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Resumen

El control de patégenos ha sido tradicionalmente abordado mediante el uso de fungicidas sintéticos,
generando efectos adversos al medio ambiente y los sistemas de produccion agricola. En
contraste, los extractos vegetales contienen compuestos bioactivos que modulan el desarrollo de
fitopatdgenos. Ademas, su efecto sinérgico con nanoparticulas ofrece una estrategia prometedora
y sostenible para su aplicacion en la agricultura. El objetivo fue utilizar extractos de plantas de
Florensia cernua, Larrea tridentata y Lippia graveolens para sintetizar nanoparticulas de zinc y
zinc-plata y evaluar su efecto antimicético contra Alteranria solani. Las nanoparticulas sintetizadas
a 400 °C a partir de cada extracto presentaron tamafos de particula inferiores a 30 nm y una
morfologia irregular semiesférica, lo cual fue confirmado mediante técnicas de difraccion de rayos
X'y microscopia de barrido electrénico. EI mejor efecto de inhibicién y la mayor reduccién en la
produccion de esporas de las cepas se observé con las nanoparticulas generadas utilizando 1
000 mg L™ del extracto de L. graveolens, las cuales inhibieron el 65% del crecimiento y redujeron
en un 66% la produccion de esporas en comparacién con el control. La adicion de plata a
las nanoparticulas mejor6 significativamente la capacidad para inhibir la produccién de esporas,
alcanz6 un 78% de inhibicién. Estos resultados sugirieron que las nanoparticulas de zinc y zinc-
plata, obtenidas a partir de extractos vegetales, representan una alternativa prometedora para el
control de hongos fitopatdgenos, contribuyen a la reduccién del impacto ambiental asociado con
el uso excesivo de fungicidas sintéticos.
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Introduccion

Las enfermedades flngicas son responsables de las pérdidas en la produccion agricola
mundial, es una de las principales amenazas para la seguridad alimentaria global. Se estima
qgue entre el 10-16% de la produccion agricola mundial se pierde anualmente debido a
infecciones fungicas, lo que represent6 pérdidas econdmicas superiores a los 200 000 millones
de délares (Sbai et al., 2024). Los hongos fitopatégenos no solo afectan los rendimientos, sino
también la calidad de los cultivos, lo que tiene un impacto directo en el suministro de alimentos
y en la economia agricola global.

Entre los patdgenos mas agresivos se encuentran especies como Botrytis cinerea, Sclerotium
rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata, Alternaria solani y Fusarium spp. que afectan
la productividad de cultivos de alto valor comercial, como la soya, el frijol, el trigo, el maiz, el arroz y
el tomate (Ahmad et al., 2024; Kumar et al., 2024). El control de estas enfermedades ha dependido
tradicionalmente del uso prolongado de productos quimicos, pesticidas, fungicidas y fertilizantes,
que, si bien han sido efectivos, ahora se sabe que su uso excesivo favorece la aparicion de cepas
resistentes, lo que compromete la efectividad de los tratamientos y obliga a los agricultores a
recurrir a dosis mas altas o a la utilizacion de compuestos mas tdxicos ocasionando dafios a seres
humanos y animales (Chandrasekaran y Paramasivan, 2024).

Estos problemas subrayan la necesidad urgente de explorar alternativas mas sostenibles para
el manejo de enfermedades fangicas en la agricultura. La nanotecnologia es un area emergente
gue brinda herramientas innovadoras para la proteccion de los cultivos frente a los hongos
fitopatégenos. Las nanoparticulas (NPs), especificamente las de metales como la plata (NPs Ag),
el cobre (NPs Cu) y el zinc (NPs Zn), han demostrado una actividad antimicrobiana notable debido
a sus propiedades Unicas derivadas de su tamafio en escala hanométrica.

Estas NPs tienen una alta relacion superficie-volumen, lo que les confiere una capacidad
excepcional para interactuar con las células flngicas y liberar iones y cationes metalicos bioactivos,
como la plata (Ag+) y el zinc (Zn’*), que son responsables de su actividad antimicrobiana (Moradi et
al., 2021). Estas particulas actuan a través de diversos mecanismos, que incluyen la alteracion de
la permeabilidad de la membrana celular, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
la desnaturalizacion de proteinas clave y la fragmentacién del ADN, lo que conduce a la muerte
celular fungica (Zhang et al., 2024).

