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RESUMEN

Los hongos fitopatdgenos Fusarium sp. y Penicillium sp. son responsables de
pérdidas de rendimiento de hasta el 80% en cultivos de cereales, hortalizas,
flores, frutas y productos subterraneos, resultando en serias pérdidas
econdmicas. Las nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel constituyen una
herramienta importante en el desarrollo de la agricultura ecolégica para el
manejo sustentable de enfermedades fitopatogénicas, tanto por su actividad
biocida, asi como por su pequefio tamafio y su gran superficie de contacto en
relacién con el volumen. La finalidad de la investigacion fue evaluar la actividad
biocida de nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel en forma de solucion y
nanofibras sobre los hongos fitopatdogenos Penicillium sp. y Fusarium sp. en
condiciones in vitro. El presente estudio se efectud en los laboratorios de la
Universidad de Cuenca. Los ensayos se realizaron utilizando el método de
difusion en pocillos de agar. El porcentaje de crecimiento miceliar se registro a
los 7, 14 y 21 dias, a partir del establecimiento. Se encontré diferencia
estadisticamente significativa del porcentaje de inhibicion de crecimiento miceliar
en Fusarium sp. y Penicillium sp. Mediante los resultados se pudo determinar que
las concentraciones de solucién de 0.0075mg y 0.01mg y las nanofibras de 6 y
8 capas presentaron un mayor efecto inhibidor del crecimiento miceliar de los

hongos fitopatégenos Fusarium sp. y Penicillium sp.

Palabras claves: Fitopatégenos. Nanoparticulas, Fusarium sp. Penicillium sp.
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ABSTRACT

The phytopathogenic fungi Fusarium sp. and Penicillium sp. they are responsible
for yield losses of up to 80% in cereal crops, vegetables, flowers, fruits and
underground products, resulting in serious economic losses. Iron and Nickel
Oxide nanoparticles constitute an important tool in the development of ecological
agriculture for the sustainable management of phytopathogenic diseases, both
for it’s biocidal activity, due to their small size and their large contact surface in
relation to volume. The purpose of the research was to evaluate the biocidal
activity of Iron Oxide and Nickel nanoparticles in solution form and nanofibers on
the phytopathogenic fungi Penicillium sp. and Fusarium sp. under in vitro
conditions. The present study was carried out in the laboratories of the University
of Cuenca. Assays were performed using the agar well diffusion method. The
percentage of mycelial growth was recorded at 7, 14 and 21 days, from the
establishment. A statistically significant difference was found in the percentage
of inhibition of mycelial growth in Fusarium sp. and Penicillium sp. Through the
results it was possible to determine that the solution concentrations of 0.0075mg
and 0.01lmg and the nanofibers of 6 and 8 layers showed an greater inhibitory
effect on the mycelial growth of the phytopathogenic fungi Fusarium sp. and

Penicillium sp.

Keywords: Phytopathogenic. Nanoparticles. Fusarium sp. Penicillium sp.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

NPs: Nanoparticulas

NT: Nanotecnologia

PLA: Acido polilactico

DMS: Dimetilsulféxido

MC: Diclorometano

PDA: Papa Agar Dextrosa

PICM: Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Miceliar

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species)
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La agricultura es la columna vertebral de la mayoria de los paises en desarrollo
y la mayoria de sus habitantes depende de ella para su sustento (Pino et al.,
2018). Uno de los problemas mas criticos que enfrenta la agricultura es la
bdsqueda de soluciones en la lucha contra los microorganismos patdgenos
(Choudhary et al., 2017).

Los hongos son responsables de las enfermedades méas dafinas en las plantas,
se estima que alrededor del 85% de todas las enfermedades de las plantas son
de naturaleza fangica (Sharma et al., 2017). Los hongos fitopatdgenos causan
pérdidas significativas en la produccion mundial de cultivos cada afio (Zhang et
al., 2020), son responsables de las pérdidas econOmicas derivadas
principalmente de la reduccion del rendimiento de los cultivos, de la disminucion
de la calidad y la seguridad del producto, lo que representa una gran amenaza

para la seguridad alimentaria mundial (Di Liberto et al., 2019).

Penicillium sp. es el patdgeno mas destructivo al deteriorar cereales, frutas y
otros alimentos, siendo el responsable de las pérdidas totales de cultivos durante
el almacenamiento, empaque, transporte y comercializacion (Macarisin et al.,
2007). También Fusarium sp. es un patdégeno importante de numerosos cultivos
y plantas ornamentales de importancia agricola y econémica, es el principal
agente causal de la enfermedad conocida como marchitamiento vascular, es el
responsable de pérdidas significativas en el rendimiento de los cultivos y puede
permanecer en el suelo y en los residuos vegetales por décadas, inhabilitando
su uso (Ploetz, 2015).

A lo largo de los afios, el control de microorganismos se ha realizado con
agroguimicos, sin embargo, muchos de estos productos quimicos pueden
representar un riesgo para la salud humana (Kilani et al., 2016). El uso excesivo
de fungicidas sintéticos, han generado la aparicion de cepas resistentes a los
fungicidas tradicionales, lo que ha derivado en un incremento en el uso y
desarrollo de sustancias aun mas téxicas (Rubina et al., 2017). Por ello, es

importante adoptar diferentes técnicas de control de estos patégenos,
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especialmente con practicas amigables con el medio ambiente (Juarez et al.,
2010).

El uso de nuevas tecnologias esta adquiriendo cada vez mas protagonismo en
la vida diaria, un ejemplo de ello es la nanotecnologia o ciencia a nanoescala,
gque ha generado datos cuantificables (Duhan et al., 2017) contra las
enfermedades fangicas de las plantas, principalmente por las aplicaciones de
nanoparticulas metalicas (Saharan et al., 2015), debido a su gran area
superficial, la cual entra en contacto con los microorganismos y su elevada
relacién superficie/volumen mejora la interaccién de la actividad antifungica
frente a los microorganismos patdgenos, y varios metales a escala nanométrica
presentan propiedades biocidas (Rai et al., 2008). Las NPs han sido evaluadas
en multiples ensayos y han demostrado inhibir el crecimiento de microrganismos
fitopatdgenos como virus, hongos y bacterias (Thul et al., 2013), demostrando el
enorme potencial que tienen para formular nuevos y avanzados agentes

antimicrobiales (Avila et al., 2020).

En la presente investigacion se evalud las propiedades de las nanoparticulas de
Oxido de Hierro y Niquel como un agente biocida sobre Fusarium sp. y
Penicillium sp. en condiciones in vitro, de esta manera se centro la investigacion
en esta fase de laboratorio, para proporcionar informacion relevante en el control
de estos patdgenos, que posteriormente puede ayudar a definir dosis y formas
de aplicacion para ser evaluadas de forma directa en los cultivos o0 en
poscosecha, con el fin de disminuir el uso de estrategias tradicionales de

proteccion de los cultivos que a menudo resultan insuficientes.

Cristhian Andrés Ord6fiez Ramon & Alvaro Stalin Navas Luna 16
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OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad biocida de nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel en los
hongos fitopatégenos Penicillium sp. y Fusarium sp. en condiciones in vitro.

1.1.2 Objetivos especificos

I.  Determinar la concentracion de nanoparticulas, tanto en solucién como
en nanofibras, con mayor efecto en el control de Penicillium sp. y
Fusarium sp.

[I.  Valorar cual de las formas de aplicacion (solucién/nanofibras) tiene un

mayor efecto en el control de Penicillium sp. y Fusarium sp.

Cristhian Andrés Ord6fiez Ramon & Alvaro Stalin Navas Luna 17
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Hongos fitopatdogenos

Los hongos se encuentran entre los agentes causales dominantes de las
enfermedades de las plantas, representan probablemente el grupo mas diverso
de amenazas ecoldgica y que causan perdidas econdmicamente importantes
(Sharma, 2021).

Los hongos fitopatégenos producen enfermedades en pre y poscosecha, en los
cultivos de cereales, hortalizas, frutas y productos subterrdneos, la rapida
capacidad de reproduccién de los hongos fitopatégenos es dificil de controlar y
son responsables de pérdidas econdmicas cuantiosas (Savary et al., 2012). El
dafio que ocasionan no solo se refiere a las pérdidas de produccion econoémica,
también, a las pérdidas en la produccion biolégica, es decir, a la alteracion que
existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospedantes atacadas por
estos microorganismos (Ramirez et al., 2008). Algunas fuentes estiman que las
pérdidas son del orden de 5 - 25% en paises desarrollados y 20 - 50% en paises
en desarrollo (Rivera, 2008), y en consecuencia, aumentan los costos de

produccion (Juéarez et al., 2010).

Los hongos fitopatdgenos varian segun las prioridades cientificas y econémicas
de cada region geogréfica, algunos de ellos constituyen altos riesgos para la
seguridad alimentaria y otros hongos fitopatdégenos son modelos de estudio en
temas relacionados a la inmunologia, factores epidemioldgicos y genética en

plantas (Dean et al., 2012).

Hay alrededor de 8000 especies de hongos que causan enfermedades en las
plantas, gran parte de los hongos fitopatégenos pasan la mayoria de su ciclo de
vida en la planta que les sirve de huésped, y otra parte en el suelo,
especificamente en los residuos vegetales como saprofitos (Juarez et al., 2010).
Para una invasion exitosa de los 6rganos de las plantas, los hongos
fitopatdgenos desarrollaron estructuras de infeccibn especializadas vy
fuertemente reguladas, utilizan diversas estrategias para colonizar y causar

enfermedades (GOmez & Rodriguez, 2012).
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El dafio causado por los hongos fitopatdgenos es una muerte del tejido que

infectan llamada necrosis, afectan la raiz, o bien el sistema vascular de la planta,
tienden a producir color amarillo en la planta y marchitez (Martinez & Ramos,
2019). Los dafios ocasionados provocan atrofia, disminucion de la vitalidad de
las plantas y de los 6rganos infectados, lo que puede llevar a la muerte de la
planta, o hacerla improductiva (Martinez & Ramos, 2019). Estos dafios son mas

graves cuando la humedad y la temperatura son elevadas (Agrios, 2011).

Las pérdidas econdémicas debidas al ataque de los hongos fitopatdgenos
superan los U$S 200.000 millones anuales y se invierten cada afio cerca de U$S
6.000 millones en proteccion de cultivos contra enfermedades fungicas, y en
Ecuador se reportd un gasto promedio de U$S 120 por ha, lo que representa un

10% de los costos de produccion (Agrobiotecnologia, 2013).

2.1.1 Problemas ocasionados en el control de hongos fitopatégenos

El control quimico de patdgenos es una de las medidas de manejo mas utilizadas
dentro de la agricultura moderna, los fungicidas se han ido constituyendo en una
parte integral de la produccion eficiente de alimentos (Hollomon & Ishii, 2015),
sin embargo, el uso de fungicidas puede tener efectos adversos, incluida su
toxicidad residual que representa un severo riesgo para los seres humanos y los
organismos, contribuye al aumento de la contaminacion del medio ambiente,
requiere un largo periodo de degradacion y se acumula en la cadena alimentaria
(Mongkol et al., 2016).

La utilizacion de fungicidas es una herramienta eficiente, rapida, practica, y
econdmicamente viable para el control de patdgenos, sin embargo, las especies
de hongos en muchas ocasiones pueden generar resistencia, tornando a los
ingredientes activos de los insumos fitosanitarios ineficientes, generando graves
complicaciones a los productores, empresas y a la comunidad en general
(Hollomon & Ishii, 2015). La vida util o efectiva de un fungicida sintético, se define
como el periodo de tiempo que va desde el inicio de uso en un cultivo, en una
region, cuando se lanza al mercado, hasta que el mismo pierde el control efectivo
de campo de la enfermedad que se pretende controlar (Hobbelen et al., 2013),
el surgimiento de cepas resistentes a los diferentes principios activos que

contienen los fungicidas sintéticos, es uno de los aspectos mas importantes de
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la agricultura actual, e implican un aumento en los costos de produccion para
controlar estos patdgenos y generan pérdidas economicas y biolégicas (Lucas
et al., 2015).

El control biolégico para combatir las enfermedades en las plantas es
actualmente pequefio, representando el 1% del porcentaje de ventas de
compuestos quimicos (Fravel, 2005), la mayoria de estos productos presentan
problemas de efectividad en el control del patbgeno, en general menor que los
productos quimicos (Sempere & Santamarina, 2008). El uso comercial y la
aplicacion del control biologico de enfermedades han sido lentos, principalmente
por sus rendimientos variables bajo diversas condiciones ambientales en el
campo (Sharma, 2021), y generalmente su accion no es inmediata, por lo que
estos productos se encuentran supeditados a las condiciones medioambientales
y en numerosas ocasiones no alcanza un efecto suficiente para reemplazar a los
productos quimicos en su totalidad, por lo tanto, no es rentable para ciertos
mercados, por el largo proceso de formulacion y porque el coste de registro y los

estudios de toxicidad son excesivamente caros (Valdés, 2014).

Las perspectivas futuras del control biolégico de las enfermedades de las plantas
son brillantes y prometedoras, el uso de biotecnologia y nanotecnologia para
mejorar los mecanismos de biocontrol, aumentar el rendimiento, proteger el
medio ambiente y los recursos biolégicos, son necesarios para abordar una

agricultura sostenible (Sharma, 2021).

2.1.2 Fusarium (Fusarium sp)

El género Fusarium es un gran grupo de hongos filamentosos, ampliamente
distribuido en todo el mundo debido a su gran facilidad de propagacion en agua,
viento y suelo, esta asociado con plantas en todo el mundo (Lombard et al.,
2019). Es un género cosmopolita con la capacidad de sobrevivir como saprofitos

en el suelo o como huésped en las plantas (Srivastava et al., 2018).

El género Fusarium ataca a mas de 80 cultivos de importancia agricola
comercial, las especies F. oxysporum y F. solani son las mas relevantes para los
cultivos de hortalizas (Tapia & Amaro, 2014), provoca pérdidas de rendimiento

entre 21 y 47% y de hasta el 80% tanto en cultivos de campo abierto como en
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cultivos de invernadero, tiende a afectar una gran cantidad de cultivos como

flores, hortalizas, frutales, gramineas y ornamentales (Villaverde, 2018).

Especies de este género son responsables de diversas alteraciones vegetales,
incluyendo marchitez, pudricion de raices y tallos (Aguirre et al., 2019). Fusarium
sp. ocasiona mal del talluelo en plantulas ya sea en semillero o a campo abierto,
esto se debe por la pérdida de lignina en el tallo, haciéndolas méas susceptibles,
permitiendo que el patégeno alcance rapidamente los vasos del xilema,
causando la destruccion y el colapso del tejido (Agrios, 2005). El tejido vascular
de una plantula enferma es de color pardo oscuro y es mas notable en el punto
de union del peciolo con el tallo, siendo caracteristico de la enfermedad (Vasquez
& Castafio, 2017).

En plantas adultas, el ataque de Fusarium se denomina como marchitez
vascular, las mismas muestran amarillamiento, que empieza por las hojas bajas
y por lo general mueren, en ocasiones, las hojas presentan marchitez en los
foliolos de un lado del peciolo, mientras que los del lado opuesto se ven sanos y
la marchitez del follaje es mas notable después de la floracion y cuajamiento de

los frutos (Vasquez & Castario, 2017).

Fusarium es un fitopatégeno importante para las plantas de banano, papay trigo,
entre otras, y causa un gran numero de pérdidas econdmicas en la agricultura
cada afo (Srinivas et al., 2019). La notoria enfermedad de Panama del banano
(F. oxysporum f. Sp. Cubense), es una de las enfermedades de las plantas mas
importantes a nivel mundial, responsable de millones de ddélares en pérdidas
para los agricultores y quizas incluso amenazando la existencia del cultivo
(Ploetz, 2015).

Especies de Fusarium como F. oxysporum y F. solani son consideradas como
los principales agentes causales de marchitez vascular, y junto a géneros como
Phytophthora sp., Rhizoctonia sp., Phythium sp., han sido considerados como
un complejo fitopatogénico que, en condiciones favorables originan la
enfermedad y provocan grandes pérdidas econémicas al afectar del 60 al 100%

de la superficie cultivada (Villa et al., 2015).
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2.1.3 Penicillium (Penicillium sp)

Penicillium es uno de los hongos mas comunes que se encuentran en una amplia
gama de hébitats, su funcion principal en la naturaleza es la descomposicién de
materiales organicos, donde las especies causan putrefacciones devastadoras

antes y después de la cosecha de los cultivos (Visagie et., 2014).

