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RESUMEN
Cuando las particulas de un cuerpo tienen el orden del hanémetro o a su vez
de una milésima de micra son llamadas nanoparticulas; las nanoparticulas de
plata tienen un gran interés debido a su efecto biocida, en el campo de la
agricultura existen enfermedades como la antracnosis enfermedad causada por
el hongo Colletotrichum, se la puede ver presente en frutos, hojas y tallos de la
planta hospedera. Ataca a varios cultivos como solanaceas, cereales,
leguminosas, citricos y hortalizas. La finalidad de esta investigacion fue analizar
el efecto biocida de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de soluciones
de papa y nitrato de plata para controlar infecciones causadas por
Colletotrichum spp. Para esto se recolectd frutos de tomate de arbol que
mostraban la presencia de la enfermedad, se aislo, se purificd y se identifico el
hongo Colletotrichum spp, a su vez se sintetiz6 nueve soluciones de
nanoparticulas de plata por medio del método de Sintesis verde, cada una de
ellas con diferente concentracion de papa y de nitrato de plata. Seguido, las
nueve soluciones fueron puestas en cajas Petri junto con PDA mas
cloranfenicol, y a continuacion se sembro el hongo ya identificado; se obtuvo
datos del didametro de crecimiento del hongo de cada una de las cajas Petri a
los 7 dias de incubacion con los datos obtenidos se desarrollo el célculo del
indice antifungico, para el analisis de en la investigacion se aplico un disefio
completamente al azar (DCA) con tres repeticiones y un analisis funcional con
Tukey (Pruebas de separacion de medias) al 5%. Las variables que se
evaluaron fueron Diametro de Crecimiento (mm) del hongo y el indice Anti
fungico (%). La muestra de Colletotrichum spp que tuvo un menor diametro de
crecimiento fue la muestra sembrada en agar PDA + cloranfenicol+ solucion 2.2
(24 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ+ 5 ml de (15g de papa en
100 ml de agua destilada)), la misma muestra tuvo el mayor indice anti fingico.
Esta solucion fue considerada con mayor resistencia de crecimiento fangico.
Por otro lado, las pruebas realizadas con las otras soluciones colocadas en
Agar PDA + Cloranfenicol se las considera soluciones con el menor indice

antifingico y con didmetro de crecimiento del hongo méas grandes.

Palabras claves: antracnosis, efecto biocida, nanoparticulas de plata.



ABSTRACT

When the particles of a body have the order of a nanometer or a thousandth of
a micron, they are called nanoparticles; silver nanoparticles are of great interest
due to their biocidal effect, in the field of agriculture there are diseases such as
the anthracnose disease caused by the fungus Colletotrichum, it can be seen
present in fruits, leaves and stems of the host plant. Attacks several crops such
as Solanaceae, cereals, legumes, citrus fruits and vegetables. The purpose of
this research was to analyze the biocidal effect of silver nanoparticles
synthesized from potato and silver nitrate solutions to control infections caused
by Colletotrichum spp. For this, tree tomato fruits were collected that showed
the presence of the disease, the fungus Colletotrichum spp. Was isolated,
purified and identified. In turn, nine silver nanoparticle solutions were
synthesized using the Green Synthesis method, each one of them with different
concentration of potato and silver nitrate. Then, the nine solutions were placed
in Petri dishes together with PDA plus chloramphenicol, and then the already
identified fungus was seeded; data of the fungal growth diameter of each one of
the Petri dishes was obtained after 7 days of incubation with the data obtained,
the calculation of the antifungal index was developed, for the analysis of the
research a completely randomized design was applied (DCA ) with three
repetitions and a functional analysis with Tukey (Tests of separation of means)
to 5%. The variables that were evaluated were Diameter of Growth (mm) of the
fungus and the Anti-fungal Index (%). The sample of Colletotrichum spp that
had a smaller growth diameter was the sample seeded in PDA agar +
chloramphenicol + solution 2.2 (24 mg of silver nitrate in 50 ml of milliQ water +
5 ml of (15g of potato in 100 ml of distilled water) ), the same sample had the
highest anti fungal index. This solution was considered with greater fungal
growth resistance. On the other hand, the tests carried out with the other
solutions placed on Agar PDA + Chloramphenicol are considered solutions with
the lowest antifungal index and with the largest growth diameter of the fungus.

Keywords: anthracnose, biocidal effect, silver nanoparticles.
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1. INTRODUCCION

Las nanotecnologias son un conjunto de técnicas para manipular materia a
escala molecular. Actualmente la importancia se enfoca en las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de materia que se encuentra entre 1 a 100
nanometros, la palabra “nano” en griego hace referencia a algo
extremadamente pequefio (Foladori, 2016). En los ultimos afios se ha dado
gran importancia a las nanotecnologias debido a sus aplicaciones y ha
permitido desarrollar grandes avances cientificos en varias areas.(Miguel Angel
Aguilar Mendez, 2009).

Uno de los metales que ha llamado la atencién de varios cientificos es la plata,
por su efecto biocida. A lo largo de la historia se conoce que se utilizaba la
plata como medicina, joyeria y para conservar alimentos.(Avalos, Haza, y
Morales, 2013)

Actualmente las nanoparticulas de plata ejercen funciones muy importantes en
varios campos como por ejemplo: en medicina se utilizan para el control de
infecciones y tratamientos de heridas graves, dispositivos anticonceptivos y en
recubrimientos de material quirargico. En la industria alimentaria se utilizan
nanoparticulas de plata para alargar la vida util de frutas y verduras, ademas en
la actualidad existen materiales de contacto directo con el alimento elaborados
con nanoparticulas de plata y este elimina hasta un 90% el crecimiento de
microorganismos dando una nueva alternativa para métodos de
conservacion(Ledezma A., Romero J., Hernandez M., Moggio I., Arias E.,
2014). Tomando en cuenta que en la vida diaria todos los seres humanos
tenemos contacto con nanoparticulas de plata contenidas en aerosoles,
detergentes y cosméticos nos damos cuenta de la importancia que abarca las

nanoparticulas de plata en nuestro diario vivir .(Avalos et al., 2013).

Se conoce que alrededor de un tercio de alimentos destinado para consumo
humano se descomponen por factores quimicos, fisicos o bioldgicos. Los

golpes o cortes en frutas y verduras producen deterioro y si existe proliferacion



de microorganismos se produciran cambios de textura, coloracion, y olor
caracteristico a podredumbre (Gonzalez, Taron, y Pérez, 2017). Colletotrichum
es un hongo que puede atacar a varios cultivos como solanaceas, cereales,
leguminosas, citricos y hortalizas. La enfermedad producida por Colletotrichum
es Antracnosis y se la puede identificar por formacion de hoyuelos negros,
manchas y hundimientos circulares. Normalmente sus esporas son de color
gris 0 rosa. (Santacruz Delgado, 2013). Varios estudios detallan que en
Ecuador la antracnosis ha causado pérdidas hasta del 100% del total de la
produccion en frutas como tomate de arbol, naranijilla y frutilla (Patifio, Hoyos, y
Afanor, 2007)

1.1. ANTECEDENTES
Hablar de nanoparticulas en la actualidad es un tema que capta la atencion
inmediatamente, el estudio y las investigaciones en nanoparticulas se

encuentran en un nivel muy alto de aceptabilidad, interés y atencion.

Existen varios trabajos de investigacion relacionados con la sintesis de

nanoparticulas, entre los que se pueden citar los siguientes.

“Sintesis verde de nanoparticulas de plata mediante el uso del ajo (Allium
sativum)” realizado por Lukas Cardefio y Martha Londofio publicada en el
2014, desarrollan una evaluacion de nanoparticulas de plata sintetizadas con
extracto de ajo por medio de la sintesis verde, utilizan varias soluciones para la
sintesis obteniendo un cambio de coloracién lo cual muestra la posible
existencia de nanoparticulas de plata, en la investigacion se utiliza el
espectrofotometro UV- Visible para conocer la concentracion de las
nanoparticulas de plata en cada una de las soluciones realizadas, teniendo los
mejores resultados en el pico de absorbancia de 400 a 470 nm. En otro trabajo
de investigacion realizado por Miguel Angel Aguilar Méndez en el 2009 titulado
“Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata: Efecto sobre
Colletotrichum gloesporioides” utiliza una sintesis con una solucién acuosa de
gelatina con glucosa junto con una solucién de 0.1M de AgNOs, utiliza

espectroscopia UV-Visible para conocer la absorcion de cada una de las



soluciones estudiadas y para conocer la dimension de las nanoparticulas
utilizé un microscopio electronico, Espectroscopia Raman e Infrarrojo (FTIR),
Aislo Colletotrichum gloesporioides de papaya y realizdé una evaluacion in vitro
de la actividad antifungica, ademas realizo una evaluacion de calidad de frutos
obteniendo resultados positivos en la inhibicion de proliferacion fungica.

