20.
B) Conidias sin germinar en Control AgNOs 0.1M. C) Conidias en fase inicial de germinacién bsAgNPs40. D)
Conidias en fase inicial de germinacion bsAgNPs60. E) Conidias en fase inicial de germinacion bsAgNPs80. F)
Conidias sin germinar bsAgNPs100. Lente objetivo 40x. Flechas rojas indican la forma de germinacion de las
conidias después de ser tratadas. G) Analisis estadistico. Letras diferentes valor de p<0.05. Realizado con Tukey.

Cabe mencionar que en los conidios tratadas con 40 uL y 60 uL presentaron
una germinacién interrumpida, ya que se observa el brote de la hifa, sin embargo, no

hay un desarrollo completo (Flechas de color rojo) (Fig. 14 Ay B).

Al determinar que no existia una diferencia estadisticamente significativa entre
el porcentaje de germinacion del control de nitrato de plata y los tratamientos, se bio-

sintetizaron nanoparticulas de plata a concentracién de (0.06 M) para descartar la
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posibilidad que el nitrato de plata era el agente inhibitorio y que no hubo formacién de

nanoparticulas de plata.

En la Figura 15 transcurridas las 72 h se muestra nuevamente que el control
H,O mantuvo el valor p<0.05 respecto al control AgQNO; (0.06 M) y los tratamientos
con un promedio de germinacion del 90% de las esporas seleccionadas (Fig. 15 A).
El control de nitrato de plata no presenté germinaciéon (Fig. 15 B), y los tratamientos
bsAgNPs 40 ul germind 10% (Fig. 15 C) 60 ul de bsAgNPs 8% (Fig. 15 D), bsAgNPs
80 ul y bsAgNPs 100 pL solo un 3% (Fig. 15 E y F), teniendo un valor de p>0.05 sin
diferencia estadisticamente significativa de los tratamientos respecto control de

AgNO; (Fig. 15 G), tomando en cuenta que la germinacion en los tratamientos se

interrumpe en la fase inicial debido a esto no se desarrollan correctamente las hifas.
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Figura 15. Evaluacion de la actividad antifingica de las bsAgNP 0.06 M. a 72h. A) Conidias germinadas en Control
H20. B) Conidias sin germinar en Control AQNO3 0.06M. C) Conidias en fase inicial de germinacién bsAgNPs40. D)
Conidios en fase inicial de germinacion bsAgNPs60. E) Germinacion de conidias bsAgNPs80. F) Germinacién conidial
bsAgNPs100. G) Analisis estadistico, letras diferentes valor p<0.05. Realizado con Tukey. Flechas rojas indican la
etapa de germinacion. Fotos tomadas del Microscopio 6ptico objetivo 40X.

7.5 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del AgNO3

En el experimento previo se identifico que la dosis de AgNO3; era muy alta e
inhibia la germinacion de las esporas es por ello que se decidié hacer Unicamente la
evaluacion de la actividad antifangica del nitrato de plata a diferentes concentraciones
para determinar la concentraciéon minima inhibitoria. De acuerdo a Young Ki Jo et al.
(2009), la concentracion minima inhibitoria del AQNO3 con respecto a conidios de B.
sorokiniana es a partir de 100 ppm. Debido a ello se eligieron tres concentraciones de
AgNOg3 para confirmar dichos resultados.

En este experimento se emplearon dos controles: un control de solucion
conidial y un control con nitrato de plata ~10,200 ppm (AgNO3z; 0.06 M) y cuatro
tratamientos con 50 yL SC + 50 uL de AgNO3za (T50 ppm), (T100 ppm) y (T200 ppm).