Por ejemplo, en un estudio reciente, Chen et al. (2022) demostraron que la aplicacion de
nanoparticulas de cobre (NPsCu) confiere resistencia en plantas de tabaco frente a la infeccion
por Phytophthora nicotianae mediante el aumento de la concentracion intracelular de ROS y la
activacion de enzimas antioxidantes. Asimismo, estudios realizados por Guilger-Casagrande y de
Lima (2021) demostraron que la aplicacién de nanoparticulas de zinc (NPsZn) inhibié el crecimiento
de Fusarium equiseti tanto en condiciones in vitro como en cultivos de S. lycopersicum bajo
condiciones de campo, posiblemente mediante el intercambio idnico entre las nanoparticulas y las
células fungicas, lo que altera su equilibrio idnico, reduciendo el crecimiento del patégeno.

Ademas de su accién directa sobre los patdgenos, las NPsAg y NPsZn tienen la capacidad de
inhibir la formacién de biofilms flngicos, estructuras multicelulares altamente resistentes a los
fungicidas tradicionales lo que mejora su capacidad para erradicar las infecciones en diversos
cultivos agricolas (Rosenberg et al., 2020). Interesantemente, los extractos vegetales, ricos
en compuestos bioactivos como flavonoides, alcaloides, terpenoides y fenoles, actian como
estabilizadores y potenciadores de las propiedades antimicrobianas de las NPs.

Diversos estudios han demostrado que los extractos vegetales tienen una accién sinérgica con
las NPs, potenciando sus efectos antimicrobianos en patégenos de importancia agricola como
Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides y Alternaria alternata (Ali et al., 2020). Esta
combinacion de extractos vegetales con nanoparticulas metalicas no solo aumenta la eficiencia
del control de enfermedades fungicas, sino que también reduce el impacto ambiental, al ser una
opcidn mas ecoldgica y menos toxica en comparacion con los métodos tradicionales que utilizan
compuestos sintéticos.
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El objetivo de este estudio fue evaluarla sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPsZnO) y
oxido de zinc-plata (NPZnO+Ag) en sinergia con extractos vegetales de Flourensia cernua, Lippia
graveolensy Larrea Tridentata y analizar su potencial antimicético contra Alternaria solani mediante
pruebas in vitro.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se colectaron hojas y tallo de Flourensia cernua D. C. (Hojasén), Lippia graveolens HBK (orégano)
y Larrea Tridentata D. C. (gobernadora) de los municipios de Arteaga y Saltillo, Coahuila durante
la primavera-verano 2021. El material vegetal se secé a una temperatura de 70 °C por 24 h.
Posteriormente, el material fue pulverizado con ayuda de una licuadora, éste se guardd en bolsas
plasticas en oscuridad y un lugar libre de humedad hasta su uso como materia prima en la
preparacion de extractos empleados en la sintesis de nanoparticulas.

Preparacidn del extracto acuoso

Para la extraccion de metabolitos secundarios de las tres muestras de plantas se siguid la
metodologia propuesta por Méndez-Andrade et al. (2022), se tomaron 10 g de la muestra y se
realiz6 un método de decoccién a 60 °C por 1 h. Posteriormente, el extracto se filtr6 mediante
papel filtro para eliminar los restos vegetales, recolectando el sobrenadante. Se efectué una
segunda filtracion utilizando un embudo de filtro poroso de 22 micras, recolectando el filtrado que
se almacend a 4 °C hasta su uso. El extracto se preparaba fresco y no se almacenaba por mas de
siete dias para evitar la degradacion de los compuestos bioactivos.

