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RESUMEN

En México, el maiz es fundamental tanto econdmica como culturalmente, y la diversidad
de razas nativas, como el maiz Chalquefio, es notable. Sin embargo, la produccion de estas
razas se ve afectada por condiciones ambientales adversas. Este estudio explora el uso de
hongos endoéfitos y nanoparticulas de plata (AgNPs) como una estrategia biotecnoldgica

para mejorar la germinacion y el vigor del maiz Chalquefio.

El proyecto se enfocd en el hongo endofito CMP4, identificado como Fusarium
verticillioides, cultivado en medios enriquecidos con nanoparticulas de plata
"BioArgovit®". Se llevaron a cabo pruebas con diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata para evaluar su efecto en el crecimiento del hongo v,

posteriormente, en la germinacion de las semillas de maiz tratadas con el hongo.

Los hallazgos indicaron que las nanoparticulas de plata (AgNPs), particularmente a una
concentracion de 1 mM, tuvieron un impacto notable en el incremento de la biomasa
fungica. Las semillas tratadas con el hongo expuesto a las AgNPs presentaron una tasa de
germinacion mayor comparada con las semillas no tratadas, destacandose la concentracion

de 10 uM de AgNPs como efectiva para mejorar la germinacion.

Estos hallazgos sugieren que las nanoparticulas de plata pueden interactuar positivamente
con hongos endofitos para mejorar la germinacion del maiz Chalquefio. La combinacion
de AgNPs con F. verticillioides se presenta como una solucion innovadora y prometedora
para enfrentar los desafios de la agricultura contemporanea y mejorar la productividad de

cultivos importantes como el maiz Chalquefio.
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ABSTRACT

In Mexico, maize is fundamental both economically and culturally, and the diversity of
native breeds, such as Chalquefio corn, is notable. However, the production of these breeds
is affected by adverse environmental conditions. This study explores the use of endophytic
fungi and silver nanoparticles (AgNPs) as a biotechnological strategy to improve the

germination and vigor of Chalquefio maize.

The project focused on the endophytic fungus CMP4, identified as Fusarium
verticillioides, grown in media enriched with "BioArgovit®" silver nanoparticles. Tests
were carried out with different concentrations of silver nanoparticles to evaluate their
effect on the growth of the fungus and, subsequently, on the germination of corn seeds

treated with the fungus.

The findings indicated that silver nanoparticles (AgNPs), particularly at a concentration
of 1 mM, had a notable impact on increasing fungal biomass. Seeds treated with the fungus
exposed to AgNPs had a higher germination rate compared to untreated seeds, with the

concentration of 10 uM of AgNPs standing out as effective in improving germination.

These findings suggest that silver nanoparticles can positively interact with endophytic
fungi to improve the germination of Chalquefio corn. The combination of AgNPs with F.
verticillioides is presented as an innovative and promising solution to face the challenges
of contemporary agriculture and improve the productivity of important crops such as

Chalquefio maize.
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1 INTRODUCCION

La seguridad alimentaria a nivel mundial se ve afectada por los cambios ambientales y el
crecimiento poblacional acelerado. El estrés bidtico y abidtico que afecta a los cultivos
tiene un impacto negativo en su desarrollo y produccion de alimentos. En este contexto,
la nanotecnologia ha emergido como una herramienta agricola fundamental. Los avances
en nanomateriales han comprobado que son eficaces para reducir la pérdida de nutrientes
en el suelo. (Abasi et al., 2022). Al innovar en agroquimicos y en sistemas de liberacion
de compuestos activos, la nanotecnologia ofrece la oportunidad de reducir y optimizar el
uso de productos convencionales como los pesticidas, al tiempo que fortalece la
resistencia de los cultivos frente a plagas y enfermedades. Investigaciones recientes
indican que concentraciones bajas de nanoparticulas de plata tienen un efecto beneficioso

en la germinacion de semillas y fomentan su crecimiento (Rai et al., 2021).

Entre los métodos sostenibles para la sintesis de nanoparticulas, destaca el uso de
microorganismos y plantas como alternativa maés efectiva, amigable con el medio
ambiente y no toxica en comparacion con la sintesis fisicoquimica convencional. Esto se
debe a que los materiales bioldgicos son mas accesibles y requieren menos procesamiento

(Tariq et al., 2022).

En conjunto con el uso de microorganismos endofitos, en particular los hongos endoéfitos
que pueden colonizar plantas durante todo o una parte significativa de su ciclo de vida, se
forma una asociacion beneficiosa planta-hongo. Esta simbiosis confiere a la planta
proteccion contra el estrés mediante diversas estrategias (Ebrahimi et al. 2022). Este
estudio se centrara en el efecto de la mejora potenciada del maiz nativo de México y en la

identificacion de sus endofitos.



2 ANTECEDENTES

2.1 Zea mays

De acuerdo con la informacién proporcionada por la Agencia Canadiense de Inspeccion
de Alimentos (CFIA 2021), el maiz se caracteriza por ser una planta anual de gran altura,
con un tallo principal y ocasionalmente de 1 a 2 ramificaciones laterales. Sus hojas son
anchas, dispuestas verticalmente en dos hileras, con superficies peludas y envés lampifo.
El numero y tamafio de las hojas varia de una variedad a otra. El maiz es monoico, con
flores masculinas (mazorcas) y flores femeninas (mazorcas) separadas en la misma planta.
Las mazorcas de maiz estan cubiertas de cascaras e hilos de seda que capturan el polen
para la fertilizacion. Hay hileras de flores en la espiga y, después de la fertilizacion, cada
flor se convertird en un grano. El maiz viene en una variedad de colores con diferentes
propiedades fisicas y quimicas, incluido el maiz partido, el maiz pedernal, el maiz rosado,
el maiz para palomitas de maiz y el maiz dulce. El sistema de raices consta de raices
ortopédicas estacionales y raices pivotantes. En la tabla 1 que sigue, se detalla su

clasificacion taxondmica.

Tabla 1. Taxonomia de Zea mays (CFIA 2021).

Categoria Descripcion
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae
Subfamilia Panicoideae



Género Zea

Especie Zea Mays

El maiz (Zea mays) del griego Zea, que significa “que sustenta vida” y Mays del taino,
que significa “dador de vida” (Rouf Shah et al. 2016); Segun la informacion
proporcionada por FAOstat (2021), el maiz en forma de grano seco es uno de los cultivos
mas extendidos a nivel mundial, ocupando el segundo lugar en términos de cultivo
después del trigo. En las ultimas dos décadas y media, la produccion de maiz ha
aumentado un 118 %, impulsado por un incremento del 50 % en el rendimiento y un
aumento del 46 % en el area cultivada. Comparado con el arroz y el trigo, el maiz ha
experimentado un aumento anual del 2 % en su rendimiento (Erenstein et al., 2022). En
Meéxico, el maiz juega un papel crucial tanto en la produccion como en el consumo
agricola. En el afio 2020, fue el cultivo mas ampliamente cultivado en todo el pais,
presente en el 94.6 % de los municipios. Este cultivo ocupd el 52.4 % del area total
destinada a cultivos anuales y represento el 33.4 % del valor bruto total de la produccion
agricola. En 2022, la produccion de maiz en México alcanzé las 27.5 toneladas, con un
predominio del 88 % de maiz blanco, el 11 % de maiz amarillo y un 0.4 % de maiz
pigmentado. En cuanto al consumo, el maiz es un alimento basico en la dieta mexicana,
con los hogares destinando en promedio el 7.2% de su presupuesto alimentario a productos
relacionados con el maiz. Las tortillas, elaboradas principalmente con maiz, son una
opcion muy popular y constituyen el 47 % de la ingesta calorica promedio de los
mexicanos, siendo el principal grano cultivado y consumido en sus diversas formas como
tamales, tostadas, atole, totopos, botana, tejuino, pinole entre otros (Ramirez-Vega et al.

2022 y Arellano-Gonzalez, 2023).

Sin embargo, la capacidad productiva de este tipo de hierba se ve restringida por factores
tanto bidticos, como diversas plagas y enfermedades, asi como abidticos, entre los que se
incluyen la sequia, la deficiencia de nutrientes, la salinidad y las altas temperaturas
(Grover et al., 2010). Otra problematica relacionada con este cultivo es la erosion genética
del germoplasma, ocasionando la pérdida de especies nativas, desde su domesticacion,

debido a la introduccion de monocultivos de variedades mejoradas (Hernandez-Salinas et
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al. 2022). Aunque también es relevante mencionar que las poblaciones de maices nativos
en posesion de los agricultores han mostrado mejoras en su rendimiento y caracteristicas
agronomicas, lo cual subraya la importancia de desarrollar estrategias de conservacion y
uso eficiente mediante la aplicacion de biotecnologia (Ortega-Coronado et al., 2008).
Segun la CONABIO, las razas nativas son identificadas a partir de sus atributos
fenotipicos, tipo de grano, la region donde fueron recolectadas o el nombre otorgado por
los grupos indigenas que las cultivaron (2020c). Una caracteristica notable de estas
especies es su adaptacion precisa a las condiciones ambientales especificas de su region;
por ejemplo, una variedad que se desarrolla en la sierra no tendra éxito en otro tipo de

entorno (Hernandez, 2019).

Aproximadamente 7,000 especies de plantas cultivadas en Mesoamérica han sido
domesticadas, pero solo 30 contribuyen al 90% de la seguridad alimentaria global. En
México, Z. mays es una especie nativa que fue domesticada y diversificada por las culturas
prehispanicas (Hernandez-Salinas et al. 2022), cultivada por los mayas en milpas, con su
ancestro el teocintle (Caballero-Garcia et al. 2019). En la actualidad, el uso de recursos
genéticos de maiz condujo a la clasificacion racial de maiz (Perales y Golicher, 2014), por
lo que Anderson y Cutler propusieron una clasificacion que reflejara la historia y
relaciones de sus grupos constituyentes (1943). Después, Wellhausen et al. propusieron
clasificar en cuatro grupos y tres subrazas a partir de su estudio detallado de 25 razas de
maiz mexicano, considerando caracteristicas vegetativas de la planta, espiga y mazorca,
asi como rasgos fisiologicos, genéticos y citologicos (1951). En la tabla 2 se detallan
algunas caracteristicas de estos grupos segun lo descrito por Kato et al. (2009). En este
estudio, se focalizara en el maiz chalquefio, y se profundizara en esta raza en el proximo

apartado.

Tabla 2. Diferentes grupos de razas de maiz en México.

Miembros del Distribucion Caracteristicas
Grupo )
grupo geografica de la mazorca
Conico nortefio, Regiones elevadas o
Grupo I Forma conica

Chalquetio, en el centro y norte




Palomero
Toluqueno,
Cacahuacintle,
Dulce, Arrocillo,

Conico

del territorio

nacional.

Jala, Tabloncillo,

Zonas de altitud

media con clima de

Con ocho hileras

Grupo I1 _ temporal y areas
Bolita. o de grano.
semiaridas costeras
con riego.
Tuxpetio, Celaya,
Nal-tel, Vadefio, . Forma cilindrica,
' Regiones elevadas
Olotillo, Tehua, ' ' con base abultada
y de altitud media _
Grupo II1 Oloton, Zapalote y contiene 12 o
‘ en el sur de .
chico, Zapalote ‘ mas hileras de
. Meéxico.
grande, Tepecintle granos.
y comiteco.
Chapalote y Textura de grano
Grupo IV Chapalote y afines o
Reventador cristalino.

2.1.1 Maiz Chalquefio

Segtin la CONABIO, la raza de maiz Chalquefio es parte del grupo de razas cénicas. Las
variedades de este grupo comparten mazorcas de forma conica con un alto nimero de
hileras de grano, que varian entre 14 y 20. Los granos tienen un ancho de 4 a § mm y una
textura que puede ser desde harinosa hasta adecuada para palomitas. Ademas, presentan
un nimero reducido de ramas en la espiga, un sistema de raices débil, hojas caidas y vainas

de hojas fuertemente pubescentes con presencia de antocianina (2020b).
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Figura 1 Maiz de raza Chalquefio. Fotografia de Juan M. Martinez Vargas (CONABIO, 2020a).

Es de las mas productivas ya que se obtiene a partir de ella una gran cantidad de biomasa
debido a sus mazorcas grandes y conicas con muchas hileras de granos. Ademas, tiene un
alto porcentaje de germinacion y es resistente a sequia en diferentes etapas de su
crecimiento. Es una raza polimorfica (su textura puede ser harino a semidentado y semi
cristalino) y puede presentar diferentes pigmentaciones (blanco, amarillo, rojo, rosado y
azul). Cada variante de la raza se asocia a un uso en especifico, Por ejemplo, los de color
crema se utilizan en la produccion de tortillas, los de tipo "palomo" son preferidos para la
elaboracion de tamales, los maices "azules" y "rojos" son destinados a la preparacion de
antojitos, golosinas y pinole, mientras que los maices amarillos son empleados tanto en la
produccion de tortillas como para forraje. Aunque todas las variantes se pueden usar para
forraje. Por otra parte, el Chalquefio se puede encontrar en diferentes estados de la
republica como Zacatecas, San Luis Potosi, Aguascalientes, Hidalgo, Michoacéan, Puebla,

Oaxaca y Estado de México y Ciudad de México, como se puede observar en la figura 1



"‘\ B Estados donde se cultiva maiz Chalquefio

Figura 2. Distribucion geografica del maiz de raza Chalquefio en México. En color azul se rellenaron los
estados en los que se cultiva mayoritariamente esta raza (CONABIO, 2020a).

