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PROLOGO

El continuo y veloz aumento de la poblacién mundial es la principal
causa del incremento de la demanda en términos de produccién agricola;
en efecto, se prevé que la produccién crezca un 1,4% de manera anual
desde 2021 a 2030 (Tsalidis, 2022). El problema no sélo radica en la subida
de la demanda, sino también en: el encarecimiento de los precios en los

ultimos afos a nivel nacional, europeo y mundial (Figuras 1y 2); en las
pérdidas ingentes por plagas y en las resistencias a numerosos plaguicidas
utilizados desde hace décadas (alrededor de un 30% de pérdidas cada
ano) (Hassan et al., 2021)

La distribucion de la superficie de cultivos de cereal es muy extensa
en Espafa. Las principales regiones que se encargan de su produccion
son Castilla y Leon, Castilla-La Mancha, Aragén y Andalucia. De entre
estos cereales, el trigo es junto al maiz, el cereal de mayor importancia
en cuanto a produccion mundial. El balance estimado en superficie de
cultivo muestra que un tercio del total es destinada a la produccion del
trigo actualmente en Espafia (campafia 2021/2022)(Agrarios et al., 2019)
(Figura 3).

Sin embargo, la creciente poblacién mundial y el exceso del uso de
los tratamientos convencionales que se han ido aplicando durante las ulti-
mas décadas han dado lugar a la aparicién de mecanismos de resistencia
producidos en microorganismos patdgenos en cultivos, la contamina-
cion del ecosistema y el impacto medioambiental. Ademas, recientemente
se descubrid que el tratamiento de recubrimiento de semillas habitual,
basado en la aplicacién del antifingico tebuconazol, ha sido el causante
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EVOLUCION DE LOS PRECIOS MEDIOS DE LOS CEREALES. CAMPARNAS 2010/11 A 2021/2022
Evolucién de los precios medios de los cereales en el mundo (€/t)
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Figura 1: graficos de la evolucion de precios en trigo blando, sorgo, cebada y maiz a nivel mundial
y europeo.

de la disminucién tan abrupta de la poblacién de la Perdiz roja, una de las
especies de aves granivoras de mas interés en la provincia. De hecho, la
poblacién de perdiz ha disminuido en un 51% entre los afios 2010-2017
en Castilla-La Mancha, lo que ha generado bastante inquietud, al tratarse
de una especie de gran importancia cinegética en Espaia. (Fernandez-
Vizcaino et al., 2022)

Todo ello ha llevado a los organismos regulatorios europeos en
materia alimentaria a revisar la reglamentacién de los tratamientos fito-
sanitarios realizados en toda la comunidad europea, de manera de que
el fin de los tratamientos convencionales es inminente e irrevocable por
necesidad, animal, ambiental y humana. La Unién Europea pretende la
reduccion del uso de plaguicidas con su politica de potenciacion de la
agricultura ecoldgica con estrategias como «De la Granja a la Mesa», de

14
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MINISTERIO DE AGRICULTURA, PESCA Y ALIMENTACION

Evolucién de los precios medios de los cereales en Espaiia (€/t)
Preciomedio (€/) Campafias 2010/2011 - 2021/2022

Fte: Subd. Gral 2 MAPA

Precio referencia: 101,31 €/t
100
jul-10 ene-1 jul-11 ene-12 jul-12 ene-13 jul-13 ene-14 jul-14 ene-15 jul-1S ene-16 jul-16 ene-17 jul-17 ene-18 jul-18 ene-19 jul-19 ene-20 jul-20 ene-21 jul-21 ene-22 jul-22

i MUNDIALES | UNION EUROPEA | ESPANA

Campaiia 2021/22 W faiz Sorgo WWW faiz e e P
Media (€1) 267,51 22086 | 22047 | 27405 | 26002 | 38211 23285 | 25002 | 25138 | 3eas7 | 20058 247,44
Méximo (€1 48074 | 36342 | 33636 | 391,05 | 43800 | 54300 | 41000 | 30667 | 41105 | 53833 | 37143 401,00
Minimo (1) 18368 | 16079 13017 | 17524 | 16002 | 271223 | 14661 1267 | 1833 | 25750 | 15093 17520

Figura 2: grafico de la evolucién de precios a nivel nacional.

tal manera que para el aino 2030, el 25% de la tierra agricola sea cultivada
de forma ecoldgica. Objetivo que probablemente seria mas facil alcanzar
sin la prohibiciéon del uso de organismos genéticamente modificados en
cultivo organico (Tsalidis, 2022).

Debido a ello, la busqueda de nuevas alternativas respetuosas y
ecologicas con el medio ambiente es una urgente necesidad para el desa-
rrollo de una agricultura y una alimentacién humana y animal sostenible.
Dentro de las alternativas mas estudiadas a nivel mundial es el uso de
diversos extractos vegetales y/o aceites esenciales, algunos de los cuales
se les atribuye grandes efectos antimicrobianos. Unos de los aceites esen-
ciales mas prometedores es el aceite esencial de ajo el cual atna efectos
antibacterianos y antifungicos. Ademas, el ajo es un cultivo de importan-
cia fundamental en Castilla-La Mancha y sobre todo en Albacete, cabe
mencionar que la comunidad auténoma dedica un 70% de su superficie al
ajoy que Albacete sigue siendo lider nacional y regional en la produccion,
con 126.000 toneladas y el 45% de su superficie reservada a este cultivo.
Sin embargo, los costes de produccién han aumentado un 30%, mayo-
ritariamente por el precio de los fitosanitarios (Tsalidis, 2022). En este
punto, cabe hacer hincapié en la importancia que tiene el uso de los sub-
productos obtenidos de la recoleccion del ajo, que pueden ser empleados

15
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en la elaboracion de otros compuestos de interés, como el aceite de ajo,
producido de la destilacion de los ajos troceados de pequeiio calibre.

Por otro lado, una de las herramientas mas novedosas y ttiles que
han revolucionado el presente y constituiran el vehiculo hacia el futuro de
la medicina y la agricultura mas eficiente es la Nanotecnologia. Un claro
ejemplo ha sido la aplicacion de esta herramienta para la realizacion de
las vacunas mas eficientes contra la COVID-19 donde los resultados han
sido mas que satisfactorios. Por otro lado, en el sector agricola ya se han
propuesto como «cabeza de cartel» para ser la solucion del futuro a los
tratamientos actuales permitiendo obtenerse, a través de esta técnica, una
amplia gama de productos con materiales ecoldgicos y de reaprovecha-
miento de residuos que permitirdn obtener tratamientos mas eficientes
y respetuosos con el medio ambiente.