Sintesis de nanoparticulas

La preparacion se realiz6 de acuerdo a la metodologia reportada por (Mufioz-Ordofiez Idali, 2020).
Se prepard una solucion 0.5 M de nitrato de zinc la cual se mezcld con en el extracto acuoso de
las plantas descrito anteriormente. La mezcla se mantuvo a 90 °C en agitacion constante hasta
conseguir una pasta (el tiempo de reaccién era menor a 30 min). Para obtener las NPZnOJ/Ag se
adiciond a la solucién de nitrato de zinc al 1% (p/p) de nitrato de plata. La pasta obtenida se dejo
enfriar, y se transfirié a un crisol de porcelana para dejar a 80 °C por 12 h.

Posteriormente, las muestras se sometieron a un tratamiento térmico a 400 °C durante 1 h en
una mufla. Los patrones de difraccién de rayos X (DRX) de las nanopatrticulas (NP) se obtuvieron
utilizando un difractometro Rigaku Ultima IV con una fuente de radiacion CuKa, operado a 44 mA
y 40 kV, en un rango de barrido de 10 a 80° en escala 26, a una velocidad de 0.02° s™. Las fases
cristalinas presentes en la muestra se identificaron mediante la comparacién de los patrones
obtenidos con los patrones estandar de la base de datos del International Centre for Diffraction
Data (ICDD).

El tamafio de cristalita se determind utilizando la ecuacién de Scherrer (Cullity, 1956) con los
patrones de difraccion obtenidos de cada muestra, utilizando el software Jade 6. Ademas, la
morfologia de las nanoparticulas se analizd6 mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

Actividad antiftingica

Para evaluar la actividad antifingica de las nanoparticulas de éxido de zinc (NPsZnO) y de 6xido de
zinc con plata (NPZnO/Ag) contra A. solani, se utilizé la metodologia de medio envenenado descrita
por Vera-Reyes et al. (2019). En este estudio, se trabajé con las siguientes concentraciones: 0,
150, 250, 500 y 1 000 mg L™. Se preparé medio agar papa dextrosa (PDA) adicionado con extracto
de malta y extracto de levadura, el cual se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 15 min.
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Simultdneamente, se prepard una solucién de nanoparticulas disueltas en 10 ml de agua destilada
estéril y se sometié a un proceso de sonicacién en tres ciclos de 15 min. Tras la esterilizacién del
medio PDA, se afiadio la solucién de nanoparticulas previamente sonificadas, se agité brevemente
para homogenizar la mezcla con el medio y luego se vacié en cajas Petri para su posterior uso
en los ensayos antiflingicos.

Para el establecimiento del ensayo, los hongos se inocularon mediante explantes en los medios
y se incubaron a 27 °C durante 10 dias. El parametro evaluado fue el didmetro de crecimiento
radial, que se midié con un vernier para calcular el porcentaje de inhibicion utilizando la formula
descrita por Orbera-Raton et al. (2009). Para cuantificar el efecto sobre la produccion de esporas
de los hongos, se siguio el procedimiento descrito por Bustillo (2010). Los ensayos se realizaron
por triplicado y se llevaron a cabo dos experimentos independientes.

Analisis estadisticos

Los datos experimentales fueron procesados para calcular la media y la desviacién estandar.
Los datos utilizados en el andlisis de varianza (Anova) de una via superaron la prueba de
normalidad, verificada mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para la comparacion estadistica entre
los tratamientos, se emplearon la prueba de Tukey considerando un nivel de significancia de p<
0.05. Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism (version
6.00; GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.).

Resultados y discusion

Caracterizacion de las nanoparticulas por DRX

Enla Figura 1 se muestra el patron de difraccion Las NPs de ZnO/Ag, donde se observaron los picos
caracteristicos del ZnO, previamente discutidos. Ademas, se evidencian reflexiones adicionales
correspondientes a la presencia de plata, localizadas en 38.12°, 44.3° y 64.46°, asociadas a los
planos cristalinos (111), (200), (220) y (311), respectivamente, los cuales son caracteristicos de
la fase de plata metélica con estructura cristalina ciibica centrada en las caras (FCC), de acuerdo
con la tarjeta de referencia JCPDS No. 04-0783.

