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Resumen

El uso de las nanopatrticulas en la agricultura abre la oportunidad al desarrollo de agroproductos
con esta tecnologia, orientados al control de enfermedades causadas por hongos fitopatdégenos.
El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto inhibitorio de nanoparticulas de didxido
de silicio (NPs SiO,) y grafeno (NPs-Graf) mezcladas con extractos de Bacillus amyloliquefaciens
(EcBa) sobre el desarrollo micelial y formacion de estructuras reproductivas de Fusarium solani,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum acutatum y Alternaria alternata. Para la prueba de efectividad
bildgica, se utilizo la técnica de medio envenenado y bajo un disefio completamente al azar de dos
dosis (D¢ 70 y D 90) y un testigo absoluto con 20 repeticiones por cada tratamiento. Los datos
se analizaron mediante andlisis de varianza y prueba de medias Tukey (p# 0.05). Se calcularon
las dosis efectivas mediante analisis Probit. El tratamiento que presentd mejor efecto inhibitorio
fue NPs SiO, + EcBa, ya que logro inhibir el crecimiento de micelio y disminuy6 la produccién de
estructuras reproductivas (esporas y esclerocios) de 84% hasta 100% con dosis bajas en Fusarium
solani, Rhizoctonia solani, Colletotrichum acutatum y Alternaria alternata, seguido de NPs Graf +
EcBa, EcBa a mayor dosis obtuvieron de 83.7 a 100% de inhibicién, respectivamente.
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Introduccion

El uso de la nanotecnologia (NT) reviste gran importancia en la agricultura por sus multiples
aplicaciones, ampliando las posibilidades de desarrollo de agro productos como nanofertilizantes,
nanoherbicidas y nanopesticidas, que mejoren el rendimiento en los cultivos y protejan el
medio ambiente (Lira-Saldivar et al., 2018). El silicio poroso nanoestructurado tiene importantes
propiedades, ya que se pueden modificar sus caracteristicas opticas, quimicas y eléctricas para el
desarrollo de sensores quimicos y bioldgicos (Rios et al., 2020).

La eficiencia del silicio poroso se ha probado para el desarrollo de medicamentos, ya que,
estas moléculas pueden introducirse en las nanoparticulas (NPs) de silicio funcionando como
acarreadores de farmacos (Santos et al., 2014). Las nanoparticulas de silicio, tienen el potencial
de revolucionar la tecnologia existente utilizada en la agricultura y la biotecnologia vegetal, estas
pueden proporcionar alternativas ecolégicas y tener soluciones concretas para problemas, como
los relacionados con malezas, patdgenos, sequia y productividad (Rastogi et al., 2019).

Por otra parte, el 6xido de grafeno es un material derivado del carboén, el cual se presenta como
una lamina de grafeno la cual pudiese ser funcional con diferentes grupos oxigenados, como el
hidroxilo, epoxi y carbonilo los cuales estan presentes en las estructuras del grafeno ocasionando
que este sea muy hidrofilico (Lira-Saldivar et al., 2018). Al ser una lamina bidimensional, delgada y
en forma de estructura de panal, le brinda notables propiedades mecénicas, eléctricas, térmicas y
de barrera. Siendo los nanocompuestos basados en grafeno un area de investigacion candente en
la tltima década. Por estas razones, ha sido el objetivo de innumerables esfuerzos de investigacion,
el incorporar grafeno en polimeros para disefiar nanocompuestos (Smith et al., 2019).

Estudios han revelado el papel del grafeno en la actividad antimicrobiana, sentando las bases para
su uso en el control de patdgenos al presentar diferentes actividades antimicrobianas, incluidas
antibacterianas, antifiingicas y propiedades antivirales (Almardani et al., 2019). De los reportes
publicados con el tema de las NPs, destacan los siguientes: el uso de nanoformulaciones de
plaguicidas para el control de Phenacoccus solenopsis (Elabasy et al., 2020).

