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RESUMEN

La resistencia a plaguicidas que presentan bacterias que causan enfermedades graves para
el humano, como Klebsiella pneuniae, Escherichia coli y Bacillus cereus, e insectos como
Phenacoccus solenopsis Tinsley, el cual es una especie invasiva en mas de 200 especies de
plantas; son problemas graves a nivel mundial, pues representan un reto a superar, como
también la busqueda de alternativas que no causen un efecto negativo en el ambiente o
contaminen ecosistemas; por lo cual el estudio se enfocé a investigar el efecto plaguicida de
las fitonanoparticulas de cobre y zinc usando el método de sintesis verde extractos acuosos
de hojas de mezquite (Prosopis juliflora) y cachanilla (Pluchea sericea), caracterizarlas y
probar sus efectos contra los organismos antes mencionados. Los resultados mostraron que
las fitoNPs-Zn (fitonanoparticulas zinc) de mezquite y cachanilla tienen un tamano promedio
de 51.25 y 53.44 nm, y una forma elipsoidal y esférica respectivamente; y las fitoNPs-Cu de
un tamano de 33.8 (mezquite) y 68.10 (cachanilla), con forma esférica irregular y de flor
respectivamente. Los resultados de la evaluacion insecticida y antimicrobiana muestran que
las fitoNPs-Zn tienen un efecto alto en la mortalidad de P. solenopsis y un efecto
antimicrobiano, inhibiendo a E. coli, K. pneumoniae y B. cereus; sin embargo, las fitoNPs-Cu
mostraron una severidad y reduccidon de la viabilidad celular significativa contra P.

solenopsis, y efecto antimicrobiano inhibiendo a E. coli.

Palabras Clave: Sintesis verde, fitonanoparticulas, mezquite, cachanilla, y efecto insecticida

y antimicrobiano.



.  INTRODUCCION

Existen en el mundo una amplia gama de plaguicidas quimicos que ayudan al control
de insectos, nematodos, hongos o bacterias considerados plagas, que causan
grandes pérdidas econdmicas en cultivos y problemas serios de salud publica; uno
de los problemas principales que tiene su utilizacion, es la resistencia que las plagas
pueden adquirir a estos quimicos, asi como la contaminacion al suelo, aire y agua
(Bolivar et al., 2009); el descubrimiento de los antibidticos en el siglo XX y la
apariciéon de los insecticidas organofosforados en la década de 1940, ocasionaron un
gran impacto sobre el avance en la medicina y agricultura, pero el mal uso de estos
ha provocado la resistencia de los organismos considerados plagas (Silva et al.,
2012; Cabrera et al., 2007). Un ejemplo es el insecto Phenacoccus solenopsis
Tinsley, del orden Hemiptera que se ha reportado con alta resistencia a insecticidas
como organofosforados y piretroides, entre otros; y es capaz de heredar a su
descendencia los mecanismos de resistencia a insecticidas (Afzal y Shad, 2015;
Saddiq et al., 2014); este insecto llamado comunmente piojo harinoso es considerado
una plaga de importancia econémica, pues es un polifago altamente invasivo, el cual
se encuentra en mas de 200 especies de plantas, con mayor presencia en especies
de las familias Malvaceae, Solanaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Amaranthaceae
y Curcubitaceae, provocando dano a la planta hospedera, por la extraccién de su
sabia, el amarillamiento o mal formacién de las hojas, la pérdida de vigor, follaje y
muerte (Arya et al., 2018; CABI, 2018).

Algunas bacterias se consideran plagas y presentan resistencia a multiples
bactericidas (antibidticos, antisépticos y antimicrobianos), llegando a ser un problema
de salud publica, la resistencia que presentan es ahora reconocida como una crisis
en el mundo (Navon-Venezia, 2017), por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
pronunciandola como un gran reto a superar (Kidd et al., 2017). La resistencia que
presentan tiene origen intrinsecamente genético o es adquirida, expresandose
fenotipicamente por mecanismos bioquimicos (Sussmann et al., 2002), una de las
consecuencias mas importantes es que no se puede dar un tratamiento especifico
para el control o la erradicacién de estos organismos, lo cual aumenta la morbilidad y

mortalidad (Garcia, 2003). Como es el caso de Klebsiella pneumoniae, un bacilo



Gram negativo, considerado un patdégeno oportunista; la cual es catalogado con
enfermedades de alto riesgo en humano (Kidd et al., 2017); Escherichia coli, la cual
tiene resistencia a varios antibidticos (Cabrera et al., 2007), y Bacillus cereus un
bacilo Gram positivo, que provoca envenenamiento del humano por consumir
alimentos infectados por esta bacteria (Bottone, 2010), lo cual hace que estos

organismos sean importantes para la salud publica (Pérez-Portoundo et al., 2011).

La Nanotecnologia es un campo interdisciplinario de investigacion emergente,
especialmente en Biologia y Biotecnologia (Raja et al., 2012), que tiene como
proposito la creacion de nanomateriales o nanoparticulas con caracteristicas
novedosas (Zayago y Foladori, 2009). Las nanoparticulas debido a su tamafio tienen
caracteristicas quimicas, fisicas y opticas de gran interés, descritas frecuentemente
por Zanella (2012) como atomos artificiales; su produccion o sintesis puede llevarse
a cabo por distintos métodos dentro de dos clases Botton up y Top-Down, la mayoria
de ellos costosos, sin embargo, en la clase Botton up donde se obtienen
nanoparticulas a partir de sustancias simples, se encuentra el método de sintesis
bioldgica, basado en la quimica verde, que usa organismos como hongos, plantas o
bacterias para la sintesis de nanoparticulas, siendo las plantas las mejores
candidatas y con las cuales se pueden obtener nanoparticulas a gran escala; otra
ventaja de utilizar plantas es que las nanoparticulas obtenidas son mas estables,
variadas en forma y tamafo, con diversas propiedades, nombradas también
fitonanoparticulas (Khan et al., 2017; Iravani, 2011); este método es amigable con el
medio ambiente, de bajo costo de produccion y minimo tiempo requerido; las
fitonanoparticulas (fitoNPs) mayormente estudiadas son las de plata (Raja et al,,
2012) y su efecto antimicrobiano, pero muy poco sus propiedades insecticidas,
también se pueden usar diversos metales, como el cobre o el zinc que son
micronutrientes y tienen propiedades bactericidas e insecticidas (Hernandez-Sierra et
al., 2008). Dos ejemplos de plantas que se han utilizado para la sintesis verde de

fitonanoparticulas usando plantas son el mezquite y la cachanilla.

El mezquite (Prosopis juliffora Sw.) es un arbol o arbusto espinoso
perteneciente a la familia Fabaceae, esta planta es nativa de América; los

metabolitos secundarios que posee, como alcaloides y sus derivados son usados de
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manera medicinal pues tienen propiedades analgésicas y bactericidas, y sus
saponinas tienen actividad insecticida y antimicrobiana (Gallaber y Merlin, 2010;
Pasiecnik et al., 2014; Ibrahim et al., 2013), Raghavendra et al. (2009), usaron
alcaloides de Mezquite contra Alternaria alternata probando que los extractos tienen
mayor efecto que los fungicidas comerciales, Raja et al. (2012), realizaron la sintesis
de fitonanoparticulas de extractos de mezquite y probaron su actividad
antimicrobiana, teniendo resultados positivos. La cachanilla (Pluchea sericea Nutt),
es una planta siempre verde que crece en suelos salinos y desérticos de Baja
California, Sonora y Chihuahua, y parte del sur de E.U.A, y crece como arbusto
aromatico; Villasefior y Villarreal, 2006); Hussain et al. (2013) menciona que los
metabolitos de cachanilla tienen diversas propiedades biolégicas como
anticancerigeno, antihistaminico, antioxidante, antimicrobiano, larvicida y citotoxico,
atribuyendo su accién antimicrobiana a los flavonoides y grupos fendlicos;
Abdelmoteleb et al. (2018), realizaron sintesis verde de fitonanoparticulas de esta

planta donde probaron su efecto antimicrobiano con buenos resultados.

La resistencia a plaguicidas que presentan los insectos como P. solenopsis y
las bacterias como K. pneumoniae, E. coli y B. cereus, asi como el dafio al medio
ambiente que provoca el uso sustancias quimicas, hace necesaria la busqueda de
alternativas eficientes para el control de estos organismos. Una alternativa viable,
novedosa y poco estudiada, es la sintesis verde usando extractos acuosos de
mezquite y cachanilla como agentes reductores de metales como el cobre y zinc, con
las que se podria obtener fitoNP-Cu y fitoNPs-Zn de ambas plantas, con posibles
propiedades insecticidas y antimicrobianas, a las cuales no existe resistencia por

parte de estos organismos.



. MARCO TEORICO

2.1 Nanotecnologia.

La Nanociencia y la Nanotecnologia se presentan como un area nueva de
investigaciéon, donde convergen varias ramas del conocimiento lo que permite
estudiar fendbmenos que ocurren a nivel atdmico y molecular (Mendoza y Rodriguez,
2007); y puede ser aplicada en las areas de Fisica, Medicina, Biologia, medio
ambiente, Ingenieria, entre otras (Sanchez et al., 2009). El prefijo nano (del griego
nanno que significa enano); en la palabra Nanotecnologia significa una millonésima
(1x10°); la cual se refiere a las diferentes estructuras de la materia con dimensiones
del orden de una millonésima parte de metro, aunque el término es relativamente
nuevo, las estructuras funcionales de dimensiones nanométricas han existido en la

tierra desde el mismo origen de la vida (Poole y Owens, 2003).

La Nanotecnologia es el disefio, caracterizacidn, produccién y aplicacion de
estructuras manipulando el tamafio y forma, en escala nanométrica, que resulta en
estructuras o sistemas con caracteristicas novedosas o superiores (Zayago y
Foladori, 2009); actualmente las aplicaciones de la nanotecnologia se encuentran en
las areas de aplicacion de farmacos, produccidn directa de hidrogeno, compuestos
con nanotubos, implantes que favorezcan el crecimiento celular y nanoparticulas con
funcién de catalizadores, entre muchas otras; por lo que la nanotecnologia promete
soluciones vanguardistas y mas eficientes para los problemas de la ciencia
(Manrique, 2009).

La palabra Nanotecnologia fue introducida dentro del mundo cientifico por
primera vez gracias a Norio Taniguchi en 1974 durante una conferencia internacional
de produccidon industrial realizada en Tokio (Tolochko, 2009). En los afios 80
comenzd el auge de la Nanotecnologia, gracias al desarrollo en la gama de
microscopios de sonda de barrido, logrando imagenes a escala atomica. En 1991
Sumio lijima descubrié los nanotubos de carbono usados como biosensores de
excelentes propiedades mecanicas y eléctricas; hoy en dia hay mas de 3 mil
productos derivados de la Nanotecnologia, la mayoria de ellos son de uso industrial,

pero las investigaciones mas avanzadas se encuentran en el campo de la medicina y



la biologia (Sanchez et al., 2009). En la actualidad existen muchas investigaciones y

desarrollo de materiales en la Nanotecnologia.

2.2 Aplicaciones de la nanotecnologia en Biologia.

La naturaleza explota de manera sostenible los métodos para la creacién a
nanoescala de materia inorganica con una gran variedad de aplicaciones; bajo esta
perspectiva existen avances recientes en la biofuncionalizacién de las nanoparticulas
con aplicaciones potenciales en catalisis y el almacenamiento de energia, hasta la

plasmonica y la biosensibilidad (Briggs y Knecht, 2012).

En 1986 Erick Drexler publica su primer articulo titulado: “Ingenieria Molecular:
Un enfoque al desarrollo de capacidades de manipulacion molecular’; donde explica
la idea de la manufacturacion molecular, creando nanomaquinas con
especificaciones atomicas equivalentes a las proteinas, que podrian ser mas
especificas y acelerar reacciones (Devon et al., 2007). Las proteinas a través de sus
interacciones con otras macromoléculas y compuestos inorganicos controlan la
estructura y funcion de todos los tejidos bioldgicos duros o blandos de un organismo.
La biomimética molecular es un campo emergente, la cual es una tecnologia hibrida
que se desarrolla usando herramientas de la Biologia Molecular y Nanotecnologia;
en la cual se crean a través de la Ingenieria Genética polipéptidos que se enlazan
especificamente a compuestos organicos selectos para aplicaciones especificas
(Sarikaya et al. 2003).

La Biologia Sintética es el redisefio de moléculas biologicas, estructuras y
organismos, es una de las mas poderosas tecnologias emergentes hoy en dia; la
modificacion de estructuras biolégicas ha empezado a perseguir una gran variedad
de objetivos en la Nanotecnologia; pero la Biologia Sintética podria proveer de
herramientas y entendimiento necesario para desarrollar nanobiotecnologias de una
manera mas sistematica y ampliar el alcance de lo que podria lograr (Ball, 2004).

Una tecnologia hibrida es la Nanobiotecnologia, como su nombre lo indica es
la unificacion de la Biotecnologia y la Nanotecnologia; significando el uso de esta
disciplina en la creacion de maquinas a nanoescala mediante la imitacion o
incorporacion de sistemas biolégicos a nivel molecular, o la construccion de nano

herramientas para el estudio o cambio natural de las propiedades estructurales
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atomo por atomo; la Nanobiotecnologia puede tener la combinacion de la
microtecnologia clasica con la Biologia Molecular (May, 2005).

2.3 Nanoparticulas.

Las nanoparticulas siempre han existido pues se producen de manera natural en el
ambiente, ya sean por incendios forestales o por erupciones volcanicas (Gutiérrez-
Praena, et al., 2009); algunas civilizaciones antiguas ya utilizaban sus propiedades;
la cultura egipcia empezé a usarlas desde hace mas de 4000 afios, usando métodos
quimicos para su sintesis; el pigmento azul egipcio fue el primer pigmento sintético
creado usando CaCuSis010 y SiO2 en el siglo Ill a. de C., también usaron
nanoparticulas de oro como coloides creyendo tenian propiedades de
rejuvenecimiento y medicinales, otra civilizaciéon en usar la nanoparticulas fue la
China, con fines terapéuticos como también en colorantes inorganicos y para la
creacion de porcelanas; la sintesis quimica de nanoparticulas fue usada también por
los Mesopotamicos que hicieron cristales usando metales; con lo cual se puede decir
que con estas culturas se comenzo la era de las nanoparticulas metalicas; el primer
estudio sistematico sobre las nanoparticulas lo realizé Faraday en 1857, donde
presento un estudio de la sintesis y propiedades coloidales del oro AuNPs (Gutiérrez,
2006).

Debido a sus propiedades fisicas y quimicas, las nanoparticulas son con
frecuencia descritas como atomos artificiales (Zanella, 2012). Las nanoparticulas se
pueden clasificar en tres criterios, el primero se basa de acuerdo a los materiales que
Se usan para su creacion, los cuales son, materiales basados en carbdn, compuestos
inorganicos, compuestos organicos y compuestos bases, este ultimo se compone de
conjuntos de nanoparticulas creando estructuras mas complejas; el segundo criterio
se basa en la dimension, la cual depende del movimiento del electrén a lo largo de
las dimensiones de las nanoparticulas, que las clasifica de la siguiente forma: 0D
atrapado en un espacio sin dimensiones, mientras que el 1D tiene electrones que se
pueden mover a lo largo del eje X el cual es menos de 100 nm; igualmente 2D y 3D
que tienen un movimiento del electrén a lo largo del eje X-Y y el eje X-Y-Z
respectivamente. Y el ultimo criterio basado en su origen, el cual puede ser

incidental, que es producido como consecuencia de un proceso industrial como por
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ejemplo humos de soldaduras o incendios forestales; las que son disefiadas y
creadas por el humano con propiedades especificas para su aplicacion; y las que se
producen de manera natural, las cuales pueden encontrarse dentro de los
organismos ya sean insectos, plantas, animales y el ser humano (Jeeranandam et
al., 2018).