Penicillium son mohos comunes que se desarrollan sobre los mas diversos
sustratos, granos, paja, frutas y hortalizas en general (Carrillo, 2006).
El Penicillium es un hongo que puede encontrarse distribuido en todo el mundo,
se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada semejante a un
pincel que termina en células conidiégenas llamadas fidlides, y sus colores

tipicos varian de azul a azul-verde (Juarez et al., 2010).

Especies de Penicillium sp. producen la podredumbre azul y verde por mohos de
los frutos citricos y la podredumbre azul por mohos de las manzanas, uvas, peras
y frutas con hueso, y es de facil proliferacion en los alimentos (Juarez et al.,
2010). El principal hospedero de Penicillium son los citricos en la poscosecha
siendo el causante de la podredumbre verde, también se lo puede encontrar en
fresa (Acosta, 2013).

Las especies de Penicillium sp. originan importantes pérdidas al deteriorar
cereales, frutas y otros alimentos durante su almacenamiento, muchas especies
del género pueden producir el deterioro de diferentes alimentos a bajas
temperaturas, significando un problema para alimentos que se conservan en
refrigeracion y en el almacenamiento de frutas, al tratarse de productos frescos,
puede presentar importantes pérdidas debido al crecimiento de Penicillium sp.
(Martinez, 2003). Penicillium puede llegar a causar pérdidas de hasta el 80% en

la poscosecha (Rodriguez, 2008).

2.2 Antecedentes de la hanotecnologia

La Nanotecnologia (NT) ha estado presente en la civilizacion desde la
antigliedad y con el paso del tiempo ha ido creciendo a pasos agigantados,
manteniéndose hasta la fecha. Se define como la tecnologia basada en el
estudio y la manipulacion de la materia en un rango de dimensiones de

nanoescala, usualmente entre 1y 100 nm (Hulla et al., 2015). La nanotecnologia
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se aplica ampliamente en nuestra vida cotidiana y estd cambiando a toda la
sociedad, ha comenzado a entrar en la industria agricola y alimentaria desde
2003 (USDA, 2003). La investigacion sobre este tema se ha disparado durante
la Ultima década, cubre casi todos los aspectos de la industria alimentaria y
agricola, incluida la agricultura, la irrigacién/filtracién de agua, el procesamiento
y envasado de alimentos, la alimentacion animal y la acuicultura (Peters et al.,
2016).

La aplicacion de la NT en la agricultura hoy en dia estan recibiendo mucha
atencion, gracias a sus beneficios potenciales, los mismos que incluyen la mejora
en la calidad e inocuidad de los insumos agricolas (Dasgupta et al., 2014), para
aumentar la produccion de cultivos (Oliveira et al., 2015). La mayor inversion en
NT se encuentra en los paises desarrollados, los avances de investigacion
prometen una vision de grandes aplicaciones en la agricultura, en especial para
zonas marginadas, que podria tener un impacto significativo en las poblaciones

rurales de los paises en desarrollo (Prasad et al., 2014).

El sector agricola afronta una amplia variedad de desafios como el bajo
rendimiento de los cultivos, la baja eficiencia en el uso fertilizantes quimicos, la
disminucién de materia organica del suelo, el cambio climatico, la acumulacion
de los pesticidas y fertilizantes en el productos agricolas y el ataque de plagas y
enfermedades (Shiva, 2016). Para hacer frente a estos desafios, la NT ofrece
una posible solucion para explorar el uso de diversos tipos de nanomateriales,
gue tiene como finalidad preservar los cultivos del ataque de microorganismos
patogénicos (Echegoyen & Nerin, 2013), ademas, otro tipo de nanosensores
permiten entregar la cantidad correcta de nutrientes y plaguicidas de manera
precisa, lo que promueven la productividad sustentable mediante el uso de

diversos tipos de NPs (Subramanian et al., 2015).

2.2.1 Nanoparticulas

Son sinénimo de un subgénero del amplio campo de la nanotecnologia y
comprenden cualquier tipo de particulas naturales o artificiales, cuyo
confinamiento espacial es menor a los 100 nanémetros, indetectables por el ojo
humano, pueden exhibir propiedades fisicas y quimicas significativamente

diferentes a sus contrapartes materiales mas grandes (Thomas et al., 2015).
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Debido a su tamafio muy pequefio, las nanoparticulas tienen una relacién de
superficie a volumen muy grande, esta caracteristica permite que las
nanoparticulas posean propiedades oOpticas, fisicas y quimicas inesperadas, ya
gue son lo suficientemente pequefias (Jarvie et al., 2019). Las nanoparticulas
también son llamadas nanopolvos, nanofibras, nanocristales y puntos cuanticos
(Lépez et al., 2016).

Las nanoparticulas se sintetizan mediante métodos fisicos, quimicos o
biolégicos, varios métodos fisicos y quimicos requieren equipo especial y mano
de obra calificada (Virkutyte & Varma, 2011). Hoy en dia, las NPs son un area
extensa de investigacion cientifica, debido a una amplia gama de aplicaciones,
en los campos de la industria de alimentos, produccion agricola, tratamiento y
remediacion de aguas, monitorizacion de la salud, deteccion y control de plagas
y enfermedades (Palencia & Combatt, 2013).

2.2.2 Nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel

Las particulas de Oxidos de Hierro y Niquel son de gran interés, especialmente
en el estudio de sus propiedades magnéticas, debido a sus aplicaciones
practicas y versatiles (Tkach et al., 2015), tienen una mayor importancia por su
amplia gama de aplicaciones en diferentes campos debido a sus propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas, estas NPs magnéticas cuando se sintetizan se
vuelven biocompatibles y ecoldgicas (Mohammed et al., 2017; Do Cuoto, 2006),
ganando un creciente interés en los campos de la nanociencia y hanotecnologia
(Mesquida et al., 2017), por su tamafio de particula y forma ingenieril, presentan
gran importancia, ademas son ampliamente estudiados debido a su bajo costo,
y utilidad como agente antimicrobiano ya que no son toxicos (Corredor &
Echeverria, 2007). La importancia de la actividad biocida de estas NPs constituye
una herramienta importante en el desarrollo de la agricultura ecolégica para el
manejo de enfermedades fitopatogénicas (Ul Haq & ljaz, 2019), su importancia
es atribuida a su pequefio tamafio y su gran superficie de contacto en relacion al
volumen, aplicandose en areas muy localizadas que podrian reducir el dafio en
otros tejidos de la planta, y a la vez reduciendo de manera importante el efecto

adverso al medio ambiente (Srilatha, 2011).
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2.2.3 Nanofibras

Son fibras con diametros en un rango de nandémetro, pueden ser generadas a
partir de diferentes polimeros, debido a que se aplican en una amplia variedad
de campos industriales y presentan un futuro prometedor (Kohsari et al., 2015).
Hay diferentes procesos para generar nanofibras, pero la técnica de
Electrospinning o electrohilado, es ampliamente estudiada gracias a la
posibilidad de crear fibras en escala micro y nanométrica, para una gran variedad
de aplicaciones, resultando atractivo a nivel biotecnoldgico (Sénchez et al.,
2013).

La técnica de Electrospinning consta de tres componentes principales, una
fuente de alto voltaje que posee dos electrodos, los cuales son conectados a la
salida de la aguja metélica y otro directo al plato colector, para impulsar la
solucion del polimero a travées del capilar hacia la placa colectora, se utiliza una
bomba de infusion, la tension superficial de la gota que se forma en el extremo
de la aguja es vencida por la fuerza del campo eléctrico, la gota se distorsiona
formando el cono de Taylor, esta distorsion provoca la expulsion del polimero
cargado eléctricamente en direccion al colector formando hilos delgados
(Gonzales et al., 2020).

Las nanofibras son una plataforma adecuada para fabricar nuevos materiales
antimicrobianos, debido a sus caracteristicas, las que incluyen pequefas
dimensiones, alta area de superficie especifica, porosidad y alta flexibilidad
funcional de la superficie (Viflanzaca, 2019). Las nanofibras provienen
principalmente de polimeros biodegradables como acido polilactico (PLA),
policaprolactona (PCL), acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA), y oxido de
polietileno (PEO); de igual forma se ha realizado electrospinning con polimeros
naturales como quitosano, colageno, acido hialurénico, celulosa, seda y otros

materiales (Gonzales et al., 2020).