NPs de cobre sobre el control de hongos fitopatégenos (Fusarium solani, Fusarium
verticillioides, Verticillium dahlie, Neofusicoccum sp. yFusarium oxysporum) (Pariona et al.,
2018). El grafeno en nanoformulaciones con fungicidas, presenté una capacidad
inhibidora contra Fusarium graminearum, sobre el crecimiento, la biomasa micelial y la
germinacion de esporas (Wang et al., 2021).

Por otro lado, los hongos fitopatdgenos son un factor limitante en la produccion de cultivos, ya
gue reducen significativamente el rendimiento causando dafios a plantas y frutos, entre estos se
encuentran Fusarium oxysporum comprende mas de 120 cepas conocidas o formas especiales.
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici causa marchitez en el tomate. La marchitez por Fusarium
es una enfermedad destructiva del tomate en varios paises del mundo y es de gran preocupaciéon
para los productores debido a su gran pérdida de produccion (Malandrakis et al., 2018). Mientras
gue Rhizoctonia solani es un hongo mas virulento y ampliamente distribuido en el suelo, que causa
graves pérdidas de rendimiento de papas en todo el mundo ocasiona dafios; por ejemplo, en tallos
y raices (Kiptoo et al., 2021).

Asimismo, entre los hongos que originan dafios en la etapa de postcosecha, se encuentran
Colletotrichum acutatum afectando, entre otros a los frutos de aguacate (Barroso et al., 2021).
Alternaria alternata el cual afecta severamente frutos de tomate particularmente, disminuyendo la
calidad de este producto agricola con pérdidas econdmicas considerables (Coromoto y Reyes,
2018). Con relacion al control de estos patdgenos cominmente, se lleva a cabo mediante el uso
de funguicidas quimicos, los cuales ocasionan dafios a la salud, contaminan el medio ambiente
y generan resistencia en los microorganismos, como en el caso de los benzimidazoles, donde se
han reportado numerosos casos de generacion de resistencia en diversas formas especiales de
F. oxysporum (Arie, 2019).
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Debido a esto es necesario desarrollar estrategias ecolégicamente amigables para el control de
los hongos fitopatdgenos. Se ha reportado el uso de bacterias antagdnicas como: Bacillus subtilis
y B. amyloliquefaciens. Las bacterias del grupo Bacillus son bien conocidos como productores de
una amplia gama de compuestos antagonistas, como son los péptidos y lipopéptidos, compuestos
policétidos, bacteriocinas y sideréforos (Fira et al., 2018). Habe et al. (2017) indicaron que B. subtilis
produjo lipopéptidos circulares como la surfactina e iturina, son considerados como compuestos
antifiingicos que afectan a las células diana a nivel de membrana.

Existen escasos reportes cientificos sobre la actividad fungicida del uso de NPs de silicio y grafeno,
en combinacion con B. amyloliquefaciens. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
inhibitorio de estos compuestos y el extracto bacteriano sobre el desarrollo micelial y formacién
de estructuras reproductivas de los hongos F. solani, R. solani, C. acutatum y A. alternata in vitro.
Buscando una alternativa de manejo de enfermedades fangicas con insumos de menor impacto
ambiental, pero con alta efectividad.

Materiales y mtodos

Material bioldgico

Los hongos fitopatégenos F. solani, R. solani, A. alternata y C. acutatum, fueron aislados,
purificados e identificados en el laboratorio de Toxicologia de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), los cuales se cultivaron en medio de cultivo agar dextrosa y papa (PDA)
(BD Bioxon®) para su posterior uso.

Preparacion de extractos de B. amyloliquefaciens enriquecidos con NPs de
didxido de silicio (SiO , y grafeno (Graf

Se utilizé la cepa de B. amyloliquefaciens (EcBa) previamente identificada en el laboratorio de
Toxicologia de la UAAAN, dicha cepa se la cual se cultivd en tubos inclinados con agar nutritivo
(TM Media®) para su crecimiento. Posteriormente se prepararon 500 ml de medio de cultivo liquido
para la produccién de iturinas por fermentacion mediante el procedimiento descrito por Mckeen et
al. (1986). Se ajust6 el pH a 6 y se esterilizé en autoclave durante 15 min a 121 °C.

Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se inoculé con 1 ml de suspensién bacteriana 1x10°
UFC, dejando en incubacion a 30 °C y en agitacion constante en una incubadora con agitacién
(150 rpm) por tres dias. Transcurrido este tiempo se realizd el extracto, eliminando las bacterias
por centrifugacion a 5 000 rpm por 20 min y el uso de filtros de 0.22 pm de diametro de poro
(Linktor® Syringe filters). Una vez obtenido el extracto de EcBa se procedié a realizar los productos
formulados con NPs de diéxido de silicio (NPs SiO,) y grafeno (NPs Graf) proporcionadas por la
empresa Culta, SA de CV (Ciudad Mante, Tamaulipas).

Para ello se mezclaron 2 g de NPs por cada 100 ml de extracto bacteriano, la solucion se
sonificé sumergiendo la sonda de ultrasonido (Branson® Sonifier 450 EUA) a 35% de potencia
constante durante 10 min a una temperatura de 60 °C para su mejor dispersion, se conservo a
4 °C protegida de la luz.

Evaluacion in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens con NPs SiO , y Graf
sobre el desarrollo micelial de hongos fitopatogenos

Se utilizo el hongo F. solani para determinar la ventana bioldgica correspondiente al bioensayo uno
de inhibicion micelial, donde se evaluaron cinco tratamientos: extracto solo de B. amyloliquefaciens
(EcBa), NPs SiO, y mezcladas en agua destilada estéril (NPs SiO, + H,0), NPs SiO, f y mezcladas
con extracto de B. amyloliquefaciens (NPs SiO, + EcBa) y NPs Graf y mezcladas en agua
destilada estéril (NPs Graf + H,0), NPs Graf y mezcladas con extracto de B. amyloliquefaciens
(NPs Graf + EcBa) con nueve dosis (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 8, 16, 32 y 40 ml L-1 y el testigo) por
tratamiento, con 10 repeticiones.
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Se uso la técnica del medio envenenado (Ochoa et al., 2012), que consistié en colocar explantes
de 0.5 cm de diametro al centro de la caja Petri de 9 cm de diametro, con cada fitopatdgeno de
interés y se incubaron a 25 +£2 °C en oscuridad hasta que el crecimiento de micelio del testigo
(solo PDA) alcanzé las medidas de la placa. El crecimiento micelial se midié cada 24 h con un
vernier, los datos de crecimiento se usaron para calcular los porcentajes de inhibicién mediante la
siguiente férmula: (PICR= [(R1-R2)/R1] x 100). Donde: PICR= porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial; R1= crecimiento micelial del testigo y R2= crecimiento micelial del tratamiento.

Con los datos obtenidos del PICR se calcularon las dosis (Dg 30, D 50, D¢ 70y D¢ 90)
mediante analisis Probit. Se realizé una prueba de efectividad biolégica (bioensayo dos) usando
las dosis recomendadas para (D: 70 y D¢ 90) de los tratamientos EcBa, NPs SiO, + EcBa, NPs
Graf + EcBa y Testigo con 20 repeticiones (caja Petri) sobre los fitopatdgenos F. solani, R. solani,
A. alternata y C. acutatum.