2.4 Métodos para la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas.

Varios métodos son empleados para la sintesis de nanoparticulas, en la cual
manipulando las condiciones de sintesis se logra controlar el tamafio y forma de
estas, y confiere los medios para adaptar las propiedades para una aplicacion

especifica (Zanella, 2012). Estos métodos se dividen en dos clases.

a) Sintesis clase Top-down (de arriba hacia abajo): este método emplea un
enfoque destructivo, comenzando por una larga molécula, la cual es descompuesta
en pequefias unidades y estas son convertidas en nanoparticulas, como la molienda
mecanica, grabado quimico, ablacion laser, explosion eléctrica y Sputtering (Khan et
al., 2017).

b) Sintesis clase Bottom-up (de abajo hacia arriba): este enfoque empleado en
reversa o contrario al otro, usa sustancias relativamente simples para la formacién de
nanoparticulas, esta clase también es llamada enfoque de construccion; un ejemplo
serian las técnicas de sedimentacion y de reduccion, como es el método coloidal,
reduccion fotoquimica y radioquimica, irradiacion con microondas, utilizacion de
dendrimeros, sintesis solvotermal, método sol-gel y sintesis biolégica (Zanella, 2012;
Khan et al.,2017).

Para la caracterizacion de las nanoparticulas, diferentes técnicas se han
utilizado para el analisis de varias propiedades fisicoquimicas, estas técnicas
incluyen microscopia de energia dispersa de rayos-X (EDX), espectrometria de
fotoelectrones de rayos X (XPS), espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), microscopia electrénica de barrido (SEM), microscopio electrénico de
transmision (TEM), entre muchas otras; los criterios que se usan para la
caracterizaciéon de las nanoparticulas son: la morfologia, estructura, tamafo de

particula y area de superficie, y su Optica (Khan et al., 2017).



2.4.1 Caracterizacion morfolégica.

Esta caracterizacion es importante debido a que la forma influye en mas de una de
las propiedades de las nanoparticulas, para hacerla se realizan analisis
microscépicos como microscopia electrénica de barrido (SEM). La microscopia de
electronica de barrido proporciona datos sobre la morfologia de las nanoparticulas,
pero también sobre su dispersion en matriz que las contenga; esta técnica emplea un
haz de electrones que barre e interacciona con la muestra en una superficie
determinada, lo cual permite detectar las sefales eléctricas encontradas por los
detectores mostrandolas como imagenes en un monitor (Bernardo, 2018).

2.4.2 Caracterizacion estructural.

Las caracteristicas estructurales de las nanoparticulas se encuentran en primer lugar
a la hora de hacer la caracterizacion, ya que esta nos dice la naturaleza de la
composicion de los enlaces en los materiales y proporciona informacién diversa
sobre los componentes generales de las nanoparticulas, los estudios que ayudan a
la determinacion de las caracteristicas se pueden realizar por microscopia electrénica
de barrido con analisis de energia dispersa de rayos-X (SEM-EDX) y espectroscopia
infrarroja de transformadas de Fourier (FTIR). La microscopia electrénica de barrido
con analisis de energia dispersa de rayos-X nos permite determinar la posicién, el
tamano, la forma y los elementos que se encuentran en la muestra (Nuspl et al.
2004), cuando los elementos son bombardeados con electrones, ellos liberan rayos
X en frecuencias caracteristicas de cada elemento, obteniendo asi las particulas que
componen a la muestra; este analisis es una técnica no destructiva (Hues y Lovejoy,
2008); la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es el resultado
de la combinacion de la microscopia infrarroja con la microscopia oOptica; la imagen
optica generada permite delimitar un area de estudio y se usa a la radiacion del
infrarrojo medio para detectar los movimientos vibracionales en los enlaces de las
moléculas presentes en muestras de origen bioldgico, los movimientos vibracionales
se distinguen por el tipo de desplazamiento generado por los enlaces, conocidos
como vibraciones de tension o flexion (Barraza-Garza; 2013).



2.4.3 Caracterizacion del tamaino de particulas y area de superficie.

Como su nombre indica esta caracterizacion permite conocer el tamano de las
nanoparticulas que se obtuvieron, este analisis se puede realizar por el estudio de
Dynamic light scattering (DLS); la cual utiliza el movimiento browniano de las
particulas para medir su tamafo; este movimiento causa fluctuaciones en la
intensidad total de dispersién de la luz que es relativa a la velocidad de las particulas.
Debido a que las particulas de mayor tamafio se mueven mas lentas que las de
tamafno pequeno; las fluctuaciones en la intensidad rinden informacién sobre el
tamano de particula; la velocidad de la dispersion es medida calculando el
coeficiente de difusion, por el cual se obtiene el tamano de las particulas (Khan et al.,
2017; Kissa, 1999).

2.4.4 Caracterizacion optica.

Las propiedades épticas son importantes pues se pueden conocer los mecanismos
de los procesos fotoquimicos; esta caracterizacion tiene como base la ley de Beer-
Lambert y los principios basicos de la luz; la cual brinda informacién acerca de la
absorcion, reflectancia y fosforescencia de las nanoparticulas; para el estudio de
estas propiedades Opticas se utilizan técnicas como la espectrometria UV-VIS (Khan
et al., 2017). La espectrometria UV-VIS permite comparar la radiacién absorbida o
reflectada de una solucion que contiene una cantidad determinada de soluto con otra
que tiene una cantidad conocida del mismo soluto; la radiacion electromagnética
causada por el espectro UV-VIS en la muestra a analizar son las transiciones
electronicas entre los orbitales atdmicos y moleculares, cuando la radiacién incide en
la muestra que estamos analizando, un atomo o conjunto de atomos absorben la
radiacion; conociendo a estos como cromoforos, los cuales seran distintos dentro de
una misma molécula para cada técnica espectroscopica (Bernardo, 2018).

2.5 Nanoparticulas metalicas.

Hay numerosas metodologias para la sintesis de nanoparticulas de metales, que son
dependientes de requerimientos especiales, pues las propiedades de estas
dependen de la forma o tamafo, del interés de su aplicacion como actividad
antimicrobiana o insecticida, incluso estas nanoparticulas son utilizadas para la

purificacion del agua y como particulas esenciales para la vida; las nanoparticulas
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que mas se han estudiado y usado son las Ag-NPs (nanoparticulas de plata), como
agentes antimicrobianos por las propiedades que tiene la plata (Raja et al., 2012).
Pero también se ha realizado la sintesis de otros metales como cobre, oro y zinc
(Hernandez-Sierra et al., 2008); al tener propiedades sobre la actividad biologica, han

sido estudiadas como agentes antimicrobianos (Usman et al., 2013).

2.6 Sintesis verde de nanoparticulas.

Las investigaciones recientes se han enfocado en buscar y desarrollar métodos
eficientes para la sintesis de nanoparticulas usando la quimica verde; donde se
pretende encontrar una técnica ecoldgica para la produccion de nanoparticulas bien
caracterizadas. Esta es una sintesis de la clase Botton-up de tipo biolégico, que usa
organismos (hongos, plantas o bacterias) para la obtencion de nanoparticulas;
siendo las plantas las mejores candidatas debido a la accién de los metabolitos que
contienen y con las cuales se puede realizar biosintesis de nanoparticulas a gran
escala; otra de las ventajas es que las nanoparticulas son mas estables y la sintesis
se lleva a cabo de forma mas rapida en comparacién con el uso de microorganismos,

ademas de que son mas variadas en forma y tamafo.

Existe mucho interés en investigar y conocer los mecanismos de captaciéon de
los iones metalicos y la bioreduccion, comprendiendo asi los posibles mecanismos
para la formaciéon de nanoparticulas usando plantas, conocidas también como
fitonanoparticulas (Iravani, 2011). Dos de los ejemplos de plantas que se han
utilizado para la sintesis verde de fitonanoparticulas son el mezquite (Prosopis
juliflora Sw.) y cachanilla (Pluchea sericea (Nutt) Caville) donde se han obtenido
fitonanoparticulas de plata de estas dos plantas, para el control de hongos
fitopatégenos como Fusarium solani y como antimicrobiano (Abdelmoteleb et al.,
2016a; Abdelmoteleb et al., 2018b).

2.6.1 Caracteristicas de mezquite (Prosopis juliflora).

3.6.1.1 Clasificacion taxonémica.

Reino: Plantae
Subfilo: Tracheophyta
Clase: Magnioliopsida
Orden: Fabales
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Familia: Fabaceae
Subfamilia: Mimosideae
Tribu: Mimoseae
Género: Prosopis
Especie: Prosopis juliflora (Sw.) DC. (1825).

3.6.1.2 Caracteristicas del género Prosopis.

Son arboles o arbustos espinosos, de tamafio mediano de la familia fabaceae, con
especies encontradas en Africa, Asia y América, en el cual se reconocen 44 especies
(Gallaber y Merlin, 2010), que poseen con hojas bipinnadas, provistos generalmente
de un par de espinas, de foliolos pequenos; las flores de caliz acampanado, corola
de cinco pétalos libres o levemente unidos (Rzedowski, 1988). Este género tiene
gran importancia en la conservacion arbérea y arbustiva de zonas aridas y
semiaridas; creciendo en lugares con una lluvia anual de 250 a 1250 mm, teniendo

un desarrollo optimo a temperatura en un rango de 20°C a 30°C.

Figura 1. Arbusto de mezquite (izquierda) y rama con hojas (derecha) ejemplar herbario ( Gallaber y
Merlin, 2010; en linea, NYBG, 1992).

3.6.1.3 Caracteristicas de Prosopis juliflora (Sw) DC.
Esta especie crece como arbusto o un arbol de pequefio tamano, raramente pasa de
los 10 m de alto; se encuentra en zonas riparias con acceso a aguas subterraneas

poco profundas, crece como matorral, su corteza es rugosa de color gris a café

oscuro y de sabor amargo, el cual es muy duro con bastante resina; los tallos mas
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viejos, brotes cortos llamados braquiblastos que se desarrollan en los nodos,
produciendo hojas pinnadas con espinas, de 1 a 3 pares de pinnas, de un tamafio de
3 a 11 cm; inflorescencias en forma de racimos de color amarillo, legumbre

dehiscente de dos suturas (Gallaber y Merlin, 2010).

3.6.1.4 Distribucion y habitat.

Prosopis juliflora puede sobrevivir en lugares donde durante el dia las temperaturas
se encuentren en los 50°C, y temperaturas del suelo de mas de 70°C, esta especie
se puede encontrar generalmente en zonas costeras, a lado de rios o en valles
secos, le gustan los suelos altamente salinos y alcalinos; el mezquite es nativo de
América donde se encuentra mayormente concentrada; sin embargo se expandido a
mas continentes como Africa, Asia y Oceania, por introduccién producida por el
hombre, por lo cual se considera una especie invasora (Pasiecznik et al., 2004;
Gallaher y Merlin, 2010).

- %

Figura 2. Mapas de distribucién de Prosopis juliflora (En linea Red Naturalista, 2011)

3.6.1.5 Uso de Prosopis juliflora como plaguicida.

Se sabe que los metabolitos secundarios del Mezquite como alcaloides y sus
derivados son usados de manera medicinal pues tienen propiedades analgésicas y

bactericidas; y sus saponinas tienen actividad insecticida y antimicrobianas (Ibrahim
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et al.,, 2013). Raghavendra et al., (2009) usaron alcaloides de P. juliflora contra
Alternaria alternata probando que los extractos tenian mejor efecto que los fungicidas

comerciales.

2.6.2 Caracteristicas de Cachanilla (Pluchea sericea (Nutt). Caville).

3.6.2.1 Clasificacion taxonémica.

Reino: Plantae
Filo: Trachcophyta
Subfilo: Angiospermaee
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Inuleae
Geénero: Pluchea

Especie: Pluchea sericea (Nutt).

3.6.2.2 Sintesis de género Pluchea Cass.

Este género, pertenece a la tribu Inuleae de la familia Asteraceae, comprende
alrededor de 40 a 80 especies, la mayoria se encuentra distribuida en el continente
americano, pero también se puede encontrar en el continente Africano, Asiatico y
Oceanico. El género registra nueve especies en México, donde tiene una amplia
distribucion, ya que se ha encontrado en 30 estados; los estados de Oaxaca y
Veracruz contienen el mayor numero de especies (Villasefior y Villarreal, 2006).
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Figura 3.Planta (izquierda), flores (esquina superior derecha) y hojas de Pluchea sericea (Nutt)), (En
linea Southwest Desert Flora, 2017).

3.6.2.3 Caracteristicas de Pluchea sericea (Nutt).

La Cachanilla (P. sericea) como es comunmente conocida, es una planta siempre
verde que crece en los suelos salinos y desérticos de Baja California, Sonora y
Chihuahua y parte del sur de E.U.A; esta planta crece como arbusto aromatico y
alcanza una altura de 50 hasta 120 cm, tallos densamente subesentes, los tricomas
no glandulares, sericeos; con hojas sésiles, lineares o lanceoladas, de 1 a 6 cm de
largo y 2-7 mm de ancho, base truncada, margenes enteros, apice agudo o
acuminado; flores con una corola de 5-6 mm de color rosado a purpura; (Villasefory
Villarreal, 2006; Ail-Catzim et al., 2015).

3.6.2.4 Distribuciéon y habitat.

Habita en dunas costeras, matorrales xerofilos, vegetaciones haldéfilas o riparia, en
suelos inundables o como parte de la vegetacion acuatica, se sabe que su floracion

es de marzo a diciembre (Villasenor y Villarreal, 2006).
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Figura 4. Mapa de distribucion de Pluchea sericea (Nutt), (en linea Red Naturalista, 2018).

3.6.2.5 Uso de la Cachanilla como plaguicida.

Ail-Catzim et al., (2015), identificaron los metabolitos secundarios de P. sericea,
evaluando su capacidad insecticida y repelente contra Bemisia tabaci (Genn.),
Hussain et al., (2013), menciona que los compuestos aislados de la cachanilla tienen
diversas propiedades bioldégicas como anticancerigeno, antihistaminico, antioxidante,
antimicrobiano, larvicida y citotoxico; contribuyendo su accion antimicrobiana a los
flavonoides y grupos fendlicos; Abdelmoteleb y colaboradores (2016) realizaron

sintesis verde de fitonanoparticulas las cuales mostraron su efecto antimicrobiano.

2.7 Problemas del uso de plaguicidas quimicos en el medio ambiente.

Con la Revolucién Verde que se dio entre los afios 60 y 80, se tuvo como objetivo
aumentar la produccion la productividad agricola para la produccion de alimentos;
para lo cual fue necesario el desarrollo y uso de fertilizantes y plaguicidas; como
parte de esta estrategia la industria quimica lanzé productos como farmacos para el
control de enfermedades y agroquimicos usados para combatir plagas y hierbas
nocivas para los cultivos; pero el uso continuo de estos quimicos ha provocado el
deterioro de los ecosistemas, limitaciones para el control de plagas, acumulacion en
los alimentos y resistencia de las plagas a estos quimicos. Los plaguicidas consisten
en: bactericidas, fungicidas y herbicidas. El uso de insecticidas provoca la pérdida de
insectos polinizadores y depredadores de insectos plaga, asi como su uso continuo

crea resistencia en las plagas, las cuales aumentan afio con afio (Massieu, 1991).

15



Los plaguicidas se pueden definir como toda sustancia o mezcla de sustancias
quimicas, destinadas a prevenir, destruir y controlar una plaga; su uso ha beneficiado
el rendimiento de los cultivos y el control de enfermedades transmitidas por vectores,
pero representan un gran riesgo para el medio ambiente (Gonzalez et al., 2010). El
uso de plaguicidas no solo ocasiona dafio al ambiente o a los ecosistemas, sino
también al ser humano pues le ocasiona dafios a la salud por la alta toxicidad de las
sustancias, y por si fuera poco algunas sustancias pueden permanecer en el

ambiente aun después de su aplicacion (Arellano y Renddén, 2016).