1.2 JUSTIFICACION

La antracnosis es un trastorno causado por el hongo Colletotrichum,
Colletotrichum ataca a cultivos como solanaceas, cereales, leguminosas,
citricos y hortalizas siendo el causante de pérdidas del 100% de la cosecha.
(Santacruz Delgado, 2013). Colletotrichum es el hongo que mayor dafio causa
a la produccion fruticola a nivel mundial esto se debe a la fuerza y al porcentaje
de pérdida de producciéon, ademés de su dificil control quimico, que incide
negativamente en el medio ambiente y aumenta costos de produccion. (Pinto

Liliana, Tiaguaro Carla, 2012)

Actualmente el estudio de nanoparticulas tiene un alto interés para la ciencia
debido a que se conoce que las propiedades fisicoquimicas y biologicas de las
nanoparticulas son diferentes a las que se puede obtener de un cuerpo de
tamafio mas grande con la misma conformacion quimica y al conocer que las
nanoparticulas de plata tienen efecto biocida; se desea evaluar este efecto

sobre el hongo Colletotrichum.

El presente estudio aportara informacion crucial desde la sintesis verde de
nanoparticulas de plata, aislamiento, purificacibn e identificacion de
Colletotrichum en tomate de arbol, y la inhibicién de crecimiento del hongo por

las nanoparticulas de plata.

Toda esta informacion permitira realizar varios estudios futuros con
aplicaciones en agroindustria como son recubrimientos de frutas y verduras
buscando que la vida util de las frutas y verduras se alarguen; nano-empaques
alimenticios como método de conservacion y disminucibn de uso de
conservantes en alimentos, buscando como beneficio brindar una nueva opcion

de conservacion de alimentos.



1.3. ALCANCE

El desarrollo del presente trabajo de titulacion abarca desde la sintesis verde
de nanoparticulas que consiste en hacer reaccionar soluciones de nitrato de
plata de distinta concentracidén con extractos de papa buscando la creacion de
nanoparticulas de plata, seguido de un analisis por espectrofotometria de todas
las soluciones obtenidas para verificar la presencia de nanoparticulas de plata.
Se realizaran pruebas con Colletotrichum spp in vitro, para esto es necesario el
aislamiento, purificacion e identificacion del hongo patégeno obtenido de frutos
de tomate de arbol que mostraban la presencia de la enfermedad. Se colocara
las nanoparticulas de plata junto con el medio de cultivo y se realizard una
siembra del hongo patégeno el cual ya fue aislado, purificado e identificado,
buscando evaluar el efecto biocida de las nanoparticulas de plata obteniendo
como resultado el indice antifungico. Esta investigacién servira de base para
nuevos estudios en nanoparticulas en el ambito agroindustrial debido a que se
podré realizar investigaciones de recubrimientos en frutas verduras, fungicidas,

disefio de envases, etc.

1.4. OBJETIVOS
1.4.1. Objetivo General

Analizar el efecto biocida de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de
soluciones de papa y nitrato de plata para controlar infecciones causadas por
Colletotrichum spp.

1.4.2. Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de plata a partir de soluciones de diferente
concentracion de papa y nitrato de plata mediante el método de
reduccion quimica.

e Determinar la presencia de nanoparticulas de plata en las soluciones
utilizando el método de espectrofotometria.

e Evaluar la actividad antifungica in vitro de las nanoparticulas de plata en

Colletotrichum spp.



2. MARCO TEORICO
2.1. Nanoparticulas

Cuando las particulas de un cuerpo tienen el orden del hanémetro o a su vez
de una milésima de micra son llamadas nanoparticulas, “Nano” es un prefijo
que equivalente a “pequeno”. “Nano” se utiliza en el sistema internacional (S.1.)
para hacer referencia al valor de 10 °, la figura 1. Indica la escala
manométrica. Las propiedades fisicoquimicas Yy biolégicas de las
nanoparticulas son diferentes a las que se puede obtener de un cuerpo de
tamafio mas grande con la misma conformacion quimica. En la actualidad
existen técnicas las cuales permiten sintetizar, caracterizar y manipular a este
tipo de particulas. Es posible regular la estructura electrénica de las
nanoparticulas uniéndoles con moléculas diferentes, este enlace que se forma
entre las nanoparticulas y moléculas es importante debido a que va a permitir
gue las nanoparticulas precipiten y ademas para que cada una se mantenga en
unidad.(Grande, 2007)

Escala nanométrica
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| | \ \ \ \
® 1 T ] 1 1 1 ®

Formlga i

Bactéria l’ﬂ Fiode cabelo / ‘3

a%@- VIRUS  NANOPARTICULAS ' '

1-100 nm

D 7 Nanotubos
de carbong

Proteinas Células sanguineas e
Crianca

Figura 1. Escala comparativa de objetos en escala manomeétrica.

Tomado de: (Tahrioui & Hessissen, 2016)



2.2. Nanoparticulas de plata.

La plata es uno de los metales mas utilizados en la historia de la humanidad ya
sea en joyeria, medicina, etc. Se conoce que las civilizaciones griegas
utilizaban plata para mantener el agua con seguridad y como medicina para
curar quemaduras o lastimados, (Avalos, Haza, y Morales, 2013) en si la plata
es una de las nanoparticulas con mayor interés de estudio dentro del campo
de la nanotecnologia, esto se debe principalmente a sus propiedades
antimicrobianas. Hoy en dia las nanoparticulas de plata tienen varias
aplicaciones por su especial efecto biocida, las nanoparticulas se estan
utilizando en medicina en el control de infecciones y tratamientos de heridas
graves, dispositivos anticonceptivos, instrumental quirdrgico, prétesis oseas
estos tres ultimos son recubiertos de nanoparticulas de plata para que no exista
crecimiento microbiano (Avalos et al.,, 2013). Ademas en la industria para
recubrimiento de materiales textiles y finalmente para la industria alimentaria
se utilizan nanoparticulas de plata para alargar la vida util de frutas y verduras,
ademas en la actualidad existen materiales de contacto directo con el alimento
realizado con nanoparticulas de plata y este elimina hasta un 90% el
crecimiento de microorganismos dando una nueva alternativa para métodos de
conservacion.(Ledezma A., Romero J., Herndndez M., Moggio |., Arias E.,
2014). En la vida diaria todos los seres humanos tenemos contacto con
nanoparticulas de plata contenidas en aerosoles, detergentes vy

cosmeéticos.(Avalos et al., 2013)
2.3. Efecto biocida

Existen varias teorias del efecto biocida encontrado en la plata, una de las
teorias mas nombradas sefiala que el enlace que forman los iones de plata con
las moléculas de las paredes celulares de las bacterias, tienen la capacidad de
desplazar elementos como el Ca y el Zn que son necesarios para la
supervivencia de los microorganismos, ocasionando por ende la muerte de la

bacteria. (Echavarria, Robledo, y Bejarano, 2017)



Otra investigacion detalla que es posible que las nanoparticulas de plata
ataquen directamente al ADN de los microorganismos, haciendo que el ADN
pierda su capacidad de réplica y por ende inhibiendo la proliferacion de los

microorganismos. (Pal, Tak, y Song, 2007).

Otra investigacion detalla que las nanoparticulas de plata inhiben las enzimas
de la cadena respiratoria dificultando la formacion de ATP terminando con la

muerte del microorganismo. (Funez, Isabel, Duaso, y Morales Gémez, 2016).

En otra investigacion se reportdé que los iones de plata causan cambios en la
estructura de la membrana celular de los microorganismos dafando
completamente y directamente en las funciones propias de la membrana como
son permeabilidad y respiracion ocasionando la muerte del microorganismo.
(Miguel Angel Aguilar Mendez, 2009)

Se debe tomar en cuenta que caracteristicas como la dimension y la estructura
las nanoparticulas de plata influyen directamente en la capacidad biocida.
Varias investigaciones detallan que entre mas pequefia la nanoparticula mayor
es la superficie de contacto consiguiendo un mayor efecto biocida. También se
recalca que la capacidad biocida depende de la conglomeracion de
nanoparticulas de plata y de la cantidad de microorganismos presentes (Pal et
al., 2007)

2.4. Sintesis de nanoparticulas

Uno de los aspectos mas fundamentales en la sintesis de nanoparticulas ya
sea quimica, fisica o biologica es dar la estabilidad en si de cada una de la
nanoparticulas, buscando que se mantenga en su forma, tamafo y sin perder

su propiedad principal en el tiempo. (Zanella, 2012)
2.4.1 Métodos quimicos

Los meétodos quimicos son los mas empleados para la obtencion de
nanoparticulas de plata, esto se debe al control que existe en el proceso de la
sintesis, este control va a permitir obtener nanoparticulas uniformes es decir

con el mismo tamafio y forma para que tengan una propiedad conjunta



determinada.(Monge, 2014). En los métodos quimicos tenemos el método de
sintesis por reduccion de sales de plata, en este método se ocupan
compuestos como el borohidruro de sodio (NaBH4), hidracina (N2H4),
hipofosfito de sodio (NaPO2H2); compuestos los cuales tienen costos
elevados y se ha demostrado que son toxicos para el medio ambiente.
Utilizando este método es posible que existan trazas de los quimicos utilizados,
con la posibilidad que las caracteristicas y propiedades de las nanoparticulas
de la plata se pierdan (Ledezma A., Romero J., Hernandez M., Moggio I., Arias
E., 2014). Otro método utilizado es la radiolisis, método en el que se utiliza
muestras acuosas, estas muestras deben ser expuestas a rayos gamma de
alta energia, la radidlisis utiliza energias de 103-104 eV (electrén voltio) por un
cierto tiempo buscando obtener como resultado nanoparticulas de metales, la
ventaja principal de este meétodo es la produccion de nanoparticulas

homogénea e inmediata.(Miguel Angel Aguilar Mendez, 2009).

