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Silver nanoparticles as control of Bipolaris zeae Zivan in maguey
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Abstract:

Maguey is a plant widely used for multiple purposes. Nevertheless, due to overexploitation and the presence of pathogenic
microorganisms, the plant is in danger of possible extinction. Among the most common diseases of maguey is leaf spot disease
(“Negrilla”) caused by Bipolaris zeae Zivan. The main of the current study was to investigate the effect of silver nanoparticles in the
in vitro growth of the pathogenic agent and in sprayed plants with silver particles before (preventive treatment) or after (curative
treatment) inoculation with the fungus. The results indicated that silver nanoparticles inhibited the mycelial growth of pathogenic
fungus in a dose-response relationship. The inhibitory effect was also observed in the experiments in vivo, where both corrective and
curative treatments caused a decrease in the incidence and severity of Negrilla disease in the inoculated plants. Taken together, these
results provide evidence of the potential use of the silver nanoparticles for the management of Negrilla disease in maguey.
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Resumen:

El maguey es un recurso ampliamente aprovechado por los multiples servicios que ofrece. Sin embargo, la sobreexplotacion y la
presencia de enfermedades amenazan constantemente su conservacion. Entre las enfermedades mas persistentes de la planta se
encuentra la Negrilla, causada por Bipolaris zeae Zivan, que se caracteriza por la aparicién de manchas foliares negras. El objetivo
del trabajo fue evaluar el efecto de nanoparticulas de plata sobre el crecimiento del hongo en condiciones in vitro y sobre plantas
asperjadas con nanoparticulas sobre la parte foliar antes (tratamiento preventivo) o después (tratamiento curativo) de la inoculacion
con el agente fangico. Los resultados demostraron que las nanoparticulas resultaron téxicas para el crecimiento in vitro del hongo,
mientras que en los experimentos in vivo, ambos tratamientos disminuyeron los indices de incidencia y severidad en las plantas
infectadas. Los resultados del presente trabajo evidencian el potencial de las nanoparticulas para el manejo de la enfermedad de la
Negrilla en el maguey.
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Introduccioén

Agave salmiana, cominmente conocida como maguey
pulquero, es una planta forestal no maderable endémica
de México que se distribuye normalmente en los estados
de México, Hidalgo, Tlaxcala y Puebla. Su uso data desde
los tiempos prehispanicos para fines gastronémicos,
ornamentales, medicinales, de construccién y vestimenta
(Esparza-Ibarra et al., 2015). Particularmente en el Estado
de Hidalgo, A. salmiana se utiliza para la produccién de
pulque, barbacoa, mixiote, ixtle, entre otros.

La sobreexplotacion de A. salmiana, asi como el robo de
pencas para la preparacion de platillos gastronomicos, la
extraccion parcial o total del agave para la obtencion de
plagas comestibles, la escasa planeacién de cultivo y la
presencia de enfermedades ha puesto en peligro la
existencia de este ejemplar.

La Negrilla o Viruela es una enfermedad de A. salmiana
gue se caracteriza por la aparicion de manchas foliares de
color negro. El primer agente causal que se relacion6 a
dicha enfermedad fue Asterina mexicana (Job, 1900); sin
embargo, gracias a las herramientas moleculares, se ha
identificado como agente causante a Bipolaris zeae Zivan
(Romero-Cortes et al., 2024).

Los géneros de Curlvularia y Bipolaris suelen formar un
consorcio microbiano que puede provocar enfermedades
como mancha foliar, pudricion de la raiz y tizén en cultivos
de la familia Poaceae (maiz, arroz, trigo o sorgo); sin
embargo, al ser parasitos no obligados, éstos también
pueden infectar al menos otros 60 géneros de las familias
Anacardiaceae, Araceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Malvaceae, Rutaceae y Zingiberaceae (Martin, 1971,
Manamgoda et al., 2012; Manzar et al., 2022).

Los métodos de control de la Negrilla en A. salmiana son
escasos. Comunmente se recurren a métodos mecénicos
en los que las pencas afectadas son retiradas para su
incineracion o entierro. Esta Gltima actividad es una de las
causas por las que se disemina la enfermedad, ya que las
esporas, al permanecer en el suelo, son transportadas por
animales o aire hasta encontrar un nuevo hospedero.
Respecto al método quimico, suelen usarse fungicidas
como tratamiento preventivo o curativo: difenoconazol,
propiconazol o trifloxystrobin (Ottoni et al., 2000;
SENASICA, 2021), los cuales al ser utilizados sin una
planeacion correcta pueden afectar la salud de los

consumidores, productores y medio ambiente (Jiménez-
Quintero, 2016; Grady y Lucio-Goough, 2018).