En México no hay datos precisos sobre la cantidad de plaguicidas que se
consumen, pero los estados en los que se concentra su uso son Sinaloa, Chiapas,
Veracruz, Jalisco, Nayarit, Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas, Michoacan,
Tabasco, Estado de México, Puebla y Oaxaca, donde se estima se aplica el 80% de

plaguicidas en el pais (Gonzalez et al., 2010).

2.71 Resistencia de Phenacoccus solenopsis Tinsley a los insecticidas.

Los insectos se encuentran bajo diferentes factores de estrés causado por el
ambiente, y en otros casos por el uso de insecticidas; por lo tanto, los insectos usan
mecanismos fisioldgicos y genéticos para resistir la toxicidad de los insecticidas
quimicos, en muchas ocasiones la resistencia que presentan esta asociada a la
sobre expresion de enzimas de desintoxicacion o induccion de mutaciones
especificas (Kliot y Ghanim, 2012). Uno de los insectos de importancia econémica en
todo el mundo que causa grandes pérdidas econdmicas en los cultivos es

Phebacoccus solenopsis Tinsley (Ibrahim et al., 2015).

3.7.1.1 Clasificacion Taxondémica Phenacoccus solenopsis Tinsley (CABI,
2018).

Dominio: Eucariota
Reino: Metazoa
Filo: Arthropoda
Subfilo: Uniramia
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
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Super familia: Coccoidea
Familia: Pseudococcidae
Género: Phenacoccus
Especie: Phenacoccus solenopsis (Tinsley).

3.7.1.2 Caracteristicas generales del género Phenacoccus.

El piojo harinoso (Phenacoccus solenopsis Tinsley) es un insecto de cuerpo suave
perteneciente a la familia Pseudococcidae del orden Hemiptera; el género
Phenacoccus comprende alrededor de 5000 especies alrededor del mundo (Arif et
al., 2009); el género Phenacoccus se identifica basado en las hembras adultas,
siguiendo caracteristicas como las antenas, cada una con 9 segmentos, patas bien
desarrolladas, (tarsales) usualmente con un denticulo bien desarrollado; poros
traslucidos ausente de la coxa posterior, pero algunas veces presente en femur y
tibia posterior; cerarii (estructuras de setas y poros triloculares) numerados de 1 a 18
pares, cada uno con una seta lanceolada y poros triloculares, a menudo en areas de
prostrusion membranosa; setas dorsales usualmente cortas y lanceoladas; algunas
veces con poros triloculares similares a fosos setales; circulo usualmente entre los
segmentos abdominales Ill Y IV; poroso de discos multiloculares presentes en
hileras ventrales y algunas veces dorsales; poros quinqueloculares (con cinco l6culos
o compartimientos) generalmente presentes en dorso y ventralmente, los ductos
dorsales son frecuentemente mas grandes que los ductos ventrales, pero algunas
veces ambos son iguales; ductos del cerco oral ausentes; ojos sin poros discoidales

asociado (Hodgoson et al., 2008).
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3.7.1.3 Caracteristicas generales de Phenacoccus solenopsis Tinsley.

El Piojo harinoso (Phenacoccus solenopsis Tinsley) es un insecto de importancia
econdmica, el cual invade a mas de 200 especies de plantas diferentes (Azfal y
Shad, 2015; Arya et al., 2018), considerandolo una plaga seria, con mayor presencia
en especies de las familias Malvaceae, Solanaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae,
Amaranthaceae y Curcurbitaceae; el daino que provoca a la planta es debido a la
extraccion de la sabia de las plantas, provocando el amarillamiento o mal formacién
de las hojas, causando la pérdida de vigor, follaje y muerte; también al alimentarse
del floema afecta el crecimiento, lo cual induce a que las flores y frutos sean de
menor tamafo al que normalmente produce la planta hospedera (CABI, 2018).

Severidad de P. solenopsis en plantas de algodon.

Sana Baja Baja-Media  Media Media-Alta Ata  Muerta

\ 4 | X

Figura 5.Severidad del dafio provocado por P. solenopsis en plantas de algodén del Vallé de Mexicali
(Ledn, inédito, 2018).

P. solenopsis es un insecto que se reproduce de manera ovovivipara, con un
periodo corto de incubacién; existe dimorfismo sexual entre hembras y machos,
habiendo diferencias morfolédgicas, las cuales se pueden distinguir desde el tercer
estadio en adelante. Las hembras tienen tres estadios antes de convertirse en

adultas; por otro lado, los machos inmaduros se reconocen por la construccion de un
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capullo filamentoso sedoso después de la segunda muda y sufren dos mudas mas
dentro del capullo con estadios pre-pupa y pupa, para después emerger como
adultos alados. Los machos adultos tienen vida corta y no se alimentan; mientras que
las hembras tienen un tiempo de vida relativamente mayor, dependiendo de su
estatus de reproduccion y la temperatura (Waqas et al., 2019); debido a que este
insecto esta recubierto de una cera hidrofébica, son de tamano pequefo, se
alimentan de todas las partes de las plantas y se reproducen de manera rapida,

adquieren la capacidad de dispersarse en grandes areas (CABI, 2018).
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Figura 6. Adultos de P. solenopsis, izquierda hembras y a la derecha macho.

3.7.1.4 Distribucién y caracteristicas del habitat.

El piojo harinoso se encuentra distribuido en los trépicos y subtrépicos en todo el
mundo (Fand y Suroshe, 2015), es nativo de E.U.A teniendo como origen los estados
de Arizona, California, Colorado y Nuevo Meéxico; al ser un insecto polifago
invadiendo una gran variedad de especies de plantas, existe un gran rango de
habitats en los cuales sobrevive, desde las areas aridas y secas a regiones
tropicales, resistiendo temperaturas altas por arriba de los 40°C; encontrandose
presente en los cinco continentes. Sin embargo, en areas lluviosas o de humedad

alta hay un efecto negativo sobre las poblaciones de estos insectos (CABI 2018).
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Figura 7. Mapa de distribucidon de Phenacoccus solenopsis Tinsley (CABI, 2018).
3.7.1.5 Reportes de resistencia a los insecticidas de P. solenopsis.

Una plaga agronomica importante es Phenacoccus solenopsis Tinsley conocido
comunmente como el piojo harinoso, el cual se ha reportado presenta resistencia a

insecticidas y ataca e invade cultivos de importancia econémica (Fand y Suroshe,

2015) en el cuadro 1, se encuentran los estudios sobre la resistencia del insecto.
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Cuadro 1. Estudios realizados sobre la resistencia a insecticidas de P. solenopsis Tinsley.

Saddiq et al., Resistencia de P. solenopsis a Organofosforados y
(2014) organofosforados y piretroides. Piretroides.
Herencia y mecanismos de
Afzal y Shad Benzoato de
resistencia a Benzoato de
(2015) emamectina.

emamectina en P. solenopsis.

Resistencia genética y mecanismos

Afzal et al. o o
(2015) preliminares a Clorpirifés en P. Organofosforado
solenopsis.
, Monitoreo de resistencia de P. Neonicotinoides
Saddiq et al. _ _ o _
solenopsis a nuevos insecticidas Emamectina
(2015) - | .
quimicos en Punjab, Pakistan. Oxadiacina

2.7.2 Resistencia a los antibiéticos de las bacterias.

Con el descubrimiento de los antibiéticos, las bacterias como todos los seres vivos
muestran mecanismos de defensa, los cuales les permiten sobrevivir a diversas
presiones ambientales; una de estas es la resistencia a los antibidticos que
presentan las bacterias, la cual se manifiesta de manera natural gracias a la genética
y evolucion bacteriana (Cabrera, 2007). Después de mas de setenta anos de usar
antibioticos para el control de enfermedades infecciosas, la resistencia que presentan
las bacterias a estos es ahora reconocida como una crisis en la medicina a nivel
mundial (Navon-Venezia, 2017). Se ha definido la resistencia como: una cepa
resistente que es capaz de sobrevivir y multiplicarse en concentraciones de
antibidticos mayores a las dosis normales para su control (Garcia, 2003). La
Organizacion Mundial de la Salud pronuncia que un gran reto a nivel mundial es el
control de las cepas bacterianas resistentes a los antibioticos o bactericidas (Kidd et
al., 2017).
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La resistencia que presentan las cepas bacterianas tiene origen
intrinsecamente genético o es adquirida, expresandose fenotipicamente por
mecanismos bioquimicos; por lo cual la resistencia se puede analizar desde el
ambiente bioldgico y el bioquimico. En el biolégico la resistencia depende de que los
genes de resistencia aparezcan y se conserven, en el cual ocurre la modificacion del
genoma, estos cambios pueden ser clasificados en micro-evolutivos, los cuales son
resultado de mutaciones unicas que suceden en nucledtidos pareados, y los cambios
macro-evolutivos que afectan segmentos del ADN. Y desde el punto de vista
bioquimico existen tres mecanismos basicos por los cuales la bacteria puede
hacerse resistente a un antibidtico, lo cuales son: la inactivacion del antibidtico, la
alteracién del sitio blanco del antibiético y las barreras de permeabilidad, los cuales
pueden actuar al mismo tiempo (Sussmann et al., 2002). Una de las consecuencias
mas importantes de la resistencia bacteriana es que no haya efecto antimicrobiano o
bactericida en las cepas a tratar y que en consecuencia haya un aumento en la
morbilidad y mortalidad (Garcia, 2003).

Una de las cepas bacterianas que presentan altos indices de resistencia a
antimicrobianos, lo cual limita las opciones terapéuticas para tratar las infecciones
causadas por este organismo es Klebsiella pneumoniae, la cual es catalogada con
alto riesgo de enfermedades por el tipo de infecciones que causa en el humano (Kidd
et al., 2017). Otro ejemplo es Escherichia coli, que a finales de los afios cincuenta y
comienzo de los sesenta se descubrio tenia resistencia a varios antibioticos (Cabrera
et al., 2007). Y finalmente Bacillus cereus es un bacilo Gram positivo que produce
toxinas como hemolisinas, fosfolipasas y tres enterotoxinas que provocan el
envenenamiento del ser humano por consumir alimentos infectados por B. cereus, la
cual se ha visto que presenta resistencia a los bactericidas y antibiéticos, provocando

no se pueda emplear un tratamiento adecuado contra esta bacteria (Bottone, 2010).

3.7.2.1 Resistencia a antibiéticos de Klebsiella pneumoniae.
3.7.2.1.1 Clasificacion taxonémica
Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria
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Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Género: Klebsiella
Especie: Klebsiella pneumoniae (Trevisan, 1887).

3.7.2.1.2 Caracteristicas del género Klebsiella.

La clasificacion de especies del género Klebsiella se hacia histéricamente, basada
en su origen o su capacidad patogénica, posteriormente se propuso utilizar
caracteristicas como el tipo de sustrato que utilizan y la actividad enzimatica, creando
una gran confusion que prevalece en la nomenclatura de este género; este género
fue nombrado en honor del microbidlogo aleman Edwin Klebs propuesto por Trevisan
en 1885, el cual también describié a la especie Klebsiella pneumoniae en 1987; el
género es bien conocido por ser enterobacterias, las cuales llevan a cabo la fijacion
del nitrégeno, en el cual es producido amonio a partir de dinitrogeno gaseoso; las
especies pertenecientes al género Klebsiella se encuentran ampliamente distribuidos
en el agua, suelo, plantas y aguas residuales, en las plantas se encuentran las
especies del género asociadas de manera natural sin causar ninguna enfermedad,
algunas se han aislado de plantas de arroz y otras plantas, las especies de este
género se consideran patdogenos oportunistas, que pueden causar enfermedades en
los humanos, su contacto puede ocurrir de diversas maneras, provocando dafios a la
salud publica ya que causa infecciones en vias urinarias, septicemia y neumonia,
originando morbilidad y mortalidad severa en pacientes hospitalizados (Martinez et
al., 2004). Este género es facilmente dividido en serotipos de diferentes antigenos
encapsulados, los cuales comprenden organismos no motiles y Gram negativos

(Cowan et al., 1960).

3.7.2.1.3 Caracteristicas de la especie Klebsiella pneumoniae (Trevisan, 1887).

Klebsiella pneumoniae ha sido un organismo utilizado como modelo en
Microbiologia, para el estudio de la manera en como lleva a cabo la fijacion de
nitrogeno; fue aislada de los pulmones de pacientes que murieron de neumonia en
1882 por Carl Firedlanderm, y fue descrita en 1887 por Trevisan; es un bacilo Gram

negativo de los mas comunes que se encuentran de manera natural en el ambiente,
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es anaerobio facultativo, no motil, fermentador de lactosa, con forma barra, que se
encapsula formando una capa de polisacarido presente fuera de la pared celular de
la bacteria (Martinez et al, 2004; Cowan et al.,1960; Bengoechea y Pessoa, 2019; Ko
et al., 2002).

Es considerada como un patdégeno oportunista que coloniza las membranas
mucosas sin causar dafio, sin embargo, de las mucosas, la bacteria puede
diseminarse a otros tejidos causando infecciones como neumonia, sepsis e
infecciones en la sangre, artritis en humanos, mastitis en bovinos, rinitis cronica
atrofica e inclusive diarreas hemorragicas que afectando a neonatos, individuos
mayores e inmunocomprometidos; la cual puede tener una alta morbilidad y
mortalidad en los individuos que la adquieren, pues presenta resistencia al multiples

antibiéticos (Martinez et al., 2004; Bengoechea y Pessoa, 2019).

3.7.2.1.4 Resistencia a los antibiéticos de K. pneumoniae.

Al ser una bacteria Gram negativa, presenta una resistencia a los antisépticos y
bactericidas; pues la membrana externa actia como una barrera que limita la entrada
a diferentes antibacterianos, las moléculas hidrofobicas se difunde a través de la
bicapa de la membrana al contrario de las moléculas hidrofilicas de bajo peso
molecular que pasan facilmente a través de las porinas (Cabrera et al., 2007). Esta
bacteria es causante de importantes infecciones en el mundo, resistente a multiples
antibidticos, la cual presenta resistencia del tipo bioldgico ya que activa genes para
resistir a los antibidticos utilizados para su control (Kidd et al., 2017). A continuacién,
se muestra en el cuadro 2 los antibidticos a los que Klebsiella pneumoniae es

resistente.
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Cuadro 2. Estudios de resistencia a antibiéticos de K. pneumoniae.

Multiplex Real-Time PCR Assay for

Detection and Classification of

Chen et al.
Klebsiella pneumoniae
(2011)
Carbapenemase Gen (blakrc)
Variants.
DI1-063 Evolution of consumption of
Cheik et al. three antibiotics classes and of the
(2017) resistance of Klebsiella pneumoniae
to these classes.
Klebsiella pneumoniae antibiotic
Kidd el al. resistance mechanism that subdues
(2017) host defences and promotes
virulence.
Navon- Klebsiella pneumoniae: A major
Venezia et al. worldwide source and shuttle for
(2017) antibiotic resistance.

3.7.2.2 Resistencia a antibiéticos de Escherichia coli.
3.7.2.2.1 Clasificacion Taxonémica
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli (Escherich, 1885).

Carbapenemicos (-

lactamicos)

Penicilinas
Cefalosporinas

Quinolonas

Polimixinas
AMPs (Péptidos

antimicrobianos)

Carbapenemicos
Tigeciclina
Polimixinas

Quinolonas
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3.7.2.2.2 Caracteristicas del género Escherichia.