Con todo ello, en el presente trabajo de investigacion basica desde
una propuesta y necesidad econdmica, se han obtenido una serie de can-
didatos de tratamientos fitosanitarios ecologicos libres de sintesis quimica
basados en un enfoque de economia circular a través del reaprovecha-
miento de residuos del ajo y los residuos de hojas de trigo de la provincia
de Albacete como materia prima para la realizacién de procesos nano-
tecnoldgicos de tltima generacion con el fin de obtener unos nuevos
tratamientos ecoldgicos, biodegradables y alternativos a los tratamien-
tos convencionales para el recubrimiento de semillas y fungicidas que
podran solucionar el inminente problema econémico sobrevenido por
las nuevas legislaciones. En una primera parte del trabajo se detallara
toda la experimentacion y desarrollo de un tratamiento de semillas de
cereales a través de nanoparticulas basadas en la encapsulacion de aceite
esencial de ajo recuperado de los destrios de los cultivos; en la segunda
parte se reaprovecharan los residuos de los cultivos de trigo albacetefio
para la generacion de nanoparticulas de plata biogénicas con el fin de
obtener un tratamiento fungicida en semillas; y por tltimo, se detallaran
los experimentos llevados a cabo para evaluar los efectos en un ciclo de
crecimiento completo en semillas de cereales tratadas con nanoparticulas
obtenidas con el aceite esencial de ajo para ver la viabilidad de la utilidad
de estos nuevos tratamientos que sin duda podran ser una solucion al pre-

sente problema, pudiendo ser un nuevo motor econémico de la provincia.
16
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CAPITULO 1
NANOPARTICULAS DE QUITOSANO CARGADAS
CON ACEITE ESENCIAL DE AJO, UNA NUEVA
ALTERNATIVA AL TEBUCONAZOL COMO AGENTE
DE RECUBRIMIENTO DE SEMILLAS

Garlic essential oil N
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\ / Tripolyphosphate

a.?:,
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Antifungal agent
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1. Introduccion

Las enfermedades causadas por hongos patdgenos del suelo son la
causa principal de graves pérdidas en la produccion agraria y una ame-
naza para la seguridad alimentaria humana y animal (Fisher et al., 2012).
Los agentes antifungicos han contribuido en gran medida a la proteccién
de los cultivos agricolas, lo que ha permitido aumentar la productividad
agricola. Sin embargo, el crecimiento de la poblaciéon mundial, el calen-
tamiento global y el aumento de la resistencia fingica suponen nuevos
retos para el sector agricola, lo que lleva a la necesidad de contar con
tungicidas eficientes y ecolégicos.

En la actualidad, los triazoles son los antifiingicos mas utilizados
debido a su alta eficacia y su actividad de amplio espectro. Dentro de esta
familia, el tebuconazol (TB) es un fungicida sistémico eficaz que ha sido
ampliamente utilizado tanto en el sector agricola como en el médico para
el control de enfermedades fingicas, y es el principal antifingico utili-
zado actualmente como agente de recubrimiento en semillas de diferentes
cereales (Marin et al., 2013). Sin embargo, la practica extensiva de TB y
otros triazoles en la agricultura ha suscitado preocupacién por sus reper-
cusiones medioambientales, asi como por los riesgos derivados debido a
sus efectos toxicologicos y a la apariciéon de cepas de hongos patégenos
resistentes a los antifungicos (Brauer et al., 2019) Un claro ejemplo es el
realizado por Lopez-Antia y colaboradores donde han observado como la
disminucién drastica de la poblacién de Perdiz roja, especie de alto interés
tanto agricola com cinegética en nuestra provincia, se ha visto reducida
por el consumo de semillas tratadas con este antifingico durante décadas
(Lopez-Antia et al., 2021). Por ello, es importante desarrollar estrategias

19
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alternativas al tratamiento con antifiingicos habituales, combinando
compuestos ecoldgicos con actividad antifiingica, asi como elicitores que
potencien las defensas de la planta frente al ataque fingico.

Los aceites esenciales (AEs) y los terpenos derivados de los mismos
son grandes candidatos como agentes naturales antifiingicos, antimicro-
bianos y antioxidantes (D’Agostino et al., 2019), (Valdivieso-Ugarte et
al., 2019), (Mahizan et al., 2019). Algunos AEs y terpenos pueden actuar
como antifiingicos a través de diferentes mecanismos, como desestabi-
lizadores de la membrana/pared, por inhibicién de la bomba de eflujo,
actuando contra la mitocondria fungica o produciendo especies reacti-
vas de oxigeno (ROS), etc. (Nazzaro, 2017). Los AEs y terpenos pueden
extraerse de diferentes plantas y drogas con compuestos volatiles. Una de
las especies mas importantes, desde el punto de vista econémico y agricola
de la provincia de Albacete es el ajo o Allium sativum L. Sin embargo,
debido a las exigencias del mercado genera unas grandes toneladas de des-
trios por falta de calibre o diversas propiedades organolépticas indeseadas,
los cuales pueden reutilizarse mediante procesos de economia circular
para la generacidn o extraccidon de su aceite esencial ya que contiene
grandes cantidades de estos compuestos. El AE del ajo esta compuesto
principalmente por disulfuro de alilo, trisulfuro de alilo, disulfuro de
alilo (E)-1-propenilo, trisulfuro de alilo y tetrasulfuro de dialilo (Thuy
et al., 2020). Estos compuestos sulfurados interactian con los grupos de
sulfuro de hidrégeno de la célula y pueden formar enlaces disulfuro mos-
trando actividad antifiingica contra diferentes especies de hongos como
Aspergillus niger, Penicillium cyclopium y Fusarium oxysporum entre otros
(Benkeblia, 2004) (Somrani et al., 2020).

A pesar de sus prometedoras propiedades, las aplicaciones de los
AEsy los terpenos siguen viéndose obstaculizadas por su alta volatilidad,
su baja solubilidad en agua y su inestabilidad frente a la luz y el oxigeno
(Niza et al., 2020). La encapsulacion de estos compuestos bioactivos es
un enfoque eficaz para protegerlos contra la degradacion en condiciones
ambientales adversas.

El quitosano (CH) es un copolimero lineal de origen natural extraido
de diversas fuentes como las cascaras de los crustaceos y determinados

20
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hongos. Esta compuesto por unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina enlazadas (1-4) y actualmente estd llamando la atencién
como materia prima prometedora en aplicaciones farmacéuticas, medi-
cinales y de control de cultivos (Hosseinnejad & Mahdi, 2016). Se utiliza
habitualmente en el control de cultivos en la agricultura ecologica contra
la prevencion y el control enfermedades de las plantas, y se ha demostrado
que presenta actividad contra un amplio espectro de hongos, inhibiendo
tanto su crecimiento como su desarrollo (Muzzarelli et al., 2001). Ademas,
este polisacdrido catidnico tiene enormes y prometedoras aplicaciones
en el campo de la nanotecnologia debido a su facil control y extraccién,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad, propiedades antifun-
gicas, facil modificacién quimica ademas de, su capacidad para formar
geles, peliculas y nanoparticulas sélidas (Keawchaoon & Yoksan, 2011),
(Hu & Luo, 2016), (Ashra et al., 2019). La versatilidad de este polimero y
las propiedades antifungicas del quitosano ha permitido que se haya uti-
lizado para mejorar la estabilidad y potenciar las propiedades fungicidas
de algunos AEs como el aceite esencial de clavo, inhibiendo el crecimiento
de Cymbopogon martini (Roxb.) W.Watson y Foeniculum vulgare Hill
entre otros (Hasheminejad et al., 2019), (Kalagatur et al., 2018). Ademas,
los oligosacaridos derivados del CH se han descrito como un elicitor que
conduce a una variedad de respuestas de defensa en las plantas hospeda-
doras contra las infecciones microbianas, incluyendo la acumulacion de
titoalexinas, proteinas relacionadas con el patégeno (PR) e inhibidores
de la proteinasa, la sintesis de lignina y la formacién de calosa (Hadrami
et al., 2010). Ademas, el CH se ha aplicado como agente de tratamiento
foliar (Bittelli et al., 2001), como tratamiento del suelo (Rabea et al., 2003)
y como agente de recubrimiento de semillas (Kananont et al., 2010).