2.2 Enddfitos fungicos

El hallazgo mdas antiguo de interacciones entre endofitos y plantas se remonta al
descubrimiento de hifas y esporas de hongos en hojas y tallos fosilizados, lo que sugiere
una coevolucion entre estos organismos (Yan et al., 2019). El término "endoéfito" deriva
del griego "endon" (dentro) y "phyton" (planta) (Schulz y Boyle, 2005). Kumar y Dara,
en su trabajo, describen que este término se ha utilizado ampliamente para incluir a
aquellos microorganismos capaces de colonizar tejidos de plantas y vivir entre las células
en una relacion de mutualismo. Los miembros que se pueden considerar dentro del grupo
son hongos, bacterias, arqueas y protistas, pero bacterias y hongos han sido los mas
estudiados (2021), y entre ellos dos, los hongos todavia han sido menos estudiados. No
obstante, las relaciones entre hongos y tejidos de plantas son muy diversas, principalmente
entre ascomicetos y basidiomicetos, dependiendo de las condiciones del suelo, raices,
clima y distribucion geografica se dard cada tipo de relacién endofitica (Hassani et al.
2018). Segun las investigaciones de Rodriguez et al., los hongos endoéfitos se clasifican en
dos categorias taxonomicas: clavicipiticeos (C) y no clavicipitaiceos (NC). Esto

caracterizado por los tejidos colonizados, cantidad de colonizacion y rango de transmision
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horizontal o vertical. El grupo C ha sido muy bien estudiado y esta compuesto de endofitos
que viven generalmente en pastos. Mientras que el grupo NC no ha sido tan estudiado,

son aquellos que colonizan arriba o debajo de la tierra (2009).

Algunos de los microorganismos pueden ser hongos nativos que habitan en el suelo y que
tienen un gran potencial en biodegradacion, biolixiviacion, biocompostaje, fijacion de
nitrégeno, mejora de fertilidad en el suelo y produccion de hormonas vegetales, afectando
de manera directa o indirecta el crecimiento de la planta que los hospeda (Mirsam 2021).
A cambio de esto, la planta recibe beneficios como proteccion a plagas y enfermedades

y/o bien puede aumentar la resistencia a estrés bidtico y abiotico (Brookes 2017).

En la tabla 3 se muestran algunos trabajos realizados con endofitos fiingicos y bacterianos
realizados en maiz, arroz, y trigo, por ser los principales cultivos alimenticios, y otros
cultivos en los que se han descrito mejoras en la planta al usar endofitos fungicos. En
dicha tabla se destaca como se han realizado trabajos en diversos paises con endoéfitos,
incluyendo a México; sin embargo, no se han realizado amplios estudios con endoéfitos

fingicos en maiz.



Tabla 3. Actividad bioldgica de endofitos fungicos y bacterianos en diversos tipos de cultivos y su actividad biologica en diferentes regiones del mundo.

Tipo de
Endofito (Tipo) Actividad bioldgica Zona/ Lugar o pais  Referencia
Cultivo
Trichoderma koningii 'y Fungicida contra Fusarium oxysporum, Fusarium Adejumo y
Alternaria alternata Maiz pallidoroseum, F. verticillioides, y Cladosporium Ondo, Nigeria Orole.
(Hongos) herbarum. (2008)
Estimular el crecimiento de las plantas, crecer en
Enterobacter sp., Jonhston-
Methylobacteria sp., Pantoea medios libres de nitrogeno, solubilizar fosfato, Monje y
Maiz secuestrar hierro, secretar ARNasa, antagonizar Ontario, Canada
sp. y Pseudomonas sp. Raizada
patogenos, catabolizar el precursor de etileno,
(Bacterias) . ) . (2011).
producir auxina y acetoina/butanodiol
Fusarium sp, Trichoderma
Sp,
Acremonium sp, Aspergillus Sur de Sulawesi, Amin, N.
e Maiz No descrita
sp, Penicillium sp, and Indonesia (2013)
Botryodiplodia sp.
(Hongos)



Pseudomonas sp.,

Acitenobacter sp.,
Enterobacter sp. y Maiz Crecimiento de plantas y manejo de enfermedades India Sandhya et
Sinorhizobium sp. bajo estrés por sequia. al. (2016)
(Bacterias).
Disminucion de la fitotoxicidad del cadmio y Kunming, Yunnan, Wang et al.
Exophiala pisciphila (Hongo) Maiz o ' o '
aumento significativo del crecimiento del maiz China (2016)
Bacillus sp, Pseudomonas sp Sanchez-
_ ' _ El batan, Edo, de _
y Sinorhizobium sp. Maiz Resistencia a sequia _ Bautista et
] Mexico.
(Bacterias) al. (2017)
Crecimiento de plantas y proteccion contra _ Russo et al.
B. bassiana (Hongo) Maiz La plata, Argentina
Rachiplusia un (2019)
Trichoderma asperellum,
Chaetomium subaffine y
Ch . hliod _ . Degani, et al.
aetomium cochliodes Maiz Barrera biologica contra Magnaporthiopsis maydis Norte de Israel

(Hongos)

(2021)
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Hongos nativos (no

Mirsam et al.

o Maiz Supresion de Fusarium verticillioides Sulawesi, Indonesia
identificados) (2021)
Acremonium sp 'y Penicillium . . Montana, Estados ~ Potshangbam
Maiz y Arroz Proteccion Anti patogena ]
simplicisssum Unidos etal. (2017)
Phoma glomerata,
Paecilomyces formosus Atroy Mejora en altura de la planta, peso fresco y seco y Daegu, Corea del Wagas et al.
contenido de clorofila. Sur (2013)
(Hongos)
Chaetomium sp. A Aumento significativo de la supervivencia y el Desierto de Thar, Sangamesh
10z
(Hongo) crecimiento de brotes y raices bajo estrés por calor India etal. (2017)
Mejora en la altura de brotes, nimero de macollos,
Bacillus testaceum, Bacillus ) )
largo de hojas, nimero de paniculas y semillas por ' Borah et al.
barbaricus, Bacillus subtilis Arroz ' Jorhat, Assam, India.
_ planta, biomasa seca de toda la planta y el (2018)
(Bacterias) o
rendimiento
Hongos mitosporicos de . Mejora la germinacion de semillas de trigo bajo Saskatchewan, Hubbard et
rigo

Ascomycota

estrés por calor y sequia

Saskatoon, Canada al. (2014)
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Chhipa y

Curvularia sp (Hongo) Trigo Mejora la resistencia al calor Jhalawar, India Deshmukh
(2017).
Mejora la tolerancia al estrés y la absorcion de
Penicillium roqueforti ‘ ‘ . ‘ ' Ikram et al.
Trigo nutrientes en plantas de trigo cultivadas en suelos Pakistan
(Hongos) , (2018)
contaminados con metales pesados
Beauveria bassiana Tomate y Competencia espacial con patdgenos Rhizoctonia Tenesse, Estados ~ Ownley et al.
(Hongo) algodon solani'y Pythium myriotylum Unidos (2008)
Colletotrichum Saucedo-
gloeosporioides Café Actividad contra plagas y patogenos Veracruz, México  Garcia et al.
(Hongos) (2014)
Alternaria sp., Aspergillus
sp., Colletotrichum sp., y Ebrahimi et
N, - Manzana Actividad Antifingica (Contra Venturia inaequalis) Norte de Iran
eoscytalidium al. (2022)
(Hongos)
Epichloé bromicola Mejora el crecimiento de las plantas bajo estrés . Wang et al.
Cebada _ Gansu, China
(Hongo) salino (2022)
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2.2.1 Tipos de mecanismos de accion de los endofitos benéficos en plantas

Los endofitos fungicos han sido estudiados desde hace mas de 100 afios, con el primer
endofito aislado (Lolium temulentum L.) en 1898, y posteriormente con mayores
descubrimientos, los cuales llamaron la atencién a micologos y farmacéuticos por ser una

nueva fuente de sustancias bioactivas y metabolitos (Wen et al. 2022).

Desde entonces, se ha demostrado que los microorganismos endéfitos tienen un efecto
positivo a través de mecanismos como el antagonismo, la resistencia sistémica inducida
(RSI), la resistencia sistémica adquirida (RSA), y la promocion del crecimiento, entre
otros (Liu et al. 2012). Mientras que, en el trabajo de Yan et al. (2019) se explica que los
mecanismos de accidon benéfica mediada por endofitos se pueden clasificar de dos maneras
en funcion del tipo de estrés que esté¢ mediando. En la figura 2 se pueden resumir las

estrategias mediante las cuales los endofitos benefician a su hospedador.

ENDOFITOS

r BIOTICO

+ Metabolitos microbianos

) 4 ’ Componentes de defensa para la
Ji ) planta
e ‘ + Compuestos inmunolégicos
“ * Competencia espacial con

patdgenos.

Mitiga estrés <
- e Mejorade la  estabilidad de
membrana

* Incremento de respuesta del

‘ sistema antioxidante
4§éé * Activacién de genes en respuesta al

Relacién @ . estrés

simbictica ¢ Induccion del sistema de resistencia

~  ABIOTICO adquirida

Figura 3. Resumen conciso del papel de los endofitos en las plantas frente a condiciones de estrés biotico y
abiotico, segliin Yan et al. (2019).

2.3 Nanoparticulas de plata:
Los sistemas agricolas a nivel mundial estdn enfrentando desafios extraordinarios debido
al cambio climatico. Para enfrentar estos desafios, las tecnologias y productos basados en

nanotecnologia tienen el potencial de mejorar notablemente el rendimiento y la
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sostenibilidad de los cultivos, lo que a su vez contribuye a fortalecer la seguridad
alimentaria. La nanotecnologia permite mejorar la eficiencia de los recursos agricolas y
reducir las pérdidas. Las nanoparticulas tienen una alta relacion superficie-volumen
debido a su tamafio extremadamente pequeno. Esto significa que hay mas area superficial
disponible para interactuar con otros materiales, a diferencia de pesticidas y fertilizantes.
mejorando la entrega controlada de nutrientes en ubicaciones especificas para una mejor
proteccion de los cultivos. Los nanobiosensores facilitan la gestion y el control precisos
de insumos como fertilizantes y pesticidas, impulsando el desarrollo de campos agricolas
altamente tecnificados. La nanotecnologia se ocupa de 4&tomos o moléculas en el rango de
tamafio nanométrico, donde las propiedades tnicas, como la reactividad quimica y las

propiedades mecanicas, son mas destacadas (Shang et al. 2019; Ali et al. 2021).

Las nanoparticulas tienen el potencial de proporcionar diversos beneficios a la agricultura,
tales como incrementar la productividad de los cultivos, mejorar la salud nutricional de
las plantas, controlar plagas y patdgenos, mitigar el estrés causado por factores
ambientales y proteger contra la radiacion UV. Ademads, pueden contribuir a mejorar la
calidad del suelo y del agua, asi como aumentar la productividad de la biomasa y acelerar
la germinacion de las semillas (Shukla et al., 2024). La germinacion de las semillas es un
momento crucial y sensible en el ciclo de vida de las plantas, y la aplicacion de
nanotecnologia ha mejorado este proceso al favorecer el crecimiento de los cultivos y
aumentar la tasa de éxito reproductivo. A nivel global, numerosos estudios experimentales
han confirmado la eficacia del uso de nanoparticulas metalicas en la germinacion y

desarrollo de las plantas (Manjaiah et al., 2019).

2.3.1 Uso de nanoparticulas de plata en plantas:

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) ejercen varios impactos en los cultivos,
especialmente en los cereales._Estudios recientes han demostrado que las AgNPs pueden
afectar negativamente el crecimiento de las raices, pero también tienen efectos
beneficiosos, como la reduccion del tizon en las plantulas y la mejora del area foliar en

plantas de trigo (Matras et al. 2023).

El tamafio de las nanoparticulas de plata (AgNPs) es fundamental; las particulas mas

pequeiias pueden afectar el crecimiento de las raices de las plantulas y modificar los
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niveles de carbohidratos, particularmente las concentraciones de sacarosa, glucosa y
fructosa (Lahuta et al., 2022). Ademas, la aplicacion de AgNPs puede aumentar la longitud
de las plantulas aéreas, inhibir hongos patdgenos y elevar los niveles de clorofila y
carotenoides en los cultivos de cereales, lo que en ultima instancia mejora la produccion
agricola (Hoang et al. 2022). A pesar de esto, las nanoparticulas de plata (AgNPs) también
tienen la capacidad de suprimir el crecimiento del coleodptilo en el trigo, lo que puede
resultar en anormalidades en las raices. Ademas, provocan la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y afectan el metabolismo primario y la movilizacion de
materiales de almacenamiento (Lahuta et al., 2022). En conjunto, los efectos de las AgNPs
en los cultivos de cereales son complejos, influyendo en diversos aspectos fisiologicos y

en el rendimiento general de los cultivos.

Con relacion al maiz, se ha comprobado que las nanoparticulas de plata (AgNPs) tienen
impactos significativos en su desarrollo. La sintesis de AgNPs mediante diversos métodos,
como extractos de hojas y Funaria hygrometrica, ha demostrado mejorar el crecimiento
y la germinacion del maiz, aumentando la longitud de las raices y los brotes, asi como el
peso fresco y la materia seca de las plantulas (Hussain et al., 2023; Karim et al., 2023).
Ademas, se ha observado que las AgNPs reducen la acumulacion de metales toxicos en
las raices y brotes del maiz, mejoran la actividad antioxidante, y aumentan los niveles de
carotenoides y clorofila, al tiempo que disminuyen los niveles de malondialdehido,
contribuyendo asi a la salud general de las plantas de maiz (Chen et al., 2023). También
se ha constatado que la aplicacion de AgNPs tiene efectos positivos en el area foliar, la
altura de las plantas y el contenido de clorofila en el maiz, lo que sugiere su potencial para
mejorar las caracteristicas de las plantas y controlar plagas como Sesamia cretica

(Adejumo et al., 2023).