El primer aislamiento de este género se realizd en heces de un nifio, en el afio 1885
realizado por el pediatra Theodor Escherich, siendo la primera especie encontrada
de este género la Escherichia coli; la cual es comun que se encuentre en el tracto
gastrointestinal de humanos y animales, hay cepas de E. coli que son comensales
inofensivos del tracto digestivo y otros que son patdégenos para humanos y animales.
El analisis comparativo de secuencias de ARN ribosomal 5S y16S sugieren que
Escherichia y Salmonella divergieron de un ancestro en comun entre 120 y 160
millones de afios, lo cual coincide con el origen de los mamiferos (Welch, 2006). Este
género comprende cepas que pueden fermentar glucosa, y alrededor del 90% de las
bacterias fermenta lactosa en 1 o 2 dias, al realizar la prueba IMVIC (indol, rojo de
metilo, Voges-Proskauer y citrato) como resultado se obtiene la produccion de indol a
partir de triptéfano y es positivo para rojo de metilo, acetil-metil-carbinol no es
formado y el citrato no es utilizado como la unica fuente de carbono (Gordon et al.,
1973);son bacilos Gram negativas de la familia Enterobacteriaceae, las cuales se
pueden tener flagelos y se encapsulan, crece en condiciones aerobias o anaerobias
(Nataro y Kaper, 1998).

3.7.2.2.3 Caracteristicas de la especie Escherichia coli.

Escherichia coli es una de las mas abundantes bacterias anaerobias en la flora
intestinal del ser humano (Jaureguy et al., 2008).Esta especie es organismo modelo
usado desde hace 120 anos, en el cual se realizan experimentos para el estudio de
la evolucion, adaptacién y especiacion de las bacterias (Walk et al., 2009);
Escherichia coli fue llamada originalmente “Bacterum coli’; esta bacteria es comun
que habite en el tracto digestivo de animales y humanos; las cepas de E. coli son
comensales inofensivos, sin embargo, cuando el hospedero se encuentra débil o
inmunocomprometido estas pueden provocar enfermedades infecciosas, otras cepas
son patégenas; la patogenicidad de E. coli se divide dentro de dos tipos de cepas las
que causan enfermedades del tracto digestivo y otras capaces de causar infecciones
en sitios externos al que habitan comunmente (Welch, 2006).

Las infecciones que provocan las cepas patdogenas de Escherichia coli se puede

limitar a superficies mucosas, infecciones en las vias urinarias, sepsis y meningitis,
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diarreas entéricas, y osteomielitis asociada a la bacteriemia (Jaureguy et al., 2008);
una via principal para la transmision de las cepas patdgenas de E. coli entre
hospederos es por la ruta fecal y oral (Walk et al., 2009); para la identificacién de las
cepas patégenas de esta especie se usan métodos bioquimicos, serotipos, ensayos
fenotipicos basados en las caracteristicas de virulencia y métodos de deteccion
moleculares, al ser E. coli un bacilo Gram negativo se puede aislar de manera facil
en medio selectivos a una temperatura media de 37°C en condiciones aerdbicas en
medios MacConkey o agar eosina azul de metileno, los cuales son medios selectivos
para el crecimiento de miembros de la familia Enterobacteriaceae, los cuales son
identificados por reacciones bioquimicas usando la prueba APl 20E multitest strip; de
acuerdo al esquema modificado de Kuffman, los serotipos de E. coli se basan en sus
perfiles antigenos de superficie que se clasifican en O somatico, H flagelar y K
capsular; una combinacién especifica de los antigenos O y H definen el serotipo de
un aislado de E. coli de serotipos especificos que pueden ser asociados a otras
enfermedades clinicas; los ensayos fenotipicos basados en las caracteristicas de
virulencia son para diferenciar las cepas no patogénicas de las patogénicas de la
flora normal intestinal, debido a que los serotipos se correlacionan no es suficiente
para identificar a la cepas patdégenas, para lo cual se usa el ensayo de adherencia
HEp-2, el cual diferencia las cepas patdgenas. El primer método molecular
desarrollado para la deteccion de un patogeno molecularmente fue la de E. coli el
cual es uno de los mas populares y utilizados para diferenciar entre la cepas
patdgenas y no patdogenas de esta especie usando métodos de PCR y sondas de
ADN.

3.7.2.2.4 Resistencia a los antibiéticos de Escherichia col..

A finales de la década de 1950 e inicios de 1960 se descubrid la resistencia a
multiples antibidticos en E. coli, el uso indiscriminado de antimicrobianos ha
provocado su resistencia, creando un serio problema de salud a nivel mundial
(Cabrera et al., 2007). En el cuadro 3 se mencionan los antibidticos a los que

presenta resistencia E. coli y los estudios que se llevaron a cabo para determinarlos.
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Cuadro 3. Estudios de resistencia para antibiéticos de Escherichia coli.

Autores

Estudio

Antibiéticos

Saenz et al.
(2001)

Furtula et al.
(2010)

Liu et al.
(2009)

De kraker et
al. (2011)

Bryce et al.
(2016)

Antibiotic resistance in Escherichia coli
isolates obtained from animals, food and

humans in Spain

Veterinary pharmaceuticals and antibiotic
resistance of E. coli isolates in poultry

litter trials.

Antibiotic sensitivity profiles determinate
with E. coli gene Knock out collection:

Generating an Antibiotic Bar Code.

Mortality and hospital stay associated with
resistant Staphylococcus aureus and
Escherichia coli Bacteremia: Estimating
the burden of antibiotic resistance in

Europe.

Global prevalence of antibiotic resistance

in paediatric urinary tract infections

caused by Escherichia coli and
association with routine use of antibiotics
in primary care: systematic review and

meta-analysis.

Ac. Nalidixico
Ciprofloxacina
Gentamicina
Trimetropina/
sulfametoxol
Penicilina
Eritromicina
Tilosina
Clindamicina
Novobiocina
Rifampicina
Triclosan
Nitrofurantoina
Aminoglucésidos

B-lactamicos

Cefalosporinas de tercera

generacion.

Ampicilina
Trimetoprima

Cotrimoxazol
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3.7.2.3 Patogenicidad de Bacillus cereus.

3.7.2.3.1 Clasificacion taxonomica de Bacillus cereus.

Domino: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Geénero: Bacillus
Especie: Bacillus cereus.

3.7.2.3.2 Caracteristicas del genero Bacillus.

Este género comprende un extenso y diverso conjunto distinguido de bacterias con
una caracteristica en comun: la habilidad de hacer endosporas latentes aerdbicas
cuando se presentan condiciones inadecuadas para su crecimiento, las especies de
Bacillus son divididas dentro de tres grupos basandose en la morfologia del
esporangio y la espora madura, también en los resultados de los analisis fisiolégicos
y bioquimicos como la produccion de catalasa e hidrdlisis de almidén, y los
requerimientos de crecimiento; siendo las especies de estos grupos altamente
heterogéneas (Zeigler y Perkins, 2015); algunas especies son aerobias estrictas y
otras son anaerobias facultativas, otras fijan nitrdgeno atmosférico; cepas del género
Bacillus crecen bien en soluciones de glucosa, fosfato de amonio y en ciertas sales
minerales, otras necesitan factores de crecimiento adicionales o aminoacidos y
tienen un incremento en el requerimiento del complejo nutricional; cepas de B.
fastidiosus crecen cuando hay acido urico o alantoina disponible, el crecimiento de la
mayoria de las especies del género se encuentra a un pH de 7 pero también se han
encontrado en pH de 9 a 10, a temperaturas de un 25°C a 75°C como maximo
(Gordon et al., 1973).

3.7.2.3.3 Caracteristicas de Bacillus cereus.

Esta especie es un bacilo con bordes rectos, Gram positivo, aerdbico facultativo,
formador de esporas, ampliamente distribuido en el ambiente y tiene un fenotipo
cercano a otras especies de Bacillus, especialmente con B. anthracis; esta bacteria
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se encuentra en el ambiente como formadora de esporas y como células vegetativas
cuando colonizan el cuerpo humano, la microscopia de transmision de electrones
revela que la célula vegetativa tiene una membrana citoplasmatica alrededor del
contenido celular, el nucleo de la espora se encuentra rodeada por una membrana
interior y una corteza, lo cual la hace resistente a condiciones ambientales extremas
(Bottone, 2010); esta especie produce enzimas y metabolitos importantes, que
degradan diferentes tipos de contaminantes y promueven el crecimiento de plantas y

animales cuando es usada como probiotico (Liu et al., 2016).

El ambiente natural donde se encuentra Bacillus cereus es en la materia
organica en descomposicion, en aguas marinas y dulces, vegetales y en el tracto
digestivo de animales invertebrados; por lo cual de los vegetales infectados se puede
llevar a cabo la contaminacion al intestino del humano; las esporas germinan al tener
contacto con la materia organica o con un animal hospedero; esta bacteria también
puede tener un ciclo saprofito, en el cual las esporas germinan en bacilos vegetativos
los cuales pueden esporular para mantener el ciclo de vida; la patogenicidad de esta
especie se debe a la produccidn de una exoenzima destructora de tejido, por la
secrecion de toxinas, cuatro hemolisinas, tres fosfolipasas distintas, una toxina que
induce el vémito y tres enterotoxinas (hemolisina, enterotoxina no hemolitica y una
citotoxina); en el intestino delgado las células vegetativas de B. cereus, secretan una
proteina enterotoxica e induce la diarrea; en productos alimenticios esta bacteria
produce una toxina que genera vomito y un plasmido que codifica un péptido ciclico;
adicionalmente el envenenamiento de los alimentos por esta especie, causa
infecciones a organismos inmunocomprometidos, comunmente causando problemas
a neonatos, adictos a drogas intravenosas, pacientes con lesiones o con heridas de
operaciones; las infecciones que provoca B. cereus incluyen bacteriemia fulminante,
meningitis o abscesos en el cerebro, neumonia, endoftalmitis y una infeccién cutanea

tipo gangrena gaseosa (Bottone, 2010).

3.7.2.3.4 Resistencia a los antibioticos de Bacillus cereus.

Bacillus cereus es un importante organismo para la salud publica, como se ha
descrito anteriormente ocasiona enfermedades importantes en el ser humano, en las

que causa envenenamiento por consumir alimentos en los que se encuentra, pero
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mas importante aun es la resistencia que presenta a los antibidticos haciendo dificil

su control y tratamiento (Pérez-Portuondo et al., 2011).

Cuadro 4. Estudios de evaluacion de Bacillus cereus a la resistencia de antibidticos.

Autores Antibioticos

) Aislamientos e identificacion de
Perez_ - . . g
Bacillus cereus a partir de dos Penicilina
Portoundo et

al. (2011)

variantes de arroz comercial Cefotaxima

(Oryza sativa L.)
Toxin profile, antibiotic resistance,
Chon et al. and phenitypic and molecular .
o _ B-Lactamicos
(2012) characterization of Bacillus cereus

in Sunsik.

B Occurrence and characterization of
Organiji et al.

toxigenic Bacillus cereus in food Penicilina
(2015) _

and infant faces.

Incidence, antibiotic susceptibility,

and toxin profiles of Bacillus
Yim et al.

cereus sensu lato isolated from B-lactamicos
(2015)

Korean fermented soybean

products.

Prevalence, virulence factor genes Amoxicilina
OwusU- and antibiotic resistance of Bacillus Ampicilina

Kwarteng et al. céreus sensu lato isolated from Cefepima

(2017) dairy farms and traditional dairy Creiie

products. Trimetropina/ Sulfametaxol

31



lll. ANTECEDENTES

Las investigaciones desarrolladas sobre los metabolitos presentes en el mezquite (P.
juliflora) y la cachanilla (P. sericea), y sus propiedades antimicrobianas e insecticidas;
asi como los trabajos usando la sintesis verde con extractos acuosos de plantas para

la obtencién de fitonanoparticulas y sus aplicaciones, son descritos a continuacion.

Raghavendra et al. (2009), usaron alcaloides de Mezquite contra Alternaria
alternata probando que los extractos de esta planta tienen mayor efecto que los

fungicidas comerciales.

Ail-Catzim et al. (2015) evaluaron el efecto de extractos de Pluchea sericea en
adultos de Bemisia tabaci (Genn.), donde usaron los tallos y hojas que fueron
secadas en un horno, y mezcladas en tres solventes distintos como etanol, acetona y
agua destilada en una proporciéon 1:100 p/v, para obtener 6 extractos; los resultados
que obtuvieron fue que los extractos acuosos de esta planta tuvieron gran potencial
para repeler y controlar la poblacion de B. tabaci in vitro, pero son necesarias mas

investigaciones.

Raja et al. (2012), realizaron un trabajo donde se uso extracto acuoso de hojas
frescas de Prosopis juliflora para sintesis verde de Nanoparticulas de plata (Ag),
donde se evalud la actividad antimicrobiana, para este estudio se utilizaron bacterias
patdgenas y no patogénicas de aguas negras, el medio de cultivo donde se hicieron
crecer las bacterias contenian las nanoparticulas de plata, a este medio se le aplicé
una concentracion de 10 mg en 100 ml de aguas residuales incubandolas por 6
horas; con base a los resultados que obtenidos puede decirse que a mayor
concentracion de nanoparticulas y tiempo de incubacion la poblacion de bacterias
decrecia.

Avila-Morales et al. (2017), elaboraron mediante sintesis verde nanoparticulas
de plata usando extracto de hojas de menta (Mentha piperita), las nanoparticulas
presentaron diferentes morfologias (esféricas, triangulares, hexagonales e
irregulares), se probaron sus propiedades antimicrobianas contra E. coli y S. aureus,
donde se presento inhibicidon en ambas bacterias.
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Abdelmoteled et al. (2018) realizaron la sintesis verde de nanoparticulas de
plata con extractos de P. glandulosa y P. sericea, evaluando su efecto contra
Fusarium solani en plantas transgénicas resistentes a insectos de algodon, donde
tuvieron los mejores resultados con las nanoparticulas de P. glandulosa, pero ambas
pudiendo inhibir al hongo.

Yasur y Usha-Rani (2015) midieron la susceptibilidad del efecto de las
nanoparticulas de plata en el crecimiento, desarrollo y fisiologia de insectos
lepidopteros, donde realizaron la caracterizacion optica y morfologica, y la
determinacion de la concentracion de la plata en los insectos.

Ruiz-Romero et al. (2018) realizaron la sintesis verde de fitonanoparticulas de
Yucca shilerifera contra patdégenos transmitidos por el suelo Fusarium solani y
Macrophomia phaseolina, donde realizaron la sintesis verde usando extracto acuoso
de esta planta, en bafio Maria a temperatura constante; para posteriormente
caracterizarlas usando la espectrometria UV-VIS, y evaluar su efecto contra los
patogenos.

Bernardo-Mazariegos et al. (2018), realizaron la sintesis de nanoparticulas de
plata a partir de Justicia spicigera y evaluaron sus propiedades antimicrobianas en
bacterias como Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes y
hongos patdégenos, obteniendo por andlisis de microscopia electrénica (SEM) el

tamano y la forma.
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IV. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener, caracterizar y evaluar las propiedades antimicrobianas e insecticidas de
fitonanoparticulas de mezquite (Prosopis juliflora Sw.) y cachanilla (Pluchea sericea
Nutt.).

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener mediante sintesis verde las fitonanoparticulas de cobre y zinc, de
mezquite y cachanilla.

e Caracterizar las fitonanoparticulas por espectrometria UV-VIS, espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), microscopia electrénica de
barrido (SEM-EDX) y analizador del tamario de particulas (NANOTRAC).

e Evaluar el efecto insecticida de las fitonanoparticulas en Phenacoccus
solenopsis Tinsley, observando la severidad, viabilidad celular (toxicidad) y
mortalidad que tienen sobre el insecto.

e Evaluar el efecto antimicrobiano de las fitonanoparticulas en tres cepas

bacterianas E. coli, Bacillus cereus y Klebsiella pneumoniae.
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V. HIPOTESIS

Usando el método de sintesis verde habra formacion de fitonanoparticulas de
las cuales todas o al menos una tendra efecto insecticida sobre P. solenopsis
Tinsley y propiedades antimicrobianas sobre una o mas de una de las tres

cepas bacterianas a evaluar.
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VI. ZONA DE ESTUDIO

La investigacion se realizo en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental del Instituto
de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California (ICA-UABC),

ubicada en el ejido Nuevo Ledn, del Valle de Mexicali, Baja California.