La plata ha sido utilizada por mucho tiempo como agente
antimicrobiano. En la micropropagacion de cultivos o
tejidos, ademas de evitar contaminaciones, promueve el
crecimiento y desarrollo de los explantes. Asimismo, se ha
reportado que el uso de nanoparticulas de plata (AgNPs)
promueve la germinacién de semillas y crecimiento de
plantulas de diversos cultivos, y actia como fungicida
contra los agentes fitopatdgenos Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum y Curvularia sp. en plantas de
Arabidopsis thaliana (Balashanmugam et al., 2016).

Por lo anterior, en el presente estudio se evalud la
eficiencia de las AgNPs sobre el crecimiento in vitro de
Bipolaris zeae Zivan asi como en el manejo de la Negrilla
en plantas de A. salmiana.

Materiales y métodos

Aislamiento, crecimiento de Bipolaris zeae Zivan

El agente fangico fue aislado de individuos de Agave
salmiana Otto ex Salm-Dyck con sintomatologia de la
enfermedad de la Negrilla y conservado en glicerol al 4%
a temperaturas de ultracongelacion. Para reactivar el
hongo, éste fue inoculado en medio PDA (pH 5) e
incubado a 28 °C en condiciones de oscuridad.

Sintesis de las nanoparticulas de plata

Se montd un reactor en el que a un matraz de fondo
redondo con 3 cuellos se le colocd un termémetro, una
jeringa para inyectar la solucion reactante y en la parte
central un sistema refrigerante.

Para la sintesis de las AgNPs se afiadieron 50 ml de una
solucién de AgNOs (1.32 mM, 18.2 MQ-cm) al reactor, el
cual fue puesto a reflujo a 100 °C con agitacion vigorosa.
Posteriormente, se afiadié 5 ml de una solucién acuosa
al 1% de NasCeHsO7z como agente reductor vy
estabilizador, observandose el color amarillo
caracteristico de dispersiones coloidales metdlicas de Ag
con tamafio nanométrico. Al finalizar 2 h de reaccion, se
obtuvieron dispersiones de coloidales estables en
concentraciones de 80, 100 y 150 ppm.

Caracterizacién de las nanoparticulas de plata
(AgNPs)
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A los coloides de AgNPs con concentraciones de 80, 100
y 150 ppm, se les realizé una caracterizaciéon optica con
un espectrofotometro UV-Visible (Thermo Scientific Serie
GENESYS 10S).

Envenenamiento de medios de cultivo con AgNPs
Para el envenenamiento del medio de cultivo con las
AgNPs, se afiadié el volumen requerido de una solucién
madre de AgNPs para alcanzar concentraciones finales
de 0, 10, 30 y 45 ppm sobre el medio PDA antes de su
solidificacion. Posteriormente se colocaron discos de 4
mm de didmetro con crecimiento micelar en la parte
central de la caja Petri y se incubaron a 28 °C para su
evaluacién posterior.

El crecimiento micelar del hongo fue medido con un
vernier digital durante los primeros 5 dias de incubacion.
Los datos obtenidos se usaron para el calculo de la
velocidad del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelar de acuerdo con la ecuacion 1:

crecimiento radial con AgNPs 100 (1)

o ITPR P
% Inhibicion crecimiento radial del control

Inoculacién de plantas de A. salmiana con el
agente causante de la Negrilla

Para comprobar los postulados de Koch y evaluar el
efecto in vivo de las AgNPs, se seleccionaron cajas de
Petri conteniendo PDA completamente cubiertas de
micelio fangico. En condiciones estériles y de asepsia, el
micelio fue desprendido del medio de cultivo para su
maceracion hasta la obtencién de una pasta uniforme.
Dicha pasta fue filtrada en 2 ocasiones con una solucion
de Tween al 20% y centrifugada a una velocidad de 5,000
rpm durante 15 min, rescatando el pellet que contenia a
las esporas. La cuantificacién de las esporas se realiz6
con una cdmara de Neubauer y la suspension se ajusto a
una concentracion final de 1x10° esporas ml™.

Para la inoculacion 20 ul de la suspension de esporas fue
aplicado sobre las heridas foliares de las plantas de A.
salmiana.

Aplicacién de AgNPs por aspersion en tejido foliar
de A. salmiana

Para la realizacion de los experimentos in vivo se
seleccionaron 96 hijuelos de maguey (A. salmiana Otto ex
Salm-Dyck) visualmente sanos y conservados bajo
agricultura protegida.

Para descartar algun efecto toxicologico de las AgNPs
sobre los hijuelos, éstos fueron heridos en la parte foliar
en secciones de 4 mm de diametro y asperjados con una

suspensién de AgNPs (0, 80, 100 o 150 ppm). El
tratamiento const6 de tres aplicaciones, una por semana.
Una vez descartado un efecto toxicologico de las AgNPs
sobre los hijuelos, se evalu6 si la aplicacion de AgNPs
podria tener efecto preventivo sobre la incidencia y
severidad causada por la Negrilla en las plantas de agave.
Para ello, se aplicaron AgNPs (0, 80, 100 o 150 ppm)
sobre las heridas foliares en tres ocasiones: primera
aplicacion 14 dias antes de la inoculacién con el agente
fingico; segunda aplicacion 7 dias antes y; tercera
aplicacion el mismo dia de la inoculacion.

En referencia a la evaluacion del efecto curativo de la
enfermedad, se aplicaron las AgNPs (0, 80, 100 o 150
ppm) sobre las heridas foliares el mismo dia de la
inoculacién con el agente patogénico, asi como a los 7 y
14 dias post-inoculacion.

Medicién de incidencia y severidad de plantas de
A. salmiana inoculadas con el agente causante de
la Negrilla

La incidencia y severidad de la enfermedad de las plantas
de A. salmiana inoculadas con el agente patogénico se
evalud a los 70 dias post-inoculacion. El porcentaje de
incidencia se determind dividiendo el numero de plantas
enfermas entre el total de plantas evaluadas por cada
tratamiento y multiplicadas por 100 (Nutter et al., 2006).

La severidad se evalué mediante la escala propuesta en
la Tabla 1. El nimero de plantas con cierto grado de
severidad se dividié entre el nimero total de plantas bajo
el mismo tratamiento multiplicado por 100.

Tabla 1. Categorias de severidad para la evaluacion de
dafos producidos por el agente causal de Negrilla en
Agave salmiana

Grado de Descripcion
severidad
0 0% de follaje afectado: Planta visualmente
sana.
1 1 al 20% de follaje afectado: Hojas basales

con amarillamiento y/o necrosis apical,
manchas verdes o amarillo claro a
oscuras, ovoides o redondas

2 21 al 40% de follaje afectado: Hojas
basales amarillas con necrosis, hojas
medias con manchas verde o amarillo
claro a oscuras, ovoides o redondas con un
halo clorético, distribuidas uniformemente
sobre el area foliar.

3 41 al 60% de follaje afectado: Hojas con
necrosis, manchas amarillas o0 marrones a
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negras, distribuidas uniformemente sobre
el area foliar.

4 61 al 80% de follaje afectado: Hojas con
manchas grisdceas a negras en ambas
caras de la penca distribuidas
uniformemente sobre el area foliar.

5 81 al 100% de follaje afectado: Planta
totalmente cubierta por manchas negras
en el area foliar, hojas medias con clorosis
0 necrosis y hojas basales completamente
secas.

Resultados

Caracterizacion 6ptica de AgNPs

El tono amarillento de las AgNPs dispersas en agua
desionizada, esta relacionado con sus tamafios
promedio; esta caracteristica se explica por medio del
fenémeno fisico conocido como resonancia de plasmén
de superficie (RPS). Mediante la espectroscopia UV-
visible, se realiz6 la caracterizacion Optica de las
muestras coloidales sintetizadas, se obtuvieron las
curvas de absorbancia, donde los picos maximos de la
RPS para las muestras de 45y 150 ppm se localizaron a
una longitud de onda de 432 nm para ambos analitos (Fig.
1). La intensidad en la absorcién éptica de la plata fue
mas pronunciada conforme se incrementd la
concentracion de las AgNPs.

ad

= AgNPs 150 ppm
AgNPs 45 ppm

Absorbancia (u.a.)

0 T T T
300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)
Figura 1. Curvas de absorbancia a diferentes

concentraciones de AgNP obtenidas por Espectroscopia
UV-Vis.

Efecto de las AgNPs sobre la inhibicién del
crecimiento in vitro de Bipolaris zeae Zivan

Para evaluar si las nanoparticulas tenian un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento micelial del hongo

responsable de la Negrilla, se envenené el medio
PDA con diferentes concentraciones de AgNPs (10,
30 0 45 ppm). La inhibicion del crecimiento micelial
por efecto de las AgNPs se mantuvo constante
desde los 3 hasta los 5 dias postratamiento. La
inhibicién del crecimiento vari6 de acuerdo con la
dosis aplicada, siendo la concentracién de 45 ppm la
que presentd el mayor efecto inhibitorio del
crecimiento fangico (Fig. 2).

90 1 010 ppm O30 ppm =45ppm
80 A
70 A
AB AB AB
504 B B B

40 —I_ + {_

20

% de inhibicion de crecimiento

10

3 4 5
Dias

Figura 2. Inhibicion in vitro del crecimiento del agente
fitopatogeno a diferentes concentraciones de AgNPs en
medio PDA. Cada columna representa el promedio del
porcentaje de inhibicidon del crecimiento radial, mientras
que las barras representan su respectiva desviacion
estandar. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencia significativa entre los tratamientos (Tukey,
p<0.05).

Evaluacion de incidenciay severidad de la Negrilla
en plantas de A. salmiana

Para evaluar la eficiencia de las AgNPs en la prevencion
o disminucion de los sintomas de enfermedad sobre el
tejido foliar de A. salmiana, se analizd el fenotipo de las
plantas a los 70 dias post-inoculacion (Fig. 3). La
aspersion del tejido foliar con AgNPs no produjo cambios
visibles en su fenotipo (Fig. 3A), sugiriendo una inocuidad
de las AgNPs sobre el tejido foliar. Respecto a las plantas
inoculadas con el agente patogénico que no recibieron
tratamiento con AgNPs, Control (-), se observa una
marcada necrosis en el tejido foliar (Fig. 3B), a diferencia
de las plantas inoculadas y asperjadas con AgNPs, tanto
en el tratamiento preventivo como curativo (Fig. 3C,D,
respectivamente).
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Figura 3. Efecto in vivo de las AgNP en plantas
inoculadas con el agente fitopatdogeno de la Negrilla.
Fotografias representativas de plantas de A. salmiana a
los 70 dias post-inoculacién. (A) Fenotipo de plantas
asperjadas con AgNP y no inoculadas (analisis
toxicolégico). (B) Fenotipo de plantas inoculadas sin
tratamiento con AgNP (Control (-)). (C) Fenotipo de
plantas bajo tratamiento preventivo e inoculadas con el
agente patogénico. (D) Fenotipo de plantas bajo
tratamiento curativo e inoculadas con el agente
patogénico.

Asimismo, basados en los fenotipos de las plantas se
determind la incidencia y severidad de la enfermedad a los
70 dias después de la inoculacion.

En la Tabla 2 se presentan los porcentajes de incidencia,
en la que se aprecia que el tratamiento preventivo con 150
ppm AgNPs disminuyé hasta un 37.5% la incidencia de la
enfermedad, mientras que el tratamiento curativo la redujo
en un 50% a la misma concentracion, indicando que las
AgNPs son una alternativa para el control de la
enfermedad.

Tabla 2. Porcentaje de incidencia de la enfermedad de
la Negrilla en plantas de A. salmiana

AgNPs (ppm) Preventivo Curativo
0 100 100
80 75 100
100 87.5 100
150 62.5 50

Para la evaluacion de la severidad, sélo se analizaron las
plantas tratadas con las AgNPs a una concentracion de
150 ppm por ser las més eficiente. Los criterios que se
utilizaron para el analisis del fenotipo de las plantas estan
resumidos en la Tabla 1. Como se observa en la Tabla 3,
la severidad de la enfermedad de la Negrilla sobre el tejido
foliar de las plantas disminuy6 sustancialmente tras la
aplicacion del tratamiento preventivo o curativo con las
AgNPs en comparacion con las plantas control (-). El
maximo nivel de severidad detectado en el tratamiento
preventivo fue de 2, mientras que para el curativo fue de
3. Ademés, mientras que el tratamiento preventivo

concentré la mayor cantidad de plantas enfermas con un
Nivel 1 de severidad (50%), en el curativo se concentraron
en el nivel 0 (ausencia de sintomas; 50%), indicando que
ambos tratamientos resultan eficientes para el control de
la Negrilla.

Tabla 3. Porcentaje de severidad de la enfermedad de la
Negrilla en plantas de A. salmiana.