2.2.4 Aplicaciones de las Nanoparticulas en la agricultura

Las nanoparticulas se emplean para el desarrollo de fertilizantes, plaguicidas,
reguladores de crecimiento, monitoreo de las condiciones ambientales en los
cultivos, como humedad, temperatura y niveles de nutrientes (Kah, 2015). En

otras aplicaciones se considera la utilizacibn de nanomateriales para la
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estabilizacién de bioplaguicidas (Chen & Yada, 2011). Segun Hayles et al.
(2017) el uso de NPs en la agricultura se esta investigando en nanocdodigos de
barras, nanosensores, germinacion de semillas, transporte de hormonas en
plantas, transferencia de genes, manejo del agua y manejo de enfermedades de
las plantas.

Las NPs se utilizan en muchos campos en la agricultura, para mejorar la
eficiencia de los agroinsumos y para reducir significativamente las cantidades de
productos por aplicar, y el uso principal de las NPs metalicas en la agricultura e
industria alimentaria, se debe principalmente a su actividad antimicrobiana
(Singh et al., 2015), tambien, sus aplicaciones intervienen en la entrega de
biomoléculas (proteinas, péptidos, acidos nucleicos), pesticidas, factores que
promueven el crecimiento de las plantas, biosensores, técnicas de diagndstico y

degradacion de plaguicidas (Ghormade et al., 2011).

Los nanopesticidas sintetizan una amplia variedad de productos, algunos de los
cuales ya estan en el mercado, no pueden considerarse como una sola entidad,
mas bien las nanoformulaciones combinan varios tensioactivos, polimeros
(organico) y nanoparticulas metalicas (inorganicas) en el rango de tamafo
nanometrico (De Souza et al., 2013). Las Nanoparticulas ofrecen una forma de
controlar el suministro de pesticidas y lograr mayores efectos con dosis quimicas
mas bajas (Fraceto et al., 2016), y son explotadas para mejorar problemas de
baja solubilidad en agua, disminuyen la volatilizacion y mejoran la estabilidad al
tiempo que proporcionan una liberacidon lenta sostenida (Sekhon, 2014). Los
nanomateriales utilizados para formular nanoplaguicidas tienen propiedades
deseadas, tales como biodegradabilidad, solubilidad, permeabilidad y estabilidad

térmica (Bouwmeester et al., 2009).

Las NPs pueden ser utilizadas en los fungicidas en la agricultura moderna de la
Nueva Revolucién Verde, pero aplicandolos en muy bajas dosis (Lira et al.,
2018). Estos pueden ser mas facilmente tomados por las plantas, y pueden ser
programados para ser liberados en un tiempo o en condiciones determinadas,
asi mismo, se emplean para prolongar la conservacion de frutas, ya que ademas
de su actividad antibacteriana presentan un efecto fungistatico que retarda el

crecimiento de hongos fitopatégenos (Avalos et al., 2013).
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Las nanoparticulas metalicas son una opcion para el control de hongos y
bacterias fitopatdgenas, ademas presentan baja toxicidad para las células que
no estan en constante division y poseen amplio espectro de accion (Avila et al.,
2020).

Mehrazar et al. (2015) uno de los problemas tipicos en el manejo de los cultivos
en la agricultura es la presencia de malezas, fuente para la propagacién de
plagas y enfermedades, y para combatir este tipo de problemas se ha optado por
emplear nanoherbicidas. Algunas NPs tienen como objetivo especifico destruir
malezas, para evitar competencia con las plantas cultivadas y conseguir

mayores rendimientos (Prasad et al., 2014).

Pariona et al. (2018), evaluaron diferentes concentraciones de NPs-Cu contra
cinco especies de hongos fitopatogenos (Fusarium solani, Fusarium
verticillioides, Verticillium dahlie, Neofusicoccum sp. y Fusarium oxysporum). Los
resultados demostraron que las diferentes concentraciones de NPs-Cu ejercen

un efecto antifingico sobre todas las cepas de hongos fitopatdégenos.

Por su parte Krishnaraj et al. (2012), probaron diferentes concentraciones de NPs
de Plata para conocer los efectos en A. alternata, S. sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina, R. solani, B. cinerea y Curvularia lunata, mostrando una excelente

actividad antifangica.

En definitiva, se espera que las nanoformulaciones aumenten la aparente
solubilidad de ingredientes activos poco solubles, para liberar el ingrediente
activo de manera lenta/especifica y para proteger contra la degradacion
prematura (Sekhon, 2014).
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del area de estudio

El presente estudio se desarroll6 dentro del laboratorio del Centro de Estudios
Ambientales del campus Balzay, en el laboratorio de Ingenieriay en el laboratorio
de propagacion in vitro de plantas de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
correspondientes a la Universidad de Cuenca, situados a 2600 m s.n.m.

Campus
Balzay
Universidad
de Cuenca
Orquidens :)Q
Universidad N
P : Facultad de Ingenieria
D(}.Cuené’a‘ o ] 2
.

Facultad de Ciencias
Agropecuarias

Figura 1. Mapa de ubicacion del presente estudio en la provincia de Azuay.

Fuente: Google earth, 2020

3.2 Metodologia de investigacion

3.2.1 Obtencidn de la solucién de nanoparticulas de Oxido de Hierro y
Niquel

El procedimiento consisti6 en adicionar el Diclorometano en un frasco en
conjunto con el &cido polilactico los mismos que fueron llevados a la estufa por
35 min a una temperatura de 40°C a 20 rpm. Después de transcurrido ese tiempo
se coloco el dimetilsulféxido. En el proceso se utilizé un agitador magnético para

la completa disolucion del polimero. Posterior a este proceso, se colocoé 2mg de
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las nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel en la solucion (20ml), la misma
fue llevada al sonicador en tres ciclos de 15 min para que se dispersen por
completo las particulas en la solucién. La concentracion final de la solucion

obtenida fue de 2mg/20ml lo que equivale a 100mg/L de NPs.

3.2.2 Elaboracion de la nanofibras

Las nanofibras se realizaron a partir de la solucién de las nanoparticulas de
Oxido de Hierro y Niquel obtenidas en el procedimiento anterior, se utilizo el
equipo electrospinning (electrohilado) aplicando un voltaje de 18kV. Una bomba
de jeringa (syringepump) alimenté con la solucion en la punta de la aguja a una
velocidad de 2 ml/h. Las nanofibras se recogieron en un tambor colector
conectado a tierra situado a 5 cm de la aguja a temperatura ambiente. La
velocidad del disco giratorio se ajusto a 1000 rpm (Figura 2).

Room

Flux of syringe Temperature
-
Spinning
Gap betwean
) collector and
Higth vohae solution palymeric

Speed of collector

Figura 2. Esquema del Electrospinning.

Fuente: Cruzat et al., (2018)

3.3 Establecimiento de bioensayos

3.3.1 Reactivacion de cepas de Fusarium sp. y Penicillium sp.

Se utilizaron cepas de los hongos de Fusarium y Penicillium, previamente
aisladas e identificadas, mantenidas en el laboratorio de propagacion in vitro de
plantas de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, mediante la técnica de
resiembras sucesivas en medio de cultivo PDA (Papa Agar Dextrosa) en cajas
Petri.
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3.3.2 Bioensayos con solucion de Nanoparticulas de Oxido de Hierro y

Niquel

Se realiz6 el ensayo utilizando el método de difusién en pocillos de agar usado

por Sandhya & Kalaiselvam (2020), para esto se prepar6 un medio de cultivo

PDA estéril, en el cual se agregé las diferentes concentraciones de la solucién

de NPs de Oxido de Hierro y Niquel en los pocillos de 5 mm de diametro de la

caja Petri detallados en la tabla 1. El inéculo de Fusarium sp. y Penicillium sp.,

fue colocado en el punto céntrico de la caja Petri. Todas las actividades se

realizaron en condiciones estériles y con procesos de desinfeccion. Se realizé

cinco repeticiones por tratamiento tabla 2. Para el tratamiento control fue

considerado un volumen de agua destilada estéril (25, 50, 75y 100ul).