La Fig. 16 muestra que a las 72 h las esporas tuvieron una germinacion
promedio de 85% en el Control H,O (Fig. 16 A), el 0% en el control AQNO3; 0.06 M
(Fig. 16 C), el 63% a 50 ppm (Fig. 16 Dy E), el 20% a 100 ppm (Fig. 16 Fy G) y 0%
a 200 ppm (Fig. 16 H). El analisis estadistico muestra que existe una diferencia
significativa (p<0.05) entre el control H,O con respecto al control AgNO; y los
tratamientos de 0, 50 y 100 ppm, pero no con 100 ppm hay un valor de p>0.05, sin

embargo, no existe diferencia significativa con el tratamiento a 200 ppm. Estos
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resultados demuestran que el nitrato de plata inhibe la germinacion de conidios a

concentraciones mayores de 100 ppm.

En la Figura 16 B, se muestra la germinacion bipolar en una conidia del
fitopatogeno B. zeae, la germinacion bipolar de los conidios es una caracteristica del
género Bipolaris en comparacion con Drechslera, cuyos conidios germinan a partir de
cualquier célula; aunque esta caracteristica por si sola, no un criterio fiable para la

identificacion de Bipolaris (Alcorn, 1983). Otro rasgo distintivo es que los conidios de

Drechslera son cilindricos, mientras que los de Bipolaris son fusiformes y elipsoidales
(Paz et al., 2006).
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Figura 16. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (MIC) del AgNO3 a 72h. A) Control H20
Germinacion total de las conidias seleccionadas. B) Conidia identificada del control H20 con germinacién bipolar
caracteristica de la cepa de B. zeae. C) Control AgNO3 (0.06M) D) y E) T50 ppm identificacion de conidias
germinadas. F) y G) T100 ppm germinacion de Conidias. H) T200 identificacion de germinaciéon en conidios
seleccionados. 1) Andlisis estadistico. Letras diferentes valor p<0.05, realizado por Tukey. Flechas rojas indican
desarrollo de hifas. Fotos tomadas del Microscopio éptico objetivo 40x.

Debido a los resultados anteriores, se seleccionaron las concentraciones de
100 y 200 ppm de nitrato de plata para los siguientes tratamientos in vitro e in planta;
tomando en cuenta también la norma oficial mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-
2004 que establece las concentraciones maximas permitidas de plata en suelo de uso
agricola 390 ppm y en cuerpos de agua (0.5 ppm). (SECRETARIA DE MEDIO
AMBIENTE Y RECURSOS NATURALES (SEMARNAT) 2007. NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004, Ciudad de México)

Para saber si las concentraciones seleccionadas estaban dentro de los limites
establecidos en la NOM, se calcul6 la proporcién existente de plata en 100 ppm y 200

ppm de AgNO3 obtuvimos el siguiente resultado.

e P.M. AgNOs= 169.87 g/mol
e P.MAg"=107.86 g/mol

107.87g/mol
169.87g/mol

Proporcion de Ag = = 0.635

Proporcion = ( 0.635) * (100 ppm) = 63.5 ppm Ag*
Proporciéon = (0.635) * (200 ppm) = 127ppm Ag*

Se concluy6 que la cantidad de plata utilizada en estos estudios esta dentro de
las concentraciones permitidas por la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 para suelos

de uso agricola, pero estan por arriba de las permitidas para cuerpos de agua.
Se realizé una segunda prueba de camara humeda para corroborar que las

concentraciones de nitrato de plata mantuvieron un comportamiento constante

respecto a la prueba anterior.
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7.6 Evaluacion de la actividad antifungica del AgNOs, crecimiento radial en
placas Petri.

Para calcular el porcentaje de inhibicién del crecimiento del fitopatdogeno, se
midio el crecimiento radial de B. zeae en PDA con 100 y 200 ppm de AgNO3, durante
168 h (7 dias, Figura 17).