El método de reduccion fotoquimica o también llamada fotolisis es una técnica
la cual utiliza soluciones acuosas las mismas que deben ser expuestas en
radicacion UV  por debajo de 60 eV, en este método se utiliza agua con el
objetivo de que los iones metalicos empiecen a moverse rapidamente
obteniendo la separacion de atomos metalicos y finalmente generando
nanoparticulas coloidales (Miguel Angel Aguilar Mendez, 2009) . Otra técnica
llamada el depdsito en fase vapor, es una técnica realizada en una camara al
vacio utilizando elementos volétiles, trata sobre la descomposicion de estos
elementos, después que todo el elemento volatil se pierda, existirda una fina
capa de nanoparticulas. Otra técnica titulada Sintesis solvotermal utiliza
metales disueltos en un liquido esta mezcla debe estar en un recipiente cerrado
y se calienta con temperaturas mas altas que el punto de ebullicion,
normalmente la técnica se maneja a temperaturas mayores de 100°C y a 1
bar de presion, esta presidn permitira la separacion de las nanoparticulas

metalicas. (Zanella, 2012)



2.4.2. Métodos fisicos

Un método fisico muy aplicado para obtener nanoparticulas de plata es el
método de la evaporacion térmica, técnica en la cual una solucion acuosa es
sometida a calor hasta su completa evaporizacion esta técnica debe ser llevada
a cabo en una camara al vacio la cual condensara al vapor sobre una lamina
con menor temperatura obteniendo la separacion de capas junto con
nanoparticulas metdlicas. Otro método fisico es la molienda donde particulas
de tamafio macro son transformadas a tamafio nanométrico, este meétodo
puede producir cambios estructurales que pueden alterar las propiedades de
nanoparticulas, se debe tomar en cuenta que este es un meétodo costoso
debido a la maquinaria sofisticada que requiere.Otra técnica titulada irradiacion
con microondas da como resultado nanoparticulas con una dispersion de
tamafio muy bajo, esta técnica utiliza campos eléctricos los cuales calientan
solventes polares y en ese momento los componentes moleculares giran y
pierden energia, se pierde energia eléctrica por la resistencia eléctrica que tuvo
el material dando como resultado la separacion de nanoparticulas. Este es un
método rapido y efectivo.(Zanella, 2012)

2.4.3. Método biolégico

Conocido como sintesis verde es un método nuevo para la obtencion de
materiales a escala nanométrica amigable con el medio ambiente, no es téxico,
este método hace el uso de bacterias, levaduras, hongos, plantas o extracto
de plantas, la eficiencia de la sintesis de nanoparticulas ocupando este metodo
puede ser igual o sobrepasar a las técnicas quimicas y fisicas, tiene un costo
menor a comparacion de otras técnicas (Ledezma A., Romero J., Hernandez
M., Moggio |., Arias E., 2014). La técnica de sintesis verde es ecoldgica, como
desventaja principal es el tiempo de reaccion y las escalas de produccion de
nanoparticulas son muy bajas (Miguel Angel Aguilar Mendez, 2009)

2.5 Métodos de identificacion de nanoparticulas

2.5.1 Espectroscopia Uv-vis
Normalmente la espectroscopia se utiliza en nanomateriales ya que ésta

prueba permite conocer si la sintesis de nanoparticulas termind
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satisfactoriamente, el pico de absorcibn de nanoparticulas de plata se
encuentra alrededor de 400 nm y depende de distintas variables como son el
tamafio y forma de las nanoparticulas y aumenta conjuntamente con el tamafo
de las nanoparticulas, se conoce que un pico de absorcion de 400 mn
pertenece a nanoparticulas con un didametro de alrededor de 5nm, un pico de
absorcion de 420 mn pertenece a nanoparticulas con diametros alrededor de
20 nm. (Miguel Angel Aguilar Mendez, 2009)

2.5.2 Microscopia Electronica De Transmision (Met)

Esta técnica permite identificar el tamafio, forma y estructura de las
nanoparticulas, con esta técnica de obtiene dos imagenes llamadas campo
oscuro y campo claro, en el campo claro se muestran los electrones que
propagan a través de la muestra y el oscuro muestra los electrones difractados,
en el equipo de microscopia electronica se puede medir materiales de hasta 0.1
nm. (Miguel Angel Aguilar Mendez, 2009)

2.5.3. Espectroscopia Raman.

La técnica de espectroscopia permite la interaccion de moléculas con un foton
de luz, los desplazamientos de longitud de onda dependen directamente de la
estructura quimica de las moléculas. La intensidad del pico de este método

depende de la polarizabilidad de la molécula.

2.5.4. Espectroscopia de infrarrojo

Esta técnica utiliza la radiacién de 12800 y 10cm ! que son igual a longitudes
de 0.78 a 1000 nm de nanomateriales, se basa en vibraciones de las
moléculas, las posiciones no siempre son las mismas si no que fluctian
continuamente por las vibraciones dadas, en este método se va a detectar

especies quimicas

2.6. Toxicidad de las nanoparticulas de plata
Las nanoparticulas de plata tienen varias aplicaciones ya sea dentro de la
industria alimentaria, medicinal, de produccion industrial, y tomando en cuenta

gue las podemos encontrar en distintos productos en el mercado, estas pueden
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entrar a nuestro cuerpo por varias formas ya sea por exposicion oral,

respiratoria y dérmica. (Avalos et al., 2013)

2.6.1. Via oral

Al momento de hablar del contacto oral ya sea por medio de un alimento
indirectamente estd asociado al tracto gastrointestinal. Tras el consumo de
plata es posible que esta cambie a su forma idnica, esto se debe al pH &cido
del estomago, de igual manera es probable que pase lo mismo con las
nanoparticulas de plata. Varias investigaciones nombran que es probable que
las nanoparticulas o iones de plata pasen del intestino al torrente sanguineo y
puedan causar argiria. (Avalos et al., 2013)

Argiria es una enfermedad causada por la absorcién de productos con grandes
cantidades de plata; se produce cuando la cantidad supera a la capacidad de
excrecion del cuerpo ya se renal o hepatica, la plata se empieza almacenar en
la piel, mucosas oOrganos internos incluido los ojos, medula ésea y sistema
nervioso, la cantidad de plata exacta para generar esta enfermedad aun se
desconoce. (Lencastre y Jodo, 2013)

Ademas se han encontrado residuos de plata en rifiones, pancreas, pulmones,
corazén y cerebro la uUnica eliminacion de plata en nuestro sistema es por

medio de via de excrecion y hepatica (Avalos et al., 2013)

2.6.2. Viarespiratoria

Después la inhalacién de sélidos con nanoparticulas de plata se ha observado
depdsitos dentro de la cavidad nasal, pulmonar y en ganglios. Los depdsitos de
las nanoparticulas de plata tienen respuesta inflamatoria, los depdsitos pueden
ser eliminados por medio del sistema mucociliar, sistema linfatico y la
disolucién de las nanoparticulas de plata en el torrente sanguineo. (Avalos et
al., 2013)

2.6.3. Viadérmica
La toxicidad por via dérmica se da cuando las nanoparticulas de plata fueron
utilizadas en productos textiles, medicamentos para quemaduras, heridas y

maquillaje. En trabajos de investigacion se ha podido observar que el uso
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directo de nanopatrticulas en la piel da como resultado la argiria. (Avalos et al.,
2013)

2.6.4. Toxicidad
Varias investigaciones nombran que la toxicidad de las nanoparticulas esta
directamente alineado a su dimension, solubilidad, forma y aglomeracion de la

misma.

2.6.4.1. Estado de aglomeracion
Las nanoparticulas siempre tienden a aglomerarse, esto influye directamente
en la toxicidad por ser un sistema firme el area de la superficie es mas reducida

y la toxicidad sera menor.(Avalos et al., 2013)

2.6.4.2. Forma

En varios trabajos de investigacion detallan que las nanoparticulas de plata en
forma de triangulo son mas toxicas a diferencia a las que tienen formas
esféricas y alargadas, esto se da porque al ser una figura con mas lados el
area de contacto es mucho mas amplio y su presencia es mas toxica .(Avalos
et al., 2013)

2.6.4.3. Solubilidad
Las nanoparticulas cuando se disuelven pierden su estructura estas ya no son

toxicas para el ser humano. (Avalos et al., 2013)

2.6.4.4. Tamafo
Es una de las propiedades mas importantes en las nanoparticulas por que
influye directamente a la toxicidad, entre mas grande son las nanoparticulas

mas toxicas son para el ser humano (Avalos et al., 2013)

2.7. Descomposiciéon de alimentos por microorganismos
El crecimiento de microorganismos en los alimentos es el resultado de la union
de factores como temperatura del ambiente, actividad de agua (aw) del

alimento y pH del alimento. (Carrillo, Ramirez, y Catilleja, 2009)