Tabla 1. Tratamientos con solucién de NPs de Oxido de Hierro y Niquel con los hongos fitopatégenos Fusarium sp. y
Penicillium sp. en condiciones in vitro.

Tratamientos

Fusarium sp.

Penicillium sp.

T1 Control Agua destilada 25,50, 75y 100ul Agua destilada 25,50, 75y 100u
T2 Solucién de NPs 0.0025mg/25ul Solucion de NPs 0.0025mg/25ul
T3 Solucién de NPs 0.0050mg/50ul Solucion de NPs 0.0050mg/50ul
T4 Soluciéon de NPs 0.0075mg/75ul Solucion de NPs 0.0075mg/75ul
T5 Solucién de NPs 0.01mg/100pl Solucion de NPs 0.01mg/100pl

Tabla 2. Esquema de distribucion al azar de los tratamientos y repeticiones de los bioensayos con solucion de NPs de
Oxido de Hierro y Niquel y los hongos fitopatégenos Fusarium sp. y Penicillium sp.

1 2 3 4 5
T3 T4 T5 T2 T1
6 7 8 9 10
T1 T3 T2 T5 T4
11 12 13 14 15
T2 T1 T4 T3 T5
16 17 18 19 20
T4 T2 T3 T1 T5
21 22 23 24 25
T2 T5 T1 T4 T3

T1: Control (Agua destilada) T2: 0.0025mg T3: 0.0050mg T4: 0.0075mg T5: 0.01mg
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3.3.3 Bioensayos con nanofibras de Oxido de Hierro y Niquel

Para los ensayos de inhibicion in vitro con nanofibras, se prepar6 el medio de
cultivo PDA y se esterilizé a 120°C por 20 min, se dispensé el medio de cultivo
en cajas Petri y una vez gelificado el medio, sobre éste, en cada caja, se colocé
los segmentos de 5mm? de nanofibras (2, 4, 6 y 8 capas) detallado en la tabla 3.
Adicionalmente, en cada caja en el punto céntrico se sembré un segmento de
5mm de didmetro de cada hongo fitopatégeno Fusarium sp. o Penicillium sp. por
separado. Cada tratamiento consta de 3 repeticiones (tabla 4). En el tratamiento
control se coloco 2, 4, 6 y 8 capas de 5mm? de papel toalla, esterilizadas con el

mismo protocolo.

Tabla 3. Tratamientos con nanofibras de NPs de Oxido de Hierro y Niquel con los hongos fitopatégenos Fusarium sp.
y Penicillium sp. en condiciones in vitro.

Tratamientos Fusarium sp. Penicillium sp.
T1 Control Segmento papel toalla | 2,4,6,8 capas | Segmento papel toalla | 2,4,6,8 capas
T2 Nanofibras 2 capas Nanofibras 2 capas
T3 Nanofibras 4 capas Nanofibras 4 capas
T4 Nanofibras 6 capas Nanofibras 6 capas
T5 Nanofibras 8 capas Nanofibras 8 capas

Tabla 4. Esquema de distribucion al azar de los tratamientos y repeticiones de los bioensayos con capas de
nanofibras de NPs de Oxido de Hierro y Niquel y los hongos fitopatégenos Fusarium sp. y Penicillium sp

1 2 3 4 5
T3 T4 T5 T2 | T1

6 7 8 9 10
T1 T3 T2 T5 T4

11 12 13 14 15
T2 T1 T4 T3 15

T1: Control (Papel toalla) T2: 2 Capas T3: 4 Capas T4: 6 Capas T5: 8 Capas
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3.4 Especificacion de las variables a evaluarse

3.4.1 Evaluacion del porcentaje de inhibicién

Después de la inoculacion de los hongos en el medio de cultivo tratado con
diferentes concentraciones de NPs y diferentes concentraciones de nanofibras,
se registro el crecimiento del diametro del micelio fungico a los 7, 14 y 21 dias.

La inhibicion del diametro se calculd con el control utilizado en la investigacion.
La siguiente férmula utilizada por Pariona et al. (2018), nos sirvio para calcular
el porcentaje de inhibicion del crecimiento miceliar (%).

PICM (%): es el porcentaje de inhibicion del
crecimiento miceliar.

Dc (cm): es el crecimiento del didmetro del
hongo en el tratamiento control.

Dc-Dt
Dc

PICM (%)= (——) * 100

Dt (cm): es el crecimiento del didmetro del
hongo en los tratamientos con NPs.

3.4.2 Toma de datos

Se registro los datos a los 7, 14 y 21 dias, a partir de la fecha de siembra de las
réplicas establecidas. Se llevd un registro de las medidas del radio de
crecimiento de cada hongo en (cm) en relacion con el crecimiento de los grupos
de control. Se obtuvieron datos de crecimiento de los tratamientos de nanofibras

y solucién de nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel.

3.4.3 Los métodos para el procesamiento de datos

Posterior a la toma de datos fue calculado el porcentaje de inhibicién del
crecimiento miceliar PICM mediante la formula descrita anteriormente de las
cepas inoculadas en este caso Fusarium sp. y Penicillium sp. Consecutivamente,
se realiz6 una exploracion de los datos con el objetivo de conocer si cumplen
con los supuestos del Anova (normalidad, homogeneidad de varianzas). Para
gue puedan obedecer los supuestos anteriormente mencionados los datos de

PICM fueron previamente transformados utilizando la siguiente transformacién

yv (X + 05) (Banzatto y Kronka 2007).
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Después de la transformacion, fueron nuevamente verificados los supuestos

de normalidad K (Shapiro-Wilks a=0.05) y homogeneidad de variancias (Levene
Test a=0.05), para verificar si la transformacion fue eficiente en adecuar la
variable respuesta al supuesto infringido (Tablas 5y 6). Los datos presentados

en las tablas de resultados son los originales es decir sin transformacion.

3.5 Disefio experimental

En la evaluacién de la eficiencia de concentraciones de NPs de Oxido de Hierro
y Niquel en el crecimiento in vitro tanto de Penicillium como de Fusarium fue
utilizado un Disefio Completo al Azar (DCA), en esquema de parcelas
subdivididas en el tiempo con cinco repeticiones. Las parcelas fueron las cinco
concentraciones de NPs (control, 0.0025mg, 0.0050mg, 0.0075mg, 0.01mg). En
las subparcelas fueron evaluados los tres diferentes periodos de tiempo (7, 14,
y 21 dias). Si la variable evaluada cumpli6 con los supuestos se realizé6 ANOVA
y al existir efectos significativos entre los tratamientos se realizé una
comparacion de medias utilizando el test de Tukey, las medias de cada

tratamiento fueron comparadas al nivel de significancia de (P < 0.05).

De la misma forma, para evaluar la eficiencia del nUmero de capas de NPs de
Oxido de Hierro y Niquel en el crecimiento in vitro de Penicillium y Fusarium, se
utilizd un disefilo completamente al azar, en un esquema de parcelas
subdivididas en el tiempo, con tres repeticiones. Se probaron diferentes nimeros
de capas en las parcelas (control, 2, 4, 6 y 8 capas). En las subparcelas se
evaluaron tres periodos diferentes (7, 14 y 21 dias). Los valores medios fueron

comparados mediante la prueba de Tukey (P < 0.05).
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1 Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos después de la aplicacion
in vitro de diferentes concentraciones de solucién y nimero de capas de NPs de
Oxido de Hierro y Niquel para el control de Fusarium sp. y Penicillium sp. durante

los tres diferentes tiempos (7, 14, 21 dias).

Se detalla en las tablas 5y 6 los resultados del test de Shapiro-Wilks y de Levene
parala variable analizada, posterior a la aplicacién de diferentes concentraciones
y numero de capas de nanofibras en el control de Fusarium sp. y Penicillium sp.
se observa que todos los datos cumplen con los supuestos prestablecidos para

la realizacion de un analisis de varianza.

Tabla 5. Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas para la variable PICM de los hongos Fusarium sp y
Penicillium sp. en respuesta a las diferentes concentraciones de NPs de Oxido de Hierro y Niquel, evaluados en tres
diferentes tiempos.

