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Actividad antifungica del nitrato de plata contra Bipolaris zeae en Agave salmiana

Antifungal activity of silver nitrate against Bipolaris zeae in Agave salmiana

Issela Granados Zamora 2, Teresa Romero Cortes ?, Jaime A. Cuervo Parra ¢, Victor H. Pérez
Esparfia ¢

Abstract:

Agave salmiana, or pulque agave, is a species endemic to Mexico, from which all parts of the adult plant can be used. In recent
decades, production has declined due to a series of external factors that threaten the plant's conservation. The main causes are pests
and diseases. Sooty mold, or black leaf spot, causes dehydration and death of the leaves or the entire plant. In this study, the fungicidal
activity of silver nitrate (AgNO3) against Bipolaris zeae was observed, both under laboratory conditions and in Agave plants. The
results report the minimum inhibitory concentration for hyphal growth and conidial germination. At concentrations of 100 ppm and
200 ppm of (AgNOs3), an 80% and 96% reduction in the percentage of conidial germination was obtained, respectively, and the
fungicidal effect in plants was observed at a concentration of 200 ppm. The results of this research show that AgNO; could be used
both in laboratory and field conditions to inhibit the growth of this phytopathogen.
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Resumen:

Agave salmiana, o maguey pulquero, es una especie endémica de México de la cual se pueden aprovechar todas las partes de la planta
adulta. En las dltimas décadas, la produccion ha disminuido debido a una serie de factores externos que ponen en riesgo la
conservacion de la planta. Las principales causas son las plagas y las enfermedades. La enfermedad de “la negrilla” o “mancha foliar
negra” provoca la deshidratacion y la muerte de las pencas o de la planta. En este trabajo, se observo la actividad fungicida del nitrato
de plata (AgNO3) contra Bipolaris zeae, tanto en condiciones de laboratorio como en plantas de Agave. En los resultados se reporta
la concentracion minima inhibitoria del crecimiento de las hifas y de la germinacién de los conidios. Con las concentraciones de 100
ppm y 200 ppm de (AgNOs3) se obtuvo una reduccion del 80% y 96% respectivamente de la germinacion de conidios, asi como el
efecto fungicida en plantas se observ a una concentracion de 200 ppm. Los resultados de esta investigacion muestran que el AgNO;
podria utilizarse tanto en condiciones de laboratorio como en campo para inhibir el crecimiento de este fitopatdgeno.
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habitantes de México, donde se considera una planta
clave para la subsistencia y economia local (Higuera-
El maguey pulquero representa un recurso de suma Orbe et al., 2025). En los Ultimos afios, el cultivo del
importancia econémica, cultural y culinaria para los maguey se ha visto afectado por enfermedades
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ocasionadas por fitopatégenos y plagas que causan
dafios severos al cultivo, la produccién y la economia,
debido a que la planta no puede ser utilizada y se recurre
a su eliminacion (SENASICA, 2017). Las principales
plagas y enfermedades que atacan los cultivos de
maguey en el estado de Hidalgo son el picudo del agave
(Romero-cortes et al., 2020) y la viruela o negrilla (Pérez-
Espafa et al., 2022). La viruela, o negrilla, es una
enfermedad que genera manchas foliares de color negro
en las hojas del maguey que limitan la interseccién de la
radiacion solar (Pérez-Espafia et al., 2022; Hernandez et
al., 2022; Romero-Cortes et al., 2024). El aumento del
ndamero de lesiones genera un dafio significativo debido
al impedimento de la realizacibn adecuada de la
fotosintesis (Hernandez et al., 2022). El analisis
filogenético de fragmentos de ADN gendmico de lesiones
necréticas de Agave salmiana y A. lechuguilla de
plantaciones y en poblaciones silvestres de A. salmiana
ssp. ferox permitio la identificacion de 26 aislamientos de
hongos pertenecientes a Curvularia Ilunata, C.
verruculosa, Bipolaris zeae, Alternaria alternata,
Fusarium lactis, Epicoccum sorghinum, Myrmaecium
rubricosum, Penicillium diversum y Aspergillus oryzae
(Aparicio-Burgos et al., 2025).