Datos muestran que alrededor de un tercio de alimentos destinados a consumo

humano se descomponen y pierden sus caracteristicas organolépticas por
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consecuencia de factores quimicos, fisicos y biolégicos. Los golpes o cortes en
frutas y verduras producen deterioro, si existe proliferacion de microorganismos
existira cambios de textura, coloracién, y olor caracteristico a podredumbre, se
debe tomar en cuenta que varios microorganismos pueden producir toxinas
siendo un peligro para la salud de las personas que consumen alimentos

contaminados. (Gonzélez, Taron, y Pérez, 2017)

2.8. Hongos

El reino de los hongos también llamado reino Fungi es un conjunto de
microorganismos conformado por levaduras y hongos filamentosos conocidos
como mohos. Los mohos son organismos eucariotas multicelulares constituidos
por micelios, los micelios son un conjunto células alineadas llamadas hifas, el
micelio es visible ya sea que se encuentre en la parte externa o interna del
alimento. Para la supervivencia de los hongos es necesaria una sustancia
llamada metabolito primario formada de proteinas carbohidratos y lipidos, los
metabolitos primarios les permiten un rapido crecimiento. Los metabolitos
secundarios no son necesarios para el crecimiento del hongo en si se conforma
por antibiéticos y micotoxinas. La palabra micotixina se deriva de dos palabras
griegas mikes y toxina que significa veneno y hongo. (Jose Migel Soriano,
2007)

2.9. Clasificacion taxonomica Colletotrichum spp.
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: No asignado

Familia: Glomerellaceae

Género: Colletotrichum

2.10. Antracnosis

Se le conoce como antracnosis a la enfermedad causada por el
hongo Colletotrichum, antracnosis en griego significa “carbon”. Esta
enfermedad se la puede ver presente en frutos, hojas y tallo de la planta

hospedera mostrandose con lesiones negras, hundimientos, y esporas. Ataca a
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varios cultivos como solanaceas, cereales, leguminosas, citricos y hortalizas,
La antracnosis es un serio problema para todo cultivo en post cosecha debido a

las pérdidas que ocasiona.(Santacruz Delgado, 2013)

Figura 2. Frutos de tomate de arbol Solanum betaceae con signos de
antracnosis.

Tomado de: (Ernesto Delgado Fernandez, 2010)

2.11. Sintomatologia

Normalmente al inicio la enfermedad se presenta con manchas y hundimientos
en forma circular, al pasar del tiempo se empiezan ablandar, normalmente las
manchas tienen un didmetro de 2 a 3 cm, en el centro de hundimiento se
empieza a endurecer y toma un color negro, esta capa dura empieza a crecer
hasta que ataca al fruto llevandolo a la pudricibn. En ocasiones este
crecimiento puede ser acelerado debido al acompafiamiento de otros
microorganismos, dependiendo las condiciones del fruto pueden aparecer
esporas de color gris o color rosa, este hongo se encuentra invernando en
plantas afectadas, en semillas. Las temperaturas altas y la humedad favorecen

al desarrollo proliferacion y multiplicacion del hongo. (Santacruz Delgado, 2013)
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Figura 3. Estructuras morfologicas del género Aspergillus.
Tomado de: (Abarca, 2000)

2.12. Diseminacion

Sus conidios se liberan y solo se extienden si los acérvulos estan humedos,
normalmente son esparcidos por lluvias 0 gotas de agua también pueden ser
transportados por el viento, insectos, animales, herramientas. Normalmente la
infeccién ocurre durante dias con humedad relativa aproximada de (80%) y

caluroso.(Santacruz Delgado, 2013)

Figura 4. Conidias hongo Colletotrichum spp.

Tomado de: (Santacruz Delgado, 2013)
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2.13. Identificacion de las especies Colletotrichum spp.

La identificacién y caracterizaciéon en microbiologia siempre se lo ha realizado
por medio de caracteristicas morfolégicas como tamafio, forma de conidias,
caracteristicas del cultivo microbiolégico como color de colonia, desarrollo,
forma, textura, condiciones ambientales. En la actualidad la técnica precisa
para identificar las especies son las herramientas de diagndstico molecular en
donde la identificaciobn es especifica, esta técnica ha facilitado el manejo y

control de enfermedades. (Santacruz Delgado, 2013)

2.13.1. Colletotrichum acutatum

Ataca a plantas dicotiledoneas y gimnospermas, sus sintomas normalmente se
les encuentra en las flores, hojas, peciolos y raices; Colletotrichum acutatum se
reporta como el hongo patdogeno mas fuerte comparandolo con las otras
especies. Sus conidias se caracterizan por tener un lado puntiagudo son
conocidas como fusiformes. Al principio las colonias son blancas pasado el
tiempo toman un color rojo o anaranjado. El crecimiento de Colletotrichum
acutatum es mas lento comparandolo con otras especies (Santacruz Delgado,
2013)

2.13.2. Colletotrichum capsici

Sus conidias tienen paredes lisas, son uniceldadas, tiene extremos estrechos y
punteados, en el medio de cultivo Colletotrichum capsici al principio son de
color blanco y después de cierto tiempo cambian a color verde con gris, este
hongo puede alcanzar a medir de 88mm de didmetro. (Santacruz Delgado,
2013)

2.13.3. Colletotrichum gloesporiodes

Tiene conidias unicelulares con un extremo redondo y otro en forma de punta,
tiene setas de color negro los conidiéforos son pequefios y rectos. (Santacruz
Delgado, 2013)

2.13.4. Colletotrichum coccodes
El micelio tiene color blanco, sus conidias son fusiformes, rectas, se le asocia

mas con la antracnosis de hojas y semillas. (Santacruz Delgado, 2013)
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2.14. Protocolo para aislamiento de Colletotrichum

2.14.1. Recoleccion de material vegetal
Se debe recolectar frutos con sintomas de la enfermedad provocada por el
hongo Colletotrichum, se puede realizar una observacion minuciosa del

crecimiento del hongo.(Alvarez, Ospina, Mejia, y Llano, 2007)

2.14.2. Aislamiento y purificacion

Para el aislamiento se debe realizar cortes de los frutos recolectados, se
recomienda utilizar tejido sano con tejido enfermo, se procede a lavar los cortes
con agua corriente y se debe lavar ya sea con hipoclorito de sodio o con
alcohol, y se realiza la siembra directa en el medio de cultivo, pasado de 7 a
10 dias se realiza la purificacion es decir se toma muestras del hongo crecido y
se vuelve a sembrar en nuevas cajas Petri, colocando las esporas hacia el

medio del cultivo. (Alvarez et al., 2007)

2.14.3. Identificacion

Para la identificacion del hongo es necesario realizar una observacion de las
estructuras del hongo en el microscopio ya que cada microorganismo tiene
diferente estructura ya sea en forma y color, caracteristicas las cuales nos van
a permitir identificar, sin embargo para una identificacion mas acertada se debe

utilizar marcadores moleculares (Alvarez et al., 2007)

2.15. Cultivo de tomate de arbol

El tomate de &rbol es uno de los principales frutos andinos cultivado en su
mayoria en Colombia y en Ecuador, normalmente el tomate de arbol se lo
consume en fresco. (Jaramillo, Gutierrez, Cotes, Gonales, y Marin, 2011) En el
Ecuador la produccion de esta fruta esta dada por pequefios y medianos
productores ubicados en la cordillera, existen varios limitantes en la region
como son la calidad del fruto, insectos y enfermedades. (Arroyo et al., 2016).
La produccion del tomate de arbol en el Ecuador tiene perdidas en grandes
cantidades esto se debe a la enfermedad antracnosis, las pérdidas se dan por
la disminucion de la calidad en del fruto y por el bajo control de la enfermedad.

El hongo patégeno habita en la semilla y siendo la semilla la fuente de
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obtencion de una nueva plantula esta crece con el patégeno y afectara a los
frutos futuros. (Pinto Liliana, Tiaguaro Carla, 2012). En varios estudios se ha
encontrado que en Colombia como en Ecuador la antracnosis ha causado
pérdidas hasta del 100% de la produccion, el manejo quimico para la
enfermedad no es suficiente para poder controlar al hongo ademas de sus altos
costos no es favorable para el medio ambiente. El uso de fungicidas esta
provocado tolerancia del hongo patégeno (Patifio, Hoyos, y Afanor, 2007). El
hongo patdgeno puede atacar al fruto en cualquier estado fenologico, los frutos
mostraran lesiones que con el paso del tiempo se van a tornar de color negro y
en la mitad del dafio ocasionado se formara un polvo de color rosado que sera
las esporas de hongo y después de un tiempo el fruto se secara hasta quedar

momificado. (Arroyo et al., 2016).