Se han aplicado diferentes técnicas de encapsulacion para proteger
los AEs y los terpenos. Entre estas técnicas, se ha utilizado el método de
gelificacion idnica a través de un material no toxico y multivalente como
el Tripolifosfato, (TPP) (Hadidi et al., 2020) para encapsular el AE de
orégano, el eugenol, el carvacrol, el AE de Mentha spicata Crantz, 1769,
el AE de clavo y el AE de Satureja hortensis L., entre otros (Hosseini et
al., 2013) (Woranuch & Yoksan, 2013), (Keawchaoon & Yoksan, 2011),
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(Ashra et al., 2019), (Hasheminejad et al., 2019), (Hadidi et al., 2020),
(Feyzioglu & Tornuk, 2016). Ademas, las formulaciones nanoparticulas
de CH (NPCH) mostraron actividades prometedoras al promover la ger-
minacion de semillas y el crecimiento de plantulas en el tomate y otras
especies de plantas (Chun & Chandrasekaran, 2019).

Por lo tanto, el presente estudio se ha disefiado con un triple propoé-
sito: evaluar la encapsulacion del aceite esencial obtenido de los destrios
de ajo generados en la provincia de Albacete (GEO) en nanoparticu-
las ecologicas de TPP-NPCH para mejorar su estabilidad; aumentar su
actividad antifungica contra varios hongos, y evaluar su eficiencia como
agente de recubrimiento antifungico en diferentes semillas de cereales
de Albacete, como una alternativa ecoldgica a la TB. También buscamos
los posibles efectos del elicitor sobre la germinacion de las semillas en
condiciones controladas y de campo.

2. Materiales y métodos

El quitosano de bajo peso molecular (CH) (50-190 kDa) con un
grado de desacetilacion del 75-85 %, el tripolifosfato (TPP), el bromuro de
3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio (MTT), el tebuconazol (TB)
y todos los disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid,
Espana). El Orius 20 EW (20% de Tebuconazol) de Nufarm Espafia y el
GEO fue extraido de diversos destrios de la provincia de Albacete. Los orga-
nismos utilizados para los ensayos antifingicos consistieron en especies de
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab., A. niger Tiegh. y Fusarium oxysporum
Schltdl., que se aislaron del suelo y se examinaron visual y microscépica-
mente para la caracterizacién morfoldgica de los aislados, como se describié
previamente en (Palmero et al., 2014) y se confirm¢ su identidad utilizando
cebadores ITS como se describe en (Gardes et al., 1993).

2.2 Preparacion de nanoparticulas de quitosano cargadas y sin cargar

Las nanoparticulas de quitosano (NPCH) se formularon mediante
el método de gelificacion idnica descrito por (Keawchaoon & Yoksan,
2011) con algunas modificaciones. Brevemente, se prepard una solucién
de CH al 0,2% disolviendo copos de CH en acido acético al 1% bajo
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agitacion continua durante la noche. Luego, la solucién de CH se sonicé
durante 10 minutos hasta que se disolvié completamente. Se mezclaron
50 mL de solucién de CH en una disolucion de Tween 80 al 1% a 1000
RPM a una temperatura de 50°C. Finalmente, se anadi6 gota a gota una
disolucion acuosa de TPP al 0,2% a un caudal de 2 mL/min bajo agitacion
continua para inducir la gelificacion iénica. Después, se mantuvieron en
agitacion a 700 RPM durante 40 minutos. Las nanoparticulas se reco-
gieron después de centrifugarlas a 15.000 RPM durante 20 min a 4°C
Y, posteriormente, se lavaron varias veces con agua mQ. La suspension
de nanoparticulas se congel6 a -80°C y se liofilizé durante 48h a -50°C
(LyoQuest-85 / 208V 60 Hz, Teslar).

La encapsulacion de la GEO en nanoparticulas de quitosano (GEO-
NPCH) se formul6 en un proceso de dos pasos: en primer lugar, se llevo a
cabo una emulsion oleo-acuosa (o/w), seguida del método de gelificacion
iénica descrito anteriormente. Brevemente, se mezclaron 50 mL de solucién
de CH, previamente preparada en una disolucién de Tween 80 al 1%, y se
agit6 a 1000 RPM a una temperatura de 50°C. Posteriormente, se afiadieron
gota a gota diferentes cantidades de GEO para formar cuatro propuestas
de CH:GEO a diferentes ratios de proporcién (1:0, 1:0,25, 1:0,5,1:0,75 y 1:1
p/p) bajo agitacién continua y se emulsion6 a 1000 RPM durante 10 min
a temperatura ambiente. Por tltimo, se afladi6 gota a gota una disolucién
acuosa de TPP al 0,2% a un caudal de 2 mL/min bajo agitaciéon continua
para inducir la gelificacion idénica. Después, se agité a 700 RPM durante 40
min. Las nanoparticulas se recogieron después de centrifugarlas a 15.000
RPM durante 20 min a 4°C y, posteriormente, se lavaron varias veces con
agua mQ. La suspension de nanoparticulas se congel6 a -80°C y se liofilizo
durante 48h a -50°C (LyoQuest-85 / 208V 60 Hz, Teslar).

2.3 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion y de la eficiencia de
carga de las nanoparticulas de aceite esencial de ajo-Quitosano (GEO-
NPCH)

Se mezcld una suspension de la muestra (100 uL) con 5 mL de HCL
2M y se hirvid a 95 °C en reflujo. Después de enfriar, se afiadié 1 mL de
Etanol absoluto a la mezcla homogénea antes de centrifugar a 9.000 rpm
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durante 1 min a 25°C. El sobrenadante se analizd por espectrofotometria
UV-vis en un rango de longitudes de onda de 250-400 nm para cubrir la
longitud de onda maxima de absorcion del aceite esencial de ajo (325nm)
(Ang et al., 2009). También se prepararon nanoparticulas de quitosano
sin GEO (NPCH) como control sin sustancia activa de la misma manera.

La capacidad de carga (LC) y la eficiencia de encapsulacion (EE) del GEO
se calcularon de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

LC % = (peso de la GEO encapsulada (mg)) / (peso del total (GEO encap-
sulada + peso del material) (mg)) x 100%

EE % = (peso de GEO encapsulado (mg)) / (peso inicial de GEO (mg))
x 100%

2.4 Caracterizacion instrumental de las nanoparticulas

La caracterizacion de las particulas de las nano-formulaciones
(tamafio, potencial zeta e indice de polidispersidad (PDI)) se determiné
mediante dispersién dinamica de luz (DLS) utilizando un Zetasizer
(3000HSM Malvern Ltd, IESMAT, Espafia) con las siguientes especi-
ficaciones: indice de refraccion (IR) del quitosano de 1,700, indice de
absorcion 0,010 y RI del disolvente agua: 1,33, con una viscosidad de
0,8872 cP. Las mediciones se realizaron por triplicado.

El espectro IR se registré en un espectrofotometro de infrarrojo
con transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)
(VARIAN 640-IR con una placa de cristal de rendimiento Pike Diamond/
KRS-5 HS) y los principales picos se indicaron en cm™. El ATR nos per-
mite utilizar las muestras directamente en estado sdlido o liquido sin
necesidad de una matriz de KBr o de yodo de lugol. En concreto, para
NPCH y GEO-NPCH, se pulverizaron 20 mg de nanoparticulas en un
mortero, se colocd el soélido fino en la placa de diamante y se presiond
hasta obtener un pellet homogéneo. La GEO, al ser liquida, se colocé una
gota de aproximadamente 20uL sobre la placa y se coloco la punta de
manera que la tension superficial de la gota cubriera la placa de diamante
de manera homogénea. Se adquirieron 256 escaneos con una resolucion
del instrumento de 1 cm™ en el rango espectral entre 650 y 4000 cm™
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debido al corte de frecuencia del elemento de reflexion interna (IRE) del
ATR-FTIR utilizado.