2.3.2 Tipos de sintesis de AgNPs

Existen dos principales categorias de métodos para la sintesis de nanoparticulas: los
enfoques top-down y bottom-up. Los métodos top-down incluyen procesos quimicos y
bioldgicos de produccion que reducen el tamafio de los agregados del material hasta
alcanzar dimensiones nanométricas. Por otro lado, los métodos bottom-up son métodos

quimicos en disoluciéon coloidal, donde las nanoparticulas se forman a partir de una
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disolucion. Dentro de estas categorias, los métodos fisicos y quimicos a menudo se
consideran toxicos, mientras que los métodos bioldgicos generalmente se consideran no

toxicos (De La Caridad Esquivel-Figueredo et al. 2021).

Los métodos fisicos para sintetizar nanoparticulas de plata incluyen la ablacion con laser
pulsado en liquido (PLAL) (Ganash, 2022). Este es un enfoque simple y ecologico que
permite la produccién de nanoparticulas de diversos tamafios mediante el ajuste de los
parametros del laser o la modificacion de las propiedades del solvente de ablacion. Un
método fisico adicional es emplear radiacion de microondas para sintetizar nanoparticulas
de plata, utilizando céscaras de platano como agente reductor y estabilizador. Este método
ha demostrado ser rapido, ecoldgico y rentable, ademds de requerir tiempos de extraccion
y reaccion mas cortos en comparacion con los métodos de calefaccion convencionales
(Cekuolyte et al. 2023). Estos enfoques fisicos ofrecen métodos eficaces para generar
nanoparticulas de plata con caracteristicas fisicas y quimicas especiales, ideales para
diversas aplicaciones como la terapia antimicrobiana, la purificacion del agua y
dispositivos médicos. Asi, contribuyen significativamente a los avances en la nanociencia

y la nanotecnologia (Phoemthaisong et al. 2023; Devadharshini et al. 2023).

Los métodos quimicos para la sintesis de nanoparticulas de plata abarcan enfoques sol-
gel, sonoquimicos y métodos quimicos tradicionales. La sintesis sol-gel produce cristales
de 6xido de plata puro con tamafos de cristalitos y particulas pequefios y una gran
superficie especifica (Devadharshini et al. 2023). Los métodos sonoquimicos resultan en
alta cristalinidad y homogeneidad de tamafio en comparaciéon con otros métodos
(Akhatova et al. 2023). Los métodos quimicos tradicionales implican la reduccion y
estabilizacion de iones metalicos mediante agentes quimicos, lo que lleva a la formacion
de nanoparticulas de plata con caracteristicas especificas (Maesaroh et al. 2023). Estos
métodos quimicos ofrecen ventajas variadas en términos de pureza, control del tamafio y
area de superficie, lo que contribuye a las diversas aplicaciones de las nanoparticulas de
plata en campos como la medicina, la cosmética y la agricultura (Chaudhary et al. 2023;

Olga et al. 2002).

Dentro de los métodos bioldgicos para la sintesis de nanoparticulas, se pueden emplear

técnicas como la fitosintesis utilizando extractos de raices, semillas, frutos o hojas, asi

16



como la sintesis microbiana que involucra bacterias, hongos, levaduras y algas (Jain et al.

2021).

Las AgNPs se sintetizan en microorganismos mediante métodos biogénicos, utilizando
bacterias, hongos y bacterias endofiticas aisladas de plantas como Pennisetum setaceum.
Estos microorganismos ofrecen ventajas como alta formacion de proteinas, manipulacion
sencilla, menor toxicidad y alto rendimiento, lo que lleva a la produccion de AgNPs con
aplicaciones versatiles en diversos campos (Surega et al. 2020; Habibullah et al. 2021 y
Rajeshkumar et al. 2022). Durante el proceso de sintesis, se reduce iones metalicos a
nanoparticulas, donde factores como el potencial de reduccion, la estructura de las
proteinas y el tipo celular afectan la distribucion del tamafio y la cristalinidad de las
nanoparticulas (Ahmed et al., 2019). La sintesis biogénica de AgNPs utilizando
microorganismos se considera rentable, ecologica y capaz de producir nanoparticulas con
tamafos y formas bien definidas, adecuadas para la produccion a gran escala sin generar

desechos toxicos (Tortella et al. 2022).

2.3.3 Nanoparticulas de plata en el manejo de estrés bidtico y abiotico en plantas:

Las nanoparticulas también han sido evaluadas como agentes capaces de mitigar el estrés
bidtico y abiotico en las plantas. Segun los informes, se ha demostrado que pueden aliviar
el estrés causado por la sequia, el calor y la salinidad, ademas de mejorar el crecimiento
en altura de las plantas, tanto en peso seco como fresco, y promover la fotosintesis (Abasi

et al., 2022).

Los efectos que pueden tener las AgNPs en bacterias fitopatdgenas se han estudiado
ampliamente, Se ha demostrado que las AgNP sintetizadas a partir de diferentes fuentes,
como el alginato de sodio modificado con aldehido, el extracto de raiz de calabaza
espinosa y las especies de hongos, alteran las membranas celulares bacterianas, lo que
provoca fugas citoplasmaticas (Jiang et al. 2022, Naik & Devi, 2021 y Alavi &
Ashengroph, 2023). Ademas, se conoce que las AgNPs inducen estrés oxidativo,
disfuncion proteica, dafio al ADN y alteran la adhesion bacteriana para prevenir la
formacion de biopeliculas, lo que en ultima instancia causa la muerte bacteriana (More

etal., 2023).
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Por otro lado, las AgNPs han demostrado ser efectivas contra virus, hongos y nematodos
fitopatogenos a través de diversos mecanismos. Estas nanoparticulas pueden eliminar
microorganismos al interactuar con sus superficies, desestabilizando las paredes celulares
y membranas mediante la liberacioén de iones metalicos, y generando toxicidad a través de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (Kanakari & Dendrinou-Samara, 2023).
La biosintesis de AgNPs en especies fungicas implica la reduccion de iones Ag+ y la
estabilizacion de las nanoparticulas mediante diversos metabolitos y compuestos, lo cual
potencia sus propiedades antimicrobianas (Alavi & Ashengroph, 2023). Asimismo, las
AgNPs sintetizadas a partir de extractos vegetales han mostrado efectos antiparasitarios
notables, inhibiendo de manera eficaz la proliferacion de parasitos (Zhang et al., 2023).
Mientras que, las AgNPs derivadas de diversas especies fungicas han exhibido una
actividad antifiingica significativa contra cepas clinicas de Candida y fitopatogenos, lo
que resalta su potencial como agentes antifungicos efectivos (Ribeiro et al., 2023). Estos
resultados subrayan los variados mecanismos a través de los cuales las AgNPs combaten
virus, hongos y nematodos fitopatdgenos, y evidencian su prometedor rol en la agricultura

y el manejo de enfermedades de plantas.

2.3.4 Toxicidad de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas tienen distintos niveles de toxicidad segin su tamafo, forma,
recubrimiento y concentracion. Las mas pequenas son absorbidas mas facilmente y tienen
un mayor impacto biologico. El recubrimiento afecta su toxicidad, por lo que usar
biomoléculas como recubrimiento puede reducir su toxicidad y mejorar su uso en

aplicaciones bioldgicas (Rai et al. 2021).

Las AgNPs tienen efectos toxicos tanto en los cultivos como en los seres humanos. En
cultivos, las AgNPs pueden ser absorbidas por las plantas tanto a través de la exposicion
foliar como radicular, lo que resulta en una reduccién de la biomasa y un incremento en
los indicadores de estrés oxidativo (Li y Cummins, 2022). El impacto de las AgNPs en las
plantas terrestres varia segun la concentracion, el método de exposicion y la especie de
planta. Concentraciones superiores a 12 mg/L pueden causar respuestas toxicas

diferenciales (Li et al. 2017).
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Sin embargo, cuando las nanoparticulas de plata (AgNPs) se emplean en fertilizantes, han
mostrado efectos positivos en la salud de las plantas al reducir la infestacion de patdgenos,
incrementar el contenido de clorofila y mejorar los rendimientos, especialmente bajo
condiciones de estrés. Esto indica su potencial en practicas de agricultura sostenible (Sami

et al., 2020).

En los seres humanos, la naturaleza bioactiva de las AgNPs plantea preocupaciones sobre
posibles riesgos para la salud. Los mecanismos de toxicidad incluyen el estrés oxidativo,
la activacion de la autofagia y la interferencia con las vias de ubiquitinacion (Jaskulski et
al. 2022). Es crucial comprender estos efectos para gestionar los riesgos vinculados con

la exposicion a nanoparticulas de plata (AgNPs) en entornos agricolas y humanos.

La figura 3 es un diagrama que resume la informacion discutida en esta seccion,

ofreciendo una vision general de los conceptos clave y sus relaciones.
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Figura 4. AgNPs; Factores que influyen en su actividad bioldgica, aplicaciones y efectos en la agricultura
(Ali et al. 2021).

2.3.5 Nanoparticulas de plata “BioArgovit”

El estudio se centra en un tipo especifico de nanoparticulas de plata (AgNPs) denominadas
BioArgovit, desarrolladas por Vector-Vita. Estas nanoparticulas estan estabilizadas con
polivinilpirrolidona (PVP) y coldgeno hidrolizado, tienen un tamafio promedio de 15 nm
y presentan una alta concentracion de plata metalica (12 mg/ml) y de formulacion total de

plata metélica con estabilizadores (200 mg/ml) (Bogdanchikova et al. 2024).
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2.3.5.1 Aplicaciones en Agricultura:

Argovit ha encontrado diversas aplicaciones en la agricultura, como se demostré en un
estudio realizado por Santoscoy-Berber et al. (2021), donde la aplicacion de estas
nanoparticulas en zanahorias después de la cosecha aument6 notablemente su capacidad
antioxidante y el contenido de compuestos fendlicos en diferentes concentraciones de
AgNPs (0, 5, 10, 20 o 40 mg/L). Esto condujo a una mejora en la produccion de

compuestos bioactivos beneficiosos para la salud.

En otro estudio sobre limas mexicanas infectadas con la enfermedad Huanglongbing
(HLB), se descubri6 que el uso de BioArgovit redujo eficazmente el titulo bacteriano en
un 80-90% cuando se aplico mediante pulverizacion foliar y inyeccion en el tronco

(Stephano-Hornedo et al. 2020).

2.3.5.2 Historia y Otras Formulaciones:

Argovit™ es una formulacion previa de nanoparticulas de plata que ha sido utilizada en
diversos campos bioldgicos. Estas nanoparticulas han demostrado poseer propiedades
antibacterianas, antiparasitarias, antifingicas y antivirales. Ademas, Argovit ha sido
utilizado en diversos campos como la agricultura, la ganaderia y la medicina, incluyendo
aplicaciones en tratamientos antitumorales y para el pie diabético, entre otras (Gil

Martinez, 2022).

Otro tipo de nanoparticulas de plata, conocidas como “BioArgovit®”, también ha sido
utilizado en estudios anteriores en el mismo ambito. BioArgovit® son AgNPs recubiertas
con proteina hidrolizada, sintetizadas siguiendo el protocolo descrito en la patente
RU2646105C1 "Método para la produccion de proteinato de plata". Esta formulacion es
una suspension acuosa altamente dispersa con una concentracion total de 200 mg/mL
(20%) y un contenido de plata metéalica de 111,2 mM (12 mg/mL), estabilizada con 188
mg/mL de proteina hidrolizada (Valenzuela-Salas et al. 2021).

2.3.5.3 Investigaciones sobre Citotoxicidad:
En el estudio realizado por Gonzalez Vega (2022), se recopilaron datos sobre la toxicidad
de estas nanoparticulas en diversos modelos in vivo. Se evaluaron en una amplia variedad

de organismos, que incluyen lineas celulares humanas y animales, asi como modelos
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primarios de diferentes especies animales. De manera interesante, esta formulacion mostrd

efectos selectivos segun los distintos modelos celulares evaluados.
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3 JUSTIFICACION

Las variedades nativas de maiz en México son de gran importancia por su diversidad
genética, adaptacion a entornos especificos y valor cultural. Estudios han confirmado que
Meéxico es un centro de origen del maiz, con una amplia diversidad de razas (Olvera-
Aguilar et al., 2023). Estas variedades desempefian un papel crucial en la conservacion de
la agrobiodiversidad y pueden contribuir a la seguridad alimentaria mediante medidas de
conservacion in situ (Herndndez-Salinas et al., 2022). Se han destacado la variabilidad
morfoldgica y agrondmica de las razas nativas de maiz, evidenciando su potencial para la
produccion sostenible y la diversificacion de la agricultura rural (Santillan-Fernadndez et
al. 2021). Ademas, las razas nativas de maiz en México exhiben caracteristicas de calidad
superiores en comparacion con los hibridos comerciales, lo que indica su potencial para
satisfacer las preferencias de los consumidores y mejorar el mercado del maiz en el pais
(Saenz et al., 2020). En conjunto, la preservacion y el uso de estas variedades nativas son
fundamentales para mantener la diversidad genética, preservar el patrimonio cultural y
promover practicas agricolas sostenibles. Por ello, el aumento de su produccion es un

enfoque prioritario en este proyecto.

Por otro lado, las nanoparticulas desempefian un papel crucial en el desarrollo de la
agricultura al proteger los cultivos, funcionar como bioestimulantes, conferir resistencia
al estrés oxidativo y mejorar la calidad del suelo y la degradacion ambiental, lo que
contribuye a la sostenibilidad de los agroecosistemas (Tariq et al. 2022). Ademas, Kumar
y Dara (2021) explican que probablemente todas las plantas albergan endofitos desde la
semilla. Estos microorganismos son reclutados del suelo por las plantas, protegiéndolas
de la degradacion y la depredacion, y se transmiten verticalmente de generacion en

generacion. Por ello, es importante estudiar los endofitos en las semillas.

El presente trabajo busca ampliar el conocimiento sobre el uso de endofitos en conjunto
con nanoparticulas de plata para favorecer la germinacion y el desarrollo de uno de los
cultivos mas importantes del pais. La informacion recopilada permitird profundizar en este
campo, que hasta ahora cuenta con poca investigacion en el contexto de los maices

nativos.
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4 HIPOTESIS

El uso de nanoparticulas de plata “BioArgovit®” en el medio de crecimiento para obtener
la biomasa del aislado fungico CMP4, puede mejorar la capacidad del hongo para

favorecer la germinacion de maiz Chalquefio.

23



5 OBJETIVO

5.1 Objetivo General:
. Probar que el uso de nanoparticulas de plata “BioArgovit®”, en el medio de
crecimiento del aislado fungico CMP4, tiene la capacidad de potenciar el efecto de este

hongo en la germinacién de maiz Chalquefio.

5.2 Objetivos especificos:

. Identificar el aislado fingico CMP4 por su morfologia y mediante técnicas
moleculares.
. Determinar la concentracion de las nanoparticulas de plata “BioArgovit®” que no

afecten el crecimiento del aislado fingico CMP4.

. Determinar la concentraciéon de las nanoparticulas de plata “BioArgovit®”
aplicadas al aislado fungico CMP4, en la cual la biomasa obtenida del hongo potencie el

porcentaje de germinacion y tamafio de las plantulas de maiz Chalquefio.
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6 MATERIALY METODOS

6.1 Reactivacion de la cepa

El aislado fungico CMP4 fue seleccionado debido a sus caracteristicas morfologicas,
obtenido de hongos previamente aislados en experimentos anteriores realizados en el
mismo lugar de trabajo. Este hongo fue aislado de maiz nativo de la region Cuyotomate,
cultivado en Agar Papa Dextrosa (PDA), de ahi el nombre del aislado CMP4 (Cuyotomate,
Maiz, PDA, #4), y conservado en glicerol al 40% a -70°C. Para la reactivacion, se tomaron
20 pL y se sembraron en Agar Papa Dextrosa (PDA), extendiéndolo con un asa e
incubandolo en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente durante 21 dias para

obtener un cultivo primario.

6.2 Identificacion de caracteristicas morfolégicas macroscopicas

Se resembro el hongo a partir de las colonias mas aisladas del cultivo primario por
picadura en PDA y se incub6 a temperatura ambiente en condiciones de ausencia de luz
por 15 dias. Luego, se realizo la descripcion del hongo, se tomaron fotos del cultivo y

posteriormente se realizo la conservacion de la cepa, en glicerol al 40% a -70°C.

6.3 Identificacion de caracteristicas morfolégicas microscopicas

A partir de un cultivo puro obtenido en el paso anterior, se tomd una muestra presionando
suavemente con cinta adhesiva transparente sobre el cultivo. Después, se colocd una gota
de azul de lactofenol en un portaobjetos, se fijo la cinta con la muestra y se examinaron
las caracteristicas morfologicas utilizando un microscopio Primo Star de Carl Zeiss

Fabricado en Gottingen Alemania.

6.4 Identificacion del aislado por técnicas moleculares

Para la extraccion de ADN, se obtuvo biomasa en medio liquido cortando un cuadro de
agar de aproximadamente un centimetro en area a partir del cultivo puro inoculado
previamente en PDA y posteriormente se utilizo para inocular un tuvo cénico de 50 mL
con 30 mL de caldo papa dextrosa (PDB) estéril. Posteriormente, se mantuvo en
incubacion durante 15 dias a temperatura ambiente en un agitador Thermo Scientific
MaxQ 2000™ fabricado en EE. UU a 120 revoluciones por minuto (rpm). Después, se
centrifug6 a 10,000 rpm en una centrifuga Sorvall ST 16R de Thermo Fisher fabricada en

Alemania, durante 5 minutos y se separd el sobrenadante para concentrar la biomasa. Se
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tomaron 100 puL de la biomasa y se almacenaron en microtubos conicos de 1.5 mL a -70°C

hasta su uso.

6.4.1 Extraccion de ADN

Las muestras de biomasa se centrifugaron a 3,000 rpm por 10 minutos a 4°C en una
microcentrifuga de refrigeracion Centrifuge 5424 R de Eppendorf fabricada en
Hambrugo, Alemania. Luego, se resuspendieron en 1 mL de agua destilada estéril y se
centrifugaron nuevamente a 3,000 rpm por 10 minutos a 4°C en la misma microcentrifuga.
Posteriormente, se afiadieron 500 pL de buffer NTES (0.2 M Tris-Cl pH 7.6, 0.5 M NaCl,
0.1 SDS y 0.01 M EDTA) y aproximadamente 50 puL de perlas disruptoras (d=0.1 mm).
La muestra se agitd en un Vortex Genie 2 de Scientific Industries fabricado en EE. UU.
durante 20 minutos, se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C y el
sobrenadante se transfirid a un microtubo conico estéril de 1.5 mL. Después, se afiadieron
400 pL de fenol-cloroformo (1:1), se homogeneizé en vortex por 4 minutos y se centrifugo
nuevamente a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. La fase acuosa se transfirio a otro
microtubo de 1.5 mL, al cual se le agregaron 0.1 volimenes de acetato de amonio y 2

volimenes de etanol absoluto, incubandolo a -20°C durante la noche.

Al dia siguiente, se centrifugé a 15,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos
a 4°C y se elimino el sobrenadante. El pellet resultante se lavo con etanol frio al 70%, se
homogeneizd en vortex durante un minuto y se centrifug6 a 14,000 rpm durante 5 minutos
a 4°C. Se descarto6 el sobrenadante y se dejé secar completamente el pellet. Finalmente,

se resuspendio el pellet en 500 microlitros de agua libre de nucleasas.

Nota: Para este protocolo, es crucial el tiempo de homogeneizacion en vortex. Se
recomienda usar un soporte para los tubos y manejar con cuidado las perlas disruptoras,

que pueden ser abrasivas.

6.2.1 Evaluacion de calidad de la muestra

Se analiz6 la concentracion y calidad de ADN en la muestra utilizando un Nanodrop Lite
Spectophotometer Thermo Scientific de Termo Fisher fabricado en China, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se emple6 agua desionizada como blanco, la cual también se
utiliz6 para preservar la muestra. Una vez calibrado el equipo, se colocaron 3 pL de la

muestra en el Nanodrop para cuantificar el ADN presente.
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6.2.2 Amplificacion del segmento ITS1-1TS4

Se procedid con la amplificacion de la region ITS utilizando los primers ITS 1 — 5" TCC-
GTA-GGT-GAA-CCT-GCG-G-3" (Forward) y ITS 4 — 5'- TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-
TAT-GC-3" (Reverse), sintetizados por Bioline. Se utiliz6 la enzima MyTaq™ DNA
polymerase junto con el buffer correspondiente del fabricante para la solucion de reactivos

para amplificacion.

Se prepararon dos volumenes de reaccion diferentes: uno de 25 pL, utilizado para verificar
las condiciones Optimas de PCR y la amplificacion del fragmento esperado en cada
muestra, y otro de 50 pL, destinado a obtener una mayor concentracion del producto de
PCR para su posterior purificacion y secuenciacion. Los volimenes especificos de cada

componente utilizado para la reaccion se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Volimenes de reacciones

Volumen de reaccion

Reactivo
25 uL 50 pL
5x Buffer 5uL 10 uL
Mytaq 0.5 uL 1 uL
ITS1 0.5 uL 1ul
ITS4 0.5uL 1uL
H20 16.5 uL 33 uL
DNA 2 uL 4 ulL

Para la amplificacion se siguid el protocolo detallado en la tabla 5, utilizando un
termociclador T100 Thermal Cycler de Bio-Rad fabricado en Singapur.

Tabla 5. Protocolo de PCR utilizado

Paso DI D2 A E EF I
D2—E
Temperatura
95 95 60 72 X 30 72 4
°O)
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Tiempo
5:00 0:30 0:45 1:30 8:00 o0
(min)

D1: Desnaturalizacion 1, D2: Desnaturalizacion 2, A: Alineamiento, E: Extension, EF: Extension final e I:

Incubacion.

6.2.3 Purificacion del producto de PCR

El producto de PCR se detectdé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio a una concentraciéon final de 0.1 mg/mL. El tamafio del amplicon se
estim6 comparandolo con el marcador de peso molecular HyperLadder™ 100bp de
Bioline. Posteriormente, el producto final de la reaccion de 50 pL se purifico utilizando el

reactivo SureClean Plus de Bioline siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante.

6.2.4 Identificacion molecular mediante secuenciacion de Sanger

La muestra purificada se envio para su secuenciacion a la Unidad de Servicios Gendmicos
de LANGEBIO-CINVESTAYV, en Irapuato, Gto., México. Se utilizaron los cebadores
ITS1 e ITS4 para la secuenciacion. Los resultados obtenidos se analizaron con el programa
BioEdit y las secuencias en formato FASTA se compararon con las existentes en la base

de datos GenBank para su identificacion.

6.3 Tratamiento del aislado fungico CMP4 con nanoparticulas de plata
(“BioArgovit®”)
Para la obtencion del aislado fungico, se inocul6 previamente el medio PDA en cajas Petri

para obtener suficiente biomasa.

6.3.1 Preparacion de medios

Se prepararon 6 tratamientos: cuatro soluciones con distintas concentraciones de AgNPs
(10 mM, 1 mM, 100 uM y 10 uM) en medio PDB, adicionalmente, un control del hongo
suspendido en medio PDB y otro control del hongo suspendido en agua destilada, por
triplicado. Para ello, se utilizaron 18 tubos de ensayo de vidrio con taparrosca Pyrex en
total, de los cuales se colocaron 12.5 ml de PDB en 12 tubos para los tratamientos con
AgNPs, 14 ml de PDB en 3 tubos para un control y 14 ml de agua destilada en 3 tubos

para el otro control.
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6.3.2 Diluciones de AgNPs

Se utilizaron nanoparticulas Argovit- C a una concentracion inicial de 1M y se prepararon
diluciones para alcanzar las concentraciones finales deseadas (10 mM, 1 mM, 100 uM y
10 uM). A cada tubo con 12.5 ml de PDB se le afiadieron 1.5 ml de las diluciones

correspondientes para cada tratamiento.

6.3.3 Inoculacion del medio con nanoparticulas

Se obtuvo un gramo de biomasa micelial a partir de cultivos puros, el cual se afiadi6 a los
tubos preparados con sus respectivos tratamientos. Estos tubos fueron envueltos en papel
aluminio para mantener condiciones de oscuridad y se colocaron en un agitador orbital
Thermo Scientific MaxQ 2000™ fabricado en EE.UU. y se incubaron a temperatura
ambiente durante 15 dias, agitdndolos a 120 rpm. Se registr6é diariamente el peso fresco
de cada tubo utilizando una balanza analitica HR-250AZ de AyD fabricada en Corea de

para evaluar el impacto de las nanoparticulas de plata en el aislado fungico CMP4.

6.3.4 Filtrado de la biomasa tratada con nanoparticulas

Posteriormente la biomasa fue filtrada por gravedad utilizando embudos de vidrio con
papel filtro estéril Whatman 41. La biomasa fresca fue recuperada en microtubos conicos
de 1.5 mL, posteriormente pesada en la balanza analitica HR-250AZ de AyD fabricada en
Corea para determinar la cantidad obtenida por tratamiento y almacenada a 4°C hasta su

uso.

6.3.5 Preparacion de metilcelulosa

Se preparé una solucion al 20% de metilcelulosa, agregando gradualmente agua destilada
estéril en una plancha de calentamiento a 40°C con agitacion constante. La mezcla se agitod
hasta obtener una pasta viscosa blanquecina, la cual se almaceno6 a 4°C durante 24 horas

o hasta que la solucion se volviera transparente.

Posteriormente, esta solucion se combind con los diferentes tratamientos de la biomasa
tratada con nanoparticulas para facilitar su adherencia a las semillas de maiz. Se llevo a
cabo un conteo en camara de Neubauer para cada tratamiento y se realizaron diluciones
de la biomasa para ajustar una concentracion de esporas de 10”6 en un volumen de 15 ml

de metilcelulosa al 20%. La mezcla resultante se almaceno a 4°C hasta su uso.

29



6.4 Tratamiento de las semillas de maiz con el aislado fungico tratado con AgNPs

6.4.1 Preparacion de las semillas

Se utilizaron grupos de 15 semillas de maiz Chalquefio por tratamiento y replicadas por
triplicado dando un total de 270 en total. Inicialmente, las semillas fueron enjuagadas en
una solucion al 0.5% de hipoclorito de sodio con agitacion constante durante 15 minutos.
Después, se lavaron con agua destilada estéril durante otros 15 minutos, también con
agitacion constante, y finalmente se sumergieron en agua destilada estéril durante 15
minutos mas, con agitacion ocasional. Las semillas se dejaron secar al aire en condiciones
estériles y luego se recubrieron con la mezcla de metilcelulosa y hongo tratado
previamente preparada, utilizando pinzas estériles. Posteriormente, se colocaron en cajas
Petri para su secado, procurando completarlo en un plazo no mayor a 24 horas para evitar

el crecimiento inicial del hongo en la superficie de la semilla.

6.4.2 Preparacion de la tierra

Se calculd la cantidad necesaria de tierra y peatmoss en una proporcion 1:1 en volumen
para llenar una maceta. Posteriormente, la tierra necesaria fue sometida a esterilizacion en
autoclave durante 30 minutos y luego se combiné con el peatmoss afiadiendo agua hasta

alcanzar una consistencia blanda. La mezcla se dispuso en macetas limpias.