3 MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS
3.1. Materiales

3.1.1 Materiales de Laboratorio
¢ Vasos de precipitacion
e Pipetas 10ml
e Probeta 100ml
e Probeta 50ml
e Bureta de 25ml|
e Tubos de ensayo
e Papel aluminio
e Tabla de madera
e Cuchillo
e Matraz erlenmeyer
e Soporte universal
e Embudo buchner
e Varilla de vidrio para agitar
e Matraz aforado de 50ml

e Malla plastica extruida 1cm x 1cm
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e Espatula metalica estéril

e Micro pipeta

e Frascos estériles

e Pinzas

e Bisturi

e Cajas Petri

e Sacabocados de laboratorio

e Aguja de diseccion

3.1.2. Equipos
e Balanza
e Balanza Analitica
¢ Plancha calentadora con agitador magnético
e Incubadora
e Licuadora
e Bomba al vacio
e Lamina de flujo laminar
e Lampara de alcohol
e Microscopio
e Espectrometro GENESYS 10S UV-Vis
e Micropipeta

e Calibrador

3.1.3. Materia prima
e Tomate de Arbol con sintomas de antracnosis
e Papa (Solanum tuberosum) de la variedad Super Chola
¢ Nitrato de Plata 99.5%
e Agar SDA (Sabouraud Dextrosa Agar)+ cloranfenicol
e Agua destilada
¢ Hipoclorito de sodio 5%
e Alcohol 99%

e Silicagel
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e Papel filtro
3.2. METODOS

3.2.1. Ubicacion del experimento

El trabajo de titulacién se desarroll6 en la Universidad de las Américas sede
Queri direccidn José Queri y Av. de los Granados canton Quito, Pichincha y en
el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIAP) sede Tumbaco
direccidn Av. Interocianica km 15 y Eloy Alfaro, canton Quito, Pichincha.

En la Universidad de las Américas se desarroll6 la sintesis de nanoparticulas
de plata, la determinacion de la presencia de nanoparticulas en las diferentes
soluciones. En el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIAP) sede
Tumbaco se desarroll6 el aislamiento, purificacion e identificacion del hongo
patdgeno en estudio ademas se desarroll6 la evaluacion de la actividad

antifungica de las nanoparticulas de plata.

3.2.2. Estadistica
En el presente estudio se utilizé un Disefio Completamente al Azar en arreglo

factorial 3x3 con tres repeticiones.

La unidad experimental esta conformada por una caja Petri con el hongo
Colletotrichum spp debidamente aislado, purificado e identificado, colocado en
Agar PDA+ clorafenicol junto con nanoparticulas de plata. El factor uno es la
concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de agua milli Q y el factor dos
es la contraccion de papa (gramos) en 100 ml de agua destilada teniendo 9
tratamientos de soluciones de nanoparticulas de plata en diferente

concentracion, descritos en la tablal.
F1: Concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de agua milli Q

F2: Concentracion de papa (g) en 100 ml de agua destilada
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Descripcion de tratamientos
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TRAT

DESCRIPCION

FACTOR
1

FACTOR
2

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +8 ml de (30g de papa en 100 ml de

agua destilada)

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) + 5 ml de (15g de papa en 100 ml de

agua destilada)

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +5 ml de (7.5g de papa en 100 ml de

agua destilada)

8.5

30

15

7.5

(24 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +8 ml de (30g de papa en 100 ml de

agua destilada)

(24 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +5 ml de (159 de papa en 100 ml de

agua destilada

(24 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +5 ml de (7.5g de papa en 100 ml de

agua destilada)

24

30

15

7.5

(85 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +8 ml de (30g de papa en 100 ml de

agua destilada)

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +5 ml de (15g de papa en 100 ml de

agua destilada)

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua
milliQ) +5 ml de (7.5g de papa en 100 ml de

agua destilada)

85

30

15

7.5
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Esquema de un Disefio Completamente al Azar (DCA) en arreglo factorial
3x3

Tabla 2
Esquema del analisis de varianza de las variables del presente estudio

Fuentes de Variacion Grados de Libertad

Total 26
F1 2
F2

F1XF2 4
Error Experimental 18

Hipotesis

Ho: La concentracion de nitrato de plata influye en el crecimiento del hongo.
Ha: La concentracion de nitrato de plata no influye en el crecimiento del hongo.
Ho: La concentracion de papa influye en el crecimiento del hongo.

Ha: la concentracion de papa influye en el crecimiento del hongo.

Analisis Funcional

Si los resultados tienen diferencias estadisticas entre factores y/o tratamientos
para las diferentes variables evaluadas, se realizara la prueba de separacion
de medias de Tukey al (5%).

3.2.3. Variables
3.2.3.1. Diametro de Crecimiento (mm)

Se tomaron datos del diametro del hongo de cada tratamiento a los 7 dias de

incubacion, se realiz6é la medicién con un calibrador.
3.2.3.2. Indice Anti fungico (%)

Con los datos recolectados del diametro del hongo de cada tratamiento, se
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calculo el indice antifungico (IA) con la formula que se detalla a continuacion

1A= (1 - %) x 100 (Ecuacion 1)

2

Doénde:

D1: medida del didmetro del micelio de los tratamientos con nanoparticulas
D2: medida del didmetro del micelio en el control.

3.3.3. Manejo del experimento

3.3.3.1. Preparacion extracto de papa

Se preparo tres soluciones de papa (Solanum tuberosum) de la variedad Super
Chola, con madurez fisiolégica sobre madurez, se lavd la papa con agua
destilada para eliminar la presencia de particulas extrafias a la papa, se
procedié a cortar y licuar con agua destilada segun el procedimiento resumido

en la siguiente tabla.

Tabla 3

Preparacion de extractos (gramos de papa varidad Super Chola) / Mililitros de

agua destilada)

Gramos papa (Solanum Mililitros de agua
Extracto ) )
tuberosum) variedad Super Chola destilada
1 30 100
2 15 100
3 7.5 100

Cada uno de los extractos fueron hervidos por cinco minutos y a continuacion
filtrados al vacio y almacenados en frascos de vidrio. (Calle y Londofio, 2014).
Para filtrar cada uno de los extractos se utiliz6 una bomba de vacio marca
GAST modelo DOA-P704-AA Hz. 60. En el embudo buchner se coloco el papel
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filtro junto con 20 laminas de la malla plastica extruida de 1cm x 1 cm seguido

de 10g de silicagel para que el filtrado sea optimo.

3.3.3.2. Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de nano particulas se prepard nueve soluciones de nitrato de
plata (AgNO3) en diferentes concentraciones, cada una disuelta en 50ml de
agua milliQ a una temperatura que oscila entre 50°C a 60°C y constante
agitacion. Los extractos de papa anteriormente preparados fueron agregados
gota a gota a las diferentes soluciones de nitrato de plata controlando
temperatura y agitaciéon durante una hora, como se indica a continuacion en la

tabla numero 4

Tabla 4

Detalles de soluciones

TRATAMIENTO DETALLES

1 (8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) +8 ml de
(30g de papa en 100 ml de agua destilada)

5 (8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) + 5 ml de
(159 de papa en 100 ml de agua destilada)

3 (8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) + 5 ml de
(7.5g de papa en 100 ml de agua destilada)

4 (24 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) +8 ml de
(30g de papa en 100 ml de agua destilada)

c (24 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) +5 ml de
(159 de papa en 100 ml de agua destilada

5 (24 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) + 5 ml de
(7.59g de papa en 100 ml de agua destilada)

7 ( 85 mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) + 8 ml de
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(30g de papa en 100 ml de agua destilada)

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) + 5 ml de
(159 de papa en 100 ml de agua destilada)

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) + 5 ml de
(7.59g de papa en 100 ml de agua destilada)

Las soluciones tuvieron que reposar durante una hora a temperatura ambiente
y fueron recubiertas con papel aluminio y almacenadas a 5°C.

La sintesis de nanoparticulas se verifica con el cambio de color de la solucion
(Calle y Londofio, 2014).

3.3.3.3. Evaluacion de la presencia de nanoparticulas de plata en las
diferentes soluciones

Para la evaluacién de la existencia de nanoparticulas de plata en las diferentes
soluciones se escogid una solucibn ya preparada y se llevo al
espectrofotometro, se ingreso en el equipo la muestra junto con el blanco (agua
destilada) se calibro el equipo en un rango de 400 a 800 nm de longitud de
onda y se corri6 el analisis, lo que permitio determinar la presencia de
nanoparticulas en una longitud de onda especifica (425nm).

Se midié la absorbancia de las nueve soluciones preparadas ocupando la
mitologia dada por Alberto Iglesias Cerveto y Octavio Calzadilla Amaya (2007),
se midi6 la absorbancia en una longitud de onda de 425nm; en primer lugar se
midi6 la absorbancia con agua destilada seguido de la medicion de cada una
de las 9 soluciones descritas anteriormente, la solucidon decima es la muestra
testigo la cual ser4 agua destilada; Se tomaron datos con 3 repeticiones.

Se realiz6 una curva de calibracion con plata, con los datos obtenidos de
absorbancia se llegé a conocer la concentracién de plata de cada una de las

soluciones anteriormente preparadas.
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3.3.3.4. Recoleccion del material vegetal
El acopio del material vegetal (tomate de arbol) se realizé en la “Granja
experimental UDLA” en donde se cosecho tomates de arbol con sintomas de la

enfermedad antracnosis.

Figura 5. Material vegetal obtenido en la Granja Experimental UDLA

3.3.3.5. Aislamiento

Se lavaron los tomates de arbol con agua corriente durante un minuto, a
continuacion, se realizaron cortes en el fruto de la zona contaminada junto con
la zona libre del hongo, estos fragmentos fueron cortados en pedazos mas

pequefios.

Todos los cortes fueron colocados en un vaso de precipitacion y se lavaron con
agua destilada, seguido se sumergieron en hipoclorito de sodio al 5% por 40

segundos y a continuacion se realizo tres enjuagues con agua destilada.