Evaluacion in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens con NPs de SiOz2 Y
Graf sobre la produccion de estructuras reproductivas de hongos

fitopatdgenos

Se realiz6 un tercer bioensayo, donde se evaluaron las dosis efectivas (Dg 30y Dg 50y D 70)
de EcBa, NPs SiO, + EcBa, NPs Graf + EcBa y testigo con tres repeticiones para cada uno de los
hongos fitopatdégenos, usando la técnica medio envenenado (Ochoa et al., 2012). Para esto a los
10 dias posteriores a la siembra del hongo en la caja Petri, se adicionaron 5 ml de agua destilada
estéril a la caja Petri. Se tomd una alicuota de 1 ml y se contaron las esporas por triplicado en
una camara de Neubauer en un microscopio 6ptico a 40X (Nikon® Japan 449193).

En los hongos F. solani, A. alternata y C. acutatum, las esporas se transfirieron a tubos de
ensayo y se homogenizaron en un vortex, Se tomaron 20 pl de la suspensién y contaron como
anteriormente se ha descrito (Barroso et al., 2021). Para el caso de R. solani, se realiz6 un
conteo de esclerocios. En este caso la caja Petri se dividi6 en cuatro cuadrantes y se
contabilizaron los esclerocios en un microscopio estereoscopio (Olympus® SZ2-LGB).

Disefio experimental

En la inhibicién micelial (bioensayo uno), se utilizé un disefio completamente al azar en cada
tratamiento con seis dosis: EcBa (2.5, 5, 8, 16, 32 y 40 ml L™) y en NPs SiO, + EcBa, NPs Graf+
EcBa, NPs SiO, + H,0 y NPs Graf + H,0 (1, 2.5, 5, 8, 16, 32 ml L) mas un testigo (0 ml L™) PDA
sin tratamiento como control absoluto, cada dosis tuvo 10 repeticiones, dando un total de 70
unidades experimentales por cada tratamiento evaluado sobre F. solani, respectivamente.

En las pruebas de efectividad bilégica (bioensayo dos), se usé un disefio completamente al
azar para cada hongo fitopatégeno (F. solani, R. solani, A. alternata y C. acutatum),
evaluando las dosis efectivas D 70 y D¢ 90, mas un testigo (0) con 20 réplicas, dando
un total de 60 unidades experimentales por cada tratamiento evaluado (EcBa, NPs SiO, +
EcBa, NPs Graf + EcBa).

En cuanto a la produccion de estructuras reproductivas (bioensayo tres), se realizd en un disefio
completamente al azar de tres dosis efectivas: 1= D¢ 30, 2= D¢ 50, 3= D¢ 70y un testigo (0)
con tres observaciones, dando un total de 12 unidades experimentales por cada tratamiento y
hongo fitopatdgeno evaluado.

Analisis de datos

En las variables evaluadas se utilizé un disefio completamente al azar en cada tratamiento. Se
utilizé un andlisis de varianza y comparacion de medias de la diferencia minima significativa por
Tukey (p< 0.05) usando el programa estadistico Statistical Analysis System version 9.0. En la

elocation-id: €3140 4

—_


https://doi.org/10.29312/remexca.v15i8.3140

- TR

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v15i8.3140

determinacion de las dosis efectivas, se usaron los datos de PICR obtenidos por medio de la
férmula y se calcularon las dosis por analisis Probit con el mismo programa estadistico.

Resultados y discusion

Evaluacidn in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens con NPs de SiO , y
Graf sobre el crecimiento micelial de hongos fitopatogenos

Los resultados del bioensayo 1 (ventana bioldgica) con el hongo F. solani, Los tratamientos con
NPs mostraron efecto inhibitorio a partir de 1 a 40 ml L™ (Figura 1). El tratamiento NPs SiO, + EcBa
mostré 100% de inhibicién micelial en las concentraciones de 5 a 32 ml L™, seguido del tratamiento
NPs Graf + EcBa con inhibiciones de 100 a las concentraciones de 8 a 32 ml L™, mientras que
los tratamientos NPs SiO, + H,0 y NPs Graf + H,O mostraron efecto inhibitorio de 100% en las
concentraciones16y 32 ml L™.