El AgNO; puede inhibir el crecimiento del hongo B. zeae en las condiciones
probadas. En la Fig. 17 A, se muestra el crecimiento del fitopatégeno después de 7
dias en un medio sin nitrato de plata. El crecimiento del inéculo en PDA con AgNO3;
100 ppm (Fig. 17 B) y 200 ppm (Fig. 17 C). El crecimiento de B. zeae se inhibi6é en
61.4+ 3.17% a 100 ppm y 63.65 = 3.27% a 200 ppm el analisis estadistico no muestra
diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 17 D). Este resultado es similar a

lo reportado para otros hongos (Ki Jo, et al., 2009).
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Figura 17. Velocidad de crecimiento radial del fitopatégeno B. zeae en placas petri. A) Control positivo PDA
comercial. B) In6culo de B.zeae en PDA a 100 ppm AgNOs C) Inéculo de B. zeae en PDA a 200 ppm AgNOs
D) Andlisis estadistico letras diferentes p<0.05, “+” p<0.01. realizado por Tukey.

7.7 Evaluacion de efectos toxicos del nitrato de plata en plantulas de Z. mays.
7.7.1 Crecimiento del tallo.

En el experimento se implementaron dos controles: un control de plantas
asperjadas con agua (Control H,O) y otro donde las plantas se inocularos con B. zeae
(Control inf), de igual forma se determinaron 2 tratamientos con las concentraciones
de nitrato de plata previamente seleccionadas (T100 ppm y T200 ppm). Los controles
se utilizaron para considerar las caracteristicas de una planta sana con respecto a una
infectada para resaltar los sintomas que causa la enfermedad de “la negrilla”, por
ejemplo, el retraso en el crecimiento o en el desarrollo, pérdida de hojas, puntos
necréticos entre otros que se pudieran observar. Los tratamientos se implementaron
para resaltar las caracteristicas que el AQNO3 causara en las plantas, mismas que se
pudieran confundir con la propias de la sintomatologia provocada por la infeccién

de la negrilla o identificar algunos diferentes causados por el compuesto.

En la Fig. 18, se muestra que no existe una diferencia significativa (p>0.05)
entre el crecimiento de las plantas del control positivo (Control H,0) y el crecimiento
de las plantas tratadas con AgNO3 (T100 ppm) y (T200 ppm). Esto demuestra que el
nitrato de plata, a 100 y 200 ppm, no tiene un efecto negativo significativo en el

desarrollo de las plantas.
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Figura 18. Evaluacion del crecimiento de las plantulas asperjadas con soluciones de nitrato de plata a 100 ppm y
200 ppm. Letras diferentes p<0.05. Analisis estadistico realizado con Tukey.

Se realizdé un segundo experimento para observar el efecto del hongo en el
crecimiento de las plantas de maiz, en este se observé una diferencia significativa (p
< 0.05) en el crecimiento de las plantas respecto al control de agua y a los
tratamientos; con estos resultados se demuestra que el fitopatogeno afecta el

crecimiento de las plantas de maiz infectadas.

7.7.2 Brotes de hojas y hojas secas.

La pérdida de hojas en las plantas de maiz a causa de la infeccion por B. zeae
es una de las caracteristicas mas peligrosas, ya que al secarse las hojas existe mayor
posibilidad de la pérdida total de la planta. En este experimento se evalud si el nitrato
de plata podia generar ese efecto nocivo para el correcto desarrollo de la planta,

identificando si brotaban hojas nuevas o inducia la desecacién de las mismas.

En la Fig 19, se observa una hoja de una planta control, totalmente sana (Fig.
19 A), una hoja con sintomatologia de infeccién por fitopatégeno del género Bipolaris
con un tizén de color marron en las hojas (Fig. 19 B). Hoja de una planta asperjada
con nitrato de plata a 100 ppm presentando una coloracion diferente, pero solo
aparecio en esa hoja de las 5 plantas tratadas (Fig. 19 C). Hojas sanas después de
agregar nitrato de plata a 200 ppm por aplicacion foliar (Fig. 19 D). Las manchas
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marrones a menudo aparecen en las hojas medias e inferiores del dosel de la planta.
Los primeros sintomas en las hojas fueron manchas pequefias de 1 a 3 mm, marrones
y acuosas que luego aumentaron 5 a 8 mm, corroborando la sintomatologia de
infeccion descrita en Zhao et al., (2017).