En la camara de flujo laminar, se sembraron los cortes sumergiendolos al agar

SDA+ cloranfenicol, formando una “X” con los cortes, como se muestra en la
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figura 6. Todo este procedimiento se lo realizé6 con material estéril, en una
camara de flujo laminar y en condiciones asépticas. La cajas Petri fueron

incubadas por 6 dias a 25°C.

Figura 6. Siembra de cortes contaminados en Agar SDA+cloranfenicol

3.3.3.6. Purificacion

Después del aislamiento se debe escoger la muestra con la cual se va a
realizar la purificacion, caracteristicas como el tamafio y posible contaminacion
nos permiten escoger la mejor muestra. Seguido se realiz6 cortes con un
sacabocados de laboratorio de 5mm y se sembré en otra caja Petri con Agar
PDA +cloranfenicol sembrandolo en la mitad de la caja, se sembr6 el micelio
con vista hacia el agar. Todo este procedimiento se lo realiz6 con material
estéril, en una camara de flujo laminar y en condiciones asépticas. Las

muestras se vuelven a encubar por alrededor de 15 dias a 25°C.

3.3.3.7. Identificacion
La identificacion se realizé con caracteres morfolégicos como la dimensién,
estructura, forma de conidias y color. Para realizar la identificacion se saco a

una caja Petri de la incubadora al aire libre por 6 horas con el objetivo de que
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comience a esporular, con la ayuda de un una cinta de embalaje se tomaron

muestras de esporas del hongo patégeno y se observo en el microscopio.

El aislamiento, purificacion e identificacion se realizé en el Instituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria (INIAP) sede Tumbaco.

3.3.3.8. Evaluacién de la actividad antifungica

Las soluciones de nanoparticulas obtenidas anteriormente fueron colocadas en
el Agar PDA+ cloranfenicol, Este procedimiento se lo realiz6 en los laboratorios
de quimica y de microbiologia de la Universidad de las Américas sede Queri
donde las cajas Petri vacias fueron colocadas en la camara de flujo laminar en
un orden especifico y con la ayuda de una micro pipeta se fueron colocando
600 pL (microlitros) de cada una de las soluciones de nanoparticulas en las
diferentes cajas petri, seguido se colocé el agar PDA+cloranfenicol, obteniendo
3 muestras de cada una de las 9 soluciones y 3 muestras de control las cuales

solo contenian PDA+cloranfenicol; obteniendo como resultado 30 cajas petri.

Las 30 cajas Petri fueron llevadas al Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIAP) sede Tumbaco, en donde se escogi6é una de las muestra
del hongo ya identificado y se realizaron cortes con un sacabocados de 5mm
seguido se sembrd el corte del hongo en el medio de cada una de las cajas
petri con nanoparticulas y en las cajas petri de control, el micelio del hongo fue
sembrado con vista hacia el agar. Todo este procedimiento se lo realizé con
material estéril, en una camara de flujo laminar y en condiciones asépticas.
Las placas fueron incubadas a 25°C, después de 7 dias de incubacion se
realizaron las mediciones del diametro para poder medir el indice antifungico

(IA) utilizando la férmula que se encuentra a continuacion.
(12

1A= (1-22) x 100

Dénde:

D1: medida del diametro del micelio de los tratamientos con nanoparticulas

D2: medida del diametro del micelio en el control.
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Es importante conocer que el diametro de crecimiento es inversamente
proporcional al indice antifingico, entre menor medida del diametro mayor
indice antifungico.

4. RESULTADOS

4.1. Sintesis de nanoparticulas de plata

Las soluciones antes del proceso de la sintesis eran incoloras, al momento de
sintetizar las nanoparticulas de plata se pudo evidenciar en todas las
soluciones un cambio de color, los colores varian segun la solucion. Las
tonalidades varian desde el color blanco grishceo acuoso hasta llegar al
dorado. En la siguiente imagen (figura 7) se muestran tres soluciones con sus
coloraciones, la solucion 1.1 la cual contiene (8.5mg de nitrato de plata en 50
ml de agua milliQ) + 8 ml de (30gr de papa en 100 ml de agua destilada). La
solucion 2.1 la cual contiene (24 mg de nitrato de plata+ 50 ml de agua milliQ) +
8 ml de (30gr de papa en 100 ml de agua destilada) y la solucién 3.1 (85mg de
nitrato de plata en 50 ml de agua milliQ) + 8 ml de (30gr de papa en 100 ml de

agua destilada)

Figura 7.Sintesis de nanoparticulas de plata, solucién 1.1 ,2.1 ,3.



30

Tabla 5

Detalles de color de las soluciones

SOLUCION CONCENTRACION COLOR

(8.5mg de nitrato de plata en 50 ml
1.2 de agua milliQ) +8 ml de (30g de Blanco grisaceo acuoso

papa en 100 ml de agua destilada)

(24 mg de nitrato de plata en 50 ml
2.1 de agua milliQ) +8 ml de (30g de Blanco Grisaceo

papa en 100 ml de agua destilada)

( 85 mg de nitrato de plata en 50 ml
3.1 de agua milliQ) + 8 ml de (30g de Dorado

papa en 100 ml de agua destilada)

4.2. Evaluacién de la presencia de nanoparticulas de plata en las
diferentes soluciones

Las muestras fueron filtradas antes de realizar la lectura de absorbancia en el

espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis. Una de las muestras fue llevada al

espectrofotometro para un analisis de absorbancia en un rango desde 400

hasta 800nm, La maxima absorbancia UV-visible se encontré en el rango de

onda de 420 a 430 nm

Tabla 6
Tabulacion de maxima absorbancia UV- visible

L. de Onda Abs
405 0.012
410 0.013




415 0.014
420 0.015
425 0.015
430 0.015
435 0.014
440 0.013
445 0.012
Longitud de onda
400 410 420 430 440 450
0,016
0,015
80,014
S —o—Abs
5,
£ 0,013
(@]
[%2]
< 0,012
0,011
0,01

Figura 8. Gréfica de absorbancia vs Longitud de onda
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Se realiz6 la medicién de absorbancia de las 9 soluciones con una longitud de

onda constante de 425 nm, onda la cual fue selecciona por ser el promedio de

los puntos con mayor absorbancia, se realizaron tres repeticiones de todas las

soluciones incluida la muestra blanco (agua destilada) los resultados se

muestran descritos en la tabla 6, la solucién 1.1. ,1.2 y 2.2 muestran la mayor

absorbancia dentro de las nueve soluciones.

Tabla 7

Datos obtenidos en la medicion de absorbancia en el rango de onda de 425nm

Solucioén

Absorbancia
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Repeticion 1  Repeticion 2 Repeticion 3

(Abs) (Abs) (Abs)
1.1 0.271 0.272 0.289
1.2 0.204 0.208 0.212
1.3 0.096 0.100 0.110
2.1 0.050 0.043 0.047
2.2 0.198 0.203 0.202
2.3 0.055 0.053 0.055
3.1 0.040 0.040 0.043
3.2 0.011 0.011 0.014
3.3 0.010 0.020 0.038
Blanco  0.000 0.000 0.000

Posteriormente se realiz6 una curva de calibracion de plata (Tabla 8), el
resultado se puede observar en la grafica 2, con la ecuacién obtenida (y=
0.00252x + 0.0021) se pudo calcular la concentracion de plata de cada una de
las soluciones, para esto en primer lugar se calculé el promedio de las tres

repeticiones de absorbancia y se procedio a realizar el calculo.
Tabla 8

Datos obtenidos en la curva de calibracién de plata

Ag(mg / ml) Abs
0 0.003
5 0.127
10 0.251
15 0.39
20 0.498
25 0.625

30 0.763
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0,9

0,8 y=0,0252x + 0,0021
0.7 R2=0,9994
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Figura 9. Gréfica de calibracion de plata

Tabla 9

Concentracion de plata en cada una de las soluciones

SoL. Rep 1 Rep 2 Rep 3 PROMEDIO CONCENTRACION
(Abs) (Abs) (Abs) (Abs) (mg/ml)
1.1 0.271 0.272 0.289 0.277 0.0091
1.2 0.204 0.208 0.212 0.208 0.0073
1.3 0.096 0.1 0.11 0.102 0.0047
2.1 0.05 0.043 0.047 0.047 0.0033
2.2 0.198 0.203 0.202 0.201 0.0072
2.3 0.055 0.053 0.055 0.054 0.0035
3.1 0.04 0.04 0.043 0.041 0.0031
3.2 0.011 0.011 0.014 0.012 0.0024
3.3 0.01 0.02 0.038 0.023 0.0027

4.3. Identificacién del hongo
La identificacién se realizé con caracteres morfolégicos como tamafio, forma y

color. Para realizar la identificacion se sac6 a una caja Petri de la incubadora al
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aire libre por 6 horas con el objetivo de que comience a esporular, con la ayuda
de un una cinta de embalaje se tomaron muestras de esporas del hongo
patdgeno y se observé en el microscopio.; obteniendo como resultado la figura

8 la cual muestra el hongo Colletotrichum spp.
Tabla 10

Caracteristicas de identificacion

CONIDIAS Fusiformes
COLOR Rojo
FORMA DE CRECIMIENTO Anillos

Figura 10. Imagen visualizada a través del microscopio



Figura 11. Hongo medio AGAR PDA + cloranfenicol

4.4. Evaluacion de la actividad antifungica
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Después de 7 dias de incubacién de la siembra del hongo en las 30 cajas Petri

de las cuales 27 pertenecian a los 9 tratamientos cada uno con 3 repeticiones

las cuales estaban conformadas por AGAR PDA+ Cloranfenicol+ las distintas

soluciones ademas de las 3 cajas control que solo contenian agar PDA+

cloranfenicol, se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 11

Didmetro (mm) del hongo de las 9 soluciones, testigos y sus repeticiones

Rep Rep Rep

TRAT 1 2 ‘3
1 35.79 35.00 36.23

2 32.37 33.20 33.83

3 30.00 28.16 27.03

4 26.38 30.35 27.66



o N o o

9

Blanco

25.54
28.13
35.95
36.93
38.55
40.24

29.37
31.14
35.58
38.34
38.95
42.90

26.36
26.22
35.90
39.38
38.75
40.73
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En la tabla 9 se puede observar los resultados obtenidos de la medicion del

diametro (mm) del micelio del hongo de cada uno de los tratamientos y las

cajas control con sus respectivas repeticiones, las mediciones se realizaron con

un calibrador electrénico.