Los mecanismos de descomposicion térmica se determinaron en
un analizador termogravimétrico (TGA Q20, TA Instruments) equipado
con un plato de platino estandar. Los experimentos de calorimetria dife-
rencial de barrido (DSC) se llevaron a cabo utilizando un sistema DSC
Q50 (TA Instruments) equipado con un plato de aluminio estaindar con
una velocidad de calentamiento creciente de 10°C/min (30-320°C) para
investigar la estabilidad térmica de GEO, NPCH y GEO-NPCH puros.
Se utilizé una muestra de indio como referencia. En todos los casos, se
calentaron muestras de unos 3 mg a una velocidad de 10°C min™ bajo
atmosfera de nitrégeno.

Los patrones de difraccion de rayos X (XDR) de las muestras se
escanearon en un rango 260 de 5 a 60° utilizando un difractémetro X-R
con un angulo de velocidad de 0,05° /min.

El analisis morfoldgico de la superficie y la forma del NPCH vy del
GEO-NPCH se realizé mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM). Las muestras fueron pulverizadas con Pt y observadas con un
microscopio electrénico Jeol 7800 F a 20 KV.

2.5 Determinacion de la actividad antifingica

Se evaluaron diferentes proporciones de CH:GEO (1:0, 1:0,25, 1:0,5
y 1:0,75) mediante parametrizaciéon morfoldgica y dimensionada. Para el
analisis antifungico se eligio la relacién GEO-NPCH 1:0,75 para realizar
el ensayo, ya que esta combinacién dio lugar a una PDI < 0,7 yauna LC
mas alta que las relaciones 1:0,5 y 1:0,25.

El ensayo antifiingico con esporas de A. versicolor, A. niger y F.
oxysporum se realiz6 segiin (Rubio-moraga et al., 2013), con algunas
modificaciones. Los tratamientos se prepararon en un tubo Eppendorf
estéril que contenia 3.000 esporas (40 uL) de cada hongo en caldo de
dextrosa de patata (PDB) estéril, y 20 uL de los diferentes tratamientos.
La mezcla se vertio en un agujero perforado con una pipeta Pasteur en
el centro de las placas de agar papa dextrosa (PDA). Todas las placas se
incubaron a 28°C durante 6 dias para evaluar el indice antifiingico (%)
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=((C-T)/C) x 100, y las concentraciones minimas inhibitorias (CIM) de
cada tratamiento, donde C y T eran el crecimiento radial (mm) para el
control y para las placas tratadas con los diferentes hongos.

El ensayo antifingico tras la germinacion de las esporas se realizd
segin (Rubio-Moraga et al., 2013), con algunas modificaciones. La sus-
pension de esporas a una concentracion de 5 x 10° esporas/mL (100 pL)
se transfiri6 a una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las placas se
incubaron 24 horas a 28 °C y se afladieron los tratamientos mediante el
método de dilucidn en serie con un factor de dilucion de 1/3. Las placas
se incubaron durante otras 24 horas a temperatura ambiente y todas se
trataron con 10 pL de bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difenil-
tetrazolio (MTT; 5 mg/mL en PBS; Sigma, Spain). Por ultimo, las placas
se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente, seguida de
la adicién de 100 pL de disolvente de MTT (0,1 NHCI en alcohol isopro-
pilico anhidro).

2.6 Evaluacion de las nanoparticulas de GEO-Quitosano como agente
de recubrimiento de semillas

Para evaluar la tasa de germinacion de los diferentes agentes de
recubrimiento de semillas, se recubrieron tres lotes de 30 g de semillas de
trigo (Triticum vulgare L.), avena (Avena sativa) y cebada (Hordeum vul-
gare Vill.) con 3,5 mL de cada tratamiento. Se utilizaron 30 g de semillas
sin tratamiento, 30 g de semillas tratadas con NPCH y GEO-NPCH a 2,5
mg/mL y 30 g de semillas tratadas con TB a dosis comerciales (9 mg/mL
de TB pura). Tras el recubrimiento, las semillas se secaron a temperatura
ambiente. Se colocaron lotes de 100 semillas de cada cereal en papel de
filtro humedo estéril y se incubaron a 25 °C durante 5-7 dias en una
camara de germinacién con 21,8 °C y un ciclo de iluminacién con 8 h de
luz y 16 h de oscuridad. El efecto sobre la germinacion de las semillas se
evalud contando el nimero de semillas que sobrevivian. El experimento
se realizo por triplicado.

Para evaluar los efectos morfoldgicos en las plantas, se trataron
lotes de 100 g de semillas de trigo con NPCH y GEO-NPCH a diferentes
concentraciones (7 mg/mL, 2 mg/mL y 1 mg/mL). El efecto se comparé
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con la concentracion recomendada por el fabricante de la formulacion de
TB (45 mg/mL de producto con 9 mg/mL de TB pura). Cada tratamiento
se probd en condiciones de cultivo. Las semillas se cultivaron en Albacete
(Espaiia) en las coordenadas 39°07°06.2 “N 1°30740.8 “W. Se dividieron
10 m? del area de cultivo en 6 microparcelas para cada tratamiento. Se
recogio6 un lote de 10 semillas para cada tratamiento 15 dias después de
la siembra. Las semillas se evaluaron midiendo el peso, la longitud de
las raices y la longitud de las hojas en cm. Se analizaron de tres a cinco
réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas por cada réplica bioldgica.

2.7 Estadisticas

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante
ANOVA de una via y la prueba de comparaciones multiples de Dunnet
con el software estadistico GraphPad Prism version 5.0.0 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, California USA. Las diferencias se com-
probaron a < 0,05 (nivel de probabilidad del 95%).

3 Resultados y discusion
3.1 Tamafio y carga superficial de las nanoparticulas de GEO-Quitosano

La estructura molecular del quitosano puede modificarse para
alterar propiedades como la solubilidad, la mucoadhesién y su estabi-
lidad para buscar diversas aplicaciones especificas. Los grupos -NH2 y
-OH del quitosano son los sitios activos mas habituales para diversas
modificaciones. Debido a su perfil de seguridad, biodegradabilidad y
biocompatibilidad, el quitosano se esta utilizando en diferentes campos,
como el biomédico, el farmacéutico, el alimentario y el medioambiental.
Para mejorar la estabilidad y la eficacia de la encapsulacién de GEO,
se obtuvieron nanoparticulas de GEO-quitosano utilizando diferentes
formulaciones de proporciéon CH:GEO que iban de 1:0 a 1:1. Para deter-
minar el tamafo de las NP, el potencial Z y el indice de polidispersidad
(PDI) de las distintas relaciones, se aplicé la técnica DLS. Los resultados
presentados en la tabla 1 mostraron que las NPs oscilan entre 172 y 352
nm de didmetro; mientras que el tamafo de estas NPs aumento a medida
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que se incremento la cantidad de GEO inicial. Este comportamiento ha
sido reflejado previamente en otros trabajos con aceites esenciales como
el de clavo. En este trabajo los autores describieron que el aumento de
la incorporacion de aceite de clavo en la formulacién incrementaba el
tamano de las NP desde 265 nm (proporcion 1:0,25) hasta 445 nm (pro-
porcién 1:1) (Hadidi et al., 2020). El aceite esencial de Mentha xpiperita L.
encapsulado en un nanogel de quitosano mostré un aumento de tamafo
de 567 nm a 576 nm tras la incorporacion del aceite esencial (Ashra et
al., 2019). Tavassoli y colaboradores formularon nanoparticulas a partir
de nanofibras de quitosano mediante reticulacion con TPP encapsulando
Quercetina y Lactoferrina, alcanzando un rango de tamano entre 87,5y
200,3 nm (Sani et al., 2021). E1 PDI mostr6 el mismo patrén en compa-
racion con el patrén de tamano de las NPs, el indice PDI de las NPs fue
mayor a medida que se incrementaba la cantidad de GEO y pas6 de 0,4 en
1:0,25a 0,7 en 1:1, confirmando que las formulaciones son monodispersas
y estables. Mientras tanto, la formulacién de proporcion CH:GEO 1:1
mostrd un valor de PDI > 0,7, lo que indica una distribucion de tamano
de particula muy amplia (Danaei et al., 2018).