Figura 1. Efecto inhibitorio micelial de diferentes concentraciones de extractos de B. amyloliquefaciens
con NPs de oxido de silicio y grafeno sobre F. solani. EcBa= extracto de B. amilolyquefaciens; NPs SiO, +
EcBa= NPs de didxido de silicio y mezcladas con EcBa; NPs SiO, + H,0= NPs de didxido de silicio y
suspendidas en agua destilada estéril; NPs Graf + EcBa= NPs de grafeno y mezcladas con EcBa y NPs Graf
+ H,0= NPs de grafeno y suspendidas en agua destilada estéril.

Con respecto al extracto bacteriano EcBa, se obtuvo 91.71% usando la concentracion mas alta (40
ml L™). La combinacion de las NPs con el extracto de B. amyloliquefaciens se produjo un efecto
sinérgico, el cudl potencializa el efecto fungicida desde las concentraciones mas bajas. Al respecto
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podemos mencionar que las moléculas bioactivas de B. amyloliquefaciens son los lipopéptidos
circulares de las familias de surfactina, iturina y fengicina, afectan a las células a nivel de membrana
provocando una degradacion fisica, causando la actividad inhibidora del crecimiento, ademas de
inducir resistencia sistémica en las plantas y competir por nichos ecolégicos con los patégenos
vegetales (Ngalimat et al., 2021).

En el caso de las nanoparticulas de 6xido de silicio, interrumpen funciones celulares como la
diferenciacion, aumento de la permeabilidad de la pared, desactivacion de moléculas de proteinasy
afectar el ciclo energético transmembrana (Derbalah et al., 2018). Con relacién a las nanopatrticulas
de grafeno, estas inducen la alteracion de la membrana celular, dafia el ADN, influyd en las vias
metabdlicas energéticas para inactivar los microorganismos y También tiene actividad fotoquimica
al causar estrés oxidativo (Fernando et al., 2018).

Estos resultados concuerdan con Duan et al. (2021) donde reportan un efecto inhibidor (86.7,
84.2, 72.8y 74%) sobre Fusarium proliferatum, Fusarium solani, Fusarium verticillioides y Fusarium
oxysporum respectivamente. Por su parte Peng et al. (2022) reportaron que 50, 100 y 150 mg
L™de nanoparticulas de éxido de silicio aumentaron la firmeza del rizoma de jengibre, la pérdida de
agua aumenté de la actividad de enzimas antioxidantes, contenido total de fendlicos y flavonoides,
ademas inhibiéFusarium solanial impedir la penetracién de hifas en las células.

Asimismo, El-Abeid et al. (2020) mencionan que nanoparticulas de grafeno con cobre mencionan
una mayor actividad antifingica con solo 1 mg L™ que el fungicida convencional con 2.5 g L™.
creando hoyos y poros en las membranas celulares de los hongos, lo que induce la muerte celular,
para reducir la gravedad de las enfermedades del marchitamiento por Fusarium.

La finalidad de determinar las dosis inhibitorias (bioensayo 1), fue para conocer la cantidad del
tratamiento para inhibir el desarrollo del fitopatdogeno, similar a lo reportado por Ochoa et al. (2012)
en donde se determind la dosis efectiva media (EDsp). Por lo que, en este estudio se utilizaron los
datos obtenidos de PICR para calcular las dosis efectivas (D¢ ) de los tratamientos (Cuadro 1). Se
observé que el tratamiento NPs SiO, + EcBa mostré las concentraciones mas bajas para controlar
de manera in vitro a F. solani con D¢ 30=1.75mIL™", D¢ 50=2.3mlIL™", D 70=3.01 mIL"y D¢
90= 4.46 ml L™, un efecto similar presenté el tratamiento NPs Graf + EcBa.