La medicidon de diametro de crecimiento menor se dio en el tratamiento 5 que

contenia Agar PDA+ cloranfenicol junto con la solucion 2.2. (24 mg de nitrato

de plata + 50 ml de agua milliQ) +5 ml de (15g de papa en 100 ml de agua

destilada).

Figura 12. Efecto de la adicion de nanoparticulas de plata en el crecimiento

miceliar. A: muestra control (42.90 mm) , B: muestra tratamiento 5 (25.54mm).
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En la tabla 9 y figura 10. Se puede observar que la adicion de nanoparticulas
de plata en las muestras disminuyo la velocidad de crecimiento comparandolo

con el control.

Las mediciones del diametro son necesarias para calcular el indice antifingico
(IA) para cada una delas soluciones, comparandolos con los respectivos

controles y aplicando la siguiente formula.

1A= (1-22) x 100

Donde:

D1: medida del diametro del micelio de los tratamientos con nanoparticulas
D2: medida del didmetro del micelio en el control.

Tabla 12

indice antifiingico (%) de las 9 soluciones y sus repeticiones

Rep Rep Rep

TRATAMIENTO 1 2 3
1 11.06 18.41 11.05

2 19.56 22.61 16.94

3 25.45 34.36 33.64

4 34.44 29.25 32.09

5 36.53 31.54 35.28

6 30.09 27.41 35.62

7 10.66 17.06 11.86

8 8.23 10.63 3.31

9 4.20 9.21 4.86
Blanco 0.00 0.00 0.00

En la tabla 10 se puede observar que el indice antifungico (IA) en los
tratamientos 3, 4, 5 y 6 tiene un porcentaje antifungico aproximadamente del

30%. Teniendo el mayor indice antifungico el tratamiento 5.
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4.5. Disefio experimental
En el presente estudio se utilizé un Disefio Completamente al Azar en arreglo

factorial 3x3 con tres repeticiones.

La unidad experimental estd conformada por una caja Petri con el hongo
Colletotrichum spp debidamente aislado, purificado e identificado, colocado en
Agar PDA+ cloranfenicol junto con nanoparticulas de plata. El factor uno es la
concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milli Q y el factor dos es
la contracciébn de papa (gr) en 100 ml de agua destilada teniendo 9
tratamientos de  soluciones de nanoparticulas de plata en diferente

concentracion, descritos en la tablal.

En la tabla 11 su muestra las 3 repeticiones realizadas, los factores los cuales
son F1: Concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milli Q F2:
Concentracion de papa (gr) en 100 ml de agua destilada y los resultados
obtenidos del indice Antifungico (%) y del diametro de crecimiento del hongo

Colletotrichum (mm)
Tabla 13
Tabla del disefio experimental

Didmetro de crecimiento

RE F1 Indice antifungico (%)
(mm)
1 1 1 35.79 11.06
1 1 2 32.37 19.56
1 1 3 30.00 25.45
1 2 1 26.38 34.44
1 2 2 25.54 36.53
1 2 3 28.13 30.09
2 2 2 29.37 31.54
2 2 3 31.14 27.41
2 3 1 35.58 17.06
2 3 2 38.34 10.63
2 3 3 38.95 9.21
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3 1 1 36.23 11.05
3 1 2 33.83 16.94
3 1 3 27.03 33.64
3 2 1 27.66 32.09
3 2 2 26.36 35.28
3 2 3 26.22 35.62
3 3 1 35.90 11.86
3 3 2 39.38 3.31
3 3 3 38.75 4.86

4.5.1. Didmetro de crecimiento del hongo Colletotrichum

En la tabla 12 se muestra el Cuadro de Andlisis de la Varianza del diametro de
crecimiento del hongo Colletotrichum, en donde se puede observar que el
Factor 1 (Concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milliQ) tiene
diferencia estadistica e influye directamente en el resultado del diametro de
crecimiento del hongo Colletotrichum. En tanto al Factor 2 (Contraccion de
papa (gr) en 100 ml de agua destilada) no hay diferencia estadistica entonces
no influye en el resultado del diametro de crecimiento, finalmente la interaccion
entre los dos factores F1XF2 tiene diferencia estadistica he influye

directamente en el diametro de crecimiento.
Tabla 14

Cuadro de Andlisis de la Varianza Diametro de crecimiento del hongo

Colletotrichum (mm)

FT P-valor
FdeV GL SC CM FC
5%
TOTAL 26 560.9
F1 2 422 .97 211.48 99.71 ** <0.0001
F2 2 8.32 4.16 1.96 Ns 0.1696
F1XF2 4 91.43 22.86 10.78 *x 0.0001
EE 18 38.18 2.12
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En la tabla 13 se observa las pruebas de TUKEY del Diametro de crecimiento
del hongo Colletotrichum del Factor 1(Concentracion de nitrato de plata (mg) en
50ml de gua milliQ) factor en el cual hubo diferencia estadistica e influye
directamente en el resultado del didmetro de crecimiento del hongo
Colletotrichum, se muestran las medias y la desviacién estandar de cada una
de las tres concentraciones de nitrato de plata las letras muestran la diferencia

gue existe entre ellas.
Tabla 15

Tukey F1 Diametro (mm) de crecimiento del hongo Colletotrichum

F1 MEDIAS DESVIACION ESTANDAR

3 37.59 141
1 3240 3.13 B
2 2791 1.88

En la tabla 14 se observa las pruebas de TUKEY F1XF2 (Concentracion de
nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milliQ) y (Contraccion de papa (gr) en 100
ml de agua destilada) respectivamente, interaccion la cual hubo diferencia
estadistica he influye directamente en el resultado del diametro de crecimiento
del hongo Colletotrichum, se muestran las medias y la desviacion estandar de
cada una de las interacciones las letras muestran la diferencia que existe entre

ellas.
Tabla 16

Tukey F1X F2 diametro de crecimiento (mm) del hongo Colletotrichum

F1 F2 MEDIAS DESVIACION ESTANDAR

3 3 38.75 0.20 A
3 2 38.22 1.23 A
3 1 35.81 0.20 AB
1 1 35.67 0.62 AB
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1 2 33.13 0.73 B
2 3 28.5 2.48 C
1 3 28.4 1.50 C
2 1 28.13 2.03 C
2 2 27.09 2.02 C

4.5.2 indice Antiftngico

En la tabla 15 se puede observar el Cuadro de Andlisis de la Varianza del
indice antifungico, en donde se puede observar que el Factor 1 (Concentracion
de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milliQ) tiene diferencia estadistica he
influye directamente en el resultado del indice antifingico. En tanto al Factor 2
(Contraccién de papa (g) en 100 ml de agua destilada) no hay diferencia
estadistica entonces no influye en el resultado del indice antifangico, finalmente
F1XF2 tiene diferencia estadistica he influye directamente en el indice

antifangico.
Tabla 17

Cuadro de Analisis de la Varianza indice Antifingico

FdeV GL SC CM FC FT5% p-valor
TOTAL 26 3320.23

F1 2 2505.88 1252.94 98.47 o <0.0001
F2 2 49.03 2451 1.93 ns 0.1745
F1XF2 4 536.29 134.07 10.54 ** 0.0001
EE 18 229.03 12.72

En la tabla 16 se observa las pruebas de TUKEY del Factor 1(Concentracion
de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milliQ) en las cuales hubo diferencia
estadistica he influye directamente en el resultado de indice antifungico, se
muestran las medias y la desviacion estandar de cada una de las tres
concentraciones de nitrato de plata las letras muestran la diferencia que existe

entre ellas.
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Tabla 18

Tukey F1 indice Antifingico

F1 MEDIAS DESVIACION ESTANDAR

2 3247 3.00
1 2145 8.04 B
3 8.89 4.10

En la tabla 17 se observa las pruebas de TUKEY F1XF2 (Concentracion de
nitrato de plata (mg) en 50ml de agua milliQ) y (Contraccién de papa (gr) en
100 ml de agua destilada). Se puede observar que existe una diferencia
estadistica significativa, esto quiere decir que los dos factores juntos influyen
directamente en el resultado de indice antifingico, se muestran las medias y la
desviacion estandar de cada una de las interacciones las letras muestran la

diferencia que existe entre ellas.
Tabla 19

Tukey F1X F2 indice Antifingico

F1 F2 MEDIAS DESVIACION ESTANDAR

2 2 34.45 2.60 A
2 1 31.93 2.60 A
1 3 31.15 4.95 A
2 3 31.04 4.19 A
1 2 19.7 2.84 B
1 1 13.51 4.25 B
3 1 13.19 3.40 B C
3 2 7.39 3.73 C
3 3 6.09 2.72 C
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5. DISCUSION