000
MHTESG T Ty

Figura 19. Infeccién por B. zeae. A) Hoja sana Control H20. B) Hoja Infectada (Control Inf.). C) Hoja tratada
con 100 ppm de AgNO3 (T100 ppm). D) Hoja tratada con 200 ppm de AgNO3(T200 ppm)

En la Fig. 20 se muestra que no existe una diferencia significativa p>0.05 en el
brote de hojas de las plantas del Control H,O y las plantas de los tratamientos (T100
ppm) y (T200 ppm). El valor de p<0.05 existe entre los brotes del Control H,O, los
tratamientos con respecto a la pérdida de hojas del control de las plantas inoculadas
(Control inf.) a partir de la semana 3 de evaluacién, sintoma que nos confirma la
infeccidon considerando que el nitrato de plata no resulta nocivo en el desarrollo de la

planta, continuando con su crecimiento y brotes de hojas.
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Figura 20. Evaluacion de los brotes o perdida de hojas en las plantulas asperjadas con nitrato de plata a 100 ppm
y 200ppm. Letras iguales valor de p>0.05 Letras diferente valor p<0.05. Andlisis estadistico realizado por ANOVA 'y
Tukey.

7.8 Evaluacion de la actividad antifungica del nitrato de plata contra lainfeccidon
de B. zeae.

La actividad antifungica de la plata iénica o de nanoparticulas tiene un gran
potencial para su uso en el control de hongos patégenos vegetales productores de
esporas. La plata puede ser menos toxica para los humanos y los animales que los
fungicidas sintéticos. Multiples modos de accion dirigidos a una amplia gama de vias
biol6gicas de los microbios proporcionan un beneficio importante para evitar el
desarrollo de resistencia, que ha sido cada vez mas importante en términos de
problemas actuales para el manejo quimico de muchas enfermedades fungicas de las
plantas, sin embargo, la eficacia de la plata esta muy influenciada por el momento de
la aplicacidn, las aplicaciones preventivas y las aplicaciones post inoculacién. (Young
ki -Jo et al. 2009).

7.8.1 Tratamiento preventivo in planta de Z. mays.
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A) Crecimiento del tallo

El tratamiento preventivo se aplico en las plantulas de Z. mays, 2 semanas previas a
la inoculacion, para evaluar la inhibicion de la infeccion por B. zeae y los efectos en el

crecimiento.
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Figura 21. Evaluacién del crecimiento de las plantulas en el tratamiento preventivo. Letras diferentes p<0.05.
Flecha color amarilla indica semanas de aplicacién de tratamientos, color verde semana de inoculacion. Analisis
estadistico realizado con Tukey.

En la Figura 21. durante la semana 1 hay una diferencia significativa p<0.05
entre las plantas control (Control H,O) respecto a las plantas inoculadas (Control Inf),
y con las plantas con los tratamientos de nitrato de plata, (TP100 ppm) y (TP200 ppm).
En la semana 2, las plantas tratadas con AgNO3 a 100 ppm comienzan a crecer
haciendo una diferencia con las plantas inoculadas manteniendo un crecimiento lento
hasta la semana 6. Las plantas tratadas con solucién de nitrato de plata a 200 ppm
(TP200 ppm) comienzan a crecer hasta la semana 5, siendo hasta la semana 6 una
recuperacion de + 1.4 cm, generando una significancia p<0.05 con las plantas

infectadas, pero sin recuperar el crecimiento de una planta control.

B) Brotes de hojas y hojas secas.

Las hojas secas indican que la planta esta infectada, en la Figura 22 se identifican que

las plantas control que fueron asperjadas Unicamente con agua desionizada (Control
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H,0) no tuvieron hojas secas, de lo contrario con el paso de las semanas tuvieron
brotes. Las plantas inoculadas con conidios de B. zeae en la semana 0 iniciaron con
6 hojas y con el paso de las semanas se secaron 4 hojas. Las hojas de las plantas
con el tratamiento preventivo (TP100 ppm) y (TP200 ppm) no perdieron la totalidad de
sus hojas, pero el 50% de sus hojas se secd. Teniendo una diferencia significativa

p<0.01 con el Control H20 respecto al control Inf. y los tratamientos debido al brote

hojas.
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Figura 22. Evaluacién de los brotes o pérdidas de hojas en las plantulas del tratamiento preventivo. Letras
diferentes p<0.05. Flecha color amarilla indica semanas de aplicacién de tratamientos, color verde semana de
inoculacion. Andlisis estadistico realizado con Tukey.