M bl - RN T

Figura 8. Recolecta de mterial vegetal y laboratorio de biotecnologia, ICA, UABC (izquierda),
recolecta P. solenopsis en parcela ejido Cuernavaca (derecha).
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Para esta investigacion se realizd la sintesis de fitonanoparticulas de cachanilla y
mezquite con dos soluciones de metales que son sulfato de cobre (CuSOs) y sulfato
de zinc (ZnSO4); donde se obtuvieron cuatro fitonanoparticulas de las cuales se
probara su actividad insecticida y antimicrobiana.

7.1 Recolecta del material.

7.1.1 Material vegetal.

Se colectaron ramas frescas de cachanilla (Pluchea sericea Nutt.) y mezquite
(Prosopis juliflora Sw.), de las areas verdes del Instituto de Ciencias Agricolas de la
Universidad Autdbnoma de Baja California; en el laboratorio las hojas de cada planta
colectada se puso a secar en un horno a 50°C durante 24 horas, para posteriormente
se procesar el material vegetal en un molino para café, hasta quedar molidas, para
finalizar se guardaron las hojas molidas de cada planta en bolsas tipo Ziploc®

previamente etiquetadas.

QAN ..
\ 4| Hojas de Prosopis
: \‘ Juliflora
sl TR A ' PN T

Figura QTﬁ‘ojas secas y mlidas de P. jtjﬁlo;a P. sericea, con el molino para café marca KRUPS®.
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7.1.2 Recolecta Phanacoccus solenopsis Tinsley.

En una parcela localizada en el de Valle de Mexicali, Baja California; con cultivo de
algodon, infestada por P. solenopsis Tinsley, se procedié a tomar cuatro plantas de
algodon con presencia de colonias de estos insectos y otras cuatro plantas que se
encontraran totalmente sanas; las cuales fueron arrancadas de raiz, y guardadas en
bolsas de plastico tipo Ziploc® para su posterior manejo en el laboratorio. En el
laboratorio las plantas colectadas con colonias del insecto se pusieron en una mesa,
con la ayuda de pinzas y agujas de diseccién se tomaron las colonias localizadas en
los tallos y hojas, y seleccionaron unicamente las hembras de P. solenopsis Tinsley,
procurando tuvieran el mismo tamarno, colocandolas en una caja Petri para la monta

del ensayo bioldgico descrito mas adelante.

n.

Fgura 10. aja Petri con hembras de P. solenopsis recolectadas (izquierda), plana de algodoén con
colonias del insecto (esquina superior derecha) y plantas sanas arrancadas de raiz (esquina inferior
derecha).

7.2 Sintesis verde de fitonanoparticulas.

7.2.1 Obtencion del extracto acuoso.

Del material vegetal previamente procesado de cachanilla y mezquite se peso tres
gramos, el cual se deposité en un matraz Erlenmeyer de 50 ml y adicionara 30 ml de
agua destilada y cubrié con papel aluminio para que no fuera afectada por la luz; la
mezcla se mantuvo en agitacion constante a 150 rpm durante 24 horas a

temperatura ambiente, al terminar el tiempo la mezcla se filtré con gasas, de la
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mezcla filtrada se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se

coloco en un vaso de precipitado de 50 mililitros y el sedimento se desechd.

) |

ra 11. Extractos acuosos de mézquite y cachanilla sin centrifugar (esquiha superior izquierda),
extractos centrifugados (en medio y derecha).

7.2.2 Preparacion de soluciones metalicas.

Las soluciones metalicas que se usaron para la sintesis de fitonanoparticulas fueron
elaboraras a base de dos sales metalicas, sulfato de cobre (CuSOa4) y sulfato de zinc
(ZnS0O4); donde se prepararon 100 ml de cada solucién de metales, a una

concentracion de 10 mM.

7.2.3 Sintesis de Fitonanoparticulas.

De acuerdo al método de Ruiz et al., (2018), en un matraz de Erlenmeyer de 100 mli
envuelto en papel aluminio se coloc6 40 ml de solucidn a una concentracion de 10
Mm, y 10 ml de extracto acuoso; la mezcla obtenida se dejé en bafio Maria durante
30 minutos a una temperatura constante de 60°C. Transcurrido el tiempo se sacé el
matraz del bafio Maria, dejandolo enfriar a temperatura ambiente, y se observo el
cambio de color que tuvo la mezcla, para finalizar se almacend en frascos de vidrio

con tapa envueltos en aluminio en el refrigerador.
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Figura 12. Bafio maria durante la sintesis, y fitonarrlopartl'culas de mezquite y cachanilla.

7.3 Caracterizacion fisicoquimica de las fitonanoparticulas.

La espectrometria UV-VIS se llevé acabo usando un espectrofotdmetro HACH DR-
6000 UV-VIS™, donde los extractos acuosos de cachanilla (Pluchea sericea Nutt.) y
mezquite (Prosopis juliffora SW), y las fitonanoparticulas que se obtuvieron, se
diluyeron a una proporcion 1:10 ml v/v (1 ml de los extractos, fitonanoparticulas o
solucion de metales en 10 ml de agua destilada); tomandose como blanco la solucién
de metales de cobre y zinc. Para la lectura de la curva de absorcion, en una celda de
cuarzo se colocé 3 ml de la solucién del metal a leer (CuSO4 6 ZnS0Ou4), y la celda de
cuarzo con la solucion blanco se depositdé dentro del espectrofotdmetro el cual se
calibré a cero; posteriormente se tomaron 3 ml del extracto acuoso de cada planta,
realizando la lectura y guardando la curva de absorcion, para finalizar analizé cada
fitonanoparticula correspondiente al metal blanco y guardé; la lectura se realizd en
un rango de longitud de onda de 250 a 700 nm. Este procedimiento se hizo en el
laboratorio de Biotecnologia ambiental, del Instituto de Ciencias Agricolas de la
UABC.

Figura 13. Espectrofotémetro HACH DR-6000 (izquierda), pantalla del aparato donde se calibra el
rango de lectura.

40



Los demas analisis de caracterizacion como espectrometria infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), microscopia de Barrido (SEM-EDX) y el analisis del
tamano de particula (NANOTRAC), se realizaron en el laboratorio de corrosion y
materiales de uso Aeroespacial, del Instituto de Ingenieria Campus Mexicali, de la

Universidad Autonoma de Baja California.
7.4 Evaluacion insecticida de las fitonanoparticulas.

7.4.1 Ensayo biolégico de Phenacoccus solenopsis Tinsley.

Después de la colecta de los insectos en campo, para montar el experimento, en
cajas Petri de plastico se colocé papel secante en la base y se colocd una hoja de las
plantas de algodén sanas previamente lavadas con agua destilada, se etiquetd
segun el tratamiento al que correspondia, los cuales contaron con una repeticion
(figura 14); los tratamientos que se evaluaron fueron: testigo H20 destilada (T0),
fitonanoparticulas de mezquite CuSOa4 (T1), cachanilla ZnSOa4 (T2); cachanilla CuSO4
(T3). Las fitonanoparticulas de zinc fueron discriminadas de este experimento debido
a que en ensayos previos en el laboratorio no presentaron ningun efecto insecticida,

siendo mas efectivo el grupo control, por lo cual no se tomaron en cuenta para no

obtener un falso positivo.

A)

s N o S >
Figura 14. Monta ensayo biolégico. Placa Petri con papel secante (A), hojas de algodon sanas lavadas
con agua destilada (B), hoja de algoddn en placa Petri (C).

Para cada tratamiento se colocaron 10 insectos sobre la hoja de algodén en
cada caja Petri previamente etiquetada con el tratamiento correspondiente, a
continuacién, se rociaron con aspersores que contenian las fitonanoparticulas de

cada tratamiento etiquetado, colocandolos en una camara bioclimatica Lab-Line
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BIOTRONETTE MARK I[lI™ a una temperatura constante de 26°C con periodos de
luz y oscuridad de 12 horas; los insectos se observaron cada 24 horas durante 96
horas, donde se realizé el conteo de insectos vivos, de aquellos que presentaran
dafio en el movimiento de alguna de sus patas (severidad) y de muertos, después de

las observaciones cada 24 horas se bafaron de nuevo con el tratamiento

correspondiente (figura 15).

Figura 15. Placa Petri con P. solenopisizquierda), evaluacion insecticida fitonanoparticulas (centro),
y cdmara biocliméatica BIOTRONETTE MARK IlI™(derecha).

7.4.2 Calculo de la severidad en P. solenopsis Tinsley.

La severidad (SE) de las fitonanoparticulas se evalué cada 24 horas durante 4 dias,
la cual se basé en el numero de patas que el insecto no movia, colocandolos boca
arriba y estimulandolos fisicamente con una aguja de diseccion haciendo una presién
leve sobre el insecto provocando el movimiento de sus patas o el querer regresar a
su pocion normal, para medirla se elaboré una escala de 1 a 4, segun se muestra en

el cuadro 4 (Espinosa et al., 2004).

Cuadro 5. Valores de severidad (SE) de acuerdo al nimero de patas del insecto que no se movian.

Valores Patas sin movimiento
0 Sin dafio
1 1a3
2 3a4
3 4ab
4 5a6
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Dénde: 0 = sin dafio, 1 = 30% de lesion; 2 = 50%; 3 = 70%; y 4 = 90% de dafio
0 muerte; la severidad se expresé como una proporcion del total de patas del insecto,
usando la férmula (formula 1) propuesta por Espinosa et al. (2004) modificada para

esta investigacion, la cual no se requirié modificacion de los datos:

% de los valores de la enfermedad

SE (%) =

" (n° total de valores)(valor max. enfermedad) * 100

Férmula 1. Porcentaje de Severidad (SE).

7.4.3 Cuantificacion de la viabilidad celular en Phenacoccus solenopsis
Tinsley.
Para la viabilidad celular del insecto se utilizo la tincion con azul de Evans, el cual es
usado para determinar el numero relativo de células muertas en cultivos celulares de
acuerdo con el método de Toledo et al., (2018), pero que se modificdé para medir la
viabilidad en el insecto P. solenopsis Tinsley. Donde se colocaron cinco insectos de
cada tratamiento en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, formadas la alicuotas de cada
tratamiento se adicionaron 500 pl de azul de Evans al 0.1% (p/v) y se dejaron
reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo se centrifugd

la alicuota a 3000 rpm durante 10 minutos (figura 16).

Z R
_ S 4N W

Figura 16. Tincion vital; preparacion de las alicuotas (A y B), alicuotas
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Al terminar el tiempo, la muestra se lavd con agua destilada y se centrifugd
durante 10 minutos, repitiéndose este paso hasta que el sobrenadante no presentara
coloracion, en la ultima lavada la centrifugacion se hizo durante 15 minutos; las
alicuotas con los piojos harinosos se suspendieron en 2 ml de solucién de extraccion
del colorante que contiene metanol al 50% y SDS (dodecil sulfato de sodio) al 1%
(p/v), y colocaron a bafio Maria a 65°C durante 30 minutos, para finalizar se

centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos; el sobrenadante se guardd. Se leyo la

absorbancia a 600 nm en el espectrofotdometro Genesys 20 de Thermo Scientific
(figura 17).

Figura 17. Obtencién del sobrenadante de las alicuotas
(derecha).

(izquierda), y lectura del espectrofotometro

Simultaneamente se corrié un control interno, que consistié en una muestra de cinco
piojos harinosos sin aplicacién de algun tratamiento, la cual se coloc6 en un horno a
60°C por 20 minutos, con el que se obtuvo el 100% de las células muertas, posterior
a esto se les realizd un lavado con una solucion jabonosa al 10% (v/v) para retirar la
cubierta cerosa que recubre al insecto y permitir el ingreso del azul de Evans, y asi
poder cuantificar la viabilidad celular. Obtenidas las absorbancias se utilizd la

siguiente formula (formula 2) para cuantificar la viabilidad celular:

AV
%Células muertas = (m) x 100

%Células vivas o viabilidad = 100 — % células muertas

Formula 2. Viabilidad celular.
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Doénde:
AV = Absorbancia de las células sin tratamiento con calor.
AM = Absorbancia de las células con tratamiento de calor.

7.4.4 Calculo de mortalidad de P. solenopsis Tinsley.

La mortalidad de P. solenopsis en cada tratamiento, se evalué cada 24 horas durante
4 dias que durd el experimento; donde se cuantificaron los insectos vivos y muertos
de acuerdo con el método de Silva-Aguayo et al., (2004), considerando como
muertos a aquellos insectos que no presentaron ningdn movimiento al ser
estimulados con una leve presion de una aguja de diseccion (FAO, 1980); donde se
utilizé la formula de Abbott para obtener el porcentaje de mortalidad (Abbott, 1925).
7.4.5 Cuantificacién de Cobre (Cu) en Phenacoccus solenopsis Tinsley.

Para determinar la acumulacion de las fitonanoparticulas de cachanilla y mezquite
con cobre en el insecto, de cada tratamiento incluido el control, se utilizé el método
de Yasury Usha Rani (2015) con modificaciones; donde se colocaron dos insectos en
tubos de cristal con tapa (alicuota) y etiquetaron, a continuacién, los tubos se
colocaron en una gradilla y dentro de una camara de extraccion se afiadieron 2 ml de
acido nitrico; lo siguiente fue colocarlos en un biodigestor a una temperatura
constante de 120°C durante 50 minutos. Al terminar el tiempo de digestion, en tubos
Falcon se colocaron 25 ml de agua destilada y 1 ml de la alicuota. En el ultimo paso
se coloco 2 ml de la disolucién en tubos de la prueba de Copper TNTplus Vial Test
(0.1-8.0 mg/L Cu) de HACHT Company™; y se leyo en el espectrofotometro HACH
DR 6000 que cuantificé los miligramos/litros de cobre que contiene los insectos por

cada tratamiento (figura 18).
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Figura 18. Alicuotas, digestion y lectura de las muestras en el espectrofotdmetro, imagen (centro) de
lectura en el espectro del extracto acuoso de Mezquite (P. juliflora).

7.4.5 Analisis estadistico.

Se realiz6 un analisis estadistico de los datos de severidad y mortalidad de los
tratamientos evaluados en Phenacoccus solenopsis el cual fue un analisis de
varianza (ANOVA), los cuales fueron separados usando el método de Dunnett (Yasur
y Usha Rani, 2015), para conocer la diferencia entre los tratamientos y el grupo
control, usando el programa SigmaPlot12.

7.5 Evaluacion antimicrobiana de las fitonanoparticulas.

7.5.1 Establecimiento de los tratamientos.

Para esta prueba se usaron cuatro tratamientos, que fueron fitonanoparticulas de
mezquite con cobre, fitonanoparticulas de mezquite con zinc, fitonanoparticulas de
cachanilla de cobre y fitonanoparticulas de zinc; y como grupos control se usaron los
extractos acuosos de mezquite (P. juliflora) y de cachanilla (P. sericea), que
presentan inhibicion bacteriana y con los cuales se pretende no obtener un falso
positivo. Las cepas bacterianas que se evaluaron fueron E. coli, Bacillus cereus y
Klebsiella pneumoniae, que han demostrado tener resistencia a antibidticos y
bactericidas, que fueron proporcionadas por el cepario del Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental, de Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad

Auténoma de Baja California.
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7.5.2 Medios para reactivacion de las cepas.

Para la reactivacion de las tres cepas, se prepardé caldo LB BROTH (Lennox) de
CONDA LAB.; en una campana de flujo laminar se realizé la inoculacién con la ayuda
de un asa bacteriologica raspando del medio de la caja Petri parte de la colonia
bacteriana, la cual se depositd dentro de los tubos de ensayo haciendo un
movimiento circular, para terminar, se colocaron los tubos inoculados en una
incubadora, dejando en agitacién a 200 rpm a 28°C durante 24 horas.