Figura 1. Difractograma de NPs ZnO/Ag sintetizadas a 400 °C de calcinaciéon. A) ZnO/Ag-Fc; B) ZnO/Ag-Lg. Lg; C) ZnO/
Ag-Lt. Lg= Lippia graveolens, Fc= Flourensia cernua; Lt= Larrea tridentata.

La deteccion de estos picos confirma la incorporacién exitosa de Ag en la matriz de ZnO, lo que
sugiere la formacién de un nanocompuesto heteroestructurado. Esta combinacion puede potenciar
las propiedades antimicrobianas del material, ya que la plata es reconocida por su capacidad
de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) e interrumpir la funcién celular bacteriana al
interactuar con proteinas y acidos nucleicos (Chen et al., 2022; Zhang et al., 2024).
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Ademas, la sinergia entre el ZnO y la Ag puede mejorar la actividad fotocatalitica y antibacteriana
del nanomaterial debido a la transferencia eficiente de electrones en la interfaz ZnO/Ag, reduciendo
la recombinacion de pares electrén-hueco y aumentando la generacién de radicales libres
(Al-Gaashani et al., 2023).

Los resultados muestran la formacion de nanocompuestos de ZnO/Ag, debido a que se
presentaron picos de difraccion correspondientes a dos fases. El principal se indexo como ZnO
con estructura hexagonal (JCPD No. 36-1451), mientras que el otro, correspondié a Ag
metalica con estructura cubica centrada en la cara (JCPDS No. 04-0783). Los patrones
de difracciébn confirman la naturaleza cristalina del material compuesto y dado que no se
observaron desplazamientos en los picos caracteristicos del ZnO, se infiere que la Ag no
sustituye iones Zn2# en la red cristalina del 6xido.

Esto indica que ambos compuestos coexisten como fases individuales, sin formar una solucién
sélida, lo que concuerda con lo reportado por Meng et al. (2013). La presencia de Ag como una
fase independiente sugiere que las NPs de plata estan depositadas sobre la superficie del ZnO o
distribuidas de manera heterogénea en la matriz, lo que puede favorecer la interaccion sinérgica
entre ambos materiales.

Segun Georgekutty et al. (2008), esta configuracion mejora la actividad fotocatalitica y
antimicrobiana del nanocompuesto, ya que la plata actia como un centro de captura de electrones,
reduciendo la recombinacién de pares electron-hueco en el ZnO, lo que incrementa la eficiencia
en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Esta sinergia potencia las aplicaciones
biocidas del material, lo que lo hace prometedor para el control de fitopatégenos.

La morfologia de las nanoparticulas sintetizadas de ZnO y ZnO/Ag por los extractos de
L. graveolens, L. tridentata y F. cernua fueron obtenidas mediante el uso del microscopio
electrénico de barrido (SEM) como se observa en la Figura 2. El resultado obtenido con las NPs
ZnO sintetizado con extracto de L. graveloens demostraron una aglomeracion en la superficie y
una la morfologia irregular-circular, presentd variaciones de tamafio dentro de los
aglomerados aproximado de 20 nm.

Figura 2. Micrografia de SEM de las nanoparticulas de ZnO+Ag1% asistidas con diferentes extractos de plantas. D)
ZnO/Ag-Lt; E) ZnO-Fc; F) ZnO/Ag-Fc. Lg= Lippia graveolens, Lt= Larrea tridentata, Fc= Flourensia cernua.

Por su parte, la adicion de plata al éxido de zinc en las NPs ZnO/Ag sintetizadas con L.
graveolens (Figura 2), no generé cambios en la morfologia ni en la disminucién de aglomeracién
en la superficie de las NPs. Por su parte, la micrografia obtenida por las NPs ZnO sintetizadas
con L. tridentata (Figura 2), demostraron tener mayor uniformidad en la morfologia, siendo
mayoritariamente esféricas agrupadas en aglomeraciones, las cuales indican variacion de
tamafio dentro de la aglomeracion.