6.4.3 Siembra de semillas

En cada maceta se sembrd una semilla previamente recubierta con la mezcla de
metilcelulosa y biomasa de hongos tratados con nanoparticulas en las concentraciones
especificas determinadas. Se utilizo pinzas estériles para asegurar que la cara del germen

quedara hacia abajo y posteriormente se cubrio la semilla con tierra.

6.5 Determinacion del porcentaje de germinacion de semillas tratadas con biomasa
con AgNPs

Las semillas sembradas se mantuvieron a temperatura ambiente con un ciclo de luz de 12

horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se regaron segun la necesidad para mantener la

humedad inicial del sustrato y se registré diariamente el nimero de semillas que

germinaron durante un periodo de 15 dias. Finalmente, el porcentaje de plantulas

germinadas fue calculado como sigue:

30



% G L Numero de plantulas emergidas en el Gltimo conteo 100
o Germinacion = - - *
Numero de semillas sembradas

6.5.1 Determinacion del vigor del lote se semillas utilizadas en el experimento

Fue llevado a cabo un ensayo para determinar la viabilidad del lote de semillas utilizado
en el experimento. Se colocaron 15 semillas por triplicado en pocillos con algodon
humedecido, manteniéndolas a temperatura ambiente con un fotoperiodo 12/12. Se
cuantifico el nimero de plantulas emergidas y se midi6 su longitud. Posteriormente, se
calculd el porcentaje de plantulas siguiendo el mismo método utilizado para calcular el

porcentaje de germinacion.

6.5.2 Ensayos de fito patogenicidad del aislado fiingico CMP4 en plantas de maiz
(in planta)

Las plantulas de maiz Chalquefio obtenidas del ensayo anterior fueron inoculadas con el

aislado fungico CMP4. Se aplico el aislado en el envés de las hojas utilizando un pincel

con grenetina, y se observaron y describieron los efectos resultantes en las plantas.

6.6 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del aislado fingico con nanoparticulas y de las semillas de maiz
tratadas con biomasa y nanoparticulas, fueron tratados estadisticamente utilizando el
software IBM SPSS 2015 v20. Inicialmente, se realizd una prueba de normalidad para
cada grupo de datos obtenidos segun la cantidad de datos obtenidos y la muestra
poblacional utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Segtin los resultados de esta prueba, se
aplico un ANOVA para analizar los datos del peso fresco obtenido. Posteriormente, se
realizd una prueba de Tukey para comparar las medias y medir la significancia de los
tratamientos. Para los datos correspondientes al porcentaje de germinacion, debido a la
ausencia de normalidad se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de una correccion

de Bonferroni para la comparacion de medias y medir significancia entre tratamientos.
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7 RESULTADOS

7.1 Identificacion de caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microscopicas
del aislado fungico CMP4

Se observo el desarrollo del aislado fingico en el medio de cultivo primario, como se

evidencia en la figura 4. Las colonias exhibieron un patrén de crecimiento radial y

filamentoso, con un didmetro reducido y una elevacion central leve, caracterizadas por

bordes filiformes y una textura superficial aterciopelada de color rosado.

Figura 5. Cultivo primario de la reactivacion del aislado fungico CMP4.

Posteriormente, al resembrar por picadura e incubar por 1 semana, se obtuvieron colonias
de color rosa claro con crecimiento radial, de borde filiforme como se aprecia en la figura
SA, mientras que, si se observa el anverso de la caja como en la figura 6B, se observa el
crecimiento del micelio filamentoso que penetra el agar con una disminucion de la
intensidad del color desde el centro a la orilla de la caja Petri. Se realiz6 un corte del agar,
se tind con azul de lactofenol y se observo en el microscopio a 10x, y se apreciaron las

hifas septadas (figura 6C).
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Figura 6. Morfologia macroscopica del aislado fangico CMP4 a una semana de incubacion. (A) Anverso de
la caja de agar PDA con siembra por picadura del aislado de CMP4. (B) Reverso de la caja del mismo cultivo
donde se observa el crecimiento radial filiforme traslicido. (C) Observacion de un cuadro de agar del mismo
cultivo al microscopio en 10x con azul de lactofenol.

Con el transcurso del tiempo de incubacion, se observo un aumento en la opacidad de las
colonias, asi como un cambio progresivo en la coloracion de la cepa. Inicialmente, se
presentd un tono blanquecino, que evolucion6 hacia un matiz rosado claro en los primeros
dias, seguido de tonalidades rojizas y, finalmente, una tonalidad de morado borgofia como
se observa en la figura 7A, el crecimiento radial, con micelio color blanquecino de textura
algodonosa, al observarlo en el estereoscopio como se aprecia en el figura 7B se
apreciaron algunas gotas de agua producto de la condensacion atrapadas en el micelio y
finalmente se observd al microscopio un cuadro de agar del mismo en 10x sin tefiir y se

observo el micelio con agrupaciones de esporas como se muestra en figura 7C.
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Figura 7. (A) Cultivo del aislado de CMP4 en PDA de tres semanas, con crecimiento radial y formacion de
micelio en la superficie. Observacion macroscéopica. (B) Observacion del micelio del mismo cultivo en
estereoscopio (En metodologia yo no encontré descripcion de estereoscopio. (Esto es parte de un
microscopio?). (C) Observacion del micelio en de un cuadro de agar del mismo cultivo al microscopio en
10x.

Posteriormente se realizé una observacion al microscopio con una preparacion al fresco
tiféndola con azul de lactofenol y se observo la pared celular de las hifas traslicidas,
mientras que el interior de los septos se tifid mas intensamente, también se observan
algunas ramificaciones de estas y agrupaciones de conidios tal como se observa en la
figura 8, la cual fue medida en el programa Image J, y se us6 la cufia (0.06 mm) para medir
las esporas y las hifas. Las esporas midieron entre 3 y 10 micras, mientras que las hifas

midieron 2 micras de grosor y entre 4 y 31 micras de largo entre septo y septo.
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Figura 8. Observacion al microscopio de un cultivo de 3 semanas del aislado de CMP4 en un objetivo 40x.
se pueden observar las hifas septadas, la pared celular, y los conidios tefiidos con azul de lactofenol.

A partir de ese cultivo, se realiz6 una resiembra en el mismo tipo de medio y se obtuvieron
colonias con diferente morfologia macroscopica, aunque todas las cajas con cultivo se
encontraran en las mismas condiciones, a lo que se procedio a utilizar para el siguiente
paso del protocolo aquellas cajas que mostraran una coloracion morada para mayor
estandarizacion. A continuacion, se muestra en la tabla 6 la descripcion de dichos

hallazgos.

Tabla 6. Descripcion de la diferencia morfologica macroscopica obtenida del aislado fungico de CMP4 a
las mismas condiciones ambientales.

Imagen del aislado CMP4 crecido en PDA Descripcion morfologica

Colonia de crecimiento radial con una
elevacion central en el punto del
in6culo por picadura, con formacion de
micelio filiforme que penetra el

sustrato de color morado pardo, y

micelio sobre la superficie de color

blanquecino algodonoso.
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Colonia de crecimiento radial, sin
elevaciones, con micelio filiforme
penetrando el sustrato, mostrando
color naranja en el centro y alrededor
de color menos intenso
progresivamente a  amarillo y
posteriormente un degradado a color
crema en las orillas, en la superficie se
observd crecimiento de micelio
algodonoso blanquecino sobre la parte

de color naranja.

Colonia de crecimiento radial de color
blanquecino a grisaceo, con una ligera
elevacion en el centro, se observa el
micelio que penetra el sustrato
filiforme de color morado con blanco y
posteriormente progresa a color blanco

grisaceo en las orillas, con micelio en

la superficie sobre la parte de

coloracion morado-grisaceo.

Ademas, se llevo a cabo un cultivo microscopico tefiido con azul de lactofenol, como se
muestra en la figura 9, donde se aprecia en la figura 9A, la imagen del micro cultivo a
partir del cual se obtuvieron las micrografias que se muestran en esta seccion, el cual fue
preparado con un cuadro de PDA inoculado por picadura por el aislado original
conservado en glicerol, entre un portaobjetos y un cubreobjetos al cual se le anadi6é azul
de lactofenol al pasar 5 dias de crecimiento, los cuales fueron contenidos en una caja Petri

con un algodén humedecido. Mientras que, en la figura 9B se observa una micrografia de
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este a 10x donde se puede apreciar la distribucion de las hifas y sus ramificaciones, asi

como algunas agrupaciones de esporas.

Figura 9. Micro cultivo del aislado CMP4 en un cuadro de agar de PDA, y una micrografia de este a 10x
tefiido con azul de lactofenol.

El micro cultivo mencionado fue observado bajo el microscopio en fresco a 40x para
estudiar los cuerpos fructiferos. Las imagenes obtenidas se presentan en la figura 10,
donde se pueden apreciar las diferentes estructuras del aislado. Con el fin de facilitar su
apreciacion, se realizo una ampliacion de la imagen en la region marcada con un recuadro
rojo, correspondiente a su version ampliada, la cual se situa en la parte inferior de cada
figura correspondiente. En la figura 10A, se observa un campo con numerosas hifas

septadas y algunas esporas de forma caracteristica de medialuna con septos en su interior.
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En el panel B, se muestra el esporodoquio o cuerpo fructifero del hongo, encerrado tanto

en la parte superior como en la inferior, del cual se desprenden algunas esporas.

e

/

Figura 10. Micro cultivo del aislado fingico tefiido con azul de lactofenol y visto en microscopio optico a
40x. Se destacan los septos en las hifas, las macroconidias de forma de medialuna caracteristica para el

género Fusarium (A) y los cuerpos fructiferos de los cuales se desprenden los conidios (B).
7.2 Identificacion del aislado de CMP4 por técnicas moleculares

7.2.1 Amplificacion de la region ITS

Se amplifico la region ITS del aislado fungico CMP4 y se comprob6 el producto de la

PCR en un gel de agarosa al 1% como se muestra en la figura 11, donde se observa en el

primer carril el marcador de pares de bases, en el segundo la muestra de ADN purificada

y en el tercer carril el control negativo (agua), asi mismo, se observa que el fragmento

amplificado tiene un peso molecular de aproximadamente entre 500 y 600 pares de bases.
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Figura 11. Gel de agarosa al 1 % de la amplificacion de una muestra de ADN del aislado fingico de CMP4,
se observa en el primer carril el marcador de pares de bases desde 1,000 pb hasta 100 pb; en el segundo
carril la muestra de ADN purificada amplificada en un rango entre 500 y 600 pb y en el tercer carril se cargd
el control negativo (agua) sin amplificar.

7.2.2 Secuenciacion de regiones de ITS

El producto de PCR cercano al tamafio esperado para la region ITS, purificado, fue
enviado a secuenciar. En la figura 11 se muestra el electroferograma de la secuencia
obtenida, la cual fue comparada con secuencias que estuvieran presentes en la base de
datos GenBank, siendo seleccionadas aquellas secuencias que presentaran el mayor
porcentaje de identidad y cobertura. En la Tabla 7 se muestra el género y especie, asi como
el porcentaje de cobertura del alineamiento de la secuencia y el porcentaje de identidad
con el que coincide con la secuencia con la comparada en el GenBank y sus ligas de acceso
el cual corresponde a Fussarium verticillioides y en la tabla 8 se encuentra su clasificacién

taxondmica.
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Figura 12. Electroferograma de la secuenciacion de Sanger del aislado de CMP4 de la amplificacion del

fragmento ITS con los cebadores ITS1F e ITS4.

Tabla 7. Resultados de la comparacion de la secuencia obtenida del aislado en GenBank.

Nombre % QC %ID Ligas de acceso
99% 99.78% MNS871798.1
99% 99.78% KY426418.1
Fusarium
99% 99.78% OR975836.1
verticillioides
99% 99.78% OR884160.1
99% 99.78% KT587649.1

%QC: Porcentaje de la cobertura del alineamiento de la secuencia. %ID: Porcentaje de identidad.

Tabla 8. Clasificacion taxondémica de Fusarium verticillioides.

Categoria Descripcion
Reino Fungi

Subreino Dikarya

Filo Ascomycota
Subfilo Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Genero Fusarium
Especie Verticillioides
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7.3 Tratamiento del aislado fungico de CMP4 con nanoparticulas de plata
(“BioArgovit®”)
7.3.1 Peso fresco después de los tratamientos del aislado fungico CMP4 con
AgNPs
Durante un periodo de 15 dias, se registr6 el peso fresco de los tubos que contenian un
aislado fungico tratado con diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata
BioArgovit®. Los tratamientos consistieron en una solucién de 10 mM (tratamiento A), 1
mM (tratamiento B), 100 uM (tratamiento C), y 10 uM (tratamiento D) de nanoparticulas
respectivamente. Se incluyeron controles negativos: un tratamiento (E) con una solucion

de PDB estéril y otro (F) con agua estéril, ambos con un gramo adicional de biomasa.

La figura 13 presenta imagenes como evidencia de este procedimiento para completar esta
fase del experimento. En la figura 13A se muestran los diferentes tubos utilizados al ser
inoculados con el micelio del aislado CMP4, donde se observa la diferencia de volumen
entre los tratamientos A, B, C, y D, y los tratamientos E y F, ya que las nanoparticulas de
plata atin no se habian vaciado en el momento de tomar la fotografia. En la figura 13B se
muestra la dilucion seriada de las nanoparticulas de plata, evidenciando el gradiente de
color que indica la disminucion en la concentracion. Finalmente, en la figura 13C se ilustra
como se tomo el peso fresco de los tubos diariamente, los cuales estaban recubiertos de

aluminio. El peso del aluminio se registro antes de recubrir los tubos, para que la diferencia
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de peso pudiera ser descontada y no afectara los resultados del peso fresco analizado en

el experimento.

\\ : i .v J;_.m Vu
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Figura 13. Evidencia del tratamiento del aislado fingico con nanoparticulas de plata. En el panel A se
observan los tubos rotulados de acuerdo con su respectiva solucion tratada y niimero de repeticion antes de
agregarles las nanoparticulas de plata. En el panel B se observan las diluciones seriadas de AgNPs antes de
colocarlas en sus respectivos tubos y en el panel C, se observa un tubo con su cubierta de aluminio para
impedir el paso de la luz al tubo y evitar la oxidacion.

Al finalizar el periodo de tratamiento, los tubos se observaron como se muestra en la figura
14, donde se aprecia un cambio de coloracion de rosa a marrdn, en los tubos con solucién

de biomasa tratada a diferencia de los tubos sin tratamiento de AgNPs.
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Figura 14. Tubos con el aislado fangico tratado con AgNPs después de 15 dias de agitacion. En el panel 1
se muestra el tratamiento A, correspondiente a una concentracion de AgNPs de 10 mM; en el panel 2, el
tratamiento B (1 mM); en el panel 3, el tratamiento C (100 pM); en el panel 4, el tratamiento D (10 uM);
en el panel 5, el tratamiento E de la biomasa en PDA; y en el panel 6, el tratamiento del aislado en agua
destilada estéril.

De los datos obtenidos por su peso fresco, se generd el grafico presentado en la figura 15.
Se observo que el tratamiento B (I mM) mantuvo su peso de manera mas constante en
comparacion con los otros tratamientos, mostrando una diferencia significativa con un
intervalo de confianza del 95%. El tratamiento C (100 pM) mostré una disminucion lineal
en el peso fresco, mientras que los tratamientos Ay D (10 mM y 10 uM respectivamente)
mostraron un comportamiento similar: una disminucion en los dias 6 y 8, seguida de un
aumento de masa en el dia 11 y una estabilizacion hasta el dia 15.

Peso medio de los tubos de la biomasa tratada con AgNPs a diferentes
concentraciones
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Figura 15. Peso medio de los tubos con solucion de biomasa tratada con AgNPs a diferentes concentraciones
obtenido en gramos y sus controles durante los 15 dias del experimento.

7.3.2 Viabilidad por resiembra y conteo de esporas por cada tratamiento

Después de los 15 dias de tratamiento en agitacion con nanoparticulas, la biomasa fresca
fue filtrada y transferida a microtubos cénicos. Luego, se realizd una re-inoculacion por
picadura en PDA para confirmar la viabilidad después del tratamiento con AgNPs, las

imagenes correspondientes a la re-inoculacion se presentan en la figura 16, mostrando el
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crecimiento del aislado en diferentes tratamientos después de 7 dias de incubacion a
temperatura ambiente, se puede distinguir que los tratamientos A B y D presentan una

coloracion mas intensa que los tratamientos B, C y F.

Figura 16. Re-inoculo de la biomasa tratada con AgNPs en PDA, por picadura para revision de viabilidad.
En el panel A, se encuentran los diferentes tratamientos (Tratamiento A, B y C en la parte superiory D, E y
F en la parte inferior de cada panel respectivamente.

Posteriormente se realizd un conteo de esporas en camara de Neubauer, como se ilustra
en la figura 17. En el panel izquierdo superior se muestra una imagen del conteo de un
cuadrante en la camara de una muestra de biomasa del tratamiento C, mientras en el panel
superior derecho se observa un cuadrante de un conteo de biomasa del tratamiento E, en
la parte inferior se observa una ampliacion de dichos cuadrantes para la apreciacion de las

esporas tefiidas con azul de lactofenol en un microscopio optico en 40x.
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Figura 17. Conteo de esporas tefiidas con azul de lactofenol a 40x en camara de Neubauer. Se observa en
los paneles los cuadrantes correspondientes a una muestra del tratamiento C y E respectivamente con su
ampliacion.

En la figura 18 se muestra el grafico de las medias del conteo de esporas en camara de
Neubauer para cada tratamiento. No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos, con un intervalo de confianza del 95%. Sin embargo, el tratamiento C (100
uM) mostr6 un conteo de esporas mayor, con 7 x 1077 esporas por cada 100 mg de biomasa

filtrada, en comparacion con los otros tratamientos con nanoparticulas, que obtuvieron
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una cantidad de esporas de 7x10"6 por 100 mg de biomasa. En contraste, los controles

presentaron una esporulacién menor, con 6x1076 esporas por cada 100 mg de biomasa.
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Figura 18. Cantidad media de esporas obtenida en los diferentes tratamientos en 100 mg de biomasa filtrada
en sus respectivos tratamientos.

7.4 Tratamiento de las semillas de maiz con el aislado fungico tratado con AgNPs
7.4.1 Determinacion del vigor del lote se semillas utilizadas en el experimento

Para conocer la cantidad de semillas que germinan de el mismo lote utilizado en el
experimento, se realizd una prueba en la que las semillas se colocaron a germinar sin
tratarlas con hongo ni con nanoparticulas de plata, de la forma en que se ilustra en la figura
19 como evidencia de este paso durante el experimento, se observa como de algunas

semillas emerge una pequena plantula.
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Figura 19. Germinacion de las semillas de maiz Chalquefio como prueba de vigor del lote utilizado en este
experimento al 5 dia.

Al finalizar el experimento se obtuvo un porcentaje de germinacion de aproximadamente
el 40% de las 15 plantas por triplicado, estos datos se muestran en la figura 20. Estos
resultados se tomaron como el control negativo para los experimentos de germinacion de

las semillas recubiertas del aislado fingico tratado con nanoparticulas de plata.
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Figura 20. Porcentaje de semillas germinadas del grupo utilizado en el presente experimento, por cada
repeticion (1%, 2* y 3%).
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7.4.2 [Ensayos de fito patogenicidad del aislado fungico de CMP4 en plantas de
maiz (in planta)

Debido a los resultados obtenidos mediante técnicas moleculares, donde se identificod que
el aislado fungico utilizado es Fussarium verticillioides, conocido como un patdgeno
principal, se llevé a cabo una prueba de patogenicidad. En esta prueba, se utilizaron
plantulas de maiz de 3 semanas de edad, sin ningun tratamiento adicional (grupo control),
obtenidas del experimento de germinacion. Se prepar6 una solucion de 10 ml de gelatina
al 15%, inoculada con el aislado fiingico sin tratamiento a una concentracién de 1x10"6

esporas por mL, y se aplico por el envés de las hojas, en la figura 21 se muestra evidencia

de este ensayo.

Figura 21. Prueba de patogenicidad en plantulas de maiz Chalquefio utilizando del aislado fungico de CMP4
(Fusarium verticillioides). En el Panel A se observan las plantulas al dia 0 de la inoculacién y en el panel B,
se observan las plantulas al dia 14. Se observan las etiquetas 1,2,3 indicando la repeticion a la que pertenecen
y la letra N como control negativo (no inoculado).

Los efectos en las plantulas fueron observados durante un periodo de 14 dias, y al finalizar
no se observaron diferencias entre el grupo control y el grupo inoculado, los cuatro grupos
mostraron clorosis en las hojas. Sin embargo, pudo haber sido por la temperatura

registrada durante los dias del ensayo.

7.4.3 Determinacion del porcentaje de germinacion de semillas tratadas con
biomasa con AgNPs
Se recubrieron las semillas de maiz Chalquefio con biomasa tratada con AgNPs y biomasa

sin tratamiento, tal como se ilustra en la figura 22A , se aprecian tubos conicos de 15 ml
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que contienen la biomasa filtrada y estandarizada a un conteo de esporas de 1x10"6
mezclada con metilcelulosa, en los cuales se sumergieron por 5 segundos las semillas una
por una con pinzas estériles y fueron colocadas en cajas Petri para secarse como se muestra

en la figura 22B.

10mM 1mM 100pM 10uM  ppB Wi

Figura 22. Evidencia del recubrimiento de las semillas con biomasa tratada con AgNPs. Panel A: Muestras
de biomasa tratada en metilcelulosa. Panel B: Semillas de maiz Chalqueiio recubiertas con biomasa tratada.
Cada una etiquetada con su respectivo tratamiento.

Después de sembrar las semillas con recubrimiento de biomasa tratada con AgNPs, se
regaron las plantas cuando requerian agua y se contaron las plantulas germinadas durante
los 15 dias del experimento, y se calculd el porcentaje de germinacion, los cuales se
esquematizan en la figura 23, donde se observa el mayor crecimiento en los tratamientos
Ay D, seguido del tratamiento B y el tratamiento C, los cuales presentaron un mayor
porcentaje de germinacion que los controles con el hongo, pero con menor porcentaje de

germinacion que las semillas sin tratamiento.
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Figura 23. Porcentaje de germinacion después de los diferentes tratamientos y el control de semillas sin
tratamiento (CTRL (-)).

Asi mismo se midieron los diferentes tejidos de las plantas y se obtuvo el grafico
representado en la figura 24. Se observé una disminucion en la longitud de las raices en
los tratamientos tratados con aislado fingico, sobre todo aquel crecido en cultivo PDB

estéril a comparacion con las plantulas sin tratamiento.
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Crecimiento de las plantulas germinadas de maiz Chalquefio
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Figura 24. Longitud de la raiz, tallo y hoja de las semillas germinadas en los diferentes tratamientos de
aislado fingico con y sin AgNPs, y el control negativo de plantulas sin tratamiento en centimetros al finalizar
los 60 dias del experimento.

7.5 Analisis Estadistico
Para el anélisis estadistico se realizd como se detalla a continuacion dividido en partes por

cada objetivo y posteriormente se presenta un panorama global para concluir.

7.5.1 Tratamiento del aislado fingico de CMP4 con nanoparticulas de plata
(“BioArgovit®”)

Para esta seccion, se formuld la hipotesis nula como: no existe diferencia significativa en

el efecto entre las diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata sobre el

crecimiento del aislado fingico (p <0.05). Para este anélisis se tuvo en cuenta las variables

cuantitativas independientes que fueron los tratamientos (las diferentes concentraciones

de AgNPs y sus controles) y las variables cuantitativas dependientes, que fueron los pesos

tomados diariamente.

Para el andlisis primero se comprobd la normalidad de los datos obtenidos, en la tabla 10
se muestra el resumen del procesamiento, seguido de la prueba de normalidad en la tabla
11 y la estadistica descriptiva en la tabla 12. Para este caso, como el nimero de muestras
es menor a 50, se usa la prueba de Shaphiro-Wilk. Para la cual la Ho indica que, si el valor

de significancia es mayor que alfa, los datos tienen una distribucion normal, y la Ha indica
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que, si el valor de significancia es menor que alfa, los datos no siguen una distribucion

normal.

Tabla 9. Resumen del procesamiento de los casos del peso fresco de los tubos con biomasa.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total

N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
10 mM 16 100.0% 0 0.0% 16 100.0%
1 mM 16 100.0% 0 0.0% 16 100.0%
1
N([)OH 16 100.0% 0 0.0% 16 100.0%
10uM 16 100.0% 0 0.0% 16 100.0%
Agua 16 100.0% 0 0.0% 16 100.0%
PDB 16 100.0% 0 0.0% 16 100.0%

Tabla 10. Prueba de normalidad para los pesos de los diferentes tratamientos a los que se someti6 el aislado
fingico

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico | Gl Sig. | Estadistico gl Sig.

10 .192 16 117 .883 16 .053
mM

1 mM 207 16 .065 .826 16 .060
11\/([)0“ .092 16 200" 952 16 518
10uM 155 16 200" 905 16 .097
Agua 131 16 200" 978 16 .947
PDB 163 16 .200" 952 16 .526

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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Tabla 11. Estadistico descriptivo de los tratamientos a los que fue sometida la biomasa

Estadisticos descriptivos

N Minimo Méximo Media Desv. tip. | Varianza Curtosis

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | Error | Estadistico | Estadistico | Estadistico | Error

tipico tipico

10 mM 16 34.31 34.46 34.3927| .01398 .05594 .003 -1.542] 1.091

1mM 16 34.45 34.50 34.4864| .00310 .01241 .000 2.698| 1.091

100puM 16 34.28 34.57 34.4416 | .02389 .09556 .009 -1.019] 1.091

10pM 16 34.28 34.49 34.3643| .01124 .04495 .002 2.785( 1.091

Agua 16 34.16 34.20 34.1822| .00226 .00903 .000 .647| 1.091

PDB 16 34.05 34.07 34.0627 | .00172 .00689 .000 -951] 1.091
N 16

Como las variables si reportaron normalidad, y por la naturaleza de las variables, se realizd

una prueba de ANOVA de un factor, y los resultados arrojados se reportan en la tabla 13,

como hubo significancia menor a 0.05 se rechazo la hipotesis nula y se realizo una prueba

de Tukey, los resultados de esta prueba se muestran en la tabla 14, en la cual los resultados

indican que existe diferencia significativa entre la concentracion 1mM y el resto de los

tratamientos.

Tabla 12. ANOVA de un factor del peso fresco del aislado fungico CMP4 en sus diferentes tratamientos.

ANOVA de un factor
Pesos
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-
nter 2.158 5 432 177788  4.6556E-45
grupos
Intra-
ntra 218 90 002
grupos
Total 2.376 95

Tabla 13. Prueba de Tukey del peso fresco del aislado fingico CMP4 en sus diferentes tratamientos.

Pesos
HSD de Tuke
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
s 1 2 3 4 5
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Agua 16| 34.062731

PDB 16 34.182231

10uM 16 34.364275

10 mM 16 34.392656 | 34.392656

100pM 16 34.441650 | 34.441650
| mM 16 34.486363
Sig. 1.000 1.000 582 065 116

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 16.000.

7.5.2 Tratamiento de las semillas de maiz con el aislado fungico tratado con
AgNPs

Para esta seccion, se formulo la hipotesis nula como: no existe diferencia significativa en

el efecto entre las diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata sobre el porcentaje

de germinacion y tamafio de plantula de maiz Chalqueno (p < 0.05). Donde se tuvieron

las variables cuantitativas, dependientes fueron los porcentajes de germinacion y las

variables cuantitativas e independientes que fueron los diferentes tratamientos a los que

se sometieron las semillas.

Como en la seccion anterior, primero se realizo la prueba de normalidad, en la tabla 15 se
muestra el resumen del procesamiento, seguido de la estadistica descriptiva en la tabla 16
y la prueba de normalidad en la tabla 17. Para este caso, como el nimero de muestras es
menor a 50 (n=9), se usa la prueba de Shapiro-Wilk. Para la cual la Ho indica que, si el
valor de significancia es mayor que alfa, los datos tienen una distribucion normal, y la Ha
indica que, si el valor de significancia es menor que alfa, los datos no siguen una

distribucioén normal.

Tabla 14. Procesamiento de los datos de germinacion de semillas tratadas con nanoparticulas de plata en la
biomasa del aislado fungico.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Vilidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
10 mM 9 100.0% 0 0.0% 9 100.0%
1 mM 9 100.0% 0 0.0% 9 100.0%
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Tabla 15. Estadistica descriptiva de los datos de porcentaje de germinacion de las semillas en sus diferentes

tratamientos.
Estadisticos descriptivos

N |Rango | Min [ Max | Suma Media Desv. tip. | Varianza| Asimetria | Curtosis

E{ E E E E E ET E E E |ET| E [ET
10 mM 27 0 27 127] 14.07| 3.032 9.095| 82.721| .128(.717(-.782( 1.4
1 mM 27 0 27 931 10.37( 3.354 10.061 | 101.228| .986(.717| -.259| 1.4
100pM 27 0 27 40( 4.44] 2.940 8.819( 77.77812.453(.717]6.332( 1.4
10uM 20 0 20 120] 13.33] 2.722 8.165( 66.667 105(; J17]-286] 1.4
Agua 7 0 7 7 g4 741 2.222 4.938(3.000(.717]19.000| 1.4
PDB 13 0 13 60| 6.67( 1.111 3.333] 11.106( -.002|.717|4.000] 1.4
CTRL 13] 33 471 353] 39.26| 1.738 5213 27.172| .216|.717 1041_ 1.4
N

* N valido (segun lista). Min= Minimo, Max= Maximo E= Estadistico, ET=

Error Tipico

Tabla 16. Prueba de normalidad para los porcentajes de germinacion de las semillas tratadas con
nanoparticulas de plata en la biomasa.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov®

Shapiro-Wilk
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Estadistic Gl Sig. | Estadistico gl Sig.
0
10 mM 199 9 200" 931 9 495
1 mM 310 9 013 813 9 .029
i/([)OH 360 9 .001 591 9 .000
10uM 278 9 .044 766 9 .008
Agua 519 9 .000 390 9 .000
PDB 389 9 .000 .693 9 .001
CTRL 223 9 200" .838 9 .055

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Como las variables no reportaron suficiente normalidad, y por la naturaleza de las

variables, se realizdé una prueba de Kruskall-Wallis. A continuacion, se muestran en la

tabla 18 los rangos para la prueba y en la tabla 19 los estadisticos de contraste de esta

prueba y finalmente en la tabla 20 el resumen de prueba de hipotesis.

Tabla 17. Rangos de los tratamientos en el experimento de germinacion de semillas de maiz tratados con
nanoparticulas en la biomasa.

Rangos
TRATAMIENTO N Rango
promedio
10 mM 9 38.44
1mM 9 32.00
100uM 9 18.61
10uM 9 36.78
PORCENTAJE

PDB 9 12.28
Agua 9 26.89
CTRL 9 59.00
Total 63
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Tabla 18. Estadisticos de contraste para la prueba de KW en los tratamientos de nanoparticulas en biomasa
para la germinacion de las semillas.

Estadisticos de contraste®?

PORCENTAJE
Chi-cuadrado 38.743
Gl 6
| Sig. asintot. .000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion:
TRATAMIENTO

Tabla 19. Resumen de prueba de hipotesis para la germinacion de semillas tratadas con nanoparticulas en la
biomasa.

Resumen de prueba de hipétesis

Hipdtesis nula Test Sig. Decision

L Prueba Kruskal-
La distribucidn de PORCENTAJE Wallis de Fechazar la

es la misma entre las categorias de _ 000 hipdtesis
muestras
TRATAMIENTO. independientes nula.

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es .05,

Como hubo diferencia significativa entre los tratamientos, se rechaza la hipotesis nula,
por lo que hay diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos, para analizar
cual de ellos se realizo la prueba post-hoc correspondiente, la cual es una correccion de
Bonferroni. A continuacion, se desglosan los resultados de esta prueba, en la figura 25 se
observa la correlacion entre los tratamientos y en la tabla 21 se destaca en color amarillo
los tratamientos que tuvieron diferencia significativa, los cuales fueron 1mM, 100uM,

Agua, y PDB con el control y PDB con 10 mM.
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Comparaciones por parejas de TRATAMIENTO

Cada nodo muestra el ranao de media de muestras de TRATAMIENTO.

Figura 25. Esquema de comparacion por parejas de las medias para los diferentes porcentajes de
germinacion de las semillas sometidas a los diferentes tratamientos
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Tabla 20. Comparacion de medias por correccion de Bonferroni para el porcentaje de
semillas de maiz tratado con AgNPs en la biomasa.

germinacion de

Muestral-Muestra2 esr‘t,:cll?stt]iaca t?;:?g; D:xdﬁ;‘igga Sig. Sig. ady.

PDB-100pM 6.333 8.464 743 454 1.000
PDB-Agua -14.61 8.464 1.726 .084 1.000
PDB-1mM 19.722 8.464 2.330 .020 A16
PDB-10pM 24500 8.464 2.895 .004 080
PDB-10 mM 26.167 8.464 3.092 .002 042
PDB-CTRL 16722 8.464 5£.520 .000 000
100uM-Agua -8.278 8.464 -978 .328 1.000
100pM-1mM 13.389 8.464 1.582 14 1.000
100pM-10pM -18.167 8.464 -2.146 .032 BES
100pM-10 mM 19.833 8.464 2343 019 401
100pM-CTRL -40.389 8.464 4772 .000 000
Agua-1mM 51 8.464 604 546 1.000
Agua-10pM 9.889 8.464 1.168 .243 1.000
Agua-10 mM 11.556 8.464 1.365 72 1.000
Agua-CTRL -321 8.464 -3.794 .000 003
TmM-10pM -1.778 8.464 -.564 572 1.000
TmM-10 mM G.444 8.464 B 446 1.000
TmM-CTRL -27.000 8.464 -3.190 001 030
10pM-10 mM 1.667 8.464 97 844 1.000
10uM-CTRL -22.222 8.464 -2.626 .009 182
10 mM-CTRL -20.556 8.464 -2.429 015 318

Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2

son las mismas.

Se muestran las significancias asintdticas (pruebas de 2 caras). El nivel de

significancia es .05.
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8 DISCUSION

Actualmente la nanotecnologia ha emergido en el campo agricola, particularmente los
nanomateriales como las AgNPs, las cuales han demostrado actuar como mejoradoras de
la germinacion de semillas, el crecimiento de las plantas, y sirven como nano-pesticidas y
fertilizantes (Khan et al. 2023). Se ha reportado que los efectos de las nanoparticulas de
plata dependen de la concentracion, las propiedades fisicoquimicas de estas, y el tipo de
organismo al que se aplican (Budhani et al. 2019; Siddiqi y Husen, 2021). Sin embargo,
ha sido ampliamente documentado su efecto anti-microbiano contra diversos patégenos
como Candida albicans, Aspergillus sp., Colletotrichum gloesporioides, Fusarium sp.,
Colletotrichum gloesporioides, Staphylococcus sp. y Bacillus sp., asi como contra algunos

microorganismos resistentes a multiples firmacos (Wen, et al. 2023).

8.1 Identificacion del aislado fiingico CMP4 mediante técnicas moleculares y por
morfologia micro y macroscopica
En el presente trabajo, se empled un hongo endofito aislado de maiz el cual fue sometido
a diferentes concentraciones de plata con el fin de evaluar aquella que le confiriera mayor
viabilidad y a su vez permitiera la mayor germinacion de semillas al ser inoculado en maiz
nativo de raza Chalquefio. Este aislado fue identificado molecularmente como Fusarium
verticillioides por amplificacion del segmento ITS, secuenciado y comparado en la
plataforma de GenBank de acuerdo con los porcentajes de cobertura del alineamiento de
la secuencia al 99% y un porcentaje de identidad del 99.7% de las cinco secuencias citadas

en la seccion de resultados (paginas 30 a 37).

F verticillioides anteriormente conocido como Fusarium moniliforme es un hongo de gran
importancia agricola, ya que es el agente causal primario de enfermedad en maiz en todo
el mundo, aunque también esta relacionado con otros tipos de cereales (Deepa et al. 2021).
Se ha reportado como enddfito en maiz de regiones de México y Argentina (Xing et al.
2018) y se ha indicado que como endofito puede mejorar la resistencia de la planta
huésped a otros agentes patogenos. Al reducir la severidad de la enfermedad provocada
por el patdgeno del carbon del maiz, Ustilago maydis, en el maiz (Lee et al. 2009), asi
como la capacidad de favorecer el desarrollo de las plantas en condiciones de estrés

solubilizando el fosfato y estimulando
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el desarrollo de las plantas en condiciones de estrés por salinidad, lo cual es beneficioso
para cultivos como la soja (Radhakrishnan et al. 2014). En una investigacion anterior
realizada por Ebrahim et al. (2020), se observo que actiia como un estimulo para la sintesis
de cumarinas y sesquiterpenoides, los cuales poseen propiedades antifingicas contra
ciertas cepas de Fusarium sp. Ademas, de que también se sugiere que puede habitar en los
tejidos del maiz sin manifestar sintomas aparentes. Esta colonizacion sin sintomas podria
otorgar cierta resistencia contra patdgenos mas agresivos, actuando como una defensa para
la planta hospedera, sin embargo, la produccién de fumonisinas y la acumulacién de estas
en el maiz sigue siendo una problematica para el empleo de este hongo (Bryta et al. 2022;

Cao et al. 2022).

Por otro lado, la identificacion morfologica coincide con los datos ya reportados acerca
de este tipo de hongo, crecido en PDA, las colonias exhiben crecimiento de micelio aéreo
blanquecino de textura algodonosa a viscosa, y el reverso de la caja se presenta en
diferentes colores: blanco, crema, gris, amarillo, rosado y violeta (Tabla 6) , algunos
autores reportan que la intensidad de la coloracion en colonias de color violeta (figura 6)
es adquirido con el tiempo de crecimiento, asi mismo se ha descrito que crece rapidamente
a una temperatura de 25°C y crece lentamente a 37°C, (Nithiyaa et al. 2012, Pitt, 2014;
Deepa N, y Sreenivasa MY.;2017). Otros autores reportan que la pigmentacion del aislado
puede estar relacionado con la virulencia de este, donde el color violeta es el més virulento,
dado que esta vinculado con genes que dirigen la sintesis del complejo enzimatico
conocido como PKS, el cual produce policétidos, fumonisina C y el acido fusarico. Sin
embargo, en estos mismos estudios se describe que no es una regla donde cierta
pigmentacién sea mas virulenta que otra, pues no hay evidencia en los resultados de
patogenicidad que lo demuestren (Solano-Baez et al. 2011; Zacamo-Velazquez et al.
2022.)

Dentro de la morfologia microscopica se ha encontrado que las colonias producen una
mayor cantidad de esporas en la parte aérea del cultivo, dichas esporas se dividen en
microconidias de forma ovalada sin septos en su interior que pueden llegar a medir entre
0.33-4 um, estas se encuentran de manera mas abundante que las macroconidias de forma

alargada y curveadas de las puntas, que pueden llegar a medir entre 37.0-55.0 pm con 3 a
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5 septos en su interior asi como los esporodiquios se han descrito en tener forma de V o
de orejas de conejo en las cuales se pueden encontrar conidios en cadena.(Nithiyaa et al.

2012; Kaur et al. 2020; Zacamo-Velazquez et al. 2022).

8.2 Tratamiento del aislado fiungico CMP4 con nanoparticulas de plata
(“BioArgovit®”)
En el presente estudio se someti6 a F. verticillioides a cuatro diferentes concentraciones
de nanoparticulas de plata (AgNPs) BioArgovit para determinar aquella que no afectara
su viabilidad. Se encontr6 que, a una concentracion de 1 mM (107.87ug/ml), no se vio
afectado el peso fresco del aislado, con un intervalo de confianza del 95%. Sin embargo,
a una concentracion menor (100 uM o 10.787 pg/ml), se observo una mayor disminucion
en el peso fresco del aislado. Por otro lado, a concentraciones de 10 mM (1,0787 pg/ml)
y 10 uM (1.0787 pg/ml), se observo una reduccion minima en el peso fresco del aislado,
indicando que la concentracion de 10 uM podria considerarse como la concentracion
minima inhibitoria (MIC). Ademads, se evidencié el efecto hormético de las AgNPs

BioArgovit (figura.14).