7.5.3 Preparacion medio agar nutritivo y elaboraciéon de antibiogramas.

Se prepararon 250 ml de agar nutritivo MCD LAB®, donde de una vez pesado se
depositdé en un matraz volumétrico de 300 ml y colocd 250 ml de agua destilada, a
continuacién, se colocd en una parrilla eléctrica con agitador magnético y calentd
hasta hervir; para finalizar el vaciado del medio en las cajas Petri se hizo en una

campana de flujo, donde se dejo solidificar y a prueba de esterilidad por 24 horas.

Para la elaboracion de los discos de difusion Baeur-Kirby (Maye y Guzman
1984) se us6 papel filtro, los cuales fueron cortados con una perforadora y se
depositaron en una caja Petri para su esterilizacion; terminada la esterilizacion en
una campana de flujo laminar, con la ayuda de una pinza de diseccion estéril se
colocaron los antibiogramas de papel filtro en cajas Petri de cada tratamiento que se

evalud, sobre cada antibiograma se depositaron 100 pl de las fitonanoparticulas,

quedando totalmente cubiertas de las fitonanoparticulas (figura 19).

Figura 19. Absorcion de las fitonanoparticulas a evaluar en los discos de difusié a_éur-irby para
cada tratamiento.
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7.5.4 Prueba de Inhibicién bacteriana de las fitonanoparticulas.

Al concluir el tiempo de la prueba de esterilidad de las cajas Petri con agar nutritivo,
se realiz6 la siembra en masivo, donde se deposité 100 ul de caldo LB inoculado con
las bacterias sobre la caja Petri y con la ayuda de una espatula de Drigalski estéril,
se gir6 sobre el medio teniendo cuidado de no romperlo y extendiendo el caldo LB
con bacterias de manera uniforme; posteriormente con la ayuda de una pinza se
colocaron los antibiogramas de cada tratamiento distribuyéndolos de manera circular
de acuerdo a las manecillas del reloj; para finalizar se incubaron a una temperatura
constante de 30°C durante 24 horas, concluido el tiempo de incubacion, se sacaron y
colocaron en un cuenta colonias, para lo cual se observo si hubo formacion de halo
de inhibicién aplicando el método cualitativo de presencia o ausencia de halo, y con

la ayuda de un Vernier se midi6 el diametro del halo de inhibiciéon formado.

Figura 20. Evaluacion de la inhibicion bacteriana usando discos de difusion Baeur-Kirby en cepas

bacterianas.

7.5.5 Analisis estadistico.

Los datos obtenidos se evaluaron usando la prueba de X? para datos cualitativos de
presencia y ausencia de halo de inhibicién, con una p=0.05; y para saber si la
inhibicion bacteriana es provocada por las fitonanoparticulas, los tratamientos
evaluados fueron procesados usando el método de Dunnett, con el cual también se
supo cual es el tratamiento mas efectivo como antimicrobiano para cada bacteria. El
tamano del halo de inhibicion se usdé como una medida cuantitativa y se sacaron los
promedios de cada tratamiento, para saber cual de los tratamientos es mas efectivo

contra las cepas evaluadas

48



VIIl. RESULTADOS

8.1 Sintesis de fitonanoparticulas.
La sintesis verde de las fitonanoparticulas de P. juliflora Sw (mezquite) y P. sericea
Nutt (cachanilla) de cobre y zinc presentaron como primer resultado el cambio de
color entre los extractos acuosos de cada planta y las fitonanoparticulas, debido al
efecto plasmon, como se puede ver en la figura 21, confirmando como prueba inicial
que se llevo acabo la sintesis, donde se observa que el extracto acuoso de hojas de
mezquite (P. juliffora Sw) es de color amarillo palido (Gonzalez-Mendoza et al.,
2018), en contraste con las fitonanoparticulas de cobre que presentan un color
verde-azulado y las fitonanoparticulas de zinc son traslucidas sin presencia de color
(figura 21A); en el caso de la cachanilla (P. sericea Nutt) el extracto acuoso de sus
hojas presentron un color marron oscuro (Hussain et al., 2013), las fitonanoparticulas
de cobre son de color verde-amarillo y las de zinc son de color café palido (figura
21B).
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Figura 21. Diferencias entre el extracto acuoso de hojas de Mezquite con las fitonanoparticulas de
cobre y zinc (A) y extracto acuoso Cachanilla con las fitonanoparticulas de Mezquite cobre y zinc (B).

8.2 Caracterizacion de las fitonanoparticulas.

8.2.1 Caracterizacion 6ptica con espectrometria UV-VIS.

La curva de absorbancia obtenida del extracto acuoso de las hojas de mezquite 6
cachanilla, y de cada una de las fitonanoparticulas, usando como blanco las
soluciones de los metales de zinc y cobre, a una concentracién de 10 mM; se

compararon, como se pude ver en las figuras 22 y 23.
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Figura 22. Comparacion de curvas de absorcion del extracto acuoso de Mezquite (rojo) con las fitonanoparticulas

de zinc (azul) y cobre (negro).

Donde se puede observar (figura 22), que el caso del extracto de mezquite (P.

Juliflora Sw.), se observan picos de absorciéon a 210, 270 y 320 nm, en las

fitonanoparticulas de zinc (azul), se observan picos a 200, 270 y 320 nm, y para las

fitonanoparticulas de cobre (negro) se encontré un pico a los 220 nm (figura 22).
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Figura 23. Curvas de absorbancia de espectrometria UV-VIS de las fitonanoparticulas de zinc (azul) y

cobre (negro) con el extracto acuoso de Cachanilla (P. sericea Nutt.) (rojo).

50



En la figura 23 se observa que el extracto acuoso (rojo), las fitonanoparticulas
de cobre (negro) y zinc (azul), son similares en forma, pero en el extracto acuoso se
presenta un pico entre los 320 a 330 nm con una absorbancia encima de los 2 A, en
las fitonanoparticulas de zinc un pico a los 325 nm con una absorbancia menor a los
2 A, y finalmente en las fitonanoparticulas de cobre no presentan una curva de
absorbancia entre los 320 a 330 nm, pero si un pico entre los 260 a 280 nm con una

absorbancia por arriba de 4 A; lo cual indica la formacién de nanoparticulas.

8.2.2 Caracterizacion morfolégica con microscopia de barrido (SEM).

La morfologia de las fitonanoparticulas de mezquite y cachanilla con cobre o zinc, se
obtuvo con un microscopio de barrido JEOL 6010, los resultados se muestran en la
figura 24; donde se puede apreciar que la mayoria de las fitonanoparticulas cobre
(fitoNPs-Cu) de mezquite presentan una forma elipsoidal (figura 24.A), en contraste
con las fitoNPs-Cu de cachanilla presentaron una forma esférica (figura 24.B); las
fitoNPs-Zn de mezquite, tuvieron forma esférica irregular (figura 24.C), en cambio las

fitoNPs-Zn de cachanilla tiene forma de una flor pentagonal (figura 24.D).
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SEM MAG: 12.0 kx SEM MAG: 12.0 kx

Instituto de Ingenieria UARBC
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SEM HV: 10.0 kV. Det 58 (i 1 LYRA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV.
SEM MAG: 12.0 kx WD: 9.00 mm SEM MAG: 4.00 kx
Instituto de Ingenierias UABC 3

Figura 24. Analisis SEM para determinar la forma de las fitonanoparticulas, fitoNP's-tC‘Jhu‘-dé'Mezduite
(A), fitoNPs-Cu Chachanilla (B), fitoNPs-Zn Mezquite (C), y fitoNPs-Zn Cachanilla (D).
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9.2.3 Caracterizacién estructural con microscopia de barrido con analisis de

energia dispersa de rayos X (SEM-EDX) y espectroscopia de infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR).

La composicion de las fitonanoparticulas (fitoNPs), revela que las FitoNPs-Cu de

mezquite (P. juliflora Sw) contiene cobre (34.85%), y también otros elementos como

carbono, oxigeno, magnesio, calcio, azufre, cloro y silice (41.99%), siendo este

ultimo el elemento con mayor presencia (figura 25.A), en contraste las FitoNPs-Cu de

cachanilla (P. sericea Nutt) donde el cobre es el elemento con mayor concentracion

(43.22%), también encontrandose la presencia de otros elementos en menor

cantidad como el carbono, oxigeno, silice, azufre, cloro, potasio y calcio (figura
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Figura 25. Analisis de microscopia de barrido de electrones y difraccion de rayos X (SEM-EDX) para

FitoNPs-cobre de Prosopis juliflora Sw (A) y Pluchea sericea Nutt (B).

Para las fitoNPs de Prosopis juliflora Sw., con zinc se encontro la presencia de

elementos como carbono, oxigeno, silice, azufre, potasio, calcio y zinc, este ultimo
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con baja presencia (5.67%), siendo el elemento con mayor presencia silice (75.24%),

(figura 26.A); en el caso de las fitoNPs-Zn de Pluchea sericea Nutt los elementos que

hay son carbono, oxigeno, silice, cloro, potasio y zinc (5.74%) en baja concentracion,

en contraste con el silice (566.50%) que es el elemento mas abundante (figura 26.B).
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Figura 26. Andlisis SEM-EDX de fitonanoparticulas de mezquite (P. juliflora Sw.) con zinc (A) y
fitonanoparticulas de cachanilla (Pluchea sericea Nutt.) con zinc (B).

Para la espectroscopia FTIR donde el extracto acuoso de mezquite (P. juliflora
Sw.) y cachanilla (P. sericea Nutt.) fueron usados como control; se observaron las
bandas del extracto acuoso de P. sericea Nutt., antes y después de la reduccion
(figura 27), mostrando picos similares entre el extracto acuoso y las
fitonanoparticulas de cobre (imagen 27.C) y zinc (imagen 27.B), excepto por el

tamarno de las bandas donde se puede observar el estiramiento en los enlaces O-H,
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de los fenoles o alcoholes, C-H de los metilos, N-H de los anillos bencénicos y
principalmente sefiales de los enlaces C=N; para las aminas aromaticas, se vio una
banda, donde se observé la variacidbn en la reduccion de tamafo en la seial

localizada a 662 cm™' correspondiente al grupo C-H de los alquinos.
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Figura 27. Espectroscopia FTIR de extracto acuoso de P. sericea Nutt (B), fitonanoparticulas de cobre
(C) y zinc (A).

En el espectro FTIR de extracto acuoso y las fitonanoparticulas de P. juliflora
Sw., de cobre y zinc, exhibieron variaciones en el tamafo de las bandas de IR
localizadas en la regién 3225, 2925, 2853, 1601, 1103, 1059 y 602 cm-" indicando el
enlace del biomaterial y los metales en los grupos funcionales como

alcoholes/fenoles, aminas, alcanos y halégenos (figura 28).
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Figura 28. FTIR (espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier) multiple de extracto acuoso
y fitonanoparticulas de P. juliflora Sw., de cobre y zinc.
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9.2.4 Caracterizacion del tamano de particula

El tamafio promedio de las fitonanoparticulas, fue determinado por el analisis DLS
(figura 29); el tamafno obtenido para las fitonanoparticulas de P. juliflora Sw., fue
polidisperso, pero con un promedio de 33.8 nm (Figura 29.A), en contraste con las
fitonanoparticulas de P. sericea Sw. del mismo metal, que tuvieron un tamafio de
alrededor de 68.10 nm (figura 29.B).

En el caso de la fitonanoparticulas de P. juliflora Sw., de zinc, presentaron
distintos tamafios de particulas con un promedio de 51.25 nm, parecido y cercano a
las fitonanoparticulas de cobre de esta planta (figura 30.A), para las
fitonanoparticulas de P. sericea Nutt., con zinc se noté la presencia de varios
tamafos con un promedio de 53.44 nm en contraste con las fitonanoparticulas de

cobre de esta planta que tienen un mayor tamanio (figura 30.B).
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Figura 29. Distribucion de tamafo de particula para las fitonanoparticulas de cobre de P. juliflora Sw.,
(A) y P. sericea Nutt (B) usando DLS.
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A) Particle Size Distribution
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Figura 30. Distribucion de tamafo de particulas usando DLS (dispersion dinamica de luz), de las

fitonanoparticulas de P. juliflora Sw de zinc (A), y fitonanoparticulas de P. seicea Nutt (B).
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8.3 Evaluacion insecticida de las fitonanoparticulas.

8.3.1 Severidad en Phenacoccus solenopsis Tinsley.

La severidad se midié cada 24 horas durante cuatro dias, para todos los tratamientos
incluido el control; la severidad obtenida para el control a las 24 horas fue de 0%, a
las 48 horas fue de 10%, en las 72 de 19% y a las 96 horas de 18%; para las
fitoNPs-Zn de mezquite se observd mayor severidad a las 76 y 96 horas; en las
fitoNPs-Cu de cachanilla se observd que la severidad mas alta a las 96 horas, al
igual que las fitoNPs-Cu de mezquite; siendo el tratamiento mas severo las fitoNPs-
Cu de cachanilla; observandose también una relacion del tiempo con la severidad,

pues al pasar mas horas la severidad va en aumento (figura 31).
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Figura 31. Porcentaje de severidad (SE) en horas y dias de los tratamientos contra P. solenopsis.
La severidad promedio de cada tratamiento evaluado indicé que los insectos
del grupo control y las fitoNPs-Cu de cachanilla tuvieron una severidad menor al
20%; para los insectos de los otros dos tratamientos la severidad promedio mas alta

se obtuvo con las fitoNP-Cu de mezquite (30.19%), seguido de las fitoNPs-Zn de

57



mezquite (26.25%); de lo cual el tratamiento mas efectivo fue las fitoNPs-Cu de

mezquite (figura 32). Por lo cual se realizé el analisis estadistico de estos resultados.
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Figura 32. Promedios de severidad del grupo control y los tratamientos evaluados en P. solenopsis
Tinsley.

9.3.1.1 Analisis de varianza de una via (ANOVA de una via).

Los datos tuvieron una distribucion normal, y para comprobar que las varianzas de
los tratamientos fueran diferentes se realizé la prueba de varianzas iguales con una
p=0.05 y se obtuvo una p=0,968 que indica que las medias de los tratamientos no
son estadisticamente diferentes, pero las medias entre tratamientos son
estadisticamente diferentes con una p=0,022, por lo tanto se realiz6 una prueba con
el método de Dunnett para comparaciones multiples entre los tratamientos contra el

grupo control, (cuadro 6).
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Cuadro 6. Comparaciéon multiple de los tratamientos contra el grupo control usando el método de
Dunnett.

Comparacion Dif. de Medias (' P P<0,050
Control vs. FitoNPs-Cu M 17,000 3,537 0,016 Si
Control vs. FitoNPs-Zn M 14,500 3,017 0,036 Si
Control vs. FitoNPs-Cu C 6,000 1,248 0,490 No

Como resultado se obtuvo que las fitoNPs-Cu de mezquite (p=0.016) y las
fitoNPs-Zn de mezquite (p=0.036), fueron los tratamientos mas efectivos y causaron
severidad o dafio a P. solenopsis Tinsley, en comparacion con las FitoNPs-Cu de

cachanilla (p=0.490) que no fue significativamente diferente al grupo control.

8.3.2 Viabilidad celular en P. solenopsis Tinsley.

Los promedios obtenidos para el grupo control fue de 97.74% (fig. 34.a), para las
fitoNPs-Zn de mezquite un 71.70% (fig. 34.b), las fitoNPs-Cu de cachanilla un
67.92% (fig 34.c), y finalmente las fitoNPs-Cu de mezquite (fig. 34.d) con una
viabilidad celular de 56.60%, las cuales tienen el mayor dafio celular, de acuerdo con
el analisis estadistico que las establece como el mejor tratamiento para causar
severidad a P. solenopsis, sin embargo, las fitoNPs-Zn de mezquite no presenta
dafio celular tan alto pero si son el segundo mejor tratamiento para la severidad
(figura 33).
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Viabilidad celular de P. solenopsis
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Figura 33. Orden descendente sobre la viabilidad celular de P. solenopsis Tinsley.
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Figura 34. Alicuotas de cada tratamiento evaluado de P. solenopsis tefiidos con azul de Evans.