Distintivamente, la adicion de plata al 6xido de zinc en el extracto L. tridentata, si presenta
una distincién en la morfologia de las NPs, se observan dos formas una plana-rectangular
y una morfologia esférica (Figura 2D). Por su parte, la micrografia de las NPs generadas con
ZnO-F. cernua obtuvieron una morfologia esférica con presencia de aglomeraciones
(Figura 2E), en relacion con, las NPs ZnO/Ag generadas con extracto F. cernua presentan
forma esférica (Figura 2F).
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Los resultados obtenidos a través del SEM, utilizando los extractos de L. graveolens, L. tridentata
y F. cernua como agentes reductores en la sintesis de NPs de ZnO y ZnO/Ag, son consistentes
con lo reportado en la literatura. Ahmad et al. (2020) describieron que las NPs ZnO sintetizadas
con extracto de Eucalyptus globulus presentaron una morfologia esférica con un tamafio promedio
de 40-50 nm, observadas mediante TEM.

Las micrografias SEM muestran una clara aglomeracién de las NPs en la superficie de las
muestras analizadas, lo que sugiere un efecto similar al descrito en la literatura para la sintesis
verde. Esta tendencia a la aglomeracién puede atribuirse a la presencia de compuestos
bioactivos residuales de los extractos vegetales, como flavonoides, taninos y polifenoles,
gue pueden actuar como agentes capping o estabilizadores, favoreciendo la interaccién entre
particulas (Anwar et al., 2019).

Aunque la aglomeracién puede reducir la superficie especifica expuesta, algunos estudios
han indicado que la formacién de agregados en NPs de ZnO/Ag puede incrementar la
actividad antimicrobiana debido a la liberacion controlada de iones metélicos y a la capacidad
de dafiar las membranas celulares bacterianas mediante mecanismos de contacto directo
(Shireen-Akhter et al., 2024).

Antagonismo in vitro contra Alternaria solani

La evaluacion de crecimiento de Alternaria solani se realizé cuando esta alcanzé el 100% de
crecimiento micelial, el cual fue siete dias después de la siembra. En el Cuadro 1 se muestran los
resultados obtenidos por los diferentes tratamientos de NPs ZnO y ZnO/Ag sobre el crecimiento
del micelio. El efecto antagonista de las NPs se correlaciona con el incremento en la
concentracion de estas, por lo que, a dosis mas altas (1 000 mg L") se observd el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de Alternaria solani por efecto de las nanoparticulas de
6xido de zinc y 6xido de zinc/plata sintetizada con diferentes extractos de plantas.

Tipo de nanoparticula Concentracién (mg L-1)
150 250 500 1000
ZnO-Lg 26.1 +1.5% 47.63 £1.262 57.73 £0.852 65.22 +0.5°
ZnO-Lt 27.81 +2.02bcd 51.46 £0.652 60.46 +0.72 63.87 £0.682
ZnO-Fc 22.49 +1.844 42.28 +1.64° 60.33 £0.292 62.06 +0.782
Adicionadas

con plata al 1%

ZnO/Ag-Lg 40.03 +0.422 47.91 +0.72 51.21 +0.76° 56.38 +0.96b
ZnO/Ag-Lt 31.86 +0.32b¢ 37.54 +0.86° 41.45 +0.88¢ 44.87 +0.22°
ZnO/Ag-Fc 33.85 +1.06°° 38.05 +0.65b¢ 45.13 +0.86° 44.04 +0.59°

Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Letras diferentes indican
una diferencia significativa segiin la prueba de Tukey (p< 0.05). Lg= Lippia graveolens, Lt= Larrea tridentata, Fc=
Flourensia cernua.

Las NPs ZnO-Lg lograron inhibir el 50% del crecimiento radial a partir de 500 mg L™, alcanzé un
65.22 +0.5% a la maxima concentracion evaluada. Por otro lado, las NPs ZnO con extracto de
L. tridentata (ZnO-Lt) lograron inhibir el 50% del crecimiento radial a 250 mg L™, aumentd a un
63.87 +0.68% de inhibicién a 1 000 mg L™ (Cuadro 1). Por su parte, las NPs ZnO sintetizadas con
extracto de F. cernua (ZnO-Fc) alcanz6 60.33 £0.29% de inhibicién de crecimiento radial a una
concentracién de 500 mg L™, aumentando su efecto inhibitorio en 2% méas a una concentracién
de 1 000 mg L™.

El mejor efecto inhibitorio de A. solani se obtuvo con las NPs ZnO-Lg, a la maxima concentracién
(1 000 mg L™). Cabe resaltar, que el efecto de inhibicién a la méaxima concentracién utilizada no
presenta diferencias significativas entre los extractos empleados, puesto que todas las NPs ZnO
sintetizadas presentaron un efecto de inhibicién radial superior de un 60%.
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Sin embargo, la adicion de plata a las NPs ZnO demostr6 incrementar la capacidad antifiingica
de las NPs a bajas concentraciones (150 y 250 mg L™). Las NPs ZnO/Ag-Lg a 150 mg L™
incrementaron la capacidad antifingica en 54.4% (40.03 +£0.42) con respecto a las NPs ZnO
sin plata (ZnO-Lg); no obstante, a concentraciones méas altas evaluadas no hubo incremento
de inhibicién por la adicién de plata. En el caso de las NPs de ZnO/Ag-Lt incrementaron en
14.5% la capacidad antif(ingica a 150 mg L™ pero al incrementar la concentracién este tuvo un
comportamiento negativo al disminuir el efecto antifingico de las NPs ZnO/Ag-Lt en 29.7% a 1000
mg L™ con respecto a las NPs ZnO-Lt.

Un comportamiento similar fue observado en las NPs de ZnO/Ag-Fc, las cuales solo incrementaron
la capacidad antif(ingica a bajas concentraciones (150 mg L™) pero al incrementar la concentracion
de las NPs en el medio, disminuy6 esta capacidad. Los resultados obtenidos en el este estudio son
consistentes con lo reportado en la literatura respecto al efecto inhibitorio de las NPs de ZnO sobre
Alternaria solani. Abdelhakim et al. (2020) describieron que las NPs de ZnO sintetizadas mediante
Alternaria tenuissima mostraron actividad antifingica significativa contra A. solani, evidenciando un
efecto dosis-dependente, donde la inhibicién comenzé a 200 mg L™ y alcanzé un mayor didmetro
de zona de inhibicién a 400 mg L™

De manera similar, Ali et al. (2020) reportaron que las NPs de ZnO obtenidas a partir de
extracto de Neem lograron reducir el crecimiento de A. solani en un 45%, confirmando su
capacidad antifungica. En general, la aplicacion de NPs ZnO obtenidas a partir de los extractos
de L. graveolens, L. tridentata y F. cernua demostré una inhibicion fingica dependiente de la
concentracion, observandose un mayor efecto a medida que se incrementé la dosis de NPs. El
mejor resultado se obtuvo con las NPs ZnO sintetizadas con extracto de L. graveolens, logrando
la inhibicién més significativa a 1 000 mg L™.

Este resultado podria atribuirse a la mayor pureza y cristalinidad de las NPs obtenidas con L.
graveolens, lo que probablemente mejora su capacidad de generar especies reactivas de oxigeno
(ROS) vy alterar la permeabilidad de la membrana fangica, mecanismos clave en la actividad
antifiingica del ZnO (Chen et al., 2022). En contraparte, la adicién de plata a las NPs ZnO potencio
la capacidad antifiingica a concentraciones mas bajas (150 y 250 mg L™), lo que indica un efecto
sinérgico entre ambos metales.

Este aumento en la eficacia a dosis reducidas podria explicarse por la capacidad de la Ag para
desestabilizar la membrana celular fungica, interactuar con grupos tiol de las proteinas y alterar la
funcionalidad enzimatica, lo que incrementa el estrés oxidativo en el hongo (Zhang et al., 2024).
Ademas, la combinacién ZnO/Ag pudo generar un efecto fotocatalitico mejorado, facilitando la
produccion de radicales libres que dafian las estructuras flngicas, lo que explicaria el control mas
homogéneo del crecimiento de A. solani en comparacion con las NPs ZnO puras.