Este comportamiento es similar al observado en un estudio previo realizado por Vargas-
Obregén (2020) en el mismo laboratorio. En ese estudio, se utilizaron dos hongos
diferentes: Fusarium lacertarum, un hongo patogeno, y Beauveria bassiana, un hongo
endofito entomopatdégeno. Ambos fueron expuestos a las mismas concentraciones de
AgNPs, pero en una version previa de Argovit diferente a la utilizada en este estudio. Con
un protocolo similar, el cual se estandariz6 en este trabajo, se encontrd un peso constante
en los primeros dias del experimento y una ligera disminucion en el peso fresco de F
lacertarum, mientras que B. bassiana aument6 su peso al final del experimento. Por lo

que se puede comparar el comportamiento entre ambas especies de Fusarium.

Esto a su vez se encuentra relacionado con otro estudio con otra version de AgNPs Argovit
en el que se probaron los efectos antifungicos de las AgNPs frente a Candida tropicalis
(patogeno) y Saccharomyces boulardii (probidtico). A una concentracion de 25 pg/ml, las
AgNPs inhibieron el 90 % del crecimiento de C. tropicalis, aunque se permite el 50% de
S. boulardii permanezca viable, lo que sugiere un potencial para atacar selectivamente

hongos patdgenos (Guerra et al. 2020).
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Dentro de la literatura se ha reportado un efecto diferente para otros géneros de Fusarium
con otro tipo de AgNPs, por ejemplo, en un estudio se investigo el impacto de las
nanoparticulas de plata en hongos Fusarium solani. Para ello, se emplearon
concentraciones de 0.1; 0.2; 0.5 y 1.0 mg/ml, evaluando la conducta de los hongos a las
24, 48 y 120 horas. Se observé una relacion directa entre la cantidad de nanoparticulas y
la efectividad del tratamiento, indicando que las nanoparticulas pueden reducir
significativamente el peso fresco de los hongos, impactando negativamente en su biomasa
y crecimiento (Moreno-Vargas, 2021). Mientras que, en otro estudio, realizado por
Séanchez et al. (2023), se aplico la inoculacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
en medio de agar papa dextrosa (PDA) con distintas concentraciones de AgNPs (10, 20,
40, 75y 150 mg/L). Se evaluo el crecimiento radial cada 24 horas por 7 diasa 7+ 2 °Cy
se compard con el control negativo, y encontraron que la concentraciéon de 150 mg/L de
AgNPs resulté en una inhibicion del 94.6% del crecimiento del hongo, siendo la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de 75 mg/L, la cual es mayor a la MIC empleada
en F. verticillioides en el presente trabajo (1.078 x 103mg/L). Por otra parte, se ha
encontrado que las AgNPs sintetizadas a partir de Streptomyces spp. a 100 pg/ml inhiben
el crecimiento de hifas y la germinacion de conidios, y una reduccion del 42,85% en la

biosintesis de ergosterol en F. verticillioides (Marathe et al. 2020).

Esto contrasta con los resultados presentes, ya que en este estudio no se observo actividad
fungicida por parte de las AgNPs. Todos los tratamientos, al finalizar el experimento,
fueron re-inoculados por picadura y todos presentaron un crecimiento radial similar, lo
gue indica que todos eran viables (Figura.15). Ademas, el conteo de esporas indica que
también hay un efecto hormético entre la concentracién de AgNPs y la cantidad de esporas
producidas. Aungue no se mostro una discrepancia significativa con un nivel de confianza
del 95%, se not6 que a una dosificacion de 100 uM (equivalente a 10.787 ug/ml), se logré
la méxima produccion de esporas (1.48 x 1078 esporas/100 mg de biomasa) (figura 17).

Esto puede deberse al mecanismo de accién de las AgNPs en los hongos, el cual ha sido
descrito anteriormente por varios autores. Como se mencioné en los antecedentes, la
actividad bioldgica de las AgNPs estd mediada principalmente por sus caracteristicas

fisicoquimicas, como el tamafio, la forma y la cubierta. Una vez determinadas estas
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caracteristicas, las nanoparticulas se acumulan en el exterior de la célula debido a la
atraccion electrostatica entre las cargas de la membrana y las de la plata (Ag*).
Posteriormente, ingresan por la membrana, aunque ain no se han identificado receptores
de membrana especificos para esto; se ha determinado que los transportadores de cobre
(Ctrl) pueden actuar como importadores de plata (Ruta et al. 2018). Una vez dentro de la
célula, pueden ocurrir diferentes efectos que ocasionen variaciones metabolicas y
morfol6gicas. Por ejemplo, se genera una aglomeracion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Lee et al. 2019). La acumulacidn de plata induce el eflujo de potasio, lo cual a su
vez ocasiona la pérdida de actividad de la H+-ATPasa. Si la plata entra en la mitocondria
por los canales de cobre (Cu*), disminuye la cantidad de Cu* y la actividad del citocromo
c oxidasa, afectando la respiracion celular (Mussin y Giusiano, 2022). Ademas, también
afecta a la expresion génica, lo cual puede influir en la produccién de metabolitos,
micotoxinas y factores patogénicos (Shen et al. 2020; Barros et al. 2021; Li et al. 2022).

Debido a lo anterior, es crucial resaltar la importancia de realizar estudios genémicos de
la cepa tanto antes como después de la exposicion a las nanoparticulas de plata (AgNPs),
dado que hay estudios que sugieren que la generacion de especies reactivas de oxigeno
podria conducir a la pérdida de genes de virulencia y patogenicidad. en hongos como
Candida albicans, Sclerotinia sclerotiorum y Magnaporthe oryzae, por mencionar
algunos (Fekete et al. 2007, Guo et al. 2011, Yang et al. 2023)

Ademas, se han descrito en algunos estudios las estrategias para disminuir la produccién
de fumonisinas (las cuales son una familia de micotoxinas que contaminan al maiz), entre
ellas se encuentra el uso de AgNPs las cuales pueden reducir significativamente la
produccion de fumonisinas por F. verticillioides (Kamle et al. 2019). En un estudio se
reporta, la disminucién de la fumonisina B1 al 85%, producidas por Aspergilus niger

expuesto a una concentracion de 45 ppm de AgNPs (Pietrzak et al. 2015).

Otros de los efectos positivos que puede tener la exposicion de F. verticillioides es la
biosorbcion de metales, asi como en la investigacion de Nafady (2021) se demostrd que
la biomasa liofilizada de F. verticillioides endo6fito y sus nanoparticulas de plata, tiene la
capacidad de biosorber cadmio de medios acuaticos contaminados. Por otra parte, dentro

de los efectos positivos que puede tener este hongo en el medio ambiente es la capacidad
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de degradar aceites derivados de petroleo, lo cual fue reportado en el estudio de Al-Otibi
etal. (2023) en el cual se estudiaron diferentes especies de Fusarium como F

verticillioides, F. proliferatum y F. oxysporum.

8.3 Tratamiento de las semillas de maiz con el aislado fungico tratado con AgNPs

Para el presente estudio, se observé que la concentracion minima que favorecié la mejor
germinacion de semillas de maiz Chalquetio tratadas con biomasa de F. verticillioides fue
10uM. Esto resultd en un porcentaje de germinacion del 14%, similar al tratamiento de 10
mM, ambos mostrando una diferencia significativa con el grupo de control, en el cual las
semillas no fueron tratadas con biomasa ni AgNPs. Sin embargo, las semillas sin
tratamiento mostraron un porcentaje de germinacion del 40%, aunque al compararse con
los controles donde solo se trataron las semillas con el hongo, se encontré una diferencia
significativa. El hongo crecido en PDB tuvo un porcentaje de germinacion del 1%,
mientras que en agua fue del 7%. Esto sugiere un aumento en la germinacion al utilizar
AgNPs a diferentes concentraciones, aunque la germinacion fue mayor sin los

tratamientos (Figura 22).

Comparado con estudios previos, se encontrd que las AgNPs a concentraciones de 5y 10
pg/mL promueven el crecimiento sin afectar las raices o bulbos en cebolla (Casillas-
Figueroa et al. 2020). También se aplicaron AgNPs estabilizadas con quitosano en
Fusarium oxysporum en PDA, y luego, se asperjaron las esporas de este patdgeno en
semillas germinadas de tomate, y se observd que las nanoparticulas de plata (AgNPs) no
tuvieron efectos adversos en el desarrollo de las plantas de tomate. Ademas, se encontrd
que, a una concentracion de 2000 ppm, las AgNPs redujeron los efectos de la infeccion
(Basurto et al. 2020). En pruebas in vitro utilizando semillas de frijol, se encontr6 que las
AgNPs a una concentracion de 100 pg/mL redujeron significativamente el crecimiento de
los micelios de varios hongos patogenos, ademds de mejorar varias métricas de

crecimiento y vigor en las plantulas tratadas (Ibrahim et al. 2024).

El patrén de germinacion de las semillas tratadas con biomasa cultivada en agua'y en PDB
puede explicarse por el hecho de que las semillas germinan mejor cuando se tratan con
hongos cultivados en agua. Los cuales producen metabolitos beneficiosos y tienen un

microbioma mas favorable. Ademas, el agua evita contaminantes y residuos del medio de
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cultivo, y ofrece mejores condiciones de oxigeno, pH y salinidad para la germinacion

(VanderMolen et al. 2013; Jia et al. 2024).

La mayor germinacion en las semillas sin control que aquellas tratadas con biomasa puede
atribuirse a que los endoéfitos pueden actuar como patégenos ocultos en condiciones
normales y manifestarse como agentes patogenos activos bajo estrés fisiologico. Entre los
hongos endofiticos con potencial patogénico se encuentran ejemplos como Cladosporium,
Fusarium y Colletotrichum (Alam et al. 2021). La conexién entre hongos endoéfitos y
plantas puede oscilar entre una relacion beneficiosa y una perjudicial. Ambos producen
sustancias potencialmente dafiinas, mientras que la planta desarrolla mecanismos
defensivos. Esta interaccion depende de un equilibrio entre la agresividad del hongo y las
defensas de la planta, influenciado por factores ambientales y etapas de crecimiento.
Cuando este equilibrio se rompe, el hongo puede actuar como patégeno, especialmente

durante la vejez o el estrés de la planta (Sanchez-Fernandez et al. 2013).

Se han identificado hongos endéfitos pertenecientes a los géneros Fusarium en varias
partes de las plantas de maiz, como raices, tallos, hojas y granos. La colonizacion de los
tejidos del maiz por hongos endéfitos del género Fusarium se ha asociado con varios
sintomas de enfermedad, como la reduccion en la circunferencia del tallo, la altura de la
planta, la expansion de las hojas, las concentraciones de clorofila y la productividad de las
plantas. Ademas, se han observado respuestas histologicas diversas, incluida la
descomposicion de las células infectadas (Terna et al. 2022). En otro estudio, se encontro
que la infeccion por Fusarium tuvo un impacto minimo en la germinacion de las semillas,
pero provoco una disminucion en la altura de las plantulas y en la biomasa aérea. Se
observo una gravedad de infeccion variable entre los aislados y una correlacion moderada
entre la altura de las plantulas y la gravedad de la infeccion. Sin embargo, no se encontr6
una correlacion entre la reduccion de la biomasa de las raices y la gravedad de la pudricion
de la raiz, lo cual coincide con la idea de una desconexion entre los factores de
patogenicidad y los sintomas de la enfermedad en el maiz (Leyva-Madrigal et al. 2017).
Lo cual podria estar relacionado con el crecimiento del tallo, las hojas y raices, podrian
ser sintomas de patogenicidad, aunque para confirmarlo se necesitan mayores estudios de

presencia de micotoxinas o de genes que interfieran en estos procesos patogénicos.
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9 CONCLUSIONES

El aislado de CMP4 fue identificado como Fusarium verticillioides mediante
técnicas moleculares. Esta identificacion concuerda con las caracteristicas
morfoldgicas observadas, incluida la coloracion del micelio que va de rosa a
morado en PDA, asi como las macroconidias septadas con 2-3 septos internos y la
forma alargada con puntas curvadas.

La concentracion de 1 mM no afecto el peso fresco del aislado durante los 15 dias
de tratamiento, mientras que las demds concentraciones mostraron un efecto
hormético tanto en el peso como en la esporulacion. Ademas, ninguna de las
concentraciones afecto la viabilidad del aislado cuando se re-inoculo.

La concentracion minima con mejor germinacion fue de 10 pM, donde se observo
un efecto hormético de las AgNPs. Por otro lado, las semillas germinaron mas en
el control con agua que en el control con PDB, y las semillas sin tratamiento

mostraron la mayor tasa de germinacion.
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10 PERSPECTIVAS

A partir del analisis de los resultados de este proyecto y de la comparacion con los datos

existentes en la literatura, se propone lo siguiente:

1. Estudios de expresion génica pre y post-tratamiento con AgNPs: Realizar
investigaciones sobre la expresion de genes antes y después del tratamiento con
nanoparticulas de plata (AgNPs), enfocandose especialmente en aquellos genes
relacionados con la produccion de micotoxinas, como las fumonisinas, que son el principal

factor patogénico.

2. Profundizacion en estudios de concentraciones micromolar: Ampliar los estudios
en concentraciones de AgNPs dentro del rango micromolar para entender mejor sus

efectos bioldgicos.

3. Aplicacién del aislado tratado con AgNPs en otros cultivos: Explorar la utilizacion
del aislado tratado con AgNPs en diferentes tipos de cultivos para evaluar su eficacia y

seguridad.

4. Control biolégico con aislado tratado: Investigar el uso del aislado tratado con AgNPs
como agente de control bioldgico contra otras especies patogenas, evaluando su potencial

en la bioproteccion de cultivos.

5. Produccion de metabolitos y enzimas biodegradadoras: Promover la produccion de
metabolitos y enzimas por el aislado tratado que sean capaces de biodegradar materia

organica, contribuyendo asi a la sostenibilidad y mejora del manejo de residuos agricolas.
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