En la dltima década, la produccién agricola se ha visto
amenazada por diversas especies de fitopatdgenos que
provocan peérdidas econdmicas irremediables en cultivos
de gran importancia econémica (Rojas-Avelizapa et al.,
2020). En consecuencia, se estan introduciendo
tecnologias innovadoras en la agricultura moderna
basadas en nanoparticulas de plata, bionanoparticulas
de plata y tratamientos a base de nitrato de plata a bajas
concentraciones (Rojas-Avelizapa et al., 2020). El nitrato
de plata tiene el potencial de inhibir el crecimiento de una
amplia gama de microorganismos como bacterias,
hongos, actinomicetos y virus (Radko et al., 2019). Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
antifingica del nitrato de plata (AgNOs) mediante
ensayos in vitro e in planta para determinar la
concentracion minima inhibitoria sobre el crecimiento de
B. zeae, hongo aislado de la mancha negra o “negrilla”
del A. salmiana.

Metodologia

Los conidios se obtuvieron de un cultivo axénico aislado
de pencas de maguey pulguero con sintomatologia de
manchas foliares. Se coloc6 un disco de 0.5 mm en el
centro del medio PDA y se incub6 a 28 °C durante 7 dias.
Para la recoleccion de los conidios, las cajas de Petri se
inundaron con Tween 20 al 0.01 % con la técnica de
arrastre descrita por Foolad et al. (2000) utilizando un asa

de Digralski. Para calcular la cantidad de esporas por
mililitro, se hizo un conteo en una camara de Neubauer y
se observd en un microscopio 6ptico (VELAB Modelo:
VE-B5) con el objetivo 40x.

Efecto del AgNOzsobrela germinacion en camara
hiameda

La germinacién se evalué siguiendo el método descrito
por Foolad (2000). Se esterilizaron portaobjetos con 2
cavidades cOncavas con una capacidad aproximada de
120 pL. En cada una de las cavidades se agreg6 una
muestra de la solucién conidial 1:100 de 10-50 uL + 50-
100 pL de AgNO: y se identficaron mediante
coordenadas microscopicas 10 esporas de cada cavidad
para evaluar su germinacion durante 72 h. Los
portaobjetos se colocaron dentro de la cAmara himeda y
se incubaron en ausencia de luz a 27 °C. Se utiliz6 como
camara himeda una caja de plastico (20 cm x 12 cm x 4
cm) en condiciones semiestériles. Se desinfectd con
alcohol al 70% y se mantuvo bajo luz UV durante 15 min;
la humedad se mantuvo con agua desionizada estéril y
papel filtro sobre la base. Cada una de las muestras se
realiz6 por duplicado en portaobjetos de 2 cavidades.

Para evaluar la concentracion minima inhibitoria (MIC) del
AgNOs, se realiz6 una mezcla de 50 pL de solucion
conidial y 50 pL de AgNOs a diferentes concentraciones
en ppm (50, 100, 200). Para el control positivo se
utilizaron 50 pL de agua estéril y para el control negativo
1700 ppm de AgNOs.Todas las muestras se realizaron por
duplicado. Las fotos de las esporas se tomaron con un
microscopio Optico (Amscope AC85) con dos cadmaras
HD (1 y 2 megapixeles), y con una camara de celular
Xiaomi 11 lite (45 megapixeles). Los valores de p se
obtuvieron al realizar pruebas ANOVA y Tukey para datos
normales mediante una herramienta de complementos de
Excel (Megastat 2021).

Evaluacion antifungica del AgNOs en medio de
cultivo.

Una vez que se determinaron las concentraciones de
esporas y la eficiencia de germinacion en camara
hameda, se procedi6 a resembrar el hongo B. zeae por la
técnica de sacabocado para determinar su velocidad de
crecimiento a concentraciones de 100 ppmy 200 ppm de
AgNOs durante 7 dias. El crecimiento radial (mm) se
registré diariamente con un vernier digital a partir de las 0
h hasta las 168 h. Los porcentajes de inhibicion del
crecimiento microbiano debidos a los tratamientos de
AgNOs se calcularon de acuerdo con la siguiente
ecuacion (Fouda et al. 2022).
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Dc — Dt
(%) Porcenteje de inhibicion = 50 * 100

Ddénde; D¢ es el promedio del crecimiento microbiano del
control (mm).

Dt es el promedio del crecimiento microbiano en
el tratamiento

Actividad antifangica del nitrato de plata contra B.
zeae in planta

Para el tratamiento preventivo se establecieron 2
controles: Control H2O en el que se seleccionaron 5
plantulas que solo fueron tratadas con agua estéril, y el
control positivo donde 5 plantulas fueron inoculadas con
solucion conidial de B. zeae. Por otro lado, se
seleccionaron 30 plantulas: 15 fueron asperjadas con
AgNOza 100 ppm y 15 con AgNOsa 200 ppm durante 14
dias, posteriormente, en el dia 28 fueron inoculadas con
la solucién conidial de B. zeae, para evaluar si el AQNO3
funcionaba como agente protector de la planta.

Para la evaluacion in planta, se identificaron pencas de
maguey con sintomatologia de manchas foliares negras.
Se seleccionaron 18 zonas, de las cuales 6 zonas fueron
asperjadas con agua estéril (control positivo), 6 zonas con
AgNOs (100 ppm) y 6 zonas con 200 ppm. Al inicio del
experimento, las zonas seleccionadas se rociaron 3
veces por semana con las soluciones correspondientes.
Se tomaron las medidas (mm) con vernier digital al inicio
y después de aplicar el tratamiento para calcular el
porcentaje de disminucion del area de la mancha. Se
realizaron pruebas ANOVA y Tukey con complementos
de Excel (MegaStat) para identificar las semanas en las
gue se logra el efecto esperado en cada tratamiento y
determinar qué tratamiento resulta mas efectivo.

Resultados y Discusion

Determinacion de laconcentracién minima inhibitoria
del AgNO3

En la Figura 1A, se observa la conidia de Bipolaris zeae
sin tratamiento, a las 72 h las esporas tuvieron una
germinacion promedio de 85% en el Control H20 (Figura
1B y 1C), el 0% en el control positivo con AgNOsz a una
concentracion de 0.06 M (Figura 1D), el 63% a 50 ppm
(Figura 1E y 1F), el 20% a 100 ppm (Figura 1G y 1H) y
0% a 200 ppm (Figura 11I).

Enla Figura 1C, se muestra la germinacion bipolar en una
conidia del fitopatégeno B. zeae, la germinacién bipolar
de los conidios es una caracteristica del género Bipolaris
en comparacién con Drechslera, cuyos conidios germinan

a partir de cualquier célula; aunque esta caracteristica,
por si sola, no es un criterio fiable para la identificacién de
Bipolaris (Alcorn, 1983). Otro rasgo distintivo es que los
conidios de Drechslera son cilindricos, mientras que los
del género Bipolaris son fusiformes y elipsoidales (Paz
etal., 2006). Jo et al. (2009) reportaron que la
concentraciéon minima inhibitoria del AgQNOs con respecto
a conidios de B. sorokiniana fue a partir de 100 ppm. En
este trabajo se emplearon dos controles: un control de
solucién conidial y un control con nitrato de plata a
~10,200 ppm (AgNOs, 0.06 M) y cuatro tratamientos con
50 L de solucion conidial + 50 yL de AgNOsza (50, 100 y
200 ppm). El andlisis estadistico mostré una diferencia
significativa (p<0.05) entre el control H20 con respecto al
control AgNOs vy los tratamientos a las concentraciones
de 0, 50 y 100 ppm, pero no con 100 ppm (p > 0.05); sin
embargo, no existi6 diferencia significativa con el
tratamiento a 200 ppm (Figura 2). Estos resultados
demuestran que el nitrato de plata inhibe la germinacion
de conidios a concentraciones mayores de 100 ppm.

———— ——y

R A B A A

Figura 1. Concentracion minima inhibitoria (MIC) del
AgNOsz a 72h. Conidia control (A), Control H20 (B),
Conidia con germinacién bipolar en control H20 (C),
Control positivo (0.06M AgNOs, D), 50 ppm de AgNO:s. (E)
y F) 100 ppm de AgNOs (G) y H), 200 ppm de AgNOs3 (1).
Fotos 40x. Flechas indican conidias germinadas. Fuente:
Elaboracion propia.
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Figura 2. Andlisis estadistico de los tratamientos con
AgNOs a diferentes concentraciones. Testigo negativo
con H:0 (M), testigo positivo AgNO3z 0.06M (&), AgNOs
50ppm (&), AgNOz 100ppm (&), AgNOs 200ppm ().
Letras diferentes: valor p < 0.05 (Tukey). Fuente:
Elaboracion propia.
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Debido a los resultados microscépicos de la germinacion,
se seleccionaron las concentraciones de 100 y 200 ppm
de AgNOs para los tratamientos in vitro e in planta,
tomando en cuenta también la Norma Oficial Mexicana
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 que establece las
concentraciones maximas permitidas de plata en suelo de
uso agricola (390 ppm) y en cuerpos de agua (0.5 ppm)
(NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, Ciudad de México).
Para verificar si las concentraciones seleccionadas
estaban dentro de los limites establecidos en la NOM, se
calcul6 de acuerdo con la siguiente formula:

107.87g/mol
————=0.635
169.87g/mol

Proporcion = (0.635) * (100 ppm) = 63.5 ppm Ag*
Proporcion = (0.635) * (200 ppm) = 127ppm Ag*

Proporcion de Ag =

Los resultados mostraron que la proporcion de plata
existente (107.86 g/mol) en 100 ppm y 200 ppm de
AgNOs (169.87 g/mol), cumplié con las concentraciones
permitidas por la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004
para suelos de uso agricola.

Efecto del AgQNOz sobre el crecimiento radial B. zeae

El AgNO:z puede inhibir el crecimiento del hongo B. zeae
en las condiciones probadas (100 y 200 ppm de AgNOs,
durante 168 h). En la Figura 3A, se muestra el crecimiento
del fitopatdgeno después de 7 dias, con 100 ppm de
AgNO:3 (Figura 3B) y 200 ppm de AgNOs (Figura 3C). El
crecimiento radial se inhibi6 un 61.4 + 3.17% y 63.65 +
3.27% a 100 ppm y 200 ppm, respectivamente.

El resultado del andlisis estadistico no mostré diferencias
significativas entre los tratamientos (p < 0.05, “+” p £0.01,
realizado por Tukey). Este resultado es similar a lo
reportado para otros hongos (Jo et al., 2009). Xu et al.
(2009) realizaron la comparacion de las actividades del
nitrato de plata con las de tres agentes antiflingicos
contra hongos patdgenos oculares in vitro. En donde

reportaron que el nitrato de plata fue altamente activo
contra especies de Aspergillus (92,9% = 1,0 mg/L) y
especies de Fusarium (96,3% = 2,0 mg/L). Rehman et al.
(2023) utilizaron 1 % y 2 % de AgNO; para muestras de
prueba y peliculas de recubrimiento; ambos
recubrimientos demostraron tener un efecto fungistatico
después de 24 h y un probable efecto fungicida después
de 48 y 72 h contra Candida albicans, mostrando una
reduccion del 80% y del 98%, respectivamente. Mahmut
et al. (2020) evaluaron el efecto antifingico del nitrato de
plata en concentraciones del 1% y del 2% en protesis
dentales, observando eficacia contra C. albicans (p <
0,05).

A)

Figura 3. Velocidad de crecimiento radial del fitopatégeno
B. zeae en placas de Petri. (A) Control PDA. (B) 100 ppm
de AgNOs3, (C) 200 ppm de AgNOs. Fuente: Elaboracién
propia.

Tratamiento correctivo in planta A. salmiana

Las hojas (pencas) de los agaves estan recubiertas con
una capa cuticular que desempefia funciones relevantes,
como el intercambio gaseoso, el control de los cambios
de temperatura, la barrera contra patégenos, entre otros
(Pérez Espafia et al., 2022). La membrana cuticular sirve
como base para el desarrollo de las manchas grises o
tizones de Bipolaris zeae, afectando ambas caras,
abaxial y adaxial, de la hoja, poniendo en peligro toda la
planta de agave.

En la Figura 4, se muestran fotografias de las lesiones
foliares causadas por el fitopatdgeno; lesién testada con
agua (Hz20); toma de medida en la semana 0; medida del
area de la lesion foliar; control en la semana 4 (Figuras
4A y 4B). Tizon foliar tratado con soluciéon acuosa de
AgNOs a 100 ppm semana 0, Tizon foliar tratado con
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solucién acuosa de AgNOs a 100 ppm semana 4 (Figura
4 C y 4D). Tizon foliar tratado con soluciéon acuosa de
AgNOs a 200 ppm, semana 0. Tizon foliar tratado con
solucién acuosa de AgNOs a 200 ppm en la semana 4
(Figuras 4E y 4F). Mostrando una disminucién en el area
de la lesion foliar, caracterizada por un halo de color café.

Durante las semanas 0 y 1 después de aplicar ambos
tratamientos y el control, no existe diferencia significativa
en la disminucién del area de los tizones o manchas
foliares seleccionadas. En la semana 2 hubo un promedio
de disminucion de 4.32% y 7.46% del area de los tizones
asperjados con 100 ppm y 200 ppm con respecto al
control (H20). En la semana 3, las manchas tratadas
disminuyeron 1.08% y 4.97% con 100 ppm y 200 ppm.
Finalizando en la semana 4 con una reduccién promedio
de 7.02% y 16.21% para las manchas tratadas con 100
ppmy 200 ppm, logrando un valor de p < 0.05 en la Gltima
semana con el tratamiento correctivo a 200 ppm.

Figura 4. Evaluacién antifingica correctiva del AgQNOs en
Agave salmiana; Control en semana cero (A), Control en
semana cuatro (B), 100 ppm en semana cero (C), 100
ppm en semana cuatro (D), 200 ppm en semana cero (E),
200 ppm en semana cuatro (F). Fuente: Elaboracion
propia.

El AgNOsz es altamente efectivo contra diversos
patégenos, sin producir toxicidad en células animales
vivas (Kaplan et al., 2015). El nitrato de plata en
concentraciones altas actla como bactericida, mientras
que en concentraciones bajas induce la sintesis de plata
(Fouda et al., 2022). El AgNOs en contacto con cepas de
Bacillus licheniformis provocé la formaciéon de cuerpos
apoptoticos caracteristicos de una muerte celular
programada inducidos por los iones de plata que
permearon la pared celular (Pandian et al. 2010).
Mientras que en bacterias Gram negativas y Gram
positivas mostré un desprendimiento de la membrana del
citoplasma, la aparicién central de una region electron-
luminosa que contenia moléculas condensadas de 4cido
desoxirribonucleico,  pequefios  granulos  densos

alrededor de la pared celular, ademas, las Gram
negativas presentaron mayor concentracién de iones de
plata (Feng et al., 2000; Jung et al., 2008; Duran et al.,
2010).

Los iones de plata tienen diversos mecanismos
de accion: (i) inhiben el grupo tiol de algunas enzimas,
siendo principalmente afectada la NADH deshidrogenasa
Il del sistema respiratorio, la cual esta vinculada con el
sitio de produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS); la inactivacion de la enzima provoca radicales
libres, aumenta la produccion de catalasa y disminuye la
concentracion de H202. Las ROS inducen rutas
apoptoticas bacterianas que terminan cuando el ADN se
fragmenta (Pandian et al., 2010). (ii) Reaccionan con los
grupos sulfhidrico (SH) de las proteinas. (iii) Desacoplan
el transporte respiratorio de electrones de la fosforilacién
oxidativa, inhibiendo las enzimas de la cadena
respiratoria o interfiriendo en la permeabilidad de la
membrana a protones y fosfato (Liau et al., 1997; Feng
et al., 2000; Morones et al., 2005).

Conclusiones

La concentracién de nitrato de plata (AgNOs) a 100 ppm
s6lo germina en etapa inicial y a 200 ppm causa una
inhibicion total de la germinacion de las esporas de B.
zeae. En el medio PDA se obtuvo la inhibicion del
crecimiento del 60% y 65% a 100 ppm y 200 ppm,
respectivamente. El tratamiento correctivo en pencas de
A. salmiana present6 una disminucién del 7% y 17% de
las manchas foliares a 100 ppm y 200 ppm. Las
concentraciones de nitrato de plata utilizadas en este
trabajo se encontraron dentro de los limites establecidos
en la norma NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 para la
tierra con uso de suelo agricola.
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