En el Cuadro 2, se observé el efecto inhibitorio de las NPs sobre la esporulacion de A.
solani, evidenciando una reduccidn significativa en la produccion de esporas en funcion de
la concentracion aplicada. Las NPs ZnO sintetizadas con extracto de L. graveolens (ZnO-Lg)
mostraron el efecto mas pronunciado, reduciendo la esporulacion en un 45% (3x10# +0 esporas
ml™) a 500 mg L™ en comparacién con el control (5.57x10# +0.09 esporas ml™).

Cuadro 2. Efecto de las nanoparticulas de ZnO y ZnO/Ag sobre la produccién de esporas de Alternaria solani.

Tipo de nanoparticula Esporas ml-t
500 mg L-* 1000 mgL-*
Control 5.57x107 +0.09f
ZnO-Lg 3x107 +0c 2.44x107 +0.006¢
ZnO-Lt 3.18x107 +0d 2.88x107 +0.005d
ZnO-Fc 3.32x107 +0.005e 3.01x107 +0.006e

Adicionadas con plata al 1%

ZnO/Ag-Lg 2.37x107 £0.02a 1.79x107 £0.012a
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Tipo de nanoparticula Esporas ml-t
500 mg L-* 1000 mgL-t
ZnO/Ag-Lt 2.57x107 £0.01° 2.12X107 £0.023°
ZnO/Ag-Fc 2.69x107 £0.07° 1.86x107 +0.042

Los datos representan la media + desviacién estandar de tres experimentos independientes. Letras diferentes indican
una diferencia significativa segun la prueba de Tukey (p< 0.05). Lg= Lippia graveolens, Lt= Larrea tridentata, Fc=
Flourensia cernua.

Este efecto se intensificé a 1 000 mg L™, alcanzando una disminucién del 56% (2.44x107 +0.006
esporas ml™), lo que indica una relacién dosis-dependiente. De manera similar, las NPs de ZnO
sintetizadas con L. tridentata (ZnO-Lt) redujeron la esporulacion en un 43% (3.18x107 =0 esporas
ml™*) a500 mg L™ con respecto al control, aumentando su eficacia al 49% (2.88x107 +0.005 esporas
ml™*) a la dosis més alta evaluada.

Por su parte, las NPs ZnO obtenidas con F. cernua (ZnO-Fc) también demostraron un efecto
inhibitorio significativo, reduciendo la esporulacién en un 40% (3.32x107 + 0.005 esporas mL™") a
500 mg L™ y alcanzando una reduccién del 45% (3.01x107 + 0.006 esporas mL™) a 1 000 mg L™.

La adicion de plata a las NPs ZnO demostrd tener mayor efectividad al disminuir en mayor
porcentaje la produccion de esporas de A. solani (Cuadro 2). Las NPs ZnO/Ag-Lg exhibieron una
reduccién de un 52% (2.37x10’ +0.02 esporas ml™).) de esporas a 500 mg L™ y 68% (1.79x10’
+0.012 esporas ml™*) a 1000 mg L™ con respecto al control. De igual forma, las NPs ZnO/Ag-Lt
generaron un 54% (2.57x10" +0.01 esporas ml™*) de reduccién de esporas a 500 mg L™ aumentando
su porcentaje a un 64% a 1 000 mg L™ (2.12x10" +0.023 esporas ml™). De la misma manera, las
NPs ZnO/Ag-Fc presenté un 52% de reduccién de esporas a 500 mg L™, incrementando su efecto
a 1000 mg L™ (1.86x10" +0.04 esporas ml™).

Cabe resaltar que el efecto de las NPs ZnO y ZnO/Ag sintetizadas por los extractos de plantas,
fueron capaces de disminuir la produccién de esporas conforme se aumento la concentracion de
las NPs, de igual forma la adicién de plata al 6xido de zinc, favorecié al aumentar la capacidad
de disminuir las esporas de A. solani conforme se aumentd la concentracion. Estadisticamente el
mejor tratamiento para el control en la produccién de esporas fue con las NPs ZnO/Ag sintetizadas
con extracto de L. graveloens en las dos concentraciones evaluadas (500 y 1 000 mg L™), las
cuales lograron inhibir 68% la produccion de esporas.