Cuadro 1. Determinacion de dosis efectivas de extractos de B. amyloliquefaciens con NPs de oxido de
silicio y grafeno sobre F. solani.
Tratamiento Dosis efectiva Dosis probable (ml L'l) Limite fiducial Limite fiducial
inferior 95% superior 95%

NPs SiO, + H,0 D¢ 30 3.58 3.36 3.79

D¢ 50 5.36 5.08 5.65

De 70 8.03 7.57 8.56

De 90 14.4 13.21 15.88
NPs SiO, + EcBa D¢ 30 1.75 1.51 1.98

D 50 2.3 2.03 2.59

De 70 3.01 2.67 3.46

De 90 4.46 3.84 5.44
NPs Graf + H,0 D¢ 30 1.46 0.93 2.05

D 50 2.8 1.98 3.9

De 70 5.4 3.88 8.03

De 90 13.88 9.15 25.49
NPs Graf + EcBa Dt 30 1.37 0.9 1.87

D 50 2.33 1.69 3.17

De 70 3.98 2.94 5.75

De 90 8.59 5.92 14.98
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Tratamiento Dosis efectiva Dosis probable (ml L'l) Limite fiducial Limite fiducial
inferior 95% superior 95%
EcBa D¢ 30 15.51 13.16 17.58
D¢ 50 23.45 20.94 26.39
D¢ 70 35.46 31.03 4253
De 90 64.43 51.81 89.52
NPs SiO, + H,O= NPs de di6xido de silicio y suspendidas en agua destilada estéril; NPs SiO, + EcBa= NPs de didxido
de silicio y mezcladas con EcBa, NPs Graf + H,O= NPs de grafeno y suspendidas en agua destilada estéril; NPs Graf +
EcBa= NPs de grafeno; y mezcladas con EcBay EcBa= extracto de B. amilolyquefaciens,

Mientras que los tratamientos NPs SiO, + H,O y NPs Graf + H,O mostraron una D¢ 90 de 14.4
y 13.88 ml L™ consideradas como dosis intermedias en comparacién con la dosis mas alta en
EcBa, que presenté una D 90= 64.43 ml L™. Los resultados obtenidos difieren a los reportados
por Lee et al. (2017) donde el extracto de B. amyloliquefaciensDA12 inhibié la germinaciéon deF.
graminearumcon una tasa de inhibicién del 83% a una concentracién de 31.3 pg mi™ y del 100%
a una concentracién de 250 pg ml™. Es importante mencionar que no hay estudios cientificos que
aporten informacion sobre la determinacion de dosis efectivas de extractos bacterianos con NPs
de silicio y grafeno en la inhibicién micelial de hongos fitopatégenos.

En las pruebas de efectividad bilégica de las dosis efectivas en el Cuadro 2 se muestran las
diferencias significativas. Se observo que el tratamiento EcBa inhibié en un 100% a los cuatro
hongos fitopatégenos con una D¢ 90 (64.43 ml L), el cual se observa en la Figura 2 (T1.2). El
efecto inhibitorio prevalecié desde las primeras 24 h hasta 168 h.

Cuadro 2. Prueba de efectividad bioldgica de las dosis efectivas de extractos de B. amyloliquefaciens con
NPs de oxido de silicio y grafeno sobre el desarrollo micelial de hongos fitopatégenos.

Tratamiento Dosis efectiva F. solani R. solani C. acutatum A. alternata

Inhibicién micelial (%)

NPs SiO, + EcBa De 70 70.65° 66.25" 61.12° 63.25°
D 90 90.71° 100° 95.06° 72.68°
NPs Graf + EcBa D 70 70.46° 19.65° 44.71° 50.4'
D 90 91.62° 100° 73.4° 79.21°
EcBa D 70 100° 100° 93.87° 83.75°
De 90 100* 100* 100* 100*

Testigo 0 0° 0° 0° 0°

Media con |etras diferentes dentro de cada columnaindican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p< 0.05).
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Figura 2. Actividad inhibitoria in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens con NPs de oxido de silicio y
grafeno sobre hongos fitopatogenos. T1.1 and T1.2= D 70 and D 90 of EcBa; T3.1 and T3.2= D, 70 and
D 90 of SiO, NPs + EcBa; T4.1 and T4.2= D 70 and D 90 de NPs Graf + EcBa y T= testigo.

Estos resultados difieren a los reportados por Ahumada et al. (2019) con extractos de B.
amyloliquefaciens, presentd niveles de inhibicion del 37.8 al 55.2% en diferentes cepas de
Fusarium. Mientras que Maslennikova et al. (2023) muestran la inhibicion deR. solanipor la mezcla
deB. amyloliquefaciensyB. subtilisla actividad inhibidora del tratamiento con mezcla de bacterias
sobre el hongo fue del 81%.

Autores como Es-Soufi et al. (2020) mencionan, que al evaluar el aislado contra siete cepas
deColletotrichum acutatum, mostraron la capacidad de inhibir el crecimiento micelial del patégeno
entre un 37 a 72%.Jia et al. (2023) mencionan que aislados de A. alternata, el porcentaje de
inhibicién a los siete dias de incubacién fue del 60.6 al 72.72%. Mientras que usando una D¢ 90
(4.46 ml L") de NPs SiO, + EcBa inhibié 100, 95.06, 90.71 y 72.68% a los fitopatdgenos R. solani,
C. acutatum, F. solani y A. alternata. Un efecto similar se observo con el tratamiento NPs Graf +
EcBa que present6 100, 91.62, 79.21 y 73.40% a R. solani, F. solani, A. alternata y C. acutatum,
bajo una D¢ 90 de 8.59 mI L™
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Por lo anterior, se demostr6 que las dosis del extracto de B. amyloliquefaciens con NPs de diéxido
de silicio y grafeno, fueron menores en comparacion con el extracto bacteriano solo, logrando un
control similar y eficiente. En otras investigaciones se ha demostrado la actividad antifingica de
las NPs sobre los hongos fitopatdgenos; por ejemplo, Koka et al. (2019) mencionaron que las
NPs de MgO a 0.5 mg ml™ lograron una zona de inhibicién en A. alternata de 16.33 mm en placa
Petri aproximadamente de 18.14% y 14.33 mm y en R. solani 15.92%, si se comparan estas dosis
con las utilizadas en la presente investigacién donde se aplicaron 89.2 mg L™ 6 0.08 mg ml™ del
tratamiento NPs SiO, + EcBa, se observé que al usar dosis muy bajas de dioxido de silicio, se
obtuvieron excelentes porcentajes de inhibicion micelial.

Por su parte, Pariona et al. (2018) indicaron que las NPs de cobre (NPs-Cu) presentaron un
87 y 90% de inhibicién de crecimiento de micelio de F. solani con dosis de 0.75 y 1 mg ml™,
respectivamente. Correa et al. (2018) sefialaron un 100% de inhibicidon micelial en los hongos: A.
alternata, C. gloeosporoides, C. fragariae y Rhizopus stolonifer usando NPs de quitosano y aceite
esencial de tomillo (NPs-TEO-Np 3y 5%).

Evaluacidn in vitro de extractos de B. amyloliquefaciens con NPs de oxido de
silicio y grafeno sobre la produccidn de estructuras reproductivas de hongos
fitopatdgenos

Los resultados de la produccidon de estructuras reproductivas de los hongos fitopatégenos
mostraron una reduccion significativa (p# 0.05) entre los tratamientos (Cuadro 3). En general el
tratamiento NPs SiO, + EcBa present6 los valores mas bajos en la produccion de conidios en
F. solani, R. solani y C. acutatum con las tres dosis evaluadas (D¢ 30, D¢ 50 y D¢ 70) con
una inhibicidn de 96.89, 84.06, 92.45 y 89.28% en F. solani, R. solani, C. acutatum, A. alternata,
respectivamente. Un efecto similar se observé con NPs Graf + EcBa con valores de inhibicién de
82.17, 75.93, 86.79 y 96.54% en F. solani, R. solani, C. acutatum, A. alternata, bajo la dosis mas
alta (Dg 70), seguido del tratamiento EcBa, con respecto al testigo, en el cual los hongos produjeron
alto nimero de conidias y esclerocios con 0% de inhibicion.

Cuadro 3. Inhibicion de estructuras reproductivas de hongos fitopatégenos con extractos de B.
amyloliquefaciens con NPs de oxido de silicio y grafeno.
Tratamiento De F. solani R. solani C. acutatum A. alternata
Es In (%) Escl In (%) Es In (%) Es In (%)
NPs SiO, De 30 1.49° 78.29™ 67.33° 36.87° 0.42° 84.9° 42.66" 7.83
+ EcBa De 50 0.64° 90.69" 20° 81.25" 0.21° 92.45° 13.92°° 69.93™
De 70 0.21° 96.89° 17° 84.06" 0.32° 88.68" 4.96' 89.28"
NPs Graf De 30 4° 41.86° 89" 16.56° 2.34% 16.98° 28.16" 39.17°
+ EcBa D¢ 50 0.9° 86.82" 64° 40° 1.54° 45.28" 18.72° 59.56"
De 70 1.22° 82.17" 25.66" 75.93% 0.37° 86.79° 1.6' 96.54°
EcBa De 30 3.3 51.93" 88.33" 17.18° 1.76” 37.74° 12.37* 73.27™
De 50 1.54° 77.52° 60° 43.75° 1.17° 58.49" 16.85™ 63.59"
De 70 1.06° 84.49™° 33.66" 68.44" 0.48° 83.02° 10.88° 76.49°
Testigo 0 6.88° 0° 106.66" 0° 2.82° 0° 46.29° 0°
Valores con letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p<
0.05); Es= esporas x10° ml™; Escl= esclerocios producidos en placa Petri y In (%)= porcentaje de inhibicion de esporas.

Diversos compuestos antimicrobianos reducen la produccién y germinacién de esporas de los
hongos fitopatdégenos, lo que resulta beneficioso ya que limitan su reproduccién y diseminacion.
En un estudio realizado por Ley et al. (2018) sefalaron 88.15% de inhibicién en la germinacién de
zoosporas de Phytophthora capsici usando B. amyloliquefaciens, quiza por esta razén el extracto
usado disminuy6 significativamente la produccién de las estructuras reproductivas de los hongos.
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zoosporas de Phytophthora capsici usando B. amyloliquefaciens, quiza por esta razén el extracto
usado disminuy6 significativamente la produccién de las estructuras reproductivas de los hongos.

Por su parte Jiao et al. (2021) mostraron en estudiosin vitrocon hongos del tabaco, que
la inhibicion de germinacion de esporas se debe a los lipopéptidos antimicrobianos,
especialmente la bacilomicina D y la fengicina. Mientras que Yan et al. (2020) determinaron que
el componente con actividad antifingica era el antibidtico lipopéptido iturina, esta puede inhibir
el crecimiento de micelios y la germinacion de esporas del hongo C. gloeosporioides.
Induciendo un aumento de la permeabilidad de la membrana celular y una disminucion del
contenido de proteinas en la célula fungica.

Conclusiones

Los extractos de B. amyloliquefaciens en combinacién con las NPs (NPs SiO, + EcBa y NPs
Graf + EcBa) fueron eficaces en el control in vitro de los hongos fitopatdgenos evaluados, ya
gue se observé un efecto sinérgico. En general inhibieron el crecimiento de micelio y reduciendo
la produccién de las estructuras reproductivas (esporas y esclerocios), en este caso dentro de
un rango de 84% a 100%. Por lo que estos tratamientos podrian considerarse como alternativa
en el control de enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos. Pero antes se recomienda
evaluarlos bajo invernadero y condiciones de campo, para confirmar su efectividad.
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