I o)

Figura 23. Tratamiento preventivo en plantulas de Z. mays. A) Hoja control asperjada con H20, B) Hoja
infectada, C) Hojas con los respectivos tratamientos. D) Hojas secas durante al tratamiento

En la Figura 23. Se observan fotografias de A) Hoja sana control asperjadas con agua

desionizadas estéril. Fig. 23 B) Hoja Infectada con solucién conidial de B. zeae Fig 23
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C) Hojas tratadas con tratamiento preventivo 100 ppm y 200 ppm de AgNOs3 y

posteriormente inoculadas. Fig. 24 D) Hojas secas de plantulas tratadas con

preventivo a 200 ppm.

7.8.2 Tratamiento correctivo in planta de Z. mays.

A) Crecimiento del tallo.

El tratamiento correctivo se aplicé en las plantulas de Z. mays 1 semana

después de ser inoculadas, para evaluar la atenuacion o correccion de la infeccion por

B. zeae y los efectos en el crecimiento.
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Figura 24. Evaluacion del crecimiento de las plantulas en tratamiento correctivo. Letras iguales p>0.05 Letras
diferentes p<0.05. Flecha color amarilla indica semanas de aplicacion de tratamientos, color verde semana de
inoculacion, color rojo recuperacion de crecimiento. Analisis estadistico realizado con Tukey.

En la Fig. 24, se observa un crecimiento constante de las plantas control

(Control H,0O) con una diferencia significativa p<0.05 respecto al control de plantulas

inoculadas y las plantas del tratamiento correctivo. En la semana 4 las plantas

inoculadas y posteriormente tratadas con las soluciones de nitrato de plata a 100 y

200 ppm recuperan su crecimiento haciendo una diferencia p<0.05 con respecto a las

plantas Unicamente inoculadas con B. zeae. (control Inf). En la semana 5y 6 las

plantas del tratamiento correctivo 200 ppm (TC200 ppm), se recuperaron +4.2 cm.

Posterior a la infeccion por el fitopatdgeno, caso contrario en las plantas del

tratamiento a 100 ppm (TC100 ppm) ya que no mueren, pero su crecimiento se detiene

después de la semana 4.
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B) Brotes de hojas y hojas secas.

En la Fig. 25 se muestra la diferencia de hojas con respecto a la semana 0,
debido a la infeccién las plantas tienden a perder hojas, es por ello que las plantas
con tratamiento correctivo, es decir, aquellas que fueron inoculadas y posteriormente
tratadas con nitrato de plata, pierden hojas como respuesta a la infeccion sin embargo
mantienen mas del 50% de las hojas iniciales. Teniendo en cuenta que las plantas en

la semana 5 presentaron brotes de hojas nuevas.
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Figura 25. Evaluacién de los brotes o perdidas de hojas en las plantulas del tratamiento correctivo. Letras
diferentes p<0.05. Flecha color amarillo indica semanas de aplicacion de tratamientos, color verde semana de
inoculacion, color rojo brote nuevo. Andlisis estadistico realizado con Tukey.

! !
Figura 26. Tratamiento correctivo en plantulas de Zea mays. A) Planta sana B) Planta Infectada C) Hojas post
tratamiento D) Estado general de la planta post tratamiento 200 ppm.
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Enla Fig 26. Se aprecian fotografias para comparar los resultados de los tratamientos
respecto a las plantas sanas e infectadas A) Hoja sana (Control H,O). B) Hoja
Infectada (Control Inf.). C) Hojas previamente inoculadas y posteriormente tratadas
con 100 ppm y 200 ppm de AgNO3. D) Plantula tratadas con correctivo a 200 ppm.