Homogeneidad de

Variable Contraste de normalidad test de Shapiro -Wilks  varianzas test de
Levene
w P p
PICM FUSARIUM 0.97 0.07 0.08
PICM PENICILLIUM 0.97 0.09 0.55

Tabla 6. Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas para la variable PICM de Fusarium sp y Penicillium sp.
en respuesta a los diferentes nimeros de capas de NPs de Oxido de Hierro y Niquel, evaluados en tres diferentes
tiempos.

Homogeneidad de

Variable Contraste de normalidad test de Shapiro -Wilks varianzas test de
levene
w P P
PICM FUSARIUM 0.96 0.11 0.56
PICM PENICILLIUM 0.97 0.5 0.7
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4.1.1 Efecto de soluciones de nanoparticulas de Oxido de Hierro y
Niguel en el crecimiento de Fusarium sp.

Se calculé el PICM de la cepa de hongo fitopatégeno Fusarium sp. para evaluar
la actividad biocida de las nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel con
diferentes concentraciones de solucion (0.0025mg, 0.0050mg, 0.0075mg,

0.01mg), los datos fueron registrados a los 7, 14 y 21 dias.

En el andlisis de varianza (ANOVA) detallado en la Tabla 7 se observa una
interaccion significativa entre los factores concentracion de NPs y dias
evaluados.

Tabla 7. Andlisis de Varianza para el Disefio Completamente al Azar (DCA) en esquema de parcela subdividida en el

tiempo considerando la variable PICM de Fusarium sp. con diferentes concentraciones de solucion de NPs de Oxido
de Hierro y Niquel.

Fuente de Variacion GL Ciuar:raa:zs Cl:\::;;?:o F calculado  P-valor
Concentracién 4 16958.57 4239.64 2121.64  2.2e-16***
Dia 2 3276.76 1638.38 435.01 2 e-16%**
Concentracidn*dia 8 1567.70 195.96 52.03 1.2e-16%**
Error 1 16 31.977 1.99
Error 2 44 165.718 3.77
Total 74 23566.7
CV1%= 7.11 CV2 %= 9.76

GL = grados de libertad, CV= coeficiente de variacion, ***= significativo al 0.001%
Debido a la evidente significancia del porcentaje de inhibicion del crecimiento
miceliar analizada en la cepa Fusarium, fue realizada la prueba de Tukey, a un

nivel de significancia p<0.05%, detallado en la Tabla 8.
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Tabla 8. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Miceliar (PICM) de Fusarium sp. en respuesta a las diferentes
concentraciones de NPs de Oxido de Hierro y Niquel evaluados en tres diferentes tiempos.

Concentraciones PICM %
Hongo

(mg) 7 dias 14 dias 21 dias

0.00 1.00 eC 1.00 eC 1.00 dC

0.0025 14.70d A 6.03dB 296 dB
Fusarium sp. 0.0050 24.23 cA 12.32 ¢cB 12.07 cB
0.0075 48.72 bA 3219 bB 1893 bC
0.01 55.56 aA 37.49 aB 29.44 aC

Medias seguidas por letras iguales, minusculas en la columnay mayusculas en la linea, no son diferentes por la prueba

de Tukey (p<0.05).

En la variable analizada PICM los factores concentracion y dias evaluados
presentaron interaccion significativa (Tabla 8). A los 7 dias de crecimiento del
hongo las diferentes concentraciones de NPs de Oxido de Hierro y Niquel
presentaron inhibicion del crecimiento en todos los tratamientos excepto el
tratamiento control, siendo evidente que el tratamiento 0.01mg de NPs alcanz6
el mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento miceliar 55.56% presentando
diferencia estadistica, en comparacion con los otros tratamientos el PICM fue
48.72% en la concentracion de 0.0075mg seguidos por los tratamientos de
0.0025mg y 0.0050mg con porcentajes de 24.23% y 14.70% evidenciando

diferencias entre cada tratamiento.

A los 14 dias el porcentaje de inhibicidn se redujo en todos los tratamientos, las
concentraciones de 0.0025mg y 0.0050mg de NPs presentaron menor
porcentaje de inhibicién, 6.03% y 12.31% respectivamente, observandose
diferencia estadistica al comparar con los tratamientos de 0.0075mg y 0.01mg

gue evidenciaron porcentajes mas altos de inhibicion de 32.19% y de 37.49%.

El mayor porcentaje de inhibicién alos 21 dias fue observado en la concentracion
0.01mg con 29.44%, y difiere estadisticamente del tratamiento 0.0075mg con
18.93% seguido por los tratamientos 0.0025mg y 0.0050mg que presentaron

porcentajes de inhibicion del crecimiento miceliar de 2.96% vy 12.07%
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4.1.2 Efecto de soluciones de nanoparticulas de Oxido de Hierro y

Niguel en el crecimiento de Penicillium sp.

En la Tabla 9 se observa el Analisis de Varianza (ANOVA) de la variable PICM
en la cepa Penicillium sp. y es posible verificar diferencia significativa entre la
variable analizada y los dias evaluados.

Tabla 9. Andlisis de Varianza para el Disefio Completamente al Azar (DCA) en esquema de parcela subdividida en el

tiempo, considerando la variable PICM de Penicillium sp. con diferentes concentraciones de solucién de NPs de Oxido
de Hierro y Niguel.

Suma de Cuadrado

Fuente de Variacion GL Cuadrados Medio F calculado p-normal
Concentracidén 4 25523.39 6380.85 6818.76 2e-16***
Dia 2 6419.64 3209.82 3207.16 2e-16***
Concentracién*dia 8 3803.09 475.39 474.99 2e-16***

Error 1 16 11.58 0.72

Error 2 44 44.04 1.00

Total 74 35801.75
CV1%= 3.62 CV2 %= 4.25

GL = grados de libertad, CV= coeficiente de variacion, ***= significativo al 0.001%, *= significativo al 0.05%

Al realizar el andlisis de varianza para el PICM en Penicillium sp. se observé una
evidente interaccion entre los factores evaluados es por esto que posteriormente

fue realizado el test de Tukey 0.05% detallado en la tabla 10.

Tabla 10. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Miceliar (PICM) de Penicillium sp. en respuesta a las diferentes
concentraciones de NPs de Oxido de Hierro y Niquel evaluados en tres diferentes tiempos.

Concentraciones PICM%
Hongo

(mg) 7 dias 14 dias 21 dias
0.00 1.00 eB 1.00eB 1.00 eB

0.0025 13.37 dA 2.87 dB 2.76 dB

Penicillium sp. 0.0050 47.74 cA 18.18cB 6.05 cC
0.0075 5297 bA 3847bB 1264 bC
0.01 61.36 aA 5249 aB 40.47 aC

Medias seguidas por letras iguales, mintsculas en la columna y mayusculas en lalinea, no son diferentes por la prueba

de Tukey (p<0.05).
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Un comportamiento similar al PICM en la cepa Fusarium sp. es observado

también en la cepa Penicillium sp (tabla 10). Al comparar con los otros dias
evaluados, la primera fecha de evaluacion evidencié en los tratamientos
(0.0025mg, 0.0050mg, 0.0075mg y 0.01mg), el mayor PICM con diferencia
estadistica en cada tratamiento. A los 7 dias, las concentraciones 0.01mg y
0.0075mg presentan porcentajes de 61.36% y 52.97%, y en los tratamientos de
0.0050mg y 0.0025mg presentaron un PICM del 47.74% y 13.37%

respectivamente.

De manera general la variable analizada disminuy6 a los 14 dias, sin embargo,
el mayor PICM 52.49% conservO la concentracion 0.01lmg siendo
estadisticamente significativa en los tratamientos 0.0075mg que presento un
porcentaje de 38.47% y 0.050mg con un porcentaje de 18.18%, la menor
concentracion de 0.0025mg al igual que el tratamiento control presentaron los

menores porcentajes de inhibicion de 2.87% y 1%.

Finalmente, podemos observar que, a los 21 dias, los porcentajes de inhibicion
disminuyeron, con un 1% de inhibicion observados en el tratamiento control y
2.76% del tratamiento de 0.0025mg en el tratamiento con 0.0050mg el porcentaje
de inhibicion fue 6.05% en la concentracion 0.0075mg el porcentaje de inhibicion
fue 12.64% y el tratamiento 0.01mg presentd el mayor porcentaje de inhibicion
40.47%, evidenciandose diferencias estadisticamente significativas en todos los

tratamientos evaluados.