También se observo durante el experimento la pérdida de la capa cerosa que
recubre al insecto y cambios en su apariencia fisica debido a las fitonanoparticulas
(figura 35). Donde se observa la perdida de la mayor parte de la capa cerosa en los
tratamientos de fitoNPs-Zn de cachanilla, y cambios en el color del cuerpo de P.

solenosis en los tratamientos de fitoNPs-Cu mezquite y fitoNPs-Cu de cachanilla.
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Figura 35. Muestras de P solenopsis de los distintos tratamientoé ealuados al finalizar el ensayo;
control (A), fitoNPs-Zn cachanilla (B), fitoNPs-Cu Mezquite (C), fitoNPs-Cu cachanilla (D).

8.3.3 Mortalidad de P. solenopsis Tinsley.

La mortalidad para el grupo control a las 24 horas fue de 0%, y de 20% a las 48, 72 y
96 horas; para las fitoNPs-Cu de cachanilla una mortalidad a las 24 y 48 horas de
0%, pero de 20% a las 72 y 96 horas; con las fitoNPs-Zn de mezquite se tuvo una
mortalidad de 10% en las primeras 24 horas, a las 48 hrs de 30% y para las 72 y 96
horas del 40%; y finalmente las fitoNPs-Cu de mezquite presentaron una mortalidad
de 10% a las 24 horas, de 20% a las 48 y 72 horas, y de 30% a las 96 horas; lo cual
indica que el tratamiento que presenté mayor mortalidad fueron los insectos tratados
con las fitoNPs-Zn de mezquite con un promedio de 30% de mortalidad en contraste
con los otros tratamientos y el grupo control (15%) que tuvieron una mortalidad igual
al 20% en el caso de las fitoNPs-Cu de mezquite y menor a la del grupo control como

las fitoNPs-Cu de cachanilla con un 10% (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Porcentaje de mortalidad de Abbott cada 24 horas para P. solenopsis Tinsley de cada
tratamiento y el control.

Tratamientos 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
CONTROL 0 20 20 20 15
FitoNPs-Zn
: 10 30 40 40 30
mezquite
FitoNPs-Cu
: 10 20 20 30 20
mezquite
FitoNPs-Cu
0 0 20 20 10
cachanilla

Debido a que la mortalidad a las 48 horas en el grupo control rebasé el 20% y
se mantuvo asi durante todo el experimento, se procedié a utilizar la formula de
Abbott corregida para ajustar los datos obtenidos de mortalidad; la cual mostré que el
mayor porcentaje de mortalidad se obtuvo con las fitoNPs-Zn de mezquite con un
promedio de 18.13%, seguido de las fitoNPs-Cu de mezquite con un 5.63%; sin
embargo para las fitoNPs-Cu de cachanilla y el grupo control la mortalidad fue de 0%
(cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje de mortalidad de Abbott corregida de P. solenopsis Tinsley para cada uno de los
tratamientos.

Tratamientos 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas Promedio
CONTROL 0 0 0 0 0
FitoNPs-Zn

. 10 12.5 25 25 18.13
mezquite
FitoNPs-Cu
10 0 0 12.5 5.63
mezquite
FitoNPs-Cu
0 0 0 0 0
cachanilla

62




9.3.3.1 Analisis de varianza de la mortalidad de los tratamientos.

Los datos obtenidos del analisis para la mortalidad realizando la prueba de Kruskal-
Walllis para datos no paramétricos, arrojé una p= 0.009 lo que permite asumir que los
grupos son de idénticas poblaciones; y para conocer cual de los tratamientos es
significativamente diferente, se realiz6 una prueba con el método de Dunnett para
comparaciones multiples entre los tratamientos contra el grupo control la cual dio los
siguientes resultados (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion multiple de los tratamientos contra el grupo control con el método de Dunnett.

Comparacion Dif. de rangos ¢’ P<0,05
FitoNPs-Zn mezquite vs control 34,000 3,334 Si
FitoNPs-Cu mezquite vs control 14,000 1,373 No
FitoNPs-Cu cachanilla vs control 10,000 0,000 No
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Figura 36. Promedio de la mortalidad corregida de los tratamientos evaluados contra P. solenopsis
Tinsley.

En base a los resultados se puede apreciar que el tratamiento que presenta
diferencias significativas al control fueron las fitoNPs-Zn de mezquite, las cuales

presentaron mayor porcentaje de mortalidad corregida sobre P. solenopsis Tinsley;
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para los tratamientos de fitoNPs-Cu de Mezquite y Cachanilla la mortalidad no fue
significativa (Figura 36).

8.3.4 Analisis estadistico para determinar la relacién de la mortalidad con la
severidad y el tiempo.

Se realizd la prueba de Tukey de comparacion multiple para saber la relacion de la

mortalidad y la severidad respecto al tiempo.

Cuadro 10. Prueba de Tukey para mortalidad, severidad y tiempo, de todos los procedimientos de
comparaciéon multiple por parejas.

Comparacion Dif. de rangos ¢ P<0,05
Severidad vs. Mortalidad 294,000 5,250 Si
Severidad vs. Tiempo 243,000 4,339 Si
Tiempo vs. Mortalidad 51,000 0,911 No

La mortalidad contra la severidad, y la severidad contra el tiempo son
estadisticamente significativos debido a que presentan una p<0.05 (cuadro 10), pero
el tiempo y la mortalidad no, ya que presenta una p>0.05; por lo tanto, la severidad
influye en la mortalidad de los tratamientos contra P. solenopsis Tinsley, y el tiempo
influye en la severidad que presentan los tratamientos, sin embargo, el tiempo no
influye en la mortalidad.

8.3.5 Cuantificacion de cobre en Phenacoccus solenopsis Tinsley.

La concentracion promedio de cobre obtenida en los insectos del tratamiento control
fue de 0.29 mg/L, para los insectos tratados con las fitoNPs-Cu de cachanilla de 1.07
mg/L y para aquellos tratados con las fitoNPs-Cu mezquite de 0.13 mg/L; sin
embargo, la mortalidad de estas fitonanoparticulas no fue estadisticamente
significativa respecto al grupo control, pero en el caso de la severidad se observd
que las fitoNPs-Cu de mezquite (p=0.016) fueron estadisticamente significativas y
causaron la mayor severidad y dafo celular en P. solenopsis (cuadro 8 y figura 36).
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Figura 37. Concentracion de cobre en P. solenopsis del tratamiento control (A) y las fitoNPs-Cu de
mezquite (B) y bachanilla(C).

8.4 Evaluacion antimicrobiana de las fitonanoparticulas.

8.4.1 Inhibicién bacteriana de las fitonanoparticulas.
Se obtuvo la presencia o ausencia de halo inhibitorio a las 24 horas de siembra, para
cada una de las tres cepas bacterianas (E. coli, K. pneumoniae y B. cereus), con los

seis tratamientos establecidos.

8.4.2 Analisis estadistico.

Al tener datos cualitativos de presencia o ausencia de inhibicion de los tratamientos
en las bacterias evaluadas, se realizé6 una tabla de contingencia para cada cepa
bacteriana de dos filas por seis columnas (2x6) como se muestra en el cuadro 10;
con la ayuda del programa SigmaPlot12, con un nivel de significancia a=0.05 y un
valor critico de X?1abia=11.070, al llevarse a cabo la prueba de X2 (Chi?); para E. coli la
prueba obtuvo una Chi?=27.054 con cinco grados de libertad y una p=0.001; con K.
pneumoniae se obtuvo una X?=14.286 y una p=0.014; ambas bacterias tuvieron una
“p” inferior al alfa (p=0.05) y al comparar los valores de Chi? obtenida con los valores
de Chi? de la tabla de distribucion (X?tabla=11.070), permite rechazar la hipétesis nula

y aceptar la hipotesis alternativa, que indica que la presencia o ausencia de la
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inhibicion depende del tipo de tratamiento, y al menos uno o mas de los tratamientos
causan la inhibicion; sin embargo en contraste la cepas de B. cereus se obtuvo una
X?=7.841, y una p=0.165 mayor al alfa, por lo cual no se puede rechazar la hipotesis
nula, con la cual la presencia u ausencia de los halos inhibitorios es independiente de
los tratamientos evaluados.

Cuadro 11. Tablas de contingencia para cada cepa bacteriana evaluada con los tratamientos, para
prueba de X2.

E. coli K. pneumoniae B. cereus

Tratamientos Presencia Ausencia Tratamientos Presencia Ausencia Presencia Ausencia
Cacha FitoNPs-Zn 7 3 Cacha FitoNPs-Zn 10 0 Cacha FitoNPs-Zn 8 2
Mezq FitoNPs-Zn 2 Mezq FitoNPs-Zn Mezq FitoNPs-Zn 10
Cacha FitoNPs-Cu 4 Cacha FitoNPs-Cu Cacha FitoNPs-Cu 7

8 9 1

6 7 3
Mezq FitoNPs-Cu 7 3 Mezq FitoNPs-Cu 3 7 Mezq FitoNPs-Cu 8
Extrac. Mezquite 0 10 Extrac. Mezquite 6 4 Extrac. Mezquite 5
Extracto de Cachanilla 0 10 Extracto de Cachanille 7 3 Extracto de Cachanilla 6

S~ o0 b W O

Para determinar si los tratamientos con fitonanoparticulas (fitoNPs) y los dos
controles, y cual de ellos fue el mas efectivo al inhibir a las cepas bacterianas
evaluadas, se realiz6 un analisis con la prueba de Kruskal-Wallis, para E. coli y K.
pneumoniae. En el caso de E. coli se obtuvo una p=0.001, la cual indicé que las
diferencias entre los valores de las medias de los tratamientos son mayores y existen
diferencias significativas, y para determinar él o los tratamientos mas efectivos se
aplicé el método de Dunnett para la comparacién multiple contra los controles, que
son los extractos acuosos de mezquite y cachanilla (cuadro 12).

Cuadro 12. Resultados del programa SigmaPlot12 para el método de Dunnett de comparacién multiple
de los tratamientos contra los controles para E. coli.

Comparacion Dif. de rangos q P<0,05
FitoNPs Zn Mezq. vs Cacha 300,000 5,432 Si
FitoNPs Zn Mezq. vs Mezq 300,000 5,432 Si
FitoNPs Zn Cacha. vs Cacha 270,000 4,889 Si
FitoNPs Zn Cacha. vs Mezq 270,000 4,889 Si
FitoNPs Cu Mezq. vs Cacha 270,000 4,889 Si
FitoNPs Cu Mezq. vs Mezq 270,000 4,889 Si
FitoNPs Cu Cacha vs Cacha 210,000 3,803 No
FitoNPs Cu Cacha vs Mezq 210,000 3,803 No
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Las fitoNPs-Zn de mezquite y cachanilla, y las fitoNPs-Cu de mezquite tienen
una p<0.05 (de color verde, Cuadro 12), por lo cual son los tratamientos mas
efectivos para inhibir a E. coli. Las fitoNPs-Zn de cachanilla tuvieron un promedio de
6.82 mm de diametro, las fitoNPs-Cu de mezquite tuvieron un promedio de 7.37 mm,
y el promedio mas alto se obtuvo con las fitoNPs-Zn de mezquite con un diametro de
8.28 mm; por lo cual es el mejor tratamiento y es estadisticamente significativo
(p<0.05) para inhibir a E. coli (figura 38).
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Cacha NPs-Zn Mezq NPs-Zn Cacha NPs-Cu Mezq NPs-Cu Extrac. Mezq Extrac. Cacha
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Figura 38. Promedios de diametro de halo inhibitorio de cada tratamiento evaluado para E. coli.

En el caso de K. pneumoniae se obtuvo una p=0.001 con lo cual los valores
de las medias de los tratamientos son significativamente distintos, se aplico el
método de Dunnett para determinar los tratamientos mas efectivos (cuadro 13); en el
cual el tratamiento que tuvo mejor resultado inhibiendo a esta bacteria (de color
verde) fueron las fitoNPs-Zn de cachanilla con una p<0.05 comparandola con los
controles y con un promedio de diametro de inhibicion de 10.31 mm, sin embargo,
también la prueba refleja que las fitoNPs-Zn de mezquite son efectivas para inhibir a

esta bacteria, pero al compararla con el grupo control de extracto acuoso de
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mezquite no presento significancia (p>0.05) y su promedio de diametro de inhibicion

fue de 9.36 mm. Con Klebsiella pneumoniae la inhibicion se presenté en todos los

tratamientos; el promedio mas bajo se obtuvo con las fitoNPs-Cu de mezquite,

seguida del control de extracto acuoso de mezquite, el control de extracto acuoso de

cachanilla, y las fitoNPs-Cu de cachanilla, los cuales tienen un p>0.05 (figura 39).

Cuadro 13. Resultados de la prueba de comparacion multiple con el método de Dunnett para las

fitonanoparticulas de Mezquite y Cachanilla contra los extractos acuosos para K. pneumoniae.

Comparacioén
FitoNPs-Zn Ca vs Extracto Cac

FitoNPs-Zn Me vs Extracto Cac
FitoNPs-Cu Ca vs Extracto Cac
FitoNPs-Cu Me vs Extracto Cac
FitoNPs-Zn Ca vs Extracto Mez
FitoNPs-Zn Me vs Extracto Mez
FitoNPs-Cu Ca vs Extracto Mez
FitoNPs-Cu Me vs Extracto Mez

Dif. de rangos ('

210,000
180,000
120,000
0,000
180,000
150,000
90,000
30,000

3,221
2,761
1,841
0,000
2,761
2,301
1,381
0,460

P<0,05
Si

Si

No

No

Si

No

No

No
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Figura 39. Promedios de diametro de halo inhibitorio en cada tratamiento evaluado para K.

pneumoniae
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Con B. cereus la prueba de Kruskal-Wallis, dio una p=0.173 mayor al alfa
(p=0.05), lo cual indicé que entre los valores de las medias de los tratamientos no
existe diferencia estadistica significativa, por lo cual las fitonanoparticulas de
mezquite y cachanilla, con los controles tienen el mismo efecto inhibitorio, no
pudiéndose establecer él o los tratamientos mas efectivos contra esta bacteria.
Finalmente los promedios de inhibicion mas bajos se encontraron en cuatro de los
tratamientos evaluados, el primero fue el control de extracto acuoso de cachanilla
(7.16 mm), y muy cercanos en promedio de inhibicién, el control de extracto acuoso
de mezquite (7.21 mm) y las fitoNPs-Cu cachanilla (7.26 mm); finalmente las fitoNPs-
Cu de mezquite (7.88 mm), que tuvieron un promedio de halo de inhibiciéon por abajo
de 8 mm; los dos tratamientos mas altos en promedios de halos de inhibiciéon fueron
las fitoNPs-Zn de cachanilla (8.66 mm) y el mas alto se encontr6 con las fitoNPs-Zn

de mezquite (10.02 mm), (figura 40).
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Figura 40. Promedios de diametro de halo inhibitorio en cada tratamiento evaluado para B. cereus.
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X. DISCUSION

10.1 Sintesis y caracterizacion de las fitonanoparticulas.

La sintesis verde de fitonanoparticulas con extractos acuosos de mezquite (Prosopis
juliflora Sw.) y cachanilla (Pluchea sericea Nutt.) como agentes reductores de iones
de cobre y zinc, es positiva, ya que se observa el cambio de coloracién caracteristico
de la sintesis; las fitonanoparticulas de cobre (fitoNPs-Cu) de mezquite y cachanilla
tienen un color verde-azulado y verde palido, respectivamente, concordando con los
resultados en los experimentos realizados con Sargassun vulgare (Gonzalez-
Mendoza et al., 2018) y Yucca schidigera (Ruiz-Romero et al., 2018); en las
fitonanoparticulas de zinc (fitoNPs-Zn) de ambas plantas, se tiene un color blanco
casi traslucido, coincidiendo con los resultados de Saranya et al. (2017), donde las
nanoparticulas con este metal de extracto de Zea mays también son de color blanco
transparente; este cambio de color presente en las nanoparticulas se debe a la

resonancia de plasmones de superficie del cobre y zinc (Honary et al., 2012).