7.8.2 Tratamiento correctivo in planta A. salmiana.
Hojas o pencas
Las hojas (pencas) de los agaves estan recubiertas con una capa cuticular que
desempeiia funciones relevantes, como: el intercambio gaseoso, control de los
cambios de temperatura, como barrera contra patdgenos, entre otros. Como bien se
menciona las manchas grises o tizones de las cuales fue aislada la cepa de Bipolaris
zeae, afectan ambas caras abaxial y adaxial de la hoja poniendo en peligro toda la

planta de agave.

Figura 27. Evaluacion antifingica correctiva del AQNO3 en Agave salmiana infectado. A) Tizon control (Semana
0). B) Tizdn control (semana 4). C) Tizones TC100 ppm (semana 0). D) Tizones TC100 ppm (semana 4). F)
Tizones TC200 ppm (semana 0). G) Tizones TC100 ppm (semana 4).
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En la Figura 27 Se muestran fotografias de una de las lesiones foliares
causadas por el fitopatdégeno, lesion testada con agua (H,O) toma de medida en
semana 0 Medida del area de la lesion Foliar control en la semana 4 (Fig. 27 Ay B).
Tizon foliar tratado con solucién acuosa de AgNO3 a 100 ppm semana 0, Tizon foliar
tratado con solucion acuosa de AgNO3 a 100 ppm semana 4 (Fig. 27 C y D.) Tiz6n
foliar tratado con solucion acuosa de AgNO3 a 200 ppm semana 0. Tizon foliar tratado
con solucién acuosa de AgNO3 a 200 ppm semana 4 (Fig. 27 E y F). Mostrando una

disminucion en el area de la lesion foliar, caracterizado por una halo de color café.
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Figura 28. Evaluacion de la actividad antifingica correctiva del AQNOz en planta de A. salmiana infectada.
Letras diferentes p<0.05. Andlisis estadistico realizado por Tukey.

En la Figura 28, se describe que durante la semana 0y 1 después de aplicar
ambos tratamientos y el control no existe diferencia significativa en la disminucion del
area de los tizones o manchas foliares seleccionadas. En la semana 2 hubo un
promedio de disminucion de 4.32% del area de los de los tizones asperjados con
TC100 ppm, y un 7.46% de los asperjados con TC200 ppm con respecto al control
(H20). En la semana 3 las manchas tratadas con 100 ppm disminuyeron 1.08% y los
tratados con 200 ppm disminuyeron 4.97% mas respecto a la semana anterior.

Finalizando en la semana 4 con una reducciéon promedio de 7.02% para las manchas
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tratadas con TC100 ppm y 16.21% para las tratadas con TC200 ppm, logrando un

valor de p<0.05 en la ultima semana con el tratamiento correctivo a 200 ppm.
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8. CONCLUSIONES

La sintesis extracelular de nanoparticulas de plata por medio del sobrenadante
Leuconostoc mesenteroides no logré concretarse debido a que la forma y el tamafio
de las bsAgNPs no eran consistentes y al probar su actividad antifungica in vitro se
determiné que el verdadero agente inhibidor de germinacion era el nitrato de plata

0.6M (~100,000 ppm), debido a las altas concentraciones utilizadas

Debido a las concentraciones excesivas y toxicas del nitrato de plata se
determind que las concentraciones minimas inhibitorias del nitrato de plata son las

mayores o iguales a 100 ppm. respecto a la germinacién de los conidios de B. zeae.

Se determiné que la concentracion a 200 ppm de AgNO3 al evaluar su actividad
antifingica in vitro causa una inhibicion total en la germinacion de las esporas de B.

zeae. Mientras que en 100 ppm s6lo germinan en etapa inicial.

Las concentraciones de nitrato de plata utilizadas se encuentran dentro de los
limites establecidos en la norma NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 para la tierra con

uso de suelo agricola.