4.1.3 Efecto de nanofibras de nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel
en el crecimiento de Fusarium sp.

De acuerdo al analisis de varianza, el PICM en Fusarium, se evidencio efecto
estadisticamente diferente en cada factor evaluado y en la interaccion namero
de capas - tiempo (Tabla 11), lo que indica que el porcentaje de inhibicion fue

independiente de los diferentes tiempos analizados.
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Tabla 11. Andlisis de Varianza para el Delineamiento Completamente al Azar (DCA) en esquema de parcela
subdividida en el tiempo, considerando la variable PICM de Fusarium sp. sometida a diferentes numeros de capas de
NPs de Oxido de Hierro y Niguel.

Fuente de Variacion GL Cil::raagzs Ct:\:g;?:o F calculado p-normal
Concentracion 4 11785.52 2946.41 533.04 2.2e -16%**
Dia 2 1147.75 573.87 154.91 8.5e-16***
Concentracidn*dia 8 469. 95 154.91 15.86 3.09e-08***
Error 1 8 44.22 5.53
Error 2 22 81.50 15.857
Total 44 13529.07
CV1%= 11.81 CV2 %= 9.67

GL = grados de libertad, CV= coeficiente de variacion, ***= significativo al 0.001%

Al realizar la prueba de Tukey fue confirmada la diferencia estadistica en los
diferentes tratamientos analizados, observandose que el nimero de capas 6y 8
fueron mas eficientes presentando valores superiores de PICM para la cepa de

Fusarium Tabla 12.

Tabla 12. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Miceliar (PICM) de Fusarium sp. en respuesta a los diferentes
ntmeros de capas de NPs de Oxido de Hierro y Niquel, evaluados en tres diferentes tiempos.

Numero de capas PICM %
Hongo 7 dias 14 dias 21 dias
0 1.00 eB 1.00 dB 1.00 cB
2 14.34d A 9.48 cB 3.00 cB
Fusarium sp. 4 22.38 cA 10.70 cB 3.00 cB
6 44.86 b A 32.05 bB 23.57 bB
8 50.10 a A 41.30 a A 40.87 a A

Medias seguidas por letras iguales, minusculas en la columna y mayusculas en lalinea, no son diferentes por la prueba

de Tukey (p<0.05).

Al observar el efecto de los tratamientos con 2, 4, 6 y 8 capas de nanofibras de
NPs de Oxido de Hierro y Niquel en el PICM in vitro de Fusarium sp. a los 7 dias
en presencia de las nanofibras, notamos inhibicion del crecimiento en todos los

tratamientos con excepcion del tratamiento control, demostrandose que existe
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diferencias estadisticamente significativas (p<0.05%) con respecto a todos los

tratamientos. La variable analizada con 6 y 8 capas de nanofibras alcanzaron
porcentajes superiores de 44.86% y 50.10%, mientras que los tratamientos con
2 y 4 capas presentaron porcentajes de inhibicion de 14.34% y 22.38%

respectivamente.

A los 14 dias, el tratamiento con 8 capas presentd el mayor porcentaje de
inhibicion del crecimiento 41.3% y se observa diferencia estadistica con el
tratamiento de 6 capas con 32.05% de inhibicién, de la misma forma estos son
estadisticamente significativos al comparar con los tratamientos de 4 y 2 capas

gue registran un PICM de 10.70% y 9.48% respectivamente.

Similar comportamiento es observado a los 21 dias donde el tratamiento de 8
capas alcanzé un porcentaje de inhibicion del 40.87%, y el tratamiento de 6
capas un 23.57%, demostrando diferencia estadistica al comparar con los
tratamientos de 2 y 4 capas que muestran un porcentaje de inhibicion de 3%, y
1% para el tratamiento control. Cabe mencionar que el tratamiento con nimero
de 8 capas presenta los mayores PICM en todos los dias evaluados.

4.1.4 Efecto de nanofibras de nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel
en el crecimiento de Penicillium sp.

La Tabla 13 presenta el Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable PICM de
la cepa Penicillium sp. demostrando diferencias significativas al 0.05%.
Tabla 13. Andlisis de Varianza para el Disefio Completamente al Azar (DCA) en esquema de parcela subdividida en el

tiempo, considerando la variable PICM de Penicillium sp. sometida a diferentes niimeros de capas de NPs de Oxido
de Hierro y Niquel.

Fuente de Variacion GL Cil;r:fajzs CL'I\:S;?SO F calculado p-normal
Concentracién 4 25065.18 6266.29 1699.16 2.2e-16
Dia 2 455.46 227.73 106.42 le-16
Concentracidn*dia 8 260.95 32.62 15.24 3.53e-11
Error 1 8 29.50 3.68
Error 2 22 47.08 2.14
Total corregido 44 25858.2
CV1%= 7.94 CV 2 %= 6.05

GL = grados de libertad, CV= coeficiente de variacion, ***= significativo al 0.001%, **= significativo al 0.01%
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Se observa en la Tabla 14 un mayor PICM con el tratamiento de 8 capas de
nanofibras en la cepa Penicillium sp. El nUmero de capas 2 y 4 provocaron a un
menor PICM en este fitopatdgeno analizado de acuerdo con la prueba de Tukey
(0.05%).

Tabla 14. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Miceliar (PICM) de Penicillium sp. en respuesta a los diferentes
ntmeros de capas de NPs de Oxido de Hierro y Niguel, evaluados en tres diferentes tiempos.

Numero de capas PICM %
Hongo 7 dias 14 dias 21 dias
0 1.00 eB 1.00 dB 1.00 cB
2 11.83 dA 3.00 dB 3.00 cB
Penicillium sp. 4 18.50 cA 5.51 ¢cB 3.00 cB
6 49.20 b A 45.01 b A 41.44 b B
8 62.32 a A 57.36 a A 57.35 aA

Medias seguidas por letras iguales, mintsculas en la columnay mayusculas en lalinea, no son diferentes por la prueba

de Tukey (p<0.05).

De manera general en Penicillium sp. el tratamiento con 8 capas de nanofibras
presentdé mayor PICM en todos los dias evaluados. A los 7 dias el PICM fue de
62.32%, seguido por el tratamiento de 6 capas con un PICM de 49.20%
observando una diferencia estadisticamente significativa al comparar con los
tratamientos de 2 y 4 capas, que evidenciaron un PICM de 11.83% y 18.50%,
mientras el tratamiento control posee los menores PICM 1% en todos los tiempos

evaluados.

A los 14 dias, podemos observar que el tratamiento con 8 capas presento el
mayor porcentaje de inhibicibn de crecimiento con un 57.36% Yy varia
estadisticamente con el tratamiento de 6 capas que presentd un PICM de
45.01%, y de 4 capas con un PICM de 5.51% que tiene significancia estadistica

cuando comparamos con el tratamiento de 2 capas con un PICM de 3%.

Similar comportamiento es evidenciado a los 21 dias, el tratamiento de 8 capas

presentd un porcentaje de inhibicién del 57.35%, y el tratamiento de 6 capas
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posee un PICM de 41.44%, nuevamente los tratamientos de 4 y 2 presentaron
un PICM de 3.00%.

Figura 3. Inhibicién del crecimiento miceliar a los 21 dias con diferentes concentraciones de solucién de NPs de Oxido
de Hierro y Niquel en Fusarium sp. (E) Tratamiento con concentraciones de solucion de NPs. (E1) Tratamiento
control. (F) Tratamiento con capas de nanofibras. (F1) Tratamiento control.

Figura 4. Inhibicién del crecimiento miceliar a los 21 dias con diferentes concentraciones de solucion de NPs de Oxido
de Hierro y Niguel en Penicillium sp. (G) Tratamiento con concentraciones de solucion de NPs. (G1) Tratamiento
control. (H) Tratamiento con de nanofibras. (H1) Tratamiento control.
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CAPITULO V: DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion confirman el efecto
inhibidor de las nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel sobre el crecimiento
miceliar de Fusarium sp. y Penicillium sp., independiente de la forma de
aplicacion los tratamientos con mayor concentracidén o mayor niumero de capas

fue proporcional a un mayor porcentaje de inhibicion miceliar.