La sintesis de las fitonanoparticulas de cobre y zinc de mezquite y cachanilla
se confirmd por la espectroscopia UV-VIS, donde las fitoNPs-Cu de ambas plantas,
presentan los picos de absorbancia a los 220 nm (mezquite) y 270 nm (cachanilla),
contrastando con los resultados de Cheirmadurai et al. (2014), donde las
nanoparticulas de cobre obtenidas por sintesis verde, muestran una absorcion
maxima a 570 nm, pero al ser calcinadas, la banda del efecto plasmén cambia a 280
nm, debido a la transicidn de electrones de capas interiores a capas mas externas
del cobre, por lo cual las fitoNPs-Cu de mezquite y cachanilla tienen los electrones
en las capas externas; con las fitoNPs-Zn de mezquite se observan tres picos a 200,
270 y 320 nm, y en las de cachanilla un pico a 225 nm, pero con mayor absorbancia
(figura 22 y 23), resultados parecidos a los de Saranya et al. (2017), donde los picos
se observan en las nanoparticulas de zinc a 300 nm y 275-325 nm, y la mayor

concentracion de las sales metalicas influian en la formacion de nanoparticulas.

La morfologia de las fitoNPs-Cu de mezquite y cachanilla es elipsoidal y
esférica respectivamente (figura 24.A'Y 24.B), similar a la forma esférica presente en

las nanoparticulas de cobre en tres especies de Penicillium (Honary et al., 2012), las
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fitoNPs-Zn de ambas plantas tienen forma esférica irregular (mezquite) y de una flor
(cachanilla), sin embargo en el experimento de Gnanasangeetha y Sarala (2013), las
nanoparticulas de ZnO, contrastando con la forma obtenida por las fitoNPs-Zn de
mezquite, lo cual posiblemente se debe a la sal empleada en la solucién de metales,
pues en esta investigacion se utilizo sulfato de zinc (ZnSOa4). En estudios previos de
bioreduccién con plantas, se ha reportado la participacion de grupos fendlicos,
aromaticos y de &acidos carboxilicos, que intervienen en la estabilizacion de las
nanoparticulas (Kah, 2015; Chung et al., 2016); por tanto, la bioreduccion de los
iones de cobre y zinc a fitonanoparticulas, puede deberse a los grupos fenoles,
flavonoides y proteinas de acuerdo al analisis FTIR, sin embargo se requieren
estudios mas detallados acerca de la participacion de los metabolitos de mezquite y
cachanilla en la sintesis de fitonanoparticulas metalicas, revelando el mecanismo
para su formacion. El tamafio de las fitoNPs-Cu es disperso con un promedio de 33.8
nm (mezquite) y de 68.10 nm (cachanilla); en las fitoNPs-Zn se tiene tamarfios de
particulas con un promedio de 51.25 nm a 53.44 nm para las de mezquite y
cachanilla, Saranya et al. (2017) reportan un tamafio de nanoparticulas de cobre y
zinc de 137 nm y 69 nm respectivamente, siendo de tamano menor las
fitonanoparticulas de mezquite y cachanilla, debido posiblemente al tiempo empleado

en la sintesis.

10.2 Evaluacion insecticida de las fitonanoparticulas.

Por otro lado, la resistencia que insectos tienen a plaguicidas, hace necesaria la
busqueda de alternativas para solucionar este problema. Phenacoccus solenopsis es
un claro ejemplo de ello, por lo cual la evaluacion de las propiedades insecticidas de
las fitonanoparticulas contra este insecto, obtuvo que P. solenopsis es mas sensible
conforme al tiempo de exposicion a las fitoNPs-Cu y fitoNPs-Zn de mezquite
(p<0.05). Ademas se comprobd que el mayor porcentaje de células muertas se
encuentra en las fitoNPs-Cu de mezquite (0.13 mg/L), mas baja respecto al grupo
control y las fitoNPs-Cu de cachanilla; por lo cual es posible que otro de los
componentes de las fitonanoparticulas tuvieran efecto en la severidad, pues aunque

el cobre es toxico a altas concentraciones, al mismo tiempo es un elemento esencial
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para animales terrestres, lo cuales tienen la habilidad de adaptarse a la exposicion
alta de este metal (Husak, 2015); el zinc es otro metal esencial para los animales,
pero que a altas concentraciones puede causar dafo histolégico, pues aumenta la
mortalidad en los insectos, que lo absorben por medio de sistema digestivo (Zamzam
y Aziza, 2012), asi como también afecta al metabolismo sobre la actividad de la
enzima Cu-Zn-superoxido-dismutasa, la cual se encarga de oxidar y catalizar a los
radicales libres causantes del estrés oxidativo (Husak, 2015), mientras que el zinc
actua como inhibidor, el cobre aumenta su actividad (Panda y Khan, 2004), lo cual
podria explicar porque al tener menor concentracion de cobre las fitoNPs-Cu de
mezquite provocaron mayor efecto sobre el dafio celular sobre P. solenopsis; y que
el mejor tratamiento para causar mortalidad sobre el insecto sean las fitoNPs-Zn de
mezquite; también el cobre oxida importantes biomoléculas como los lipidos, y junto
a las saponinas como compuestos anfipaticos pueden inducir a la pérdida del
recubrimiento ceroso de P. solenopsis, y el dafio a la cuticula del insecto (figura 35),
la cual puede ser atribuida a la exposicion con las fitonanoparticulas; resultados
similares se han reportado por Yasur y Usha-Rani (2015) y Mao et al. (2018),
quienes demuestran que la viabilidad celular decrece por la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en los insectos expuestos a nanoparticulas de plata (50
a 500 ppm).

La mortalidad de los tratamientos no esta relacionada con el tiempo, pero si
con la severidad, el tratamiento estadisticamente significativo (p<0.05) y con mayor
porcentaje de mortalidad (cuadro 8), se tiene con las fitoNPs-Zn de mezquite, las
cuales poseen un porcentaje de mortalidad de 30% y con la correccion de 18.13%,
debido posiblemente al acumulamiento de zinc, provocando dafo al metabolismo del
insecto por su ingesta, de acuerdo al trabajo de Nursita, Singh y Lees (2005), y
modificando la actividad antioxidante de enzimas capaces de controlar el estrés
oxidativo (Husak, 2015); las saponinas presentes en las hojas de mezquite tienen
propiedades insecticidas (Ibrahim et al., 2013), y son consideradas generalmente
como parte del sistema de defensa de las plantas, contra patdgenos y herbivoros,
pues tienen actividad hemolitica y citotoxica (Bazille et al., 2013); al igual que los
alcaloides presentes en las hojas de P. juliflora como juliprosopina y juliprosina, que
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producen intoxicacion en animales y citotoxicidad, la cual se caracteriza por
alteraciones neuromusculares inducido por mecanismos que un no se comprenden
(Silva et al., 2013); caracteristicas que se confirieren como propiedades insecticidas
a las fitoNPs-Zn de mezquite.

10.3 Evaluacion antimicrobiana de las fitonanoparticulas.

E. coli, K. pneumoniae y B. cereus son bacterias resistentes a antibidticos y
provocan serios problemas de salud, se probaron las fitonanoparticulas de mezquite
y cachanilla de ambos metales, observando que todas las bacterias evaluadas
presentan sensibilidad, teniendo mayor efecto sobre bacterias Gram negativas (E.
coli y K. pneumoniae), comparada con B. cereus, una bacteria Gram positiva en la
cual si bien hay sensibilidad a las fitonanoparticulas, en los controles la inhibicion fue
igual o mas alta; resultados similares se encontraron en un experimento sobre la
actividad antimicrobiana de nanoparticulas obtenidas por extractos de plantas, en
donde tanto las bacterias Gram positivas y Gram negativas son sensibles a estas,
pero afectan mas a las bacterias Gram negativas, posiblemente debido a la
diferencia de las estructuras y composicion de las membranas de las bacterias
(Saranya et al., 2017). Debido a que en las bacterias Gram negativas hay una
membrana externa y una pared celular, donde la membrana externa esta formada
por fosfolipidos, proteinas y enzimas, que crean el potencial de membrana y se
encarga de los mecanismos de transporte; la pared celular se compone de
peptidoglucanos o mureina, la cual proporciona la rigidez a la bacteria y le da su
forma, un espacio periplasmatico que contiene una serie de enzimas hidroliticas,
proteinas de unidén y sistemas de transporte de azucares, y proteinas como las
porinas que forman poros y permiten la difusién de moléculas hidréfilas, y otras que
actuan como barrera ante los antibioticos hidréfobos (Mollinedo y Gonzalez, 2014), lo
cual provocaria que las fitonanoparticulas entraran a través de la membrana externa
por medio de los mecanismos de transporte, y por las porinas entrar al interior
causando dano a la bacteria. Sin embargo, las bacterias Gram positivas tienen una
pared celular gruesa compuesta de peptidoglucano y una membrana citoplasmatica,
ambas estructuras les confieren resistencia a los principios activos, unidas mediante

moléculas de &cido lioteico (Lucana y Huanca, 2014). Por lo cual se observd
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inhibicion de las fitonanoparticulas, y por los alcaloides y saponinas presentes en el
extracto acuoso de mezquite y cachanilla, provocando asi la sensibilidad de B.

cereus a las fitonanoparticulas.

Los tratamientos estadisticamente significativos (p<0.05) y con mejor efecto
antimicrobiano sobre E. coli y K. pneumoniae son las fitoNPs-Zn de mezquite y
cachanilla y las fitoNPs-Cu de mezquite solo en E. coli; la capacidad antimicrobiana
de las fitoNPs-Zn y de las fitoNPs-Cu, se debe a su forma y la funcionalizacion
quimica, existen estudios que indican que los mecanismos de la actividad
antimicrobiana de las fitonanoparticulas se debe a que pueden penetrar a la
membrana bacteriana causada por la disrupcién de la misma (Zhu, Pathakoti y
Hwang, 2019), a los alcaloides y saponinas presentes en el mezquite que son
responsables de su actividad antimicrobiana (Muhammad et al., 2013) y las
propiedades presentes en los iones de cobre y zinc que potencializan agentes
antimicrobianos (Zeelie, 1998). En el caso de las fitoNPs-Zinc, este metal juega un
papel importante inhibiendo a enzimas encargadas de la oxidacion de los radicales
libres que provocan el estrés oxidativo (Husak, 2015); sin embargo, aunque con B.
cereus no se tiene un tratamiento significativo, el promedio mas alto de inhibicién se
obtienen con las fitoNPs-Zn de mezquite; con lo cual parecen ser mas efectivos los
iones de zinc junto a los alcaloides y saponinas de esta planta; que brindan
propiedades antimicrobianas a las fitoNPs-Zn de mezquite permitiendo la inhibicion

de E. coliy K. pneumoniae, y que provocando sensibilidad en B. cereus.
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Xl. CONCLUSION

Prosoplis juliflora Sw (mezquite) y Pluchea sericea Nutt (cachanilla) son plantas con
la capacidad de generar metabolitos secundarios biolégicamente activos susceptibles
de convertirse en fitonanoparticulas (fitoNPs) metalicas que aumentan su potencia y

espectro bioldgico.

Los compuestos contenidos en los extractos acuosos del mezquite y
cachanilla se transformaron en fitonaparticulas estables de cobre y zinc mediante las
técnicas de sintesis verde utilizando disoluciones de CuSOs y ZnSOg4
respectivamente. Las formas, colores y tamanos de las fitoNPs dependen del tipo de
extracto y de la disolucién metalica empleada. En general las fitoNPs de mezquite
son mas pequefias que las de cachanilla en ambos metales (33.8 y 51.25 nm
mezquite con Cu y Zn respectivamente vs 68 y 53.4 nm las de cachanilla). Las
formas elipsoidales y esféricas de las fitoNPs estuvieron asociadas al cobre, mientras

que las formas irregulares fueron generadas con la interaccion del Zn.

En relacion a las actividades biolégicas ensayadas, las fitoNPs-Zn presentaron
mayor efecto insecticida, incluyendo dafio celular y mortalidad sobre Phenacoccus
solenopsis, seguidas de las fitoNPs-Cu de esta planta pero sin mortalidad. Las
fitoNPs-Zn de mezquite y cachanilla inhibieron a las tres bacterias evaluadas
(Bacillus cereus, Esceherichia coli, y Klebsiella pneumoniae), convirtiéndolas en las
particulas antimicrobianas mas potentes del estudio. Estos resultados alientan a
continuar explorando las propiedades biolégicas y quimicas de fitonanoparticulas

botanicas de estas y otras especies nativas.
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Sintesis y actividad Insectickta de nanoparticulas de Cu de Prosopis julifiora (Sw) DC
mm;mmm Tinsley (Hemiptera:

RESUMEN. Pnonscocous soianofeis @3 una especie agresvamenie mvashva e vascra en
planias de algoodn en vars palses. Sa vestizo of electo pesticida ce nanoparticuas e
cobre, shistzadas a partr de extraclo ¢e hoja da Prosqpe julfiors (Sw) OC y Puches sances
(NuzL), conra P sofgnopeis. Las nanoparticulas de Cu (Cu-NPs) colonidas de P ifiors y
P sercoa promodiaron 336 y €810 nm, respectvamanto. La eslabllidad ata para ambas
Cu-NPs estuvo ndcada por o potencial zela o2 -€0.7 MV para P pifiors y -63.8 mV para P2
sercoa. La loocidad o2 i8s Cu-NPs e signficaiva en ambas plantas contra P, soenopsis
después oo 95 horas. Las lasas de morlaldad de P2 soiengpsis fueron de 14 y 20% anle 1a
cxposicion a Cu-NPs o2 P? saricog y P juifiom, respecivamente. Los ansayos en soucion
de cobre mostraron que la mortalizad de P soiengpgs e Insigniicante. Los ensayos de
viablidad para las Cu-NPs de P spacea y P2 pifiors Indicaron recuccitn signficaliva de la
viabilidad celular 02 P? solengpsis o2 30 y 38% respactivamente.

PALABRAS CLAVE. Cochinlla harnosa del aigogdn. Elecio inseclicida. Irseclichia verde.
Nanoparticuas.

ABSTRACT. Fhenscoccus soBMCpSIS IS an aggressvey Mvashe spocies on coon plants
In several countries. Hence, Tie pesticidal effect of copper nancparticies synithesized from
ledl extract of Frosqpis piniors (Sw) DC and Auchos soncea (Null) against P, solangpels
was nvestijated. Tha resuls showed that the Cu-nanoparticies (Cu-NPs) obianed trom P
Jufiora &nd P senices averagod 338 and 68,10 rm, respoctivey. The high stabiity for both
synthatized Cu-NPs was Indicated for thar zeta potentlal (-€9.7 mV fce P2 uifior and -53.8 mv
for 2 sences). Both nanoparicies showed signficant icxiclty 1o P saiengpse after 86 hours.
Morialty raes of P2 solenopeis were 14 and 20% whin exposad lo Cu-NPs extraclod from £
sercos and P2 uifiors, respectyvoly. Tests in copper sclution showed an insignificant mortaity
of P solenopeis. ViabilRy esis lor Cu-NPs rom P sercas and P Juifbe hdcaled a significant

redJcticn of col viabilly by 30 and 36% respectvety.
KEYWORDS. Cozon mealybug. Grean Insecticide. Insecticiie efiect. Nanoparticies.
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