Nivel de Severidad
0 1 2 3 4

Tratamiento

Control (-) 0 0 125 | 50 | 375

Preventivo | 37.5 | 50 | 12.5 0 0

ojo[o|u,

Curativo 50 25 | 125|125 0

NOTA: Control (-) representa a las plantas inoculadas con
el agente patogénico sin tratamiento

Discusién

Para determinar si las AgNPs inhibian el crecimiento de
Bipolaris zeae se contamind el medio de crecimiento PDA
con diferentes concentraciones de AgNPs (10, 30, 45
ppm). A partir de los resultados, se observé que la
concentracion de 45 ppm fue la que presenté mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento del hongo. Este resultado
coincide con lo reportado por Gutarowska y colaboradores
(Gutarowska et al., 2012), quienes encontraron que las
AgNPs a la misma concentracion inhibieron el 94% del
crecimiento de diferentes hongos (Aspergillus niger,
Penicillium digitatum, Cladosporium cladosporoides,
Alternaria  alternata, Mucor racemosus, Rhizopus
nigricans, entre otros). Asimismo, Pietrzak y Gutarowska
(Pietrzak y Gutarowska, 2015), encontraron que las
AgNPs a 45 ppm también inhibieron el crecimiento in vitro
de Alternaria alternata y Cryptococcus laurentii en un 33y
85%, respectivamente. Por otra parte, Ansari y
colaboradores (Ansari et al., 2023) reportaron una
inhibicion del 81% sobre el crecimiento de Alternaria
solani al utilizar una concentracién de 50 ppm, indicando
gue las AgNPs a una concentracion de 45 ppm resulta en
una Optima inhibicién del crecimiento fangico.

Respecto a las condiciones in vivo, primero se evalué la
toxicidad de las AgNPs sobre las plantas de A. salmiana y
se encontrd6 que la aspersion con estas particulas no
gener6 dafios sobre éstas, similar a lo reportado en
plantulas de tomate (Alvarez-Carvajal et al., 2020). Sin
embargo, no se puede garantizar la inocuidad de las
AgNPs sobre las plantas, pues sélo se analizé el fenotipo
de éstas. Actualmente, existen reportes que aseguran que
el Ag* es la segunda forma mas toxica de un metal
pesado, superado solo por el mercurio (Doudoroff, 1953;
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Albright et al., 1972). De igual forma, se ha reportado que
los iones Ag*, presentes en las AgNPs si generan
toxicidad en las plantas de las familias Poaceaes y
Solanaceaes. Por ejemplo, las AgNPs a concentraciones
de 10, 20, 40, 50 ppm aplicadas en trigo (Triticum
aestivum L.) producen aberraciones cromosémicas
(Albright et al., 1972), mientras que su aplicacion en
plantas de papa (Solanum tuberosum) a concentraciones
de 20 mg It incrementan estrés oxidativo y muerte celular
(Bagherzadeh y Ehsanpour, 2016). En plantas de haba
(Vicia faba), las AgNPs a una concentracién de 800 ug kg
1 disminuyen la germinacién, longitud de brotes y raices,
asi como un retraso en nodulacion de la raiz (Abd-Alla et
al., 2016).

Sobre la efectividad de las AgNPs para el manejo de la
Negrilla, en el presente trabajo se evaluaron
concentraciones de 80, 100 y 150 ppm, dosis similares a
las utilizadas para controlar a los fitopatdgenos
Xanthomonas perforans, Aspergillium flavus, Penicillium
verrucosum, Fusarium chlamydosporum y Fusarium
oxysporum en los cultivos de jitomate (Solanum
lycopersicum) y rabano blanco (Raphanus sativus var.
aegyptiacus) (Alvarez-Carvajal et al., 2020; Ocsoy et al.,
2013; Ali et al., 2015).

De acuerdo con los resultados del presente trabajo tanto
para el tratamiento preventivo como curativo,
disminuyeron la incidencia y severidad de la enfermedad
a 150 ppm, coincidiendo con lo reportado por Ali y
colaboradores (Ali et al., 2015) para el control de los
fitopatégenos Aspergillium flavus, Penicillium verrucosum
y Fusarium chlamydosporum en plantas de jitomate. En
dicha investigacion se implementaron AgNPs a
concentraciones de 0, 50, 100, 150 y 200 ppm, de ellas la
de 150 ppm fue la que presentd mejor inhibicion (=50%).
Juntos, estos resultados indican que el uso de AgNPs es
una alternativa viable de manejo preventivo o curativo
para la enfermedad de la Negrilla en plantas de A.
salmiana.

Conclusiones

Las nanoparticulas de plata inhiben el crecimiento in vitro
de Bipolaris zeae, hongo fitopatégeno identificado como
responsable de la enfermedad “Negrilla” en Agave
salmiana Otto ex Salm-Dyck. Este tratamiento también
resulta efectivo contra la infeccién de plantas inoculadas
con el agente patogénico tanto en su manejo preventivo
como curativo, aportando una alternativa a los fungicidas
convencionales.
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