5.1. Sintesis de nanoparticulas de plata

Al momento de realizar la sintesis de las nanoparticulas de plata se pudo
evidenciar en todas las soluciones un cambio de color, las tonalidades de color
dependen de la solucion debido a que cada una tiene diferente concentracion
ya sea de nitrato de plata o de soluciones de papa. Las tonalidades varian
desde el color blanco grisaceo acuoso hasta llegar al dorado como muestra la
figura 7. Como indica Cardefio y Londofio (2014), en su trabajo de
investigacion titulado “Sintesis verde de nanoparticulas de plata mediante el
uso del ajo (allium sativum)” evidencia un cambio de color de una solucion
transparente a una solucion con color dorado intenso, Cardefio manifiesta que
el cambio de color indica la posibilidad de formacién de nanoparticulas (Calle y
Londofio, 2014). De igual manera en la investigacion realizada por Aguilar
(2009) titulada “Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata: efecto
sobre Colletotricum gloesporioides” menciona que existio un cambio de color
en todas las soluciones realizadas tomando un color café oscuro dando la
posibilidad de existencia de nanoparticulas de plata (Miguel Angel Aguilar
Mendez, 2009)

5.2. Evaluacion de la presencia de nanoparticulas de plata en las
diferentes soluciones

Las muestras fueron filtradas antes de realizar la lectura de absorbancia en el
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis. Una de las muestras fue llevada al
espectrofotometro para un analisis de absorbancia en un rango desde 400
hasta 800nm, La maxima absorbancia UV-visible se encontré en el rango de
onda de 420 a 435 nm. En la investigacion realizada por Aguilar (2009)
menciona que un pico de absorcién de alrededor de 400nm es un indicativo de
la presencia de nanoparticulas de plata. Asi mismo Cardefio y Londofio (2014),
mencionan que un pico de 400nm a 470nm indica la presencia de
nanoparticulas de plata. De igual manera en la investigacion realizada por
Sukdeb Pal, Yu Kyung Tak, y Joon Myong Song (2016) detallan que la
absorcién con una longitud de onda de 420 nm indica la presencia de
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nanoparticulas de plata esféricas. (Pal et al., 2007)

En los resultados obtenidos, el pico de absorcion méas alto estuvo en un rango
de 420nm a 430nm, cumpliendo el indicativo de presencia de nanoparticulas de
plata. Segun la teoria el tamafio predominante de nanoparticulas de plata que

se encuentran en un rango de onda de 420nm es de alrededor 20nm.

En la investigacion realizada por Jorge Morales, José Moran, Maria Quintana,
Walter Estrada (2009) detallan que el espectro de longitudes de onda de 400 a
450nm muestra la presencia de nanoparticulas de plata, ademas por los
resultados obtenidos detallan que la absorcién varia debido al crecimiento de
las particulas, indican que después de cierto tiempo la absorciébn puede
disminuir(Morales, Moran, Quintana, y Estrada, 2009)

Se realiz6 la medicién de absorbancia de las 9 soluciones con una longitud de
onda constante de 425 nm, se realizaron tres repeticiones de todas las
soluciones incluida la muestra blanco (agua destilada) los resultados estan
descritos en la tabla 6, la solucion 1.1. ,1.2 y 2.2 muestran la mayor
absorbancia dentro de las nueve soluciones, comparado con la teoria las

soluciones con mayor absorcion se debe al crecimiento de las nanoparticulas.

5.3. Evaluacion de la actividad antifungica

Existen varias teorias del efecto biocida encontrado en la plata, teorias
detalladas en el marco teodrico; la teoria también recalca que caracteristicas
como la dimension y estructura de las nanoparticulas de plata influyen

directamente en la capacidad biocida.

En las evaluaciones realizadas se puede observar una diferencia entre el
crecimiento del hongo control con el crecimiento de los hongo con las distintas
soluciones, cuatro de las nueve soluciones llega a inhibir el crecimiento de un
30% del hongo.

En el disefio experimental se puede observar que en las dos variables

(didmetro de crecimiento (mm) e indice antifugico (%)) el factor 1
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(Concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milli) tiene una gran
diferencia estadistica, dandonos a conocer que influye en cada uno de los
resultados; de igual manera la interaccion existente entre los dos factores f1xf2
(F1: Concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milli Q F2:
Concentracion de papa (gr) en 100 ml de agua destilada) tiene diferencia
estadistica e influye directamente en los resultados de diametro de crecimiento
y del indice antifungico. En la investigacién “Sintesis y caracterizacion de
nanopariculas de plata: Efecto sobre Colletotrichum gloesporioides” de Miguel
Aguilar argumenta que en las pruebas realizadas en su investigacion se
determiné que las nanoparticulas de plata tuvieron efecto fungistatico sobre
Colletotrichum gloesporiodes y las variaciones de tamafio de particula no

influye directamente en este efecto. (Miguel Angel Aguilar Mendez, 2009)
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Mediante el método de espectrofotometria se determiné que existio la
presencia de nanoparticulas de plata en cada una de las soluciones
preparadas, permitiéndonos asegurar que todas las soluciones contenian
nanoparticulas de plata. La soluciéon 1.1; 1.2 y 2.2 muestran la mayor

absorbancia dentro de las nueve soluciones.

Es evidente que el uso de nanoparticulas de plata retrasé el crecimiento del
hongo patégeno en las pruebas de laboratorio La medicién del diametro de
crecimiento menor se dio en el tratamiento 5 el cual contenia Agar PDA+

cloranfenicol junto con la solucion 2.2.

El indice antifungico (IA) en los tratamientos 3, 4, 5 y 6 tienen un porcentaje

aproximadamente del 30%, el mayor indice antifiingico tiene el tratamiento 5.

El Factor uno (F1: Concentracién de nitrato de plata (mg) en 50ml de agua milli
Q) controla el crecimiento del diametro del hongo y por lo tanto el indice

antifingico es mayor.

El estadistico DCA refleja que existen diferencias significativas entre los
tratamientos, cada tratamiento inhibe el crecimiento del hongo en diferentes

porcentajes, siendo el mejor tratamiento el 5.
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El Factor uno (F1: Concentracion de nitrato de plata (mg) en 50ml de gua milli
Q) y el factor dos (F2: Concentracion de papa (gr) en 100 ml de agua destilada)

tiene una influencia directa, diAmetro de crecimiento y del indice antifungico.

6.2. Recomendaciones

Para realizar el aislamiento del hongo se recomienda utilizar AGAR SDA +
cloranfenicol; Para la multiplicaciéon del hongo se recomienda utilizar AGAR
PDA + cloranfenicol, debido a que existié una diferencia en el crecimiento y

esporulacién del hongo.

Para realizar la filtracion de las distintas soluciones de papa junto con agua
destilada, se recomienda el uso de diferentes tamices con distintos didmetros,
después de este procedimiento se recomienda utilizar una bomba al vacio junto
con un embudo buchner papel filtro y laminas de malla plastica extruida de 1cm
X 1cm seguido de 10 gr de silicagel, este procedimiento permitird la

optimizacion del filtrado.

Antes de realizar la lectura en el espectrofotbmetro se recomienda filtrar las
soluciones debido a que pueden existir particulas que dificultan y cambian el
resultado de la lectura del espectrofotometro.

Todos los procedimientos realizados en el laboratorio deben hacerse con una
asepsia muy estricta para que no exista contaminacion y alteracion de

resultados.
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ANEXO 1. Tomate de Arbol con sintomas de antracnosis cosechado de la
Granja Experimental UDLA

ANEXO 2. Cortes del tomate de arbol con sintomas de antracnosis de la zona
contaminada junto con la zona libre del hongo



ANEXO 3. Crecimiento del hongo proveniente de los cortes del tomate de arbol

ANEXO 4. Purificacion del hongo



ANEXO 5. Imagen observada desde un microscopio para identificacion del
hongo

ANEXO 6. Preparacion del extracto de papa



ANEXO 7. Filtracidon de la solucion de papa

ANEXO 8. Sintesis de Nanoparticulas de plata



.‘{"?"l _;': e

st

ANEXO 9. Soluciones para lectura en el espectrofotdmetro

ANEXO 10. Método de conservacion de nanoparticulas de plata



ANEXO 11. Soluciones de Nanoparticulas de plata

ANEXO 12. Colocacion de las nanoparticulas en las cajas Petri con agar
PDA+Cloranfenicol



ANEXO 13. Crecimiento del hongo en las soluciones con sus respectivas

repeticiones

ANEXO 14. Muestras control de hongo Colletotrichum spp



ANEXO 15. Medicion del diametro de crecimiento de hongo
Colletotrichum spp

ANEXO 16. Muestra del hongo Colletotrichum spp en Agar PDA+ cloranfenicol
junto con las solucién 2.2., hongo con el diametro méas pequefio