El incremento en las concentraciones de NPs de Oxido de Hierro y Niquel se
correlaciond con el efecto antifangico de las mismas, ademas, las NPs mostraron
un efecto diferencial entre las cepas, siendo mas efectivo en inhibir el crecimiento
de Penicillium sp., logrando inhibir el crecimiento miceliar hasta en un 40.47% a
los 21 dias con la concentracion mas alta (0,01mg). En el caso de Fusarium sp.
la inhibicidn del crecimiento fue menos efectiva, ya que inhibié su crecimiento en
un 29.44% a los 21 dias con la concentracion mas alta utilizada en los ensayos
con solucion, mientras que en los ensayos con diferentes nimeros de capas de
nanofibras, la inhibicion fue del 57.35% en el crecimiento de Penicillium sp. y de
40.87% en Fusarium sp. con el mayor numero de capas usadas (8 capas) a los
21 dias.

El efecto antiftingico de las nanoparticulas de Oxido de Hierro y Niquel evaluadas
en nuestro estudio, coinciden con los resultados reportados por Koka et al.
(2019), quienes evaluaron la actividad antiftingica de nanoparticulas de Oxido de
Hierro, revelando que causaron considerable inhibicion en el crecimiento del
micelio de los patdgenos Penicillium expansum (12.33 mm) y Penicillium
chrysogenum (12.66 mm), resultando mas eficaz la concentracion de 0.5 mg/ml.
Cruzat et al. (2018), demostraron efectos antifingicos al aplicar de NPs de Oxido

de Hierro y Niquel para el control de Fusarium sp.

Sunitha et. (2013), reportan que el mecanismo de la actividad antimicrobiana de
las nanoparticulas se debe a su pequefio tamafio y su gran superficie de contacto
en relacién al volumen, que cubre eficazmente el microorganismo y reduce el

suministro de oxigeno para la respiracion.

La actividad inhibidora de las NPs también se debe a la induccion del estrés
oxidativo, la liberacion de iones metalicos y los mecanismos no oxidativos
(Wang, Hu, & Shao, 2017). Moghaddam et al. (2015) observaron que uno de los
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posibles motivos para no inhibir en un mayor porcentaje del crecimiento
micelial de un hongo se debe a que los hongos son muy tolerantes y presentan

una gran capacidad de bioacumulacion de metales.

Sharmin et al. (2021) informaron que la actividad antimicrobiana de las NPs
Oxido de Hierro se debe a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que causan dafio a las proteinas y al ADN de las células fungicas de los
microorganismos por estrés oxidativo. El estrés oxidativo en las células fangicas
por la formacion de especies reactivas de oxigeno puede destruir la célula y
exhibir actividad antifungica (Parveen et al., 2018), lo que posteriormente resulta
en la inhibicién del crecimiento celular y eventualmente la muerte celular (Xie et
al., 2011).

Por su parte Sharma et al. (2017), en su estudio reveld que las diferentes
concentraciones de nanoparticulas de ferrita de Niquel (NiFe204) tenian efectos
inhibidores contra el crecimiento de micelios de Fusarium oxysporum. La
inhibicion mas alta del crecimiento miceliar (89,45%) se encontré a 500 ppm.
Resultados similares informé Ahmed et al. (2016), en los que las nanoparticulas
de Niquel a la concentracion de 100 ppm causaron una inhibicion del 60,23% y
del 59,77% en el crecimiento de micelios de F. oxysporum f. sp. lactucae y F.
oxysporum f. sp. lycopersici, respectivamente. En un estudio similar realizado
por Golkhatmi et al. (2017), afirman que las nanoparticulas de Oxido de Hierro y
Niquel poseen una excelente propiedad antifungica en el desarrollo de Fusarium

oxysporum.

Segun Ahmada et al. (2013), las nanoparticulas con su gran relacién
superficie/volumen, exhiben propiedades antimicrobianas activas debido a su
mayor capacidad para interactuar con las membranas celulares mediante la
alteracion de la estructura de la pared celular, afectando la cadena respiratoria y

la division celular en el ADN.

Parveen et al. (2018) indicaron que todas las concentraciones evaluadas
mostraron una zona significativa de inhibicion contra todos los patégenos
fungicos seleccionados. La zona mas alta de inhibicion fue mostrada por la
mayor concentracién de nanoparticulas de Oxido de Hierro (0.5 mg/ml). La zona

maxima de inhibicién se mostré contra Penicillium chrysogenum (28,67 mm).
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Las nanoparticulas de Oxido de Hierro muestran una actividad antiftngica
mejorada debido a su diminuto tamafio y estabilidad (Machado et,. 2015). Segun
Nejad et. (2016), es probable que el tamafio de las NPs también juegue un papel

clave en su permeabilidad y actividad antifungica.

En nuestro trabajo los porcentajes de inhibicion, incluso con concentraciones
menores fueron mas altos a los reportados por Koka et al. (2019), y también
pudimos evidenciar que el efecto disminuye con el paso del tiempo, siendo mas
eficiente usar la concentracion mas alta 0.01mg) ya que su efecto es mayor y
mas durable, en cuento a las nanofibras de igual forma el mayor nimero de
capas usadas presenta un efecto inhibidor del crecimiento mas eficiente y

durable en ambas cepas.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Se pudo determinar que las NPs de Oxido de Hierro y Niquel presentan un efecto
inhibidor del crecimiento miceliar de los hongos fitopatdgenos Fusarium sp. y
Penicillium sp.

Las NPs Oxido de Hierro y Niquel en forma de solucion y como capas de
nanofibras mostraron mas efectividad en inhibir el crecimiento miceliar de

Penicillium sp., que el de Fusarium sp.

Las nanofibras fueron mas efectivas en inhibir el crecimiento miceliar de

Fusarium sp. y Penicillium sp. en comparacion con las soluciones.

El efecto inhibidor del crecimiento de las NPs, tanto en soluciones como en
nanofibras disminuye con el paso del tiempo, pero se mantiene hasta los 21 dias,
en la concentracion mas alta de las soluciones evaluadas (0,01mg) y con el

mayor niumero de capas usadas (8).

De acuerdo a los resultados, se puede concluir que las NPs de Oxido de Hierro
y Niquel aplicadas en forma de solucién y nanofibras tienen una actividad
antifangica activa, por lo que tienen el potencial para ser considerados como un

fungicida ecoldgico.
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6.2 Recomendaciones

Se recomienda continuar con la investigacién para evaluar la actividad biocida
de las NPs de Oxido de Hierro y Niquel de forma directa en los cultivos, tanto en
condiciones de campo abierto como de invernadero, para tratar estas

enfermedades Fusarium sp. y Penicillium sp.

Es necesario evaluar la efectividad de las nanofibras en condiciones de

poscosecha, como inhibidor del crecimiento miceliar de Penicillium sp.

Es importante evaluar la actividad biocida de las NPs de Oxido de Hierro y Niquel

sobre otros microorganismos fitopatégenos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Elaboracion de la solucion de NPs de Oxido de Hierro y Niquel

Reactivos utilizados para la elaboracién de la solucién. Sonicacién de la solucion.

ANEXO 2: Elaboracion de nanofibras

Equipo Electrospinning para la elaboracién de nanofibras. Alimentador de la solucion.
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ANEXO 3. Establecimiento de ensayos

Divisién de las placas Petri

ANEXO 4. Establecimiento de ensayos.

Marcado de los pocillos.
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ANEXO 5. Establecimiento de ensayos.

Colocacion de la solucion en los pocillos.

ANEXO 6. Establecimiento de ensayos.

Colocacion de nanofibras.
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ANEXO 7. Establecimiento de ensayos.

= - fec i

Inoculacién de las cepas de Fusarium sp. y Penicillium sp.

ANEXO 8. Registro de datos.

Toma de datos del didmetro de crecimiento de la cepa Fusarium sp. con diferentes concentraciones de
solucion y de su control.
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ANEXO 9. Registro de datos.

Toma de datos del diametro de crecimiento miceliar de la cepa Fusarium sp. con diferentes nimeros de
capas de nanofibras y de su control.

ANEXO 10. Registro de datos.

Toma de datos del didmetro de crecimiento miceliar de la cepa Penicillium sp. con diferentes
concentraciones de solucion y de su control.

ANEXO 11. Registro de datos.

Toma de datos del didmetro de crecimiento miceliar de la cepa Penicillium sp. con diferentes nimeros de
capas de nanofibras y de su control.
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