Los resultados obtenidos demostraron que la adicion de plata al 6xido de zinc no mejoré en el
andlisis de la prueba de inhibicién del crecimiento radial, aunque si mostré una capacidad notable
para inhibir la produccién de esporas. Estos efectos pueden explicarse en funcién del tamafio de
las NPs ZnO (<30 nm), ya que la efectividad de las NPs esta estrechamente relacionada con su
tamafio y superficie especifica (Nisar et al., 2019). En este caso, la concentracién de plata al 1% (p/
p) resultd ser una limitante para inducir efectos en el crecimiento radial, pero favorecio la reduccion
en la produccién de esporas de A. solani.

Este efecto puede atribuirse a la capacidad de los iones Ag? de acumularse en la membrana
celular flngica, penetrar en su interior e interactuar con las bases de nitrégeno del ADN, lo que
desnaturaliza el material genético y genera malformaciones en las hifas, afectando asi la formacién
de esporas (Rajwade et al., 2020). En este contexto, la concentracidn de plata utilizada (1%) en
las NPs ZnO/Ag fue efectiva para controlar la esporulaciéon de A. solani, aunque no logroé reducir
significativamente el crecimiento radial del hongo.

Este hallazgo es consistente con lo reportado por Vera-Reyes et al. (2019), quienes sefialaron
qgue las NPs ZnO/Ag al 2.5% tuvieron un mayor efecto inhibitorio en el crecimiento radial de A.
solani en comparacion con las NPs ZnO puras. Las esporas germinadas de hongos patégenos
juegan un papel crucial en la colonizacion e infeccién de las plantas (Ibrahim et al., 2020), por
lo que la inhibicién de la germinacién de esporas es una estrategia clave para controlar la
propagacién de patégenos.
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En este sentido, la reduccién en la tasa de germinacién de las esporas observada en este
estudio destaca la efectividad de las NPs biosintetizadas en la mitigacion de los riesgos
asociados a los hongos fitopatégenos, lo cual es consistente con otros trabajos que reportan
efectos similares (Kriti et al., 2020).

Conclusiones

Esta investigacién demostré que la sintesis de nanoparticulas (NPs) de ZnO y ZnO/Ag empleando
extractos vegetales de Lippia graveolens (orégano), Larrea tridentata (gobernadora) y Flourensia
cernua (hojasén) permite obtener NPs con un tamafio inferior a 30 nm y un alto grado de pureza.
Estas NPs exhiben un efecto antifingico significativo contra los fitopatégenos Alternaria solani y
Fusarium oxysporum, logrando un control efectivo a partir de concentraciones de 500 mg L™. Entre
los tratamientos evaluados, las NPs sintetizadas con extracto de L. graveolens mostraron la mayor
capacidad inhibitoria, evidenciando un efecto superior tanto en la reduccién del crecimiento micelial
como en la disminucién de la esporulacion de los hongos.

En general, las NPs ZnO puras presentaron un mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento
fingico en comparacion con las NPs bimetalicas (ZnO/Ag), especialmente a concentraciones
elevadas, lo que sugiere que el efecto de las NPs de ZnO es suficiente para alcanzar un
control significativo. Sin embargo, las NPs ZnO/Ag mostraron una mayor capacidad antifingica
a concentraciones bajas, reduciendo la viabilidad de las esporas de A. solani y F. oxysporum de
forma mas eficiente, lo que sugiere un efecto sinérgico inicial debido a la presencia de plata.

Aunque las NPs generadas con L. graveolens exhibieron el mejor efecto antifingico, los extractos
de L. tridentata y F. cernua demostraron también un control significativo sobre el crecimiento y
la esporulacion de ambas cepas evaluadas. Se destaca el potencial de la sintesis verde de NPs
ZnO y ZnO/Ag como una estrategia efectiva y sostenible para el control de hongos fitopatégenos,
con aplicaciones prometedoras en la agricultura para el desarrollo de biofungicidas alternativos y
ecolégicamente amigables.
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