Todas las formulaciones ensayadas presentaron una carga super-
ficial positiva con un intervalo que oscilé entre +19,8 y +49,8 mV, lo
que concuerda con estudios anteriores relativos a NPs de quitosano que
encapsulan diferentes moléculas activas. Estas cargas positivas surgen de
la protonacion de los grupos amino. Otras formulaciones que encapsulan
GEO, como los liposomas descritos por Kamkar y colaboradores mostra-
ron cargas negativas (-7,23 mV) debido al uso de lipidos no catiénicos
en su formulacién (Kamkar et al., 2021). Una formulacién diferente de
encapsulacion Simvastatina en nanoparticulas de quitosano mostro la
misma tendencia y también se observo una carga superficial positiva que
ibade +16 a + 45 mV (Delan et al., 2020). Asimismo, un estudio realizado
por Woranuch y colaboradores describié que la carga superficial de las
nanoparticulas de quitosano tras la encapsulacion de eugenol tiene una
carga positiva que va de +16 a +34 mV (Woranuch & Yoksan, 2013). Los
estudios con timol encapsulado en nanoparticulas de quitosano mostra-
ron una carga superficial positiva en todas las diferentes proporciones
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de quitosano, surfactante, terpeno tras someterla a varios cambios de
temperatura (Cakur et al., 2020). La carga superficial positiva disminuye
con el aumento del tamafio de la GEO en las NPs debido a la interac-
cion de la GEO con las NPs, produciendo cambios en la estructura y la
carga. Ademas, los resultados del potencial Z confirman que las NPCH
y GEO-NPCH 1:0,25, 1:0,5 y 1:0,75 tienen una alta estabilidad, como se
muestra en la tabla 1, mientras que la relacion 1:1 CH:GEO presenta una
formulacion mas inestable +19,8 mV, que coincide con el valor del PDI.
Algunos grupos de investigacién han comprobado la misma dindmica
con un incremento del tamafo de las nanoparticulas de CH asociado a un
descenso del potencial zeta, que bajaba cuando se aumentaba la cantidad
de farmaco utilizado (Keawchaoon & Yoksan, 2011).

3.2 Eficiencia de encapsulacion y eficiencia de carga

Para medir el contenido de GEO en las formulaciones de NPs, se
realiz6 un analisis espectrofotométrico a una longitud de onda de 325 nm.
Los resultados, mostrados en la tabla 1, indicaron que el EE% disminuy6
y el LC% aumentd con las cantidades de GEO utilizadas en estas formula-
ciones. Estos resultados parecen estar de acuerdo con estudios anteriores
para otros aceites como el orégano, que oscilaron entre el 25% y el 1% y
el 6% y el 2% de EE% y LC%, respectivamente (Hosseini et al., 2013)),
Otro trabajo con Coriandrum sativum L. encapsulado en nanoparticulas
de quitosano mostré una disminucién del 76% al 41% del EE% con el
aumento del aceite esencial respecto al quitosano (1:0,6 a 1:1) (Gadkari
et al., 2019), mientras que en Cinnamomun zeylanicum Breyne la dis-
minucién del EE% pasé del 20% al 10% a medida que se aumentaba la
cantidad de aceite esencial en la formulacién (Matshetshe et al., 2018).
GEO-NPCH muestra un alto LC%, con valores que alcanzan hasta el
19,4% como proporcién maxima. Estudios anteriores con NPs de aceite
de clavo-quitosano han alcanzado un 6,2 LC% en la relacién maxima 1:1
CH:EO (Hasheminejad et al., 2019b). Otros estudios con aceite de clavo
alcanzaron un EE% del 73,4%, aunque faltan los datos de LC% (Hadidi
et al., 2020). Los datos obtenidos en otros trabajos con la encapsulacion
de eugenol en NPs de quitosano alcanzaron valores de EE% y LC% de
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20,2% y 12,8% respectivamente (Woranuch & Yoksan, 2013). Los resul-
tados anteriores sugieren que las nanoparticulas aumentaron cuando el
contenido inicial de las sustancias activas subid, mientras que el aumento
de la concentracion dio lugar a la reduccion de la EE.

Tabla 1. Tamano medio, polidispersidad (PDI), potencial Z, eficiencia de encapsulacién
(EE) y capacidad de carga (LC) para la caracterizacion de las NPs. Los datos se expresan
como media * p.e.m. de, al menos, tres experimentos independientes

Tamaiio Potencial Z
Formulacion NP medio PDI (mV) %EE %LC
(d.nm)
NPCH 172.320.71 0.42+0.01 +49.84+0.75 - -

GEO-NPCH 1:0.25  186.9+0.99 0.46+0.02 +32.6£0.60  32.8+3.50 5.2%1.15
GEO-NPCH 1:0.5 194.1+4.37 0.44+0.01 +31.2+0.57  27.8+0.27 8.7+0.27
GEO-NPCH 352.2+1.95 0.51+0.06  +27.3+0.80  24.7+0.58 10.8+0.40
1:0.75

GEO-NPCH 1:1 253.4+18.58  0.75+0.05 +19.84+0.25 23.8+£0.29 19.4+0.98

3.3 Estructura quimica de las nanoparticulas de GEO-Chitosan

La composiciéon quimica se determiné mediante la identificacion
de los principales grupos funcionales a través de la técnica FT-IR. El
accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) nos permiti6 identificar
los principales grupos funcionales presentes directamente en las nano-
particulas o en el aceite esencial sin necesidad de utilizar matrices. El
FTIR se emplea normalmente para investigar la interaccion entre grupos
funcionales. Sin embargo, la técnica nos permite verificar la existencia
de grupos funcionales cuyos modos vibracionales son caracteristicos. En
nuestro caso, es posible ver bandas de grupos funcionales asociados al
GEO en las nanoparticulas con la esencia que no estan presentes en las
nanoparticulas sin aceite esencial. En la figura 1 se muestran los espec-
tros FT-IR de GEO, NPCH y GEO-NPCH. Los espectros de NPCH y
GEO-NPCH eran muy similares, ya que su contenido era principalmente
quitosano. Se observé claramente una banda ancha entre 3750 cm™ y
2500 cm’, asociada al estiramiento de los enlaces O-H y N-H. Como
se muestra en el analisis gravimétrico, las nanoparticulas de quitosano
eran higroscdpicas y tenian una gran tendencia a absorber agua. Esta
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sefial incluye tanto la estructura O-H del quitosano como el agua en sus
diferentes intensidades debido a los enlaces de hidrégeno formados. A
partir de los espectros, se observaron picos caracteristicos adicionales
del quitosano en 2916 cm™ y 2864 cm™ debido al estiramiento del enlace
C-H del carbono sp3, 1634 cm™ debido al estiramiento del carbonilo
C=0 de la amida, 1533 cm™ debido a la flexiéon N-H del quitosano, y
1066 cm™ debido a la tension de los diferentes enlaces C-O (Gedam &
Dongre, 2015) (Sani et al., 2021). Un examen detallado de la muestra de
GEO-NPCH revela pequefios picos asociados a la presencia de GEO. En
3082 cm™, se observa un pico asociado a la tension asimétrica del enlace
C-H para un carbono sp2, 1422 cm™ debido a la deformacién C-H del
enlace Csp2-H, y un fuerte pico en 1087 cm™ como consecuencia del
estiramiento del grupo S=0.
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Figura 1 A) FTIR de GEO, NPCH y GEO-NPCH; B) TGA y DSC de GEO; C) TGA de NPCH,
NPCH deshidratado y GEO-NPCH; D) DSC de NPCH y GEO-NPCH
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3.4 Propiedades térmicas de las nanoparticulas GEO-Chitosan

Se utilizd el analisis termo-gravimétrico/calorimetria diferencial
de barrido (TGA/DSC) para evaluar el material absorbido, la estabili-
dad térmica y las temperaturas de descomposicion del GEO, el NPCH
y el GEO-NPCH. El GEO es un compuesto extremadamente volatil que
comienza a evaporarse incluso a temperaturas muy bajas, como muestran
su TGA y DSC (Figura 1B). Esta pérdida de masa se hace mas importante
a medida que aumenta la temperatura hasta la completa evaporacion del
GEO a 125°C. La figura 1C muestra los TGA de NPCH y GEO-NPCH. El
NPCH muestra dos pasos de degradacion, el inicial que comienza desde el
principio del experimento y termina a 100°C, y el segundo que comienza
a 170°C hasta 333°C. La primera transicion corresponde a una caida de
masa del 3,5% y se atribuye a la pérdida de agua adsorbida/ligada/vapo-
rizacion de la humedad. Para confirmar este hecho, se calenté el NPCH
durante 1h a 50°C bajo atmosfera de nitrogeno y posteriormente se enfrié
bajo nitrégeno hasta alcanzar la temperatura ambiente. Después de 1h
bajo atmosfera de nitrégeno, el termograma no mostrd esta primera etapa
de pérdida de agua (Figura 1C, linea roja). La segunda etapa de degrada-
cién fue una pérdida de peso del 60%, que se debe a la degradacion del
biopolimero de quitosano puro. Esto se ha observado previamente en
otros polimeros de quitosano, donde la cantidad de humedad y el rango
de temperaturas de degradacion dependen del peso molecular del poli-
mero de quitosano (Szymanska et al., 2020). Estas mismas transiciones
se observan en el termograma de GEO-NPCH (Figura 1C, linea azul),
coincidiendo en los rangos de temperatura. En la segunda transicion,
la pérdida de masa fue del 58%, coincidiendo con el grado de descom-
posicion del NPCH. Por otro lado, en la primera transicion, la pérdida
de masa es mayor, alcanzando el 7% vy, aunque el agua absorbida por
ambas particulas puede ser diferente, esto puede indicar que este 7% de
pérdida podria corresponder no sélo al agua sino también a la pérdida
de GEO. Estos datos fueron confirmados por el DSC de NPCH y GEO-
NPCH como se muestra en la Figura 1D. De forma similar al TGA, se
observan dos transiciones en ambos compuestos. Una endotérmica entre
-25°C y 100°C, y una segunda mas compleja entre 170°C y 300°C, que
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Figura 2 Patrén de difraccion de rayos X de nanoparticulas de quitosano, GEO-
nanoparticulas de quitosano y quitosano en polvo (XDR)

combina procesos endotérmicos y exotérmicos, tipicos de la descompo-
sicion del polimero de quitosano. Para la primera transicion, existe una
diferencia considerable entre las entalpias de evaporacion del NPCH y del
GEO-NPCH. Para la NPCH se ha determinado una entalpia de 145 J/g,
mientras que la GEO-NPCH muestra un valor mas alto, alcanzando los
185]/g,lo que indica que las nanoparticulas cargadas con GEO necesitan
mas energia para evaporar tanto el agua como la GEO. La GEO encapsu-
lada se descompone a mayor temperatura que la GEO libre, lo que refleja
la mejora de la estabilidad térmica de la GEO mediante su encapsulacion
en nanoparticulas de quitosano.

3.5 Cristalinidad de las nanoparticulas de GEO-Quitosano

La estructura cristalina del quitosano, NPCH y GEO-NPCH con
una proporcion CH:GEO de 1:0,75 se determin6 mediante XRD y se pre-
senta en la Figura 2. El quitosano presenta un pico acusado a 20 alrededor
de 22° que muestra un alto grado de cristalinidad (Hosseini et al., 2013).
Los patrones de XRD de NPCH revelaron un pico amplio causado por
la reaccion de reticulacion entre el quitosano y el TPP, que da lugar a la
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Figure 3 Micrografias de SEM de A) NPCH; B) GEO-NPCH 1:0.75

formacion de una estructura amorfa, lo que refleja la destruccion de la
estructura de empaquetamiento del quitosano original, como se describe
en otros estudios de patrones de XRD de NP de quitosano (Sathiyabama
& Parthasarathy, 2016) (Rokhade et al., 2006). Al contrario que en el
estudio realizado por Hosseini et al., respecto a la encapsulacion de Aceite
Esencial de Orégano (OEO), la incorporacién de OEO dio lugar a un
cambio en la estructura de empaquetamiento del quitosano-TPP. Sin
embargo, en nuestro caso, la inclusiéon de GEO a las NP de quitosano
no produjo cambios en su cristalinidad en comparacion con las NPCH.

3.6 Caracterizacion morfoldgica de las nanoparticulas de GEO-Chitosan

Se realiz6 una micrografia SEM para evaluar las caracteristicas
morfolodgicas y superficiales de las NPCH y GEO-NPCH. Las iméagenes
de SEM son un método eficaz para proporcionar conocimiento sobre la
morfologia de la superficie y una distribucién mas precisa del tamano. Las
imagenes de SEM de la Figura 3 muestran una nanoparticula esférica en
ambos casos, con un didmetro de tamafo inferior a 200 nm en el caso de
la NPCH y de 400 nm en la GEO-NPCH en la mayoria de las NP, lo que
confirma el aumento de tamafio tras la encapsulacion de la GEO. Ademas,
estas imagenes concuerdan con los tamafos obtenidos por la medicién
DLS y los valores de PDI, donde se observa el hinchamiento y la agre-
gacion en las NPs formadas durante la dispersion en suspension acuosa.
Esto también se ha demostrado en trabajos anteriores, como el reali-
zado con eugenol encapsulado en nanoparticulas de quitosano, donde se
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obtuvo un mayor tamafo y valores de PDI en DLS que en las imagenes
de TEM debido a la hinchazén y la agregacion de las nanoparticulas en
las dispersiones de agua (Woranuch & Yoksan, 2013). Los mismos efectos
se observaron también en formulaciones con carvacrol (Keawchaoon &
Yoksan, 2011).

3.7 Propiedades antifungicas de GEO-NPCH

Se han sefnalado diversas enfermedades que afectan a los cultivos
de cereales con un alto impacto econémico, tanto en la provincia de
Albacete como en el mundo entero, provocadas por diversos patégenos
como Blumeria graminis (DC.) Speer, Puccinia recondita Roberge ex Desm,
Puccinia graminis Pers., Puccinia striiformis Westend., Zymoseptoria tri-
tici (Roberge ex Desm.) Quaedvl. & Crous y Parastagonospora nodorum
(Berk.) Quaedvl., Verkley & Crous, asi como Fusarium (Rozewicz et al.,
2021).

El tizén provocado por Fusarium es la enfermedad mas impor-
tante que afecta al cultivo del trigo, mientras que otros hongos del género
Fusarium también pueden causar otras enfermedades: marchitez de las
plantulas, podredumbre de la raiz o enfermedad del «take-all». Ademas
de las diferentes enfermedades de los cereales causadas por los hongos
mencionados, hay hongos que causan pérdidas de grano durante el alma-
cenamiento y después de la cosecha. Un estudio reciente demostré que los
granos de cereal pueden mantenerse infestados en diversos grados durante
todo el proceso de almacenamiento. Se aislaron un total de 21 hongos
diferentes, Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Penicillium sp, Aspergillus
niger, A. flavus, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill,, Fusarium oxysporum Schltdl. y Mucus species. Aspergillus
fue el hongo aislado mas frecuentemente, seguido de Aspergillus niger, A.
flavus, Aspergillus versicolor, Aspergillus parasiticus Speare, Aspergillus
ochraceus G. Wilh. (Varsha bhalerao & Ashok chavan, 2008).

El método mas utilizado para proteger los cereales contra los patoge-
nos es la aplicacion de fungicidas. Esta practica ha provocado un aumento
de la resistencia a los diferentes fungicidas empleados. El uso de produc-
tos quimicos para la proteccion de las plantas también se asocia con la
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Figura 4 Valores MIC de los tratamientos GEO-NPCH; NPCH y GEO contra las esporas de E
oxysporum, A. niger y A. versicolor antes de la germinacién. El crecimiento del micelio en el
control y en los tratamientos estd marcado con circulos (lineas discontinuas rojas y azules, res-
pectivamente). La figura representa un experimento representativo de tres réplicas.

contaminacion del medio ambiente, al suministrar sustancias activas que
tienen un efecto nocivo en el aire, el agua, el suelo o los organismos vivos.
La busqueda de métodos alternativos y mas ecoldgicos para el control de
hongos patdgenos en las enfermedades de los cereales, en la postcosecha
y en el almacenamiento, nos llevé a ensayar diferentes concentraciones
de nanoparticulas contra especies de Fusarium y Aspergillus.

La actividad antifingica de NPCH, GEO y GEO-NPCH contra
Fusarium y Aspergillus se evalué calculando los valores de MIC en dos
escenarios diferentes. En primer lugar, se prob¢ el efecto antifingico de
GEO-NPCH, NPCH y GEO contra las diferentes esporas antes de su
germinacion (Figura 4).

El valor MIC de NPCH contra el crecimiento de E oxysposum fue
de 10,0 mg/mL, segtin las concentraciones ensayadas, mientras que no
se observo ninguna inhibicién en las otras dos especies. Se obtuvieron
valores de MIC mas bajos con el tratamiento GEO, alcanzando 7,5 mg/mL
contra todos los hongos ensayados. Por el contrario, el tratamiento con
GEO-NPCH fue mas efectivo contra todos ellos, especialmente contra F
oxysporum mostrando una CIM de 2,5 mg/mL seguido de A. niger y A.
versicolor con una CIM de 5,0 mg/mL.

Por otra parte, la evaluacion de la MIC del tratamiento con TB
contra las esporas de Fusarium y Aspergillus requirié dosis mas bajas que
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iban de 0,115 m/mL a 2 mg/mL. La TB pura a dosis comerciales inhibi6 la
germinacion de las esporas de los hongos ensayados con concentraciones
inferiores a 0,5 mg/mL para A. niger y A. versicolor. La recomendacion
comercial de TB puro fue de 9,0 mg/mL, a esta dosis se observaron efectos
negativos sobre la germinacién y el crecimiento de las semillas en compa-
raciéon con NPCH o GEO-NPCH. Por el contrario, las semillas tratadas
con nanoparticulas no mostraron efectos negativos, de hecho las plantulas
mostraron una mayor altura en comparacion con el control, indicando asi
un posible efecto vigorizante ya que promueve el cercimiento.

Al encapsular el GEO en quitosano, los valores de la MIC dismi-
nuyeron, resultando en una disminucién del 10% de la cantidad de GEO
necesaria para generar la misma accién inhibidora contra los hongos
ensayados.

Las propiedades antimicoticas de las nanoparticulas se evaluaron
en micelios tras la germinacién de esporas (Tabla 2). Esta estrategia tiene
como objetivo evaluar la eficacia del tratamiento una vez que el hongo
comienza a atacar el cultivo. Los valores de MIC obtenidos fueron mas
bajos en comparacion con las MIC obtenidas en las esporas, un resultado
que era de esperar, ya que las esporas con pared celular son mas gruesas
que las hifas. Por ejemplo, A. niger fue el hongo mas sensible y mostré
un valor de MIC para GEO-NPCH de 0,33 mg/mL. Al utilizar el mismo
tratamiento contra las esporas, el valor fue de 5,0 mg/mL. El mismo com-
portamiento se observo utilizando TB y GEO con un valor de MIC de 0,11
mg/mLy 0,5 mg/mL, respectivamente. Por otro lado, F. oxysporum mostr6
los mismos patrones que A. niger utilizando NPCH, GEO NPCH y GEO,
aunque fue menos sensible a TB cuando se trataron las hifas, mostrando
un valor de MIC >3,33 mg. Por ultimo, A. versicolor mostr6 un valor de
MIC de 15,0 mg/mL cuando se traté con GEO, aunque su encapsulacion
aumento el efecto antifungico de forma significativa, reduciendo su MIC
a 3,33 mg/mL.
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Tabla 2. Valores MIC de los tratamientos GEO-NPCH; NPCH y GEO contra las
esporas de F oxysporum, A. niger y A. versicolor después de la germinacién. Los
tratamientos se realizaron en placas multipocillo de medio PDB liquido a dosis mas
bajas. Los datos se generaron como resultado de tres experimentos independientes

Tratamiento en esporas germinadas (mg/mL)

Hongo NPCH GEO NPCH GEO TB
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Eoxysporum 3.33 1.11 1.66 >3.33
A.niger 1.11 0.37 0.56 0.11
A.versicolor >3.33 3.33 15.00 3.33

3.8 Efectos de la GEO-NPCH en semillas recubiertas

Para evaluar el efecto de GEO-NPCH en diferentes tipos de semillas,
se evalud un lote compuesto por 100 semillas de trigo, avena y cebada para
determinar el porcentaje de germinacion tras 7 y 15 dias de tratamiento
con GEO-NPCH, con TB y semillas no tratadas como control (tabla 3).
Después de 7 dias, la tasa de germinacion mas alta se observo en la cebada,
y todos los tratamientos alcanzaron valores cercanos al 99% de germina-
cion. Las semillas no tratadas mostraron valores similares. En la avena,
GEO-NPCH mostré un mayor porcentaje de germinacion, alcanzando el
99,7% en comparacion con TB, mostrando un efecto sobre la germinacion
igual a los obtenidos en las semillas no tratadas. Por otra parte, las semillas
de trigo no tratadas mostraron una tasa de germinacion del 82%, mientras
que las semillas tratadas con TB y GEO-NPCH alcanzaron tasas de germi-
nacion mas altas, con un 93,0% y un 90,3% respectivamente.

Tabla 3. Porcentaje de germinacion de semillas de cebada, trigo y avena después de
diferentes tratamientos

Cereal/ Germinacion Cereal/ Germinacion Cereal/ Germinacion
Tratamiento % Tratamiento % Tratamiento %
Cebada/NT 98.7£0.58  Trigo/NT 82.0+1.15  Avena/NT 95.3£0.58
Cebada/ 98.3+0.79  Trigo/NPCH  87.7x1.52  Trigo/NPCH  98.7+1.53
NPCH
Cebada/ 98.3+0.84  Trigo/ 90.3+1.53  Trigo/ 99.7+0.47
GEO-NPCH GEO-NPCH GEO-NPCH
Cebada/TB 98.7+0.42 Trigo /TB 93.0+5.20 Trigo /TB 95.3+0.63

NT: No tratados
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Por el contrario, el lote de semillas evaluado a los 15 dias (Fig. 5.)
mostrd caracteristicas morfoldgicas diferentes en funcion del tratamiento
utilizado. Las semillas tratadas con TB consumieron todos los recursos
energéticos, al igual que ocurre en otras especies como el maiz, donde los
tratamientos convencionales con TB producen reducciones en la altura
de los brotes, en el peso fresco de los brotes y en la raiz fresca, sehalando
que la supresion del desarrollo del maiz inducida por TB fue exponen-
cialmente dependiente de la dosis (Yang et al., 2014). Ademas, los datos
presentados en la Fig 6A mostraron que GEO-NPCH en dosis de 7,6 mg/
mL y 2 mg/mL tienen un peso total significativamente mayor (p < 0,05)
que las semillas de TB a 10 mg/mL de TB pura. Los tratamientos NPCH
también mostraron un aumento mas significativo (p < 0,05) en el peso
total que las semillas de TB (Fig. 6B). La longitud de las raices aumenté
significativamente (p < 0,05) con el tratamiento con GEO-NPCH en com-
paracion con el control no tratado, la TB y el NPCH.

Del mismo modo, GEO-NPCH a 7 mg/mL muestra un aumento
en la longitud total de las hojas (Fig. 6C) y un crecimiento significativo
(p <0,05) de las partes verdes en las hojas (Fig. 6 D) en comparaciéon con
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Figura 5. Plantulas de trigo 15 dias después de la siembra; GEO-NPCH 7mg/mL (0,7 mg/mL de
GEO puro), GEO-NPCH 2 mg/mL (0,2 mg/mL de GEO puro), GEO-NPCH 1 mg/mL (0,1 mg/
mL de GEO puro)
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los otros tratamientos, lo que sugiere que GEO-NPCH puede promover
la germinacion y el crecimiento de las semillas de trigo en condiciones
de campo. Los metabolitos secundarios pueden afectar a la germinacion
de las semillas y a la productividad de las plantas, ya que los aceites esen-
ciales contienen compuestos bioactivos, como los monoterpenos y los
sesquiterpenoides, que pertenecen a compuestos aleloquimicos y estan
implicados en muchos procesos metabdlicos y ecolégicos. Dosis bajas de
aleloquimicos promueven el crecimiento y mejoran la liberaciéon mediada
por el acido jasmonico de los cultivos objetivo, estimulando respuestas
de estrés leves. Este fenomeno se conoce como cebado de la semilla, que
implica el tratamiento de la semilla con agentes estresantes transitorios
durante la primera fase de hidratacion del proceso de cebado dentro de
los embriones, lo que conduce a un incremento de estrés de memoriaya
una adaptacion mas eficiente a episodios posteriores de estrés. (Rentzsch
etal.,, 2012), (Dudai et al., 2004) En hallazgos anteriores, el recubrimiento
de las semillas con aceite esencial activo la germinacion de las semillas
y la promocién del crecimiento derivada del efecto beneficioso de la
acidificacion transitoria de los endospermos y embriones de las semillas
inducida por los monoterpenos presentes en el Eos, lo que conduce a un
aumento de la permeabilidad de las membranas, y la generacion de ROS
(Ben-Jabeur et al., 2019). La acidificacion del endospermo y del embrion
de la semilla produce multiples efectos como la alteraciéon del efecto
inhibidor del ABA, la acidificacion del citosol, y la estimulacién de la
bomba electrogénica de protones favoreciendo las tasas de germinacion,
el agrandamiento celular, y la elongacién de la plantula (Blankenship et
al., 2014), (Brummer et al., 1984), solubilizando el almidén, y la movi-
lizacién de macronutrientes durante la germinacién (Hamabata et al.,
1988); o el debilitamiento de las barreras de membrana de las células del
endospermo, permitiendo una mayor captacion de agua que conduce a
la interrupcion de la latencia, y la promocién de la germinacién y el cre-
cimiento. Ademas, el uso de quitosano como materia prima para generar
las nanoparticulas conduce a la acumulacién de fitoalexinas, proteinas
relacionadas con patdgenos (PR) e inhibidores de proteinasas, la sintesis
de lignina y la formacién de calosa, produciendo un efecto vigorizante
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en las plantas tratadas (Hadrami et al., 2010). Nuestros hallazgos coin-
ciden con resultados anteriores, en los que los tratamientos de semillas
modifican las caracteristicas de emergencia de las semillas sembradas en
los campos. Por otra parte, dosis mds bajas de tratamiento de semillas
con quitosano podrian estimular el crecimiento de los brotes, como se
ha descrito en el trigo (Li et al., 2019) y el garbanzo (Sathiyabama &
Parthasarathy, 2016).

Figura 6. Evaluacion de los cambios morfoldgicos después del tratamiento de las
semillas de trigo; A) Peso total (gramos); B) Longitud de la raiz; C) Longitud total de
las hojas; D) Longitud de la parte verde de las plantulas de trigo con 15 dias

A B

Los asteriscos indican la significacion estadistica de las diferencias entre los distintos tratamientos
y Tebuconazol 10 mg/ml utilizando el ANOVA de una via y la prueba de comparaciones multiples
de Dunnet (*- p < 0,05, **-p < 0,01 y ***-p < 0,001).
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4. Conclusion

Las actividades fungicidas y fungistaticas del aceite esencial de una
de las materias primas mas interesantes desde el punto de vista cultural,
sanitario y econémico de la regién como es el ajo, junto con el cono-
cimiento de sus usos tradicionales y nuevos con la creciente literatura
sobre sus mecanismos de accion, los han convertido en una alternativa
atractiva a los fungicidas sintéticos. El éxito del uso del aceite esencial
como fungicida es probablemente el resultado de la sinergia de multiples
compuestos, haciéndolos mas efectivos contra los hongos patdgenos de las
plantas. Nuestros datos revelaron que la combinaciéon de GEO y NPCH
aumenta la capacidad fungicida del GEO disminuyendo la CIM de 7,5
mg/mL (GEO puro) a 2,5 mg/mL (GEO-NPCH) en E oxysporum con un
10% de GEO en esta dosis (0,25 mg/mL de GEO puro). Esta actividad es
similar ala dela TB, sin embargo, el uso de TB disminuye la germinacién
de las semillas de trigo mientras que el recubrimiento de las semillas con
GEO-NCPH mejor¢ la germinacion de las semillas y el desarrollo de las
plantulas. En general, el recubrimiento de semillas con GEO-NCPH es
un enfoque alternativo prometedor que surge desde nuestra provincia a
través del reaprovechamiento de los residuos generados, para superar las
enfermedades fungicas y promover en la planta un mayor potencial de
rendimiento. Por otro lado, el GEO-NPCH es una alternativa ecoldgica ya
que no es dafiino debido a su origen natural, lo cual hace que sea mas pro-
bable que sea aceptado por los consumidores que los agentes sintéticos.
Ademