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RESUMEN

Las nanoparticulas obtenidas por la combinacion de iones metalicos y extractos vegetales
(fitonanoparticulas) tienen un enorme potencial de aplicacion en la agricultura, debido a
sus novedosas propiedades. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las
fitonanoparticulas bimetalicas (Cu-Zn y Ag-Zn) de Crotalaria longirostrata en la
germinacion y parametros fisiologicos de lechuga y maiz; asi como su actividad
plaguicida contra huevos y adultos de Tetranychus urticae. Se observd que las
fitonanoparticulas bimetalicas de C. longirostrata no tuvieron efecto negativo en la
germinacion, pero si en el desarrollo de la raiz. En el caso de las variables fisioldgicas,
no hubo efectos negativos de las fitonanoparticulas en la eficiencia fotosintética del
fotosistema Il (Fv/Fm), en la tasa de transporte de electrones (ETR) y en el coeficiente de
extincion no fotoquimico (NPQ) en ambas especies de plantas. La evaluacién del efecto
plaguicida demostro que las fitonanoparticulas bimetélicas de C. longirostrata produjeron
alta mortalidad de huevos (>80%) y adultos (>70%) de T. urticae. Estos resultados
demuestran que la aplicacién foliar de las fitonanoparticulas bimetalicas de C.
longirostrata son una alternativa para el control de T. uritcae y no afectan los pardmetros

fisioldgicos relacionados con la fotosintesis.



ABSTRAC

The nanoparticles obtained for the combination of metallic ions and plants extracts
(phytonanoparticles) have great potential in agriculture, because of its novel proprieties.
The aims of this study were to evaluate the effects of bimetallic phytonanoparticles (Cu-
Zn and Ag-Zn) of Crotalaria longirostrata in the germination and physiological
parameters of lettuce and maize; and to evaluate the pesticidal activity against eggs and
adults of Tetranychus urticae. Bimetallic phytonanoparticles of C. longirostrata had no
negative effects on germination, but they affected root development. For the
physiological parameters, there were no negative effects of phytonanoparticles in the
photosynthetic efficiency of photosystem Il (Fv/Fm), the electron transport rate (ETR)
and non-photochemical extinction coefficient (NPQ) of both plant species. The
evaluation of the pesticidal effect showed that the bimetallic phytonanoparticles of C.
longirostrata produced high mortality on eggs (>80%) and adults (>70%) of T. urticae.
This result show that the foliar application of bimetallic phytonanoparticles of C.
longirostrata may be an alternative for the control of T. urticae with no effect on the

physiological parameters related to photosynthesis.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 INTRODUCCION

Una rama de investigacion novedosa y multidisciplinaria es la nanotecnologia, en la
cual se produce y manipula materiales de un tamafio entre 1-100 nm (Rana et al., 2020),
Ilamadas nanoparticulas, las cuales tienen caracteristicas y propiedades de gran interés;
usandose elementos amigables con el ambiente para el caso de las nanoparticulas de
sintesis verde (Hoscimpour y Ghaemi, 2018). Para el caso de las nanoparticulas de origen
bioldgico se utilizan dos componentes, las soluciones de iones metalicos a reducir y los
agentes reductores bioldgicos, que pueden ser hongos, bacterias, algas o plantas, siendo
este ultimo, el material biol6gico mas utilizado, de las cuales se usan los extractos de

raices, tallos, hojas, flores o semillas (Srikar et al., 2016).

Las fitonanoparticulas (nanoparticulas sintetizadas de iones metalicos y extractos
vegetales) tienen potencial plaguicida. No obstante, se sabe que las semillas y plantas
pueden absorber las nanoparticulas en todas las maneras de exposicién incluyendo el
suelo, agua y aire; y que su aplicacion puede causar modificaciones en la expresion de
genes, que afectan el crecimiento y desarrollo, asi como la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en plantas (Sehnal et al., 2019); por lo cual en estudios de
posibles fitonanoparticulas para uso en la agricultura, se hace necesario determinar el

efecto de éstas en la germinacion de especies vegetales.

El uso de extractos vegetales para el manejo de plagas y fitopatdgenos ha adquirido
relevancia debido al enorme interés en la introduccion de nuevos agentes de manejo de
parasitos en la agricultura (Rincon, Rodriguez y Coy-Barrera, 2019). En este sentido el
extracto de C. longirostrata ha demostrado tener efecto de proteccion contra hongos
durante la germinacion (Cruz-Rodriguez et al., 2020). Asi también, se ha observado que
las fitonanoparticulas tiene actividad alta contra organismos plaga (Méndez-Trujillo et
al., 2019). Lo anterior permite inferir que el uso de las nanoparticulas bimetalicas
obtenidas por sintesis verde de extractos acuosos de C. longirostrata tendran actividad

plaguicida y seran una alternativa en la supresion poblacional de T. urticae, sin causar



efectos fitotoxicos en la germinacion de semillas y la fotosintesis en el follaje de plantas

de interés agronémico.
1.2 ANTECENTES

1.2.1 Sintesis verde de nanoparticulas

La nanotecnologia se puede definir como la manipulacién de materiales en un rango
de tamafio de 1-100 nm; el termino nano deriva del griego “nanos” que significa enano,
entrando en esta clasificacion las nanoparticulas con un tamafio de 10-9 nanémetros,
(Rana et al., 2020), para la obtencion de nanoparticulas se tienen dos enfoques
establecidos Top down y Botton-up, siendo este ultimo enfoque donde se usa la sintesis

quimicay la sintesis verde de nanoparticulas (Hoseinpour y Ghaemi, 2018).

La sintesis verde o biosintesis de nanoparticulas tiene un enfoque amigable con el
ambiente, de bajo costo y seguro (Agarwal et al., 2017), ocurriendo un fenémeno de
autoensamblaje de 4tomos el cual desarrolla en una nanoparticula (Rafique et al.,2017).
Los requerimientos para la sintesis verde son la solucion del ion metalico y el agente
reductor; siendo los iones el requerimiento primario para la sintesis, los cuales pueden ser
obtenidos de sales solubles en agua (Srikar et al., 2016), y dentro de los agentes reductores
se encuentran las bacterias, plantas, hongos y algas; siendo los extractos de plantas que
debido a los fitoquimicos presentes, producen nanoparticulas méas estables (Rana et al,
2020; Agarwal et al., 2017). Las nanoparticulas de sintesis verde pueden tener una amplia
variedad de usos, en la agricultura como controlador de plagas (Feregrino-Perez, et al.,
2018).

1.2.2 Caracteristicas generales de Crotalaria longisrostrata y sus usos.

El Chipilin (Crotalaria longirostrata), pertenece al género Crotalaria el cual tiene una
distribucion en areas tropicales y subtropicales, perteneciendo a la familia Fabaceae,
subfamilia Papilionoidae, tribu Crotalarieae, dentro de este género se puede encontrar
alcaloides que pueden ser toxicos para animales (Mosjidis y Wang, 2011). Crotalaria
longirostrata es nativa de México, con distribucion en Guatemala, EI Salvador y
Honduras, generalmente se puede encontrar a una altura no mayor a los 1600 ms.n.m,

encontrandose en la region tropical de Mesoameérica (Morton, 1994).



De las plantas de C. longirostrata se utiliza principalmente las hojas verdes, donde se
ha encontrado que alcaloides contenidos en la planta pueden ser toxicos (Morton, 1994).
Villar y Zavaleta (1990) incorporaron residuos solidos de C. longirostrata para reducir a
Meloidogyne incognata y M. arenaria en cultivo de tomate, teniendo como resultados la
reduccion de estos nematodos y viendo efecto nematicida. Navarro-Flores et al. (2020)
indican que C. longirostrata tiene compuestos fenolicos con actividad antioxidante;
también tiene aplicaciones para el control de plagas como muestra el trabajo de Cruz-
Rodriguez et al., (2020) donde el extracto de ramas se us6 para controlar la severidad de
Fusarium un hongo fitopatdgeno; y el trabajo de Miranda-Granados et al., (2018) donde

usaron extractos etandélicos de hojas de chipilin como antimicrobianos.

1.2.3 Nanoparticulas verdes en el manejo de plagas

La nanotecnologia es una rama de investigacion emergente en la agricultura para el
control de plagas, teniendo mayor impacto las nanoparticulas, que debido a sus
propiedades Unicas, conferidas por su tamafio, menor a los 100 nm, las convierte en una
alternativa econdémica y amigable con el ambiente (Athanassiou et al., 2016; Goswami et
al., 2010); en los realizados por Elek et al. (2010), confirman que el uso de nanoparticulas
contra larvas de Spodoptera littoralis provocaron la mortalidad de sus larvas; Méndez-
Trujillo et al. (2019) observaron el efecto de nanoparticulas bimetalicas de Prosopis
juliflora contra P. solenopsis teniendo resultados positivos en el dafio celular y la
mortalidad del insecto. Sharhozaki et al. (2020) realizaron la sintesis de ZnO
nanoparticulas, y las probaron contra B. tabaci, observando un 67.43% de reduccién de
la eclosién de huevos del insecto. Por lo que el uso de las nanoparticulas obtenidas por
sintesis verde son una alternativa para el control de plagas de interés econdémico en la

agricultura (Feregrino-Perez et al., 2018).

1.2.4 Importancia agronémica de Tetranychus urticae

Una de las plagas de mayor importancia econdmica en el mundo esla arafia roja
(Tetranychus urticae Koch), la cual causa decrementos considerables en el rendimiento
de diversos cultivos (Badawy et al., 2018). El dafio producido por los estados inmaduros
(larva, protoninfas y deuteroninfas) y adultos al alimentarse, ya que inserta su estilete
dentro del mesofilo de las células epidérmicas de las plantas alterando asi el proceso

fisioldgico de las plantas, por reduccion del area fotosintética y absicion de las hojas



(Golec, Hoge y Walgenbach, 2020). Este acaro al ser polifago, se ha reportado que infesta
alrededor de 1200 especies de plantas, incluyendo cereales, leguminosas, ornamentales y
frutales (Wu et al., 2019).

Debido al uso amplio de acaricidas quimicos para su manejo, este acaro ha
desarrollado resistencia a plaguicidas, misma que ha sido documentada a méas de 80
acaricidas (Badawy et al., 2018; Wu et al., 2019). Por lo anterior es preponderante
establecer programas para el manejo y control de esta plaga mediante el uso de estrategias
alternativas, entre las que sobresalen el uso de productos botanicos (Pavela et al., 2016;
Rincon, Rodriguez y Coy-Barrera, 2019).

1.2.5 Efecto fitotdxico de las nanoparticulas

La aplicacion de las fitonanoparticulas en las plantas cultivadas representa una
alternativa viable para el manejo de fitopatdgenos y plagas de importancia econémica,
pero también podrian ocasionar algunos dafios de fitotoxicidad sobre las plantas tratadas,
debido a que las plantas absorben a las nanoparticulas por todos los medios de exposicion,
ya sea por las raices o el follaje (Sehnal et al., 2019). En este sentido, Mimoeini et al.
(2021) mencionan que algunos iones usados en la sintesis de las nanoparticulas tienen
efectos negativos sobre la germinacion de semillas, el desarrollo y crecimiento de plantas,

asi como en la produccién de biomasa y la alteracion del metabolismo.

Por otro lado, Kataria et al. (2019) mencionan que las nanoparticulas pueden afectar
la germinacién, el crecimiento y la fotosintesis en plantas, ya que estas las pueden
absorber, transportar y acumular en lugares especificos como las vacuolas, el niucleo y
otros lugares subcelulares; pudiendo ocasionar efectos tdxicos en la germinacion y
acumulacién de biomasa; por otro lado pueden tener un efecto en la fotosintesis,
modificando la eficiencia fotosintética, la fluorescencia y el transporte de electrones, por
lo que, alguna alteracion en este proceso puede impactar de manera importante la
produccién de cultivos de importancia agricola. Por lo que es necesario conocer el
impacto que las nanoparticulas de sintesis verde usando extractos vegetales

(fitonanoparticulas) sobre la germinacion de semillas y la fisiologia de las plantas.



1.3 HIPOTESIS

Las fitonanoparticulas tienen enorme potencial en la agricultura, especificamente en
la formulacion de productos para el manejo de plagas, ya que tanto los microorganismos
o los derivados vegetales mejoran su actividad biologica al ser formulados en
combinacién con iones metéalicos que permiten la sintesis de fitonanoparticulas. Las
fitonanoparticulas del extracto acuoso de los iones metélicos Cu-Zn y Ag-Zn presentan
alta actividad plaguicida contra la arafia roja Tetranychus urticae y pudieran tener efectos

fitotoxicos en la germinacién de semillas o comportamiento fotosintético de las plantas.
1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto fitotoxico y plaguicida de las fitonanoparticulas de C. longirostrata

obtenidas por sintesis verde.

1.4.2 Objetivos especificos

e Producir fitonanoparticulas mediante sintesis verde de extracto acuoso de C.
longirostrata.

e Evaluar el efecto de las fitonanoparticulas de C. longirostrata, en la germinacion

de semillas e intercambio de gases en lechuga y maiz.

e Evaluar el efecto plaguicida de las fitonanoparticulas en T. urticae.



1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Fitonanoparticulas

Etapa 1

Sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas.

Colecta del material
vegetal.

Obtencion del extracto
acuoso y soluciones
bimetalicas.

Sintesis verde.

Etapa 2

Estudio de actividad biolégica
de las nanoparticulas.

Evaluacion del efecto de las
fitonanoparticulas en T.
urticae.

Bioensayo de fitotoxicidad.

Efecto fitotdxico en la
germinacion de lechuga
y maiz.

Evaluacuon de mortalidad de
huevos.

Efecto fitotoxico en la
fotosintesis e
intercambio de gases
en solanaceas.

Evaluacion de mortalidad de
adultos.
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Efecto de las fitonanoparticulas bimetélicas de C. longirostrata en la germinacion,

crecimiento de raiz y parametros fisiologicos de lechuga y maiz.

Effect of bimetallic phytonanoparticles of C. longirostrata on germination, root

growth and physiology parameters in lettuce and maize.
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2.1 RESUMEN

Las nanoparticulas de sintesis verde (fitonanoparticulas) se producen por la accién
reductora de agentes bioldgicos. Sin embargo, se ha estudiado poco su posible efecto
fitotoxico. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de las fitonanoparticulas
bimetalicas de Cu-Zn y Ag-Zn de Crotalaria longirostrata sobre parametros de
germinacion y fisiologicos de lechuga y maiz. Las fitonanoparticulas bimetalicas de C.
longirostrata no tuvieron efectos negativos en la germinacion, pero si se observé ligero
efecto negativo en el desarrollo de la raiz de ambas especies; en los parametros
fisioldgicos, se observd en la lechuga un aumento de la ETR comparada con el grupo

control, pero una disminucion significativa de la ETR de todos los tratamientos a las 6 y



12 horas comparada con lo ETR obtenida pretratamiento, la NPQ disminuyd
significativamente por la fitonanoparticulas; y en maiz no se observd efecto de las
fitonanoparticulas en la ETR y NPQ. Lo anterior demuestra que las fitonanoparticulas
bimetélicas de C. longirostrata no tienen efectos negativos en la germinacion vy
parametros fotosintéticos de lechuga y maiz.

I1l. CAPITULO 3.

Efecto de las fitonanoparticulas bimetalicas de Crotalaria longirostrata en la
mortalidad de Tetranychus urticae y en la fotoquimica de berenjena

Effect of bimetallic phytonanoparticles of Crotalaria longirostrata in the mortality of Tetranychus

urticae and phytotoxicity in eggplant
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2.1 RESUMEN

Debido al alto nivel residual de los acaricidas quimicos, es necesario buscar alternativas
para el control de T. urticae en plantas de interés agroalimentario; una alternativa
amigable con el ambiente son las nanoparticulas bimetélicas obtenidas por sintesis verde
que utiliza extracto de plantas como agentes reductores de iones metalicos
(fitonanoparticulas). El objetivo de esta investigacion fue obtener fitonanoparticulas de
Cu-Zny Ag-Zn, utilizando extracto acuoso de C. longirostrata como agente de reductor,
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y evaluar su efecto acaricida en adultos y huevos de T. urticae. Los resultados obtenidos
demostraron que las fitonanoparticulas de Ag-Zn en sus tres concentraciones (50, 100 y
150 ppm) producen altos porcentajes de mortalidad en huevos (85.9, 87.4 y 86.7%) a los
5 dias después de aplicados los tratamientos; y en adultos se observo que las
fitonanoparticulas de Cu-Zn a concentraciones de 100 y 150 ppm produjeron los
porcentajes mas altos de mortalidad (78.7 y 72.7%) respectivamente a las 96 horas. Las
fitonanoparticulas bimetalicas (Cu-Zn y Ag-Zn) de C. longirostrata no tuvieron efectos
negativos en la eficiencia cuantica del fotosistema Il en plantas de berenjena. Por lo que
las fitonanoparticulas (Cu-Zn y Ag-Zn) de C. longirostrata aplicadas al follaje de plantas
de berenjena tienen efectos acaricidas en T. urticae, ademas de que no afectan la calidad

fisioldgica de las plantas tratadas.