En medio PDA con las mismas concentraciones de nitrato de plata y un control

se obtuvo una inhibicion de crecimiento de mas del 65% a 200 ppm y 60% a 100 ppm.

En las pruebas preliminares para evaluar los posibles efectos toxicos del nitrato
de plata en las plantas de maiz se determiné que el crecimiento de las plantulas no se
ve interrumpido o disminuido y no hay pérdida de hojas en el tratamiento a 100 ppm,
caso contrario a 200 ppm que hay una pérdida del 10% de las hojas, pero debido a
las condiciones, se puede considerar que la desecacion de las hojas sucediera por

factores externos ambientales o condiciones intrinsecas de la planta.

El tratamiento preventivo en plantas de Z. mays, se observé que el crecimiento
del tallo con respecto al control es demasiado lento llegando a detenerse a partir de
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la semana 4 sin que la planta no se seca en su totalidad, sin embargo, al no crecer y
perder el 50% de sus hojas el desarrollo de la planta se ve afectado. Concluyendo que

la actividad antifingica preventiva con ambos tratamientos no es una opcion viable.

El tratamiento correctivo con el tratamiento a 100 ppm recuperd su crecimiento
lentamente y la pérdida de hojas fue menor al 30%. Por otra parte, las plantas tratadas
con nitrato de plata a 200 ppm recuperaron su crecimiento llegando a competir con
las plantas control, en las primeras semanas se secaron 2 hojas, pero se recuperan
en la semana 5y 6 con 2 brotes de hojas, concluyendo que se revierten los dafnos

causados por el hongo a la semana 4.

El tratamiento correctivo en A. salmiana presenta una disminucion en el area

de las manchas foliares. Presenta una disminucion de 17% a 200 ppm y 7% a 100
ppm.

Concluyendo que el tratamiento correctivo con nitrato de plata en bajas
concentraciones resulta ser una alternativa contra el hongo aislado de la mancha
negra de la enfermedad de la negrilla, asegurando que si las plantas de maiz se
infectan y se identifica la enfermedad durante las primeras semanas hay
probabilidades de que al aplicar el tratamiento TC 200 ppm se puedan revertir los
dafios y la planta pueda recuperase una semana después de ser tratada, teniendo en
consideracion que las cantidades de plata idnica que pueden acumularse en las hojas

o raices son minimas debido a la concentracion utilizada.
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9. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO.

Dentro de los estudios realizados sobre el agente causal de la enfermedad
“negrilla” o “viruelilla” en A. salmiana se ha confirmado la presencia de dos
fitopatdogenos B. zeae y C. lunata en estudios diferentes, pertenecientes al complejo
Cochliobulus, Bipolaris y Curvularia, sin embargo, aun no se ha determinado la
presencia de ambos géneros en las lesiones foliares de agaves contaminados, para

confirmar el protagonismo de este complejo como agente causal.

Aln quedan varios puntos que deben aclararse sobre el implemento de
nanoparticulas sintetizadas extracelularmente para medir la eficacia para la inhibicién
de la germinacion de las esporas de este fitopatdbgeno, ademas, de probar su

efectividad in planta.

El nitrato de plata en solucién acuosa resulta de ser una alternativa eficaz para
la inhibicion y disminucion de la infeccion de diversos fitopatdgenos incluido B. zeae.
y bacterias; al aplicarse como tratamiento en plantas de consumo humano y animal
se desconoce si los productos obtenidos del A. salmiana y Z. mays, mantengan su
calidad después de ser tratados con la solucion de dicho compuesto, se recomienda
hacer una valoracion en la calidad de los productos, ademas, de realizar pruebas que
confirmen o descarten la presencia de iones de plata en dichos productos para

determinar si existe algun riesgo en el consumo.

Confirmar el papel de agente infeccioso de B. zeae en plantas de cebada, trigo
0 arroz debido a que estas especies de gramineas son las que mayor incidencia
reportan en casos de infeccion por agentes del género Curvularia o Bipolaris, a nivel

mundial.
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