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l.- RESUMEN

Una de las principales fuentes de ingresos en el estado de Michoacan es la
produccién de aguacate, la cual aporta alrededor de un 86% a la produccion total
del pais, mientras que México aporta 3 de cada 10 toneladas de aguacate que se
producen en el mundo. Esto pone a México como el pais exportador nimero uno
de este fruto, superando el millon 300 mil toneladas anuales. Por otra parte, el
estado de Michoacan también es uno de los principales productores de papaya,
con una superficie sembrada de 1700 hectéreas, siendo México uno de los paises
de mayor produccién y exportacion de este fruto. Sin embargo, existen grandes
pérdidas dentro de la industria agricola debido a plagas o enfermedades que
atacan a los frutos. Una de las pérdidas mas fuertes se debe a una enfermedad

conocida como antracnosis, la cual representa gran porcentaje de pérdidas.

En el presente trabajo se tiene como objetivo analizar el comportamiento y
actividad inhibitoria de los Oxidos de zinc, de magnesio, hidroxido de zinc,
hidroxido de magnesio, asi como también compdsitos de 6xido de zinc y éxido de
magnesio en presencia del hongo Colletotrichum gloeosporioides, causante de la
antracnosis en gran variedad de frutos y vegetales. En esta investigacion se
propone una alternativa a los productos existentes en el mercado para combatir al
hongo causante de la antracnosis en aguacate y papaya, partiendo desde la
sintesis, caracterizacion de los compuestos y evaluacion de los mismos en

presencia del hongo a través de pruebas in vitro.

Antracnosis

Colletotrichum gloeosporioides
Aguacate

Papaya

Oxidos



II.- ABSTRACT

One of the main incomes in Michoacén is the avocado production, which contribute
about 86 percent of the production in the country, while Mexico contributes 3 out of
10 tons production of avocado in the world. This puts México as the principal
exporter of this fruit, surpassing a million three hundred thousand tons per year. On
the other hand, the state of Michoacan is one of the principal producer of paw paw
too, with 1700 hectares of surface planted, being Mexico one of the major
producers and exporters of this fruit. However, great losses affect the agriculture
industry due to pests and diseases which attack these fruits. One of the main
losses is due to a disease known as anthracnose, which represents a large
percentage of them.

The behavior and inhibitory activity of zinc and magnesium oxide, zinc and
magnesium hydroxide and composites of zinc and magnesium oxide in presence
of Colletotrichum gloeosporioides causing anthracnose in a wide variety of fruits
and vegetables are analized. In this investigation proposed an alternative to the
products in the agriculture industry to combat the fungus causing the anthracnose
in avocado and paw paw, starting from synthesis and characterization of these

compounds then to evaluate these in presence of the fungus in vitro tests.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Introduccién

Colletotrichum gloeosporioides es el principal hongo causante de la antracnosis en
frutos, como son citricos, mango, tomate, lechuga, guanabana, papaya, aguacate,
entre otros. La antracnosis es la principal enfermedad poscosecha de los frutos, lo
gue ocasiona gue la produccion y exportacion se vean afectadas, lo cual causa
grandes darfios en el fruto y en el campo. Se estima una pérdida de produccién de
un 25 a 40% a causa de problemas fitopatdégenos, entre los cuales se encuentra la
antracnosis, que perjudica la calidad del producto llegando a pérdidas millonarias
(Lira-Saldivar, Hernandez-Suarez, & Corrales-Flores, 2014). Los sintomas
inicialmente se presentan en forma de exudados gomosos, posteriormente se
notan pequefias lesiones de 1 cm de didmetro de aspecto aceitoso y luego éstas
se tornan de color café con halo amarillo que tienden a hundirse en el borde de la
mancha; con el tiempo las lesiones persisten y se extienden a varias zonas del
fruto, como se muestra en la figura 1. En la zona central de la lesion se observa un
pequefio hundimiento y el centro es de color gris a café con puntos de color
salmén o rosa en donde se ubican los acérvulos y en el interior los conidios
(estructuras reproductivas). A medida que el fruto madura se presenta
ablandamiento de la epidermis y el hongo coloniza més el fruto presentandose

lesiones mayores a 3 cm (Edgar-Rodriguez et al; 2009).

Actualmente se realiza investigacion de agentes antibacterianos y antifungicos
inorganicos basados en oxidos metélicos, tales como Oxido de zinc y 6xido de
magnesio, los cuales suelen ser empleados particularmente en tamafio de
nanoparticulas. Se ha mostrado que en este tamafio, estos hanomateriales tienen

gran actividad antimicrobiana en diversos hongos y bacterias. Se tienen



antecedentes de su actividad en diversos microorganismos, pero hasta ahora no
se ha reportado su actividad con el hongo Colletotrichum gloeosporioides. Una de
las ventajas por las cuales estos ceramicos han sido muy estudiados en los
ultimos afios es debido a su estabilidad a elevadas temperaturas y presiones, y
también a que son considerados como materiales inocuos para el medio ambiente,
sobre todo para las personas.

Figura 1. Sintomas de antracnosis en papaya (lvonne A. Quiroga, Jhon
Aldana, 2014).

1.2 Justificacién

Debido a la creciente concientizacion de la sociedad ante el impacto ambiental
causado por la industria agricola, se tiene en la mira buscar nuevas alternativas
gue mitiguen estos efectos. Existen antecedentes de compuestos, como 6xido de

zinc y oxido de magnesio, que tienen una compatibilidad con el medio ambiente y



las personas; lo cual los coloca como excelentes candidatos para atacar

enfermedades causadas por microorganismos.

Las nanoparticulas existen en diferentes estructuras o formas fisicas, como
pueden ser nanocristales, nanopolvos, nanorracimos, nanotubos, nanovarillas,
entre otros. Se considera nanoparticulas cuando al menos una de sus 3
dimensiones es menor a 100 nm (Williams, 2006). En los ultimos afios la
nanotecnologia ha atraido mucha atencién debido a las propiedades fisicas y
quimicas adquiridas al llevarlas a un tamafio manométrico, las cuales suelen

cambiar con respecto al material a granel.

La agricultura es un area donde las nuevas tecnologias se aplican para mejorar el
rendimiento de los cultivos. Nanoagricultura implica el empleo de nanoparticulas
en la agricultura, considerando que estas nanoparticulas ofreceran algunos
beneficios para los cultivos. La aparicion de nuevos nanodispositivos y
nanomateriales abre nuevas aplicaciones potenciales en la agricultura y la
biotecnologia (Lira-Saldivar et al., 2014). La nanotecnologia es una de las mas
importantes innovaciones en el area cientifica. Las nanoparticulas son un objetivo
promisorio para la investigacion cientifica debido a su amplia variedad de
aplicaciones en distintas &reas, como en la medicina, biologia, agricultura,
quimica, Optica, electrénica, entre otros. En la industria agricola son de gran

importancia debido a su actividad antimicrobiana.

1.3 Antecedentes

La nanotecnologia es una de las areas mas prometedoras de la ciencia y
tecnologia moderna con un gran impacto econémico y social. En ella se trabaja
con elementos extremadamente pequefios, como una millonésima parte de un
milimetro. Para ello, el ser humano ha tenido que desarrollar técnicas que le

permitan a futuro manipular la materia atomo por atomo (Rodriguez, 2012).

Cada afio el sector privado y publico en todo el mundo invierten para la

investigacién basica en nanotecnologia entre 4 y 5 mil millones de délares. Esto



convierte a la nanotecnologia en el proyecto cientifico mas grande financiado
publicamente y se siguen promoviendo iniciativas en nanociencias para aumentar
las inversiones. El numero de articulos y patentes relacionados con la

nanotecnologia aumenta dia con dia (Rodriguez, 2012).

La nanotecnologia representa una de las mas novedosas innovaciones cientificas,
y en muchos sentidos, la de mayor alcance en lo referente a la alta tecnologia
para la agricultura. De hecho, se ha acufiado el término “nanobiotecnologia”, que
combina numerosas disciplinas cientificas tan variadas como la biotecnologia, la
nanotecnologia, el procesamiento quimico, la ciencia de los materiales y la

ingenieria de sistemas (Maine et al., 2013; Marambio y Hiek, 2010).

Una nueva herramienta para el control de enfermedades en plantas es el uso de
nanotecnologia, ya que su creciente desarrollo en las ultimas décadas ha abierto
nuevas posibilidades en el campo de la ciencia y la técnica que abarcan desde
aplicaciones en electronica, telecomunicaciones, bioquimica, medicina y biologia
entre muchas otras areas. Especificamente, con el uso de nanoparticulas de
diferentes metales, como O6xido de zinc, se anticipa un gran potencial en la

agricultura (Lira-Saldivar, Ricardo-Hugo, 2015).

Para la agricultura, la nanotecnologia se esta aplicando para el tratamiento de
algunas enfermedades de las plantas, para la deteccién precoz de los patégenos
que las producen, para la mejora de la asimilacion de nutrientes esenciales por las
plantas. Su uso puede incrementar la eficacia de los pesticidas e insecticidas
comerciales, reduciendo su cantidad de aplicacion al suelo en unas dosis
significativamente menores que las requeridas tradicionalmente en los cultivos;
con la mejora medioambiental que eso implica. El futuro de la industria agricola
sera usar estos materiales como nanopesticidas, nanofungicidas y nanoherbicidas
y algunas empresas ya los estan desarrollando. En definitiva, la aplicacion de la
nanotecnologia a la agricultura es una alternativa menos dafiina con el ambiente
para el caso concreto del control de insectos y plagas, en comparacion con otros
métodos quimicos que tantos problemas ambientales han generado (Rai & Ingle,
2012).


http://www.isaaa.org/resources/publications/pocketk/39/default.asp
http://documenta.wi.csic.es/alfresco/downloadpublic/direct/workspace/SpacesStore/870a9e1a-1aa8-4f09-87fb-06829d324e63/IC009.pdf

1.4 Objetivos

Como objetivo general, se propone el desarrollo y aplicacion de compuestos
nanométricos para combatir la enfermedad de la antracnosis en aguacate y
papaya, partiendo de la sintesis de nanoparticulas ceramicas a través de dos

diferentes métodos de sintesis: coprecipitacion e hidrotérmico.

1.4.1 Objetivos especificos

¢ Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc y 6xido de magnesio.

e Sintesis de compdsitos a diferentes concentraciones de Oxido de zinc y
oxido de magnesio.

e Caracterizacién de los compuestos sintetizados mediante: difraccién de
rayos X, microscopia electronica de barrido, espectroscopia ultravioleta
visible (UV-Vis).

e Aislamiento de los hongos causantes de la antracnosis en aguacate y
papaya.

e Aplicacion de los compuestos en el area biolégica para analizar su actividad
antimicrobiana.

e Determinacion del efecto fungicida o fungistatico de los nanomateriales.

e Determinacion de su concentracion minima de inhibicion.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Introduccion a la nanotecnologia

El prefijo nano en la palabra nanotecnologia significa una milmillonésima (1X10°).
La nanotecnologia es el estudio y desarrollo de sistemas con dimensiones del
orden de una milmillonésima parte de un metro. Las propiedades de los materiales
a granel pueden ser modificadas cuando se reduce el tamafio de particula a
escala nanométrica (Charles P. Poole, Frank J. Owens., 2003), presentando
propiedades que permiten el desarrollo de materiales y dispositivos con
funcionalidades y caracteristicas completamente nuevas que se rigen bajo las
leyes de la mecanica cuantica. Estas nuevas propiedades son las que los
cientificos aprovechan para crear nuevos materiales (nanomateriales) o
dispositivos nanotecnolégicos. De esta forma, la nanotecnologia promete
soluciones a multiples problemas que enfrenta actualmente la humanidad, como
los ambientales, energéticos, de salud (nanomedicina), ingenieria y muchos otros.
La composicidon del material puede ser cualquiera, si bien las mas importantes son
silicatos, carburos, nitruros, 6xidos, boruros, seleniuros, teluros, sulfuros, haluros,
aleaciones metalicas, intermetalicos, metales, polimeros organicos y materiales
compuestos. Los tipos de nanomateriales que presentan una actividad mas

relevante incluyen (Palacio, 1998):

e Materiales nanoestructurados. e Nanotubos de carbono.
¢ Nanoparticulas. ¢ Nanohilos.

e Nanopolvos. e Dendrimeros.

e Materiales nanoporosos. e Electronica molecular.
¢ Nanofibras. e Puntos quanticos.

e Fullerenos. Laminas delgadas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Mec%C3%A1nica_cu%C3%A1ntica

Es importante sefialar que la nanotecnologia requiere de la participacion de
diversos campos del conocimiento, tales como la quimica, biologia, informética,
medicina, fisica, entre muchas otras ciencias y disciplinas. Cada una aporta la
teoria y el trabajo practico necesario para que las otras puedan partir de una base

sobre la cual investigar y desarrollar algun objetivo.

2.2 Oxido de zinc

Los Oxidos son compuestos inorganicos binarios de oxigeno con otro elemento.
Los oxidos se han preparado basicamente con todos los elementos, excepto con
gases nobles. Se componen de dos tipos, 6xidos acidos y Oxidos basicos. Los
oxidos &cidos son compuestos formados por oxigeno y un elemento no metalico,
mientras que los éxidos basicos son aquellos que se conforman de oxigeno y un
elemento metalico. El zinc es un elemento metalico que al reaccionar con oxigeno

forma 6xido de zinc, un 6xido basico.
27n st O, @ ——~> 27n0 (s) (1)

El 6xido de zinc es uno de los semiconductores que suscitan mayor interés
tecnoldgico debido a sus numerosas aplicaciones. Durante las ultimas décadas se
ha mantenido vivo el reclamo de este Oxido en la investigacion debido a la
existencia de numerosos campos de estudio aln por descubrir. En la actualidad es
uno de los semiconductores mas estudiados tanto en el desarrollo de nuevas
técnicas de crecimiento que aporten nuevas propiedades fisicas, como en el

estudio de posibles aplicaciones tecnoldgicas que puedan llevarse a cabo.

El 6xido de zinc tiene un gran interés tecnolégico en estructuras de baja
dimensionalidad. Se pueden obtener mdultiples nanoestructuras en forma de
nanoparticulas, nanohilos, nanofibra. Esto hace que el 6xido de zinc adquiera gran
interés en diversos nanosistemas, como son los dispositivos optoelectronicos,
biosensores, como pigmento en la produccion de pinturas, asi como su uso en la

industria farmacéutica (en especial en el campo de la cosmética, donde se utiliza



como filtro de radiacion ultravioleta en la produccion de cremas solares). También
es relevante su uso en transductores acusticos, en varistores, en sensores de gas,

en electrodos transparentes, como ventana Optica en celdas solares, etc.

El 6xido de zinc es un compuesto no toxico y antibacteriano y actualmente se esta
investigando su incorporacion en fertilizantes, pesticidas y herbicidas que
permitan, entre otras cosas, un mayor crecimiento de los cultivos y una mayor

proteccion de los mismos contra las enfermedades.

2.3 Oxido de magnesio

El 6xido de magnesio, también conocido como magnesia, es una sustancia sélida
mineral en forma de polvo color blanco, cuya formula es MgO, formada por un
enlace i6nico entre el cation magnesio y el anién oOxido, forma hidroxido de
magnesio en presencia de agua (MgO + H,O — Mg (OH),), pero puede ser
revertida por calentamiento para separar la humedad. Se trata de un O6xido

metalico de reaccion:

2 Mg s T O, @ —~ 2 MgO (s) (2)

Es higroscépico por naturaleza y se debe tener cuidado de proteger de la
humedad. Por lo que es necesario almacenar separado de oxidantes fuertes y
acidos fuertes. El magnesio es usualmente empleado en fertilizantes y éste se

presenta como O0xido de magnesio.

2.4 Cultivo aguacatero

El aguacate (Persea americana Mill) es el Unico representante de importancia
econdémica entre las frutas comestibles de la familia Lauraceae y es originario de
México y Centro América. Presenta un creciente valor en el mercado internacional

no solo por su calidad nutritiva, sino también por sus usos medicinales y en la


https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3xido_de_magnesio
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3xido_de_magnesio

industria cosmeética. Este delicioso fruto es muy conocido por el hombre desde
hace milenios, asi lo muestran las evidencias mas antiguas de su consumo
provenientes de una cueva en Coaxcatlan, Puebla, México; con una antigiiedad de
7000 a 8000 afios, y mas allad de su uso comestible y procesado tiene amplias
aplicaciones como materia prima para la extraccion de aceite y en la industria

cosmética (Fajardo-L, 2015).

El cultivo de aguacate (Persea americana) es una fuente economica muy
importante para México, es de consumo creciente debido a su incorporacion en la
dieta y genera fuentes de empleos directos e indirectos en su cadena productiva.
La creciente demanda del fruto de aguacate en el mundo ha sido factor importante
para que se incremente la superficie cultivada. ElI aguacatero es afectado por
varias enfermedades producidas por bacterias y hongos, entre las que se
encuentran la pudricidon de la raiz causada por el oomicete Phytophthora
cinamonni,  Phytophthora(Phytophthora heveae Thompson, Phytophthora
citricola Sawada y Phytophthora palmivora), como agentes causales de esta
enfermedad. Otras patologias que afectan a este frutal son: la mancha negra
(Cercospora purpurea Cooke) y la antracnosis (Colletotrichum

gloeosporioides).

2.4.1 Caracteristicas botanicas

Como promedio, el arbol de aguacate puede alcanzar una altura de hasta 20
metros; sin embargo, cuando se cultiva en plantaciones comerciales, no se deja
crecer mas de 5 m, para facilitar las practicas de control fitosanitario, cosecha,
poda y fertilizacion foliar. Esta especie vegetal es de tronco grueso y con hojas
alargadas, con varias ramificaciones que generan un follaje denso. Se considera
un cultivo perenne debido a que se cultiva durante todo el afio (Monografia de
Cultivos, 2011).

El fruto es una drupa, en forma de pera, de color verde claro a verde oscuro y de

violeta a negro, cascara rugosa con una pulpa verde amarillenta y un hueso



central muy grande. Existen aproximadamente unas 400 variedades, por lo que
podemos encontrar frutos de formas y pesos diferentes, que pueden llegar a pesar
de 150 a 350 gr (Rodriguez, A. N., 2005). La tabla 1 muestra la taxonomia del

Persea americana Mill.

Tabla 1. Taxonomia de Persea americana Mill.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Laurales

Familia Lauraceae

Género Persea

Especie Persea americana Mill

2.5 Cultivo de papaya

La papaya es un fruto originario de América Central, ademas de ser deliciosa
posee incontables nutrientes que hacen de ella una fruta especial; la planta de
papaya ademas es muy codiciada en los continentes africano y asiatico por sus

bondades medicinales (Bogantes, Mora, Umafa, & Loria, 2010)

La humedad y el calor son las condiciones esenciales para el buen desarrollo del
papayo. Requiere zonas de una pluviometria media de 1800 mm anuales y una
temperatura media anual de 20-22 ° C. Aunque puede resistir frios ligeros, si no
tiene la cantidad suficiente de calor, los frutos no llegan a madurar. No se debe
cultivar en areas propensas a heladas o a temperaturas por debajo de la de
congelacion, ya que éstas provocarian la muerte del vegetal. Las noches frescas y
hamedas ocasionan que la fruta madure lentamente y resulte de mala calidad
(Peter G. von Carlowitz, 1991)

La fructificacion de la papaya se produce entre los 10 y 12 meses después del
transplante. Anualmente un papayo produce unos cincuenta frutos, de los que se
deben dejar para cosechar en plena madurez unos veinte y tomar los restantes

aun verdes. El estado de recoleccion se alcanza cuando los frutos empiezan a
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ablandarse y a perder el color verde del apice. La madurez se alcanzara a los 4 6

5 dias de la recoleccién y los frutos tomaran un color amarillo (www.infoagro.com).

2.5.1 Caracteristicas botanicas

La planta de papaya pertenece a la familia Caricaceas, del orden: Paretales,
especie: Carica; es un arbol que posee un tallo Unico cilindrico, aunque en
ocasiones puede ramificarse, es recto y suave, en su interior es hueco, puede
llegar a alcanzar una altura de entre 2 a 10 metros; sus hojas se apilan en la punta
del tronco y las ramas son lisas, pero poseen nervadura irradiada y robusta, con
base ancha y punta aguda, de coloracién verde, o amarillo, con un pedunculo
redondeado verde con coloracién violeta muy fragil, en la tabla 2 se muestra la

taxonomia de la especie (Peter G. von Carlowitz, 1991).

Tiene frutos apifiados alrededor del tronco y bayas elipsoides a esféricas,
tornandose de verdes a anaranjadas en la madurez, su pulpa es blanda y su jugo
es lechoso. El fruto silvestre mide de 4 a 6 cm de largo y de 3 a 4.5 cm de ancho.
Cada fruto contiene de 200 a 400 semillas. El fruto cultivado mide de 10 a 50 cm

de largo, dependiendo del cultivo (Bogantes et al., 2010).

Tabla 2. Taxonomia de Carica papaya

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Parietales
Familia Caricaceas
Género Carica

Especie Carica papaya
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2.6 Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad limitante que presentan muchas plantas,
afectando la vida util de éstas, se caracteriza por la presencia de manchas de
diferentes colores que pueden afectar las hojas, los frutos, vastagos y las yemas.
Estas anomalias son causadas por hongos de diferentes especies, principalmente
por Colletotrichum gloeosporioides, sin embargo es posible encontrar otras
especies de Colletotrichum causando enfermedades en un mismo cultivo. Los
sintomas de esta enfermedad dependen de la planta afectada; en los sintomas de
la papaya se observan unas manchas hundidas de diversos colores en las hojas y
necrosis en los nervios de éstas, tallos, frutos o flores, que muchas veces derivan
en el marchitamiento y muerte de los tejidos, como se ve en la figura 2, también
pueden aparecer a lo largo de las venas de las hojas unas manchas irregulares de
color marrén claro correspondientes a tejido muerto; las plantas afectadas tendran

el aspecto de haber sido quemadas por el sol.

Figura 2. Evolucion de los dafios causados por antracnosis en la papaya.
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En el aguacate, el hongo infecta principalmente frutos pequefios durante su
crecimiento en los huertos. Produce un apresorio que penetra el fruto degradando
la cuticula y produciendo una hifa subcuticular latente que no se desarrolla hasta
que el fruto madura y presentando manchas negras en el fruto y en las hojas,
como se ve en la figura 3. Puede llegar a infectar varias plantas desde arboles
hasta hierba. Al dificultar la fotosintesis, las hojas se tornan amarillas y rugosas
hasta su destruccion total (E. Rodriguez, J. Gonzales, N. Mayek, 2008).

Figura 3. Sintomas ocasionados por Colletotrichum gloeosporioides en frutos de
aguacate encontrados en Michoacan, México, Antracnosis (Morales, Azpiroz, y
Pedraza, 2009).
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La enfermedad es muy frecuente en localidades con climas frescos a frios y alta
humedad relativa mayor de 92%. Es favorecida por temperatura entre 13 y 26° C,
con una Optima alrededor de 17 a 18° C, y lluvias moderadas a intervalos
frecuentes; las lluvias acompafiadas de vientos son muy importantes para la
diseminacién de las esporas del patégeno a corta distancia, de una planta a otra o
de un surco a otro. La antracnosis es frecuente en localidades con elevaciones
superiores a 1000 metros sobre el nivel del mar. Rara vez ocurre en lugares con

clima seco y caliente (Corrales, 1995).

2.7 Hongos

Los hongos son organismos heterotroficos con filamentos en forma de hebras
llamadas hifas, las cuales se desarrollan a partir de las esporas. Las esporas se
alargan en sus puntas y en sus ramas hasta formar una red de filamentos llamada
micelio. Obtienen su alimento mediante un proceso denominado digestion
extracelular (fuera de las células del hongo) y posteriormente lo absorben de los

productos de la digestion (A. Bisggs, C. Kapicka, México, 2000).

Durante la reproduccion sexual o asexual, los hongos producen esporas que
permiten su dispersion hacia nuevos lugares o les ayudan a sobrevivir en
condiciones adversas, como la deshidratacion o congelacién. En ocasiones
pueden desarrollarse a partir de cualquier fragmento de micelio (F. Bisby, Y.
Roskov; Catalogue of Life, 2008).

La mayor parte de los hongos son saprofitos (descomponen la materia muerta), y
juegan un papel de vital importancia en el mantenimiento de los ecosistemas,
reciclando la materia organica que luego podra ser utilizada por los vegetales. Por
otro lado, hay varios miles de especies que parasitan a las plantas; de hecho, los

hongos son los fitopatdgenos por excelencia (G. Guzman,1995).
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2.8 Colletotrichum gloeosporioides

El género Colletotrichum presenta un numero diverso de especies que incluye los
patogenos y los saprofitos, como se ve en la figura 4. Las especies de este género
son consideradas como las mas exitosas dentro de los hongos patégenos de
plantas y se presenta tanto en zonas templadas como tropicales. Este patdégeno
puede afectar gran parte de tejidos, 6rganos de la planta en desarrollo y frutos. Su
capacidad para causar infecciones latentes lo ubican dentro de los patdgenos de

postcosecha mas importantes.
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Figura 4. Colletotrichum gloeosporioides (http:tecnoagricola, 2011).

Colletotrichum gloeosporioides es un microorganismo que en la naturaleza vive de
la materia organica y en ocasiones especiales tiene la capacidad de volverse
patdgeno, prefiriendo atacar tejidos muy jovenes o tejidos muy viejos y fisicamente
débiles. Los ataques mas severos a los frutos ocurren cuando coincide el estado
susceptible del cultivo (floracion y/o fructificacion) con un tiempo lluvioso y dias de

permanente humedad relativa elevada. En la tabla 3 se muestra su taxonomia.

Las fuentes de inéculo practicamente se presentan en todo el arbol, desde las
hojas, ramas, flores, etc., hasta el mismo fruto. La severidad de la enfermedad

esta relacionada con las condiciones del medio ambiente. El hongo se inactiva en
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condiciones de clima seco, luz solar y temperaturas extremas (menor a 18° C o

mayor a 28° C).

Colletotrichum se encuentra en la naturaleza en su estado asexual (o fase
conidial), produce unas estructuras en forma de disco, con un diametro de 300 um,
en forma subepidermal en la lesidon llamados acérvulos; estos cuerpos presentan
varias espinas o setas son de 4 a 9 ym de didmetro y menos de 100 ym de
longitud, los cuales estdn ubicados al borde o entre la masa de conidiéforos

simples y alargados, las conidias.

Tabla 3. Taxonomia de Colletotrichum gloeosporioides.

Reino Fungi

Division Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Glomerellales

Familia Glomerellaceae

Género Colletotrichum

Especie Colletotrichum gloeosporioides
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CAPITULO 3
METODOLOGIA

3.1 Planeacion del problema

El desarrollo de las actividades del presente proyecto consiste en las siguientes

etapas:

¢ Investigacion bibliografica, calculo y obtencion de datos.
e Sintesis y caracterizacion de los compuestos.
e Determinacion de la actividad antimicrobiana de los materiales sintetizados.

e Obtencion y analisis de resultados.

La primera etapa consiste en realizar una revision bibliografica con la finalidad de
obtener datos importantes acerca de los antecedentes de estos compuestos,
indagar en la bibliografia para determinar las diferentes técnicas de sintesis y

determinar el mejor método para los objetivos buscados en esta tesis.

La segunda etapa consiste en la sintesis y caracterizacién de los compuestos, la

cual se explica en el siguiente apartado.

3.2 Desarrollo experimental

Se usaron dos métodos diferentes de sintesis para la preparacion de los
compuestos, métodos que son practicos, eficientes y de preparacion sencilla, lo
cual es de gran ventaja para llevarlo a una escala industrial. Posteriormente, se
llevard a cabo la caracterizacion de estos compuestos con técnicas como:
microscopia electronica de barrido, difraccion de rayos X y UV-vis. A partir de los
resultados de estas técnicas se ira mejorando y/o variando las condiciones de

sintesis para la manipulacion de su estructura cristalina y tamafo de particula,
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llevandolo hasta un tamafio considerado dentro del estudio de nanotecnologia.
Una vez alcanzados estos objetivos, se evaluara su actividad aniquiladora o
inhibitoria con hongos aislados provenientes de plantas de aguacate y papaya. En
el caso del aguacate, se tomaron muestras en la localidad de Tecario, municipio
de Tacambaro, Michoacan. Las muestras de papaya se tomaron en el estado de

Campeche. En la figura 5 se muestra un esquema de la metodologia de sintesis.

Mg(NO;)-6H,0 Solucion de NAOH

U

agitacion vigorosa

Adicién de la solucion de NaOH a la solucién mezcla de Zn(NO;)-6H,0 v
Mg(MNO;)-6H,0 gotaagota.

Il

La solucion fue transferida a la autoclave de digestion.

El producto es lavado y centrifugado conuna mezcla etanol y agua (50:50) a una
velocidad de 3000rpm.

U

Secar las particulas en horno a unatemperatura de 40a 60° C. durante un
periodo de 24 a 48 horas.

Figura 5. Esquema de sintesis de compdésitos ZnO y MgO por método
hidrotérmico.
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3.3 Detalles experimentales

Las muestras de ZnO, MgO y compdsitos de MgO y ZnO fueron sintetizadas bajo
el mismo método y condiciones de preparacion. La siguiente metodologia aplica

para estos tres compuestos.

3.4 Método de coprecipitacion
3.4.1 Sintesis de ZnO, MgO y compdésitos de MgO y ZnO

Las muestras de ZnO / MgO se prepararon por método de coprecipitacion. La
solucion de ZnO / MgO se elabor6é a partir de Zn(NO3)-6H,0 / Mg(NO3)-6H,0
(Aldrich 98%) con una concentracion de 0.2 M en 100 ml de agua desionizada.
Para el caso de los compésitos de MgO y ZnO se preparé con los mismos
reactivos con una relacion 1:1 molar a una concentracion de 0.2 M en 100 ml de
agua desionizada siguiendo la misma metodologia. La reaccion se llevé a cabo a
temperaturas constantes de 70° C, 50° C y 25° C en cada sintesis, con agitacion
vigorosa. Una vez alcanzadas dichas condiciones, se afiadié una solucion 0.4 M
de NaOH (Aldrich 98%) con volumen de 100 ml, gota a gota por un tiempo
aproximado de 2.5 horas, como se ve en la figura 6. Después, las muestras fueron
lavadas con etanol y centrifugadas a una velocidad de 3000 rpm por 10 minutos,
procedimiento que se repiti6 3 veces. Posteriormente las muestras fueron
secadas en un horno a temperatura constante de 50° C durante un tiempo de 24 a
48 horas obteniéndose hidréxido de zinc / magnesio. Por dltimo, la muestra fue
sometida a una temperatura de 500° C y 1000° C durante 2 horas con una rampa
de calentamiento de 5° C/min para asi obtener 6xido de zinc, 6xido de magnesio o
compoésitos de los 6xidos. Estas sintesis fueron realizadas siguiendo a Tamilselvi,

Yelilarasi, Hema, & Anbarasan (2013).
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3.5 Método hidrotérmico

3.5.1 Sintesis de ZnO y compositos de ZnO y Mg(OH),

Las muestras de ZnO y compositos de ZnO y Mg(OH), se prepararon por el
meétodo hidrotérmico. La solucién de ZnO se elaboré a partir de Zn(NO3)-6H,0
(Aldrich 98%) con una concentracion de 0.2 M en 100 ml de agua desionazada,
mientras que para los compdésitos de ZnO y Mg(OH), se prepard con los mismos
reactivos que en el parrafo 3.3.1 con una relacién 1:1 molar a una concentracion
0.2 M en 100 ml de agua desionizada. La reaccién se llevo a cabo a temperaturas
constantes de 70° C, 50° C y 25° C con agitacién vigorosa. Una vez alcanzadas
dichas condiciones, se afiadié 0.4 M de NaOH (Aldrich 98%) con volumen de 100
ml, gota a gota por un tiempo aproximado de 2.5 horas, como se ve en la figura 6;
una vez mezcladas ambas soluciones, las muestras se sometieron a un
tratamiento hidrotérmico que consiste en transferir la solucién en una autoclave de
digestion, sometiéndolas a temperaturas entre 100 y160° C por un periodo de 24

horas.

Figura 6. Sistema para llevar a cabo la sintesis de los nanomateriales.
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Se prepararon tres diferentes muestras variando la temperatura de tratamiento
hidrotérmico. Una muestra fue tratada a temperatura de 100° C por un periodo de
24 horas, la segunda muestra a 160° C durante 24 horas y la tercera muestra fue
tratada a temperatura de 100° C por un periodo de 24 horas y posteriormente fue
llevada a una temperatura de 160° C durante 24 horas. Al término de este
procedimiento las muestras se lavaron con etanol y centrifugadas a una velocidad
de 3000 rpm durante 10 minutos, procedimiento que se repiti6 3 veces.
Posteriormente las muestras fueron secadas en un horno a temperatura constante
de 50° C con un tiempo de 24 a 48 horas, obteniéndose asi 6xido de zinc y los
compoésitos (A. Corral-Aguado, P. Martinez-Torres, N. Gomez-Ortiz, J. Pichardo-
Molina, Susana De la Rosa- Garcia, 2016).

3.5.2 Sintesis de MgO

En el caso de 6xido de magnesio, no fue posible su preparacion por el método
hidrotérmico. Para obtener 6xido de magnesio a partir del hidroxido de magnesio
gue resulta de la primera parte de la sintesis, es necesario llevarlo a temperaturas
gue las autoclaves de digestion disponibles no son capaces de alcanzar, debido a
esto, se obtuvo 6xido de magnesio reactivo muy inestable que absorbe humedad
del aire llevandose a cabo una reaccion reversible (MgO + H,O — Mg (OH),).

3.6 Métodos de caracterizacion de materiales
3.6.1 Microscopia electronica de barrido

Se tomaron micrografias en microscopio electronico de barrido con la finalidad de
observar la morfologia y tamafo de particula que presentan las nanoparticulas de
Zn0O, MgO y compdsitos de ZnO y MgO sintetizadas por método de hidrotérmico y
de coprecipitacion. La morfologia, tamafio y distribucién de las nanoparticulas de

los 6xidos e hidréxidos de zinc y magnesio fueron analizados usando un equipo de
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microscopia electronica de barrido modelo FE-SEM-JEOL 6400 con aumentos de
75,000 X y 150,000 X.

3.6.2 Difraccion de rayos X

Se realizaron estudios de difraccion de rayos X para la caracterizacion de los
materiales sintetizados, los cuales fueron llevados a cabo en un difractbmetro
Bruker modelo 2 Phaser con una geometria Bragg-Brentano y radiacion emitida
por una fuente de Cu-Ka (A = 1.5418 A). Los parametros de barrido fueron los
siguientes: tamafio de paso = 0.02°, tiempo de exposicion = 0.5 s, rango de
barrido 10° < 26 < 90°. Con estos estudios se determind la fase de material
obtenido de las diferentes sintesis preparadas.

3.6.3 Reflectancia difusa Uv-Vis

La técnica de caracterizacibn mediante espectroscopia ultravioleta-visible por
reflectancia difusa (UV-Vis RD) proporciona informacion sobre el entorno de las
especies metdlicas y organicas presentes en el material, siempre que éstas
presenten transiciones entre niveles moleculares separados por energias del
orden de la region UV y/o visible de la radiacion electromagnética. Permite
estudiar las contribuciones de los componentes organicos e inorganicos de las
muestras, asi como el entorno de algunos atomos metdlicos. El equipo disponible
es un espectrofotdmetro equipado con un accesorio de reflectancia difusa (esfera
de integracion) a temperatura ambiente. En los espectros UV-Vis RD se grafica
F(R) frente a la longitud de onda, siendo F(R) la funcién Kubelka Munk, que
depende del valor de la reflectancia difusa y cuyo significado esta relacionado con
la transformacion del espectro de reflectancia difusa a su equivalente en unidades

de absorbancia (laboratorio de técnicas espectroscopicas; 2013).
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3.7 Determinacién de la actividad antifungica

Se realiz6 la técnica de concentracion minima inhibitoria en el hongo
Colletotrichum gloeosporioides del aguacate y Colletotrichum gloeosporioides de
la papaya y para ello se prepararon soluciones de 5 mg/mL teniendo como
solvente dimetil sulfoxido con las muestras sintetizadas y caracterizadas
previamente. Se emple6 como medio de cultivo agar PDA (agar 15 g/L, dextrosa
20 g/L extracto de papa 4 g/L, pH 5.6 £ 0.2 (25° C. Con esta prueba se determiné
la actividad de las muestras expuestas al hongo, confirmando su actividad

antifangica.

Se emplearon placas estériles de poliestireno para la microtitulacion de 96 pocillos
con fondo redondo. Fueron repartidos de la siguiente manera, en la primera
columna se colocaron 200 uL de la soluciéon de nanoparticulas de ZnO, MgO y
ZnO-MgO con concentracion de 5 mg/mL con duplicado, en el resto de los pocillos
se colocaron 100 pL de la soluciéon de esporas con una concentraciéon 1.5 X 10°
esporas/mL. Posteriormente se fue diluyendo la solucibn de muestra de
nanoparticulas en un 50% desplazandose desde el primer pozo donde estan
depositadas las muestras de nanoparticulas, asi diluyendo la concentracion de
izquierda a derecha, consecutivamente en cada una de las filas de los pozos
donde se depositaron las distintas muestras de los diferentes compuestos. Una
vez depositadas todas las muestras, las placas fueron llevadas a incubacion a
temperatura de 30° C por un periodo de 48 a 72 horas para favorecer el desarrollo
del hongo. Posteriormente fueron analizadas las placas en microscopio para
verificar el crecimiento del hongo y asi localizar el pozo en el cual comienza el
crecimiento para poder determinar la concentracion minima de nanoparticulas

para inhibir el desarrollo del hongo colletotrichum Gloeosporioides.

Estas pruebas fueron realizadas de acuerdo a la metodologia de la Universidad
Juarez  Autébnoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Bioldgicas,
Laboratorio de Microbiologia, bajo la supervision de la Dra. Susana del Carmen De

La Rosa Garcia.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion por difraccion de rayos X

A continuacién se muestran las graficas de los patrones de difraccion de rayos X,
los cuales confirmaron que los materiales sintetizados por los diferentes métodos
de preparacion fueron llevados a cabo con éxito. En la figura 7 se muestran las
graficas de los resultados donde: (a) MgO, (b) ZnO y (c) Compdsitos de MgO y
ZnO; los patrones citados en Joint Committee on Powder Difraction Standards
(JCPDS) se marcan con diferentes simbolos azules, mientras que los resultados
experimentales de forma lineal. Se observa que todos los picos coinciden de
acuerdo a los patrones, a excepcion de los compdsitos (Fig 7 (c)), existen picos
adicionales que corresponden al 6xido de magnesio, que corresponden al patrén
de difraccion 00-004-0829 JCPDS.
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Figura 7. Patrones de difraccion de rayos X de los nanomateriales sintetizados:
(@) MgO; (b) ZnO; (c) compobsitos de MgO y ZnO. Los patrones de difraccion
corresponden a los de JCPDS: No 00-04-0829 (a), No 00-036-1451 (b), No 01-
076-8938.
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En la figura 8 se presentan los patrones de difraccion de rayos X de hidréxido de
magnesio (a) e hidroxido nitrato de zinc dihidratado (b). Aunque en este
difractograma se observa la presencia de zincita (triangulos invertidos azules).
Esta Ultima se encuentra sintetizada de manera pura, por lo que el hidréxido
nitrato de zinc dihidratado se puede analizar como material de investigacion, para
estudiar sus propiedades fungicidas. Los compdsitos de hidroxido de magnesio e
hidroxido de zinc (c) corresponden a compositos de hidroxido de magnesio con
oxido de zinc, que no presenta contaminantes, pero no se observa la presencia de

hidréxido de zinc.
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Figura 8. Patrones de difraccion de rayos X de los nanomateriales sintetizados:
(@) Mg(OH)2; (b) Zns(NO3)2(OH)g-2H,0; (c) compdbsitos de Mg(OH), ZnO. Los
patrones de difraccién corresponden a los de JCPDS: No 00-007-0239 (a), No 00-
024-1460 (b) y No 000-07-0239 / 00-036-1451 (c).
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4.2 Caracterizacion por microscopia electronica de barrido
4.2.1 Caracterizacion de ZnO 'y Zns(NOgz)2(OH)g-2H,0

En las y figuras 9 (a) y (b) se observa la morfologia de ZnO por los dos diferentes
métodos de preparacion, hidrotérmico y coprecipitacion, respectivamente. Por el
método hidrotérmico se observa en la figura 9 (a) una estructura de varillas
formando agregados con un tamafio promedio de particula de 76 nm y desviacion
estandar de 42 nm, como se ilustra en la tabla 4; por el método de coprecipitacion
se observa en la figura 9(b) una morfologia hexagonal bien definida con un
tamafio promedio de particula de 65 nm y una desviacion estandar de 23 nm, que
se ve en la tabla 4, mientras que para el hidroxido nitrato de zinc dihidratado se
puede observar en la figura 9 (c) una morfologia de particulas amorfas que forman
agregados con una media de tamafio de particula de 35 nm y una desviacion
estandar de 16 nm, que se ve en la tabla 4. Para determinar el tamafio de las
particulas, las imagenes fueron analizadas con la ayuda del programa ImageJ.

Figura 9. Imagenes de microscopia electronica de barrido de: (a) particulas de
ZnO por método hidrotérmico (b) particulas de ZnO por método de coprecipitacion,
(c) particulas de Zns(NO3)2(OH)g-2H,0.
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A continuacion se muestran los resultados de tamafio de particula a diferentes

tratamientos térmicos que fueron analizados con el programa ImageJ.

Tabla 4. Resultados de tamafio de particula de ZnO y Zns(NO3)2(OH)g-2H,0

Fase ZnO Zns(NO3)2(OH)g-
2H,0
Método Coprecipitacion Hidrotérmico Coprecipitacion
emperatura, | 1000° 500° 100° 100-160° 160°
C
Parametros
Promedio (nm) 65 48 77 76 57 35
SD (nm) 23 24 48 42 26 16
Min (nm) 23 14 16 22 18 13
Max (nm) 113 112 236 203 183 100

4.2.2 Caracterizaciéon de MgO y Mg(OH),

En las figuras 10 (a) y (b) se presentan las imagenes de las particulas de 6xido e
hidroxido de magnesio respectivamente, preparadas por el método de
coprecipitacion. Para el 6xido de magnesio se observa en la figura 10 (a) una
morfologia de hojuelas que forman agregados, con un promedio de tamafio de
particula de 110 nm y una desviacion estandar de 62 nm, que se nota en tabla 5;
mientras que en las particulas de hidréxido de magnesio se observa en la figura
10 (b) una morfologia de hojuelas bien definidas con una media de tamafio de
particula de 47 nm y una desviacion estandar de 16 nm, que se nota en tabla 5.
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Figura 10. Imagenes de microscopia electronica de barrido de: (a) MgO por
método de coprecipitacion, (b) Mg(OH)..

A continuacién se muestran los resultados de tamafio de particula a diferentes

tratamientos térmicos que fueron analizados con la ayuda del programa ImageJ.

Tabla 5. Resultados de tamafio de particula de MgO y Mg(OH), por

coprecipitacion.

Fase MgO Mg(OH),
Temperatura, 1000° 500°
C

Parametros

Promedio (nm) 147 110 47
SD (nm) 47 62 16
Min (nm) 65 22 14
Max (nm) 258 311 99

4.2.3 Caracterizacién de compésitos MgOy ZnO

En la figura 11 (a) se observa la morfologia de compdsito de MgO y ZnO por el
método de coprecipitacion en las cuales podemos observar una mezcla de
hojuelas y varillas en forma de prismas con una media de tamafio de particula de
59 nm y una desviacion estandar de 26 nm, como en tabla 6; mientras que en la

28



figura 11 (b) se observa la morfologia de compdsito de hidréxido de magnesio y
oxido de zinc por método hidrotérmico, podemos observar que se presenta una
morfologia de hojuelas, con una media de tamafio de particula de 57 nm y una

desviacion estandar de 21 nm, que se ve en tabla 6.

Figura 11. Imagenes de microscopia electrénica de barridode: (a) compadsitos de
MgO y ZnO por método de coprecipitacion, (b) compadsitos de ZnO y Mg(OH), por
método hidrotérmico.

A continuacion se muestran los resultados de tamafio de particula que fueron

analizados con la ayuda del programa ImageJ.

Tabla 6. Resultados de tamafio de particula de compoésitos de ZnO / MgO y ZnO /
Mg(OH), obtenidos por coprecipitacion

Fase MgO / ZnO Mg(OH).y ZnO
Método Coprecipitacion Hidrotérmico
Temperatura, 1000° 500°
C
Pardmetros
Promedio (nm) 93 59 57
SD (nm) 36 26 21
Min (nm) 35 19 14
Max (nm) 163 159 112
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4.3 Determinacion del ancho de banda prohibido

La determinacion del ancho de banda prohibida en materiales es importante para
obtener las bases de la fisica de estado solido. El ancho de banda indica la
diferencia en energia entre la banda de valencia y la banda de conduccion. El
ancho de banda esta relacionado con la conductividad eléctrica de los materiales.
Generalmente no existe ancho de banda prohibido en materiales metalicos,
mientras que para materiales aislantes existe un ancho de banda prohibido muy
alto y para materiales semiconductores el ancho de banda prohibido se encuentra
en un punto medio entre estos dos. El ancho de banda prohibido se determiné por
reflectancia difusa ultravioleta visible, como se ve en la figura 12 a partir de las
muestras de 6xido de zinc y 6xido de magnesio sintetizados por el método de

coprecipitacion los cuales se trata de materiales semiconductores.
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Figura 12. Reflectancia difusa (Negro: MgO, Azul: ZnO)
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El 6xido de zinc es un material semiconductor de ancho de banda prohibido de 3.2
a 3.4 eV (Wang, C.; Wang Z.; H. Zhang, 2003). El 6xido de magnesio también es
un material semiconductor con un ancho de banda prohibido de 5.8 a 5.96 eV
(Nurhanna Badar, Nor Fadilah Chayed, 2012). A continuacién se muestran los
resultados del ancho de banda prohibido del 6xido de magnesio y O0xido de zinc
figura 13 (a) y (b) respectivamente. Los anchos de banda prohibidos estimados
fueron de 5.58 eV para 6xido de magnesio y 3.25 eV para oxido de zinc. Los
resultados de reflectancia difusa fueron convertidos medianate la ecuacion (1) a
energia en eV con la funcion Kubelka-Munk con una transiciéon de banda directa
de n=1/2, el eje de las ordenadas fue llevado a F(R) el cual es proporcional al
coeficiente de absorcion. Una linea recta es trazada tangencialmente en la curva y

el band gap evaluado es aquel donde la linea recta intersecta con el eje de la

abscisa.
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Figura 13. Ancho de banda prohibido de: (a) MgO, (b) ZnO
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4.4 Analisis y pruebas de actividad antimicrobiana

4.4.1 Muestras de aguacate

Lugar: Tacambaro, Michoacan.

Tipo de muestra: Persea americana “Hass”
Muestra: Hojas de la planta.

Diagnéstico: Visual.

Enfermedad: Antracnosis.

4.4.2 Muestras de papaya

El hongo Colletotricum gloeosporioides fue facilitado por el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Juarez  Autonoma de Tabasco, Division
Académica de Ciencias Biologicas, obtenidas de cosechas del estado de

Campeche.

4.5 Actividad antifungica de los nanomateriales sintetizados

Se partid aislando los distintos tipos de hongos que se encontraban en la planta
afectada por antracnosis, para asi identificar y aislar el hongo. Una vez aislado el
hongo se prosiguioé a su cultivo para poder alcanzar la concentracion de esporas
necesarias para nuestras pruebas, como muestran las manchas oscuras en la
figura 14. Una vez alcanzada esta concentracion se realiz0 la técnica de

concentracion minima inhibitoria descrita en la seccién experimental.
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Figura 14. Hongo colletotrichum Gloeosporioides presente en hoja de aguacate.

En la figura 15 se observa una placa estéril de poliestireno con 96 pocillos, en los
cuales se realizaron los experimentos por duplicado, observando en las filas de la
Ay B que corresponden al compuesto Zns(NO3)2(OH)s-2H,O combinado con ZnO;
se observo que de la muestra 1 a la 8 no se not6 crecimiento de hongos y éste se
presentd de la columna 9 a la 12. Las filas C y D corresponden a ZnO a 500° C.
Las filas E y F corresponden a ZnO a 1000° C. En las muestras de oxido de zinc,
no influyé la temperatura de sintetizado del material, ya que la presencia del hongo
se present6 a partir de los pocillos 6 al 12. Posteriormente se dejo la fila G vacia 'y
en la fila H se coloco el control que corresponde a la solucién de dimetilsulfoxido
con la siembra del hongo colletotrichum gloeosporioides; en la fila H crecio el
hongo en todos los pocillos, excepto que en los pocillos 10 a 12 de fila H se colocé
dimetilsulféxido estéril al no poseer hongo alguno, no presentandose crecimiento

del hongo.
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Empieza crecimiento del hongo

Control

Figura 15. Prueba de concentracion minima de inhibicibn del hongo
Colletotrichum gloeosporioides en crecimiento. Las filas corresponden a: Ay B
Zns(NO3)2(OH)g-2H,0 y réplica; C y D, al ZnO calcinado a 500°C y réplica; Ey F al
ZnO calcinado a 1000°C y réplica; G vacio y H del pocillo 1 al 9 corresponden al
control de la solucion dimetilsulfoxido contaminado con el hongo Colletotrichum
gloeosporioides y del pocillo 10 al 12 solucién con dimetilsulféxido estéril.
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En la tabla 7 se muestran las concentraciones empleadas en las pruebas de la
actividad antifungica de los compuestos sintetizados donde se inici6 con una
concentracion de 5 mg/ml diluyéndose al 50% por cada pozo desplazado a la

derecha.

Tabla 7. Concentracion en cada numero de pozo de las microplacas.

e R Concent.racién de
nanomateriales, mg/ml

1 5

2 2.5

3 1.25

4 0.625

5 0.312

6 0.156

7 0.078

8 0.039

9 0.019

10 0.0097

11 0.0049

12 0.0024

A continuacion, en la tabla 8 se muestran los resultados de las pruebas de
concentracion minima de inhibicién aplicadas al Colletotrichum gloeosporioides de
la papaya. Como se observo en la figura 15, las dos diferentes temperaturas en el
método de coprecipitacion no tienen efecto alguno sobre la actividad antifingica.
El método de sintesis de coprecipitacibn es mas eficiente comparado con el
meétodo hidrotérmico, salvo el caso donde se aplican 2 cocimientos por el método

hidrotérmico.

35



Tabla 8. Resultados de concentracion minima de inhibicion en papaya

Me’todo. de Material TMH, C TMC, Ccmi CMF Mod'o’ de
sintesis C mg/ml | mg/ml accién
| Coprecipitacién | Zns(NO);(OH)s2H;0 | N/A | N/A | 0039 | 0.039 | Fungicida |

Coprecipitacion Zn0 N/A 1000° | 0.156 | 0.156 Fungicida
Coprecipitacion Zn0 N/A 500° 0.156 | 0.156 Fungicida
Hidrotérmico Zn0O 100° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0O 160° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0 100-160° N/A 0.078 | 0.078 Fungicida
Coprecipitacion Mg(OH), N/A N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Coprecipitacion MgO N/A 1000° | 0.312 | 0.312 Fungicida
Coprecipitacion MgO N/A 500° 0.625 | 0.625 Fungicida
Coprecipitacién Zn0yo5) Mg0o35) N/A 1000° | 0.312 | 0.312 Fungicida
Coprecipitacién Zn0yo5) Mg0o35) N/A 500° | 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0yp5) Mg(OH),(05) 100° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0yp5) Mg(OH),(05) 160° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0yp5) Mg(OH),(05) 100-160° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida

TMH= Temperatura por método hidrotérmico, C; TMC= Temperatura por método coprecipitacion,
C; CMI= Concentracion minima de inhibicién; CMF= Concentracién minima de inhibicion en
réplica; Modo de accién: Fungicida/fungistatico

En la tabla 9 de los resultados de Colletotrichum gloeosporioides del aguacate, se
observé que el hongo, a pesar de ser el mismo, pero aislado de diferentes frutos,
es mas resistente el hongo presente en el aguacate que en la papaya y requiere
de una mayor concentracibn de las nanoparticulas para presentar el efecto

fungicida.
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Tabla 9. Resultados de concentracion minima de inhibicion en aguacate

Coprecipitacién Zn0 N/A 1000° | 0.312 | 0.312 Fungicida
Coprecipitacion Zn0 N/A 500° 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0 100° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0 160° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0 100-160° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Coprecipitacion Mg(OH), N/A N/A 0.625 | 0.625 Fungicida
Coprecipitacion MgO N/A 1000° | 0.312 | 0.312 Fungicida
Coprecipitacion MgO N/A 500° 0.625 | 0.625 Fungicida
Coprecipitacién Zn0yo5) Mg0o35) N/A 1000° | 0.625 | 0.625 Fungicida
Coprecipitacién Zn0yo5) Mg0o35) N/A 500° | 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0yp5) Mg(OH),(05) 100° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0yp5) Mg(OH),(05) 160° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida
Hidrotérmico Zn0yp5) Mg(OH),(05) 100-160° N/A 0.312 | 0.312 Fungicida

TMH= Temperatura por método hidrotérmico, C; TMC= Temperatura por método coprecipitacion,
C; CMI= Concentracion minima de inhibicién; CMF= Concentracién minima de inhibicion en
réplica; Modo de accién: Fungicida/fungistatico

En las tablas 8 y 9 se muestran los resultados de la concentracibn minima a la
cual tienen un efecto inhibitorio las particulas sintetizadas, notandose que todos
los 6xidos e hidroxidos de magnesio y zinc, asi como también los compdésitos de
éstos, tienen actividad antifingica ante el hongo Colletotrichum gloeosporioides de
aguacate y papaya. El hidréxido nitrato de zinc dihidratado es el compuesto con
mayor actividad ante estos hongos. Resulté una mayor actividad en el
Colletotrichum gloeosporioides de papaya con una concentracion minima
inhibitoria de 0.069 mg/ml, mientras que para el Colletotrichum gloeosporioides de
aguacate se tuvo una menor actividad con una concentracién minima inhibitoria de
0.156 mg/ml.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

5.1 Conclusiones
En el presente trabajo se ha llegado a varias conclusiones.

Respecto al método de sintesis, se concluye que el método con mejores
resultados es el método de coprecipitacion, debido a que se obtiene un tamafio de
particula mas pequefio en los Oxidos de magnesio y zinc e hidroxidos de
magnesio, produciendo a un mejor efecto y actividad ante los hongos

Colletotrichum gloeosporioides de aguacate y papaya.

Se observé que en la sintesis por el método de coprecipitacion el tamafio de
particula aumenta conforme su temperatura de calcinacion es mayor, por lo tanto
con una calcinacion a 500° C los resultados en nanoparticulas de tamafio
nanomeétrico son menores, comparandolos con una calcinacién a 1000° C. Por el
método hidrotérmico, el tamafio también se ve afectado por la temperatura a la
cual se realiza el tratamiento, por éste método se obtiene un tamafio de particula
mas pequefio cuando es llevado hasta una temperatura de 160°C, mientras que
con un tratamiento térmico de 100°C el tamafio de particula es mayor, ambos

métodos sometidos a un tiempo de tratamiento igual.

Basado en los resultados y pruebas realizadas, damos por concluido que los
compuestos de zinc tienen un mayor efecto ante estos hongos y da mejores
resultados que el magnesio ya que en los compuestos de zinc la concentracion
minima de inhibicion van desde 0.039 hasta 0.312 mg/ml mientras que los de
magnesio van desde 0.312 hasta 0.625 mg/ml. El hidroxido de zinc no se obtuvo,
en su lugar resultd una mezcla de zincita con hidroxido nitrato de zinc dihidratado,

este compuesto se ha reportado que es un material estable en el intervalo de pH
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de 5 a 9, en la cual no se observa una transformacion de fase (Li et al., 2012).
Esta mezcla resulté més activa y mas eficiente para la inhibicion del hongo, la
cual la pone como una opcién con mejores resultados. Aunque no se puede
asegurar que fue por el reactivo inicial, debido a que no se realizaron pruebas con

éste en los hongos.
Los objetivos propuestos se cumplieron en su totalidad.

e Los materiales sintetizados se llevaron a cabo con éxito.

e Los compdsitos de magnesio y zinc se sintetizaron con éxito, aunque se
observé muy poca modificacién en su actividad antifingica respecto a las
variaciones en las concentraciones propuestas en este objetivo, debido a
que el magnesio frena la actividad antifungica del zinc.

e La caracterizacion por los diferentes métodos propuestos se llevaron a cabo
con éxito.

e EI hongo Colletotrichum gloeosporioides se logré aislar e inocular para
llevarse a cabo las pruebas propuestas, esto con la ayuda de la Dra.
Susana del Carmen De La Rosa Garcia

e Se determind una actividad antifungica en todos los nanomateriales en las
pruebas que se llevaron a cabo,

e Se determind la concentracion minima de inhibicion en cada uno de los

nanomateriales.

5.2 Trabajos a futuro

Se tiene como objetivo continuar trabajando con este proyecto para mejorar las
sintesis de las nanoparticulas de los diferentes métodos empleados, obteniendo
tamafios de particula mas pequefios y con esto mejorar su actividad con el
Colletotrichum gloeosporioides, asi como también evaluar la actividad antifingica
de estos materiales en distintos hongos, también causantes de la antracnosis.
También se propone probar los nanomateriales de zinc y magnesio con hongos

causantes de antracnosis en otras plantas.
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Realizar mayor investigacion sobre otros métodos de sintesis para lograr mejores

resultados en los compdsitos de magnesio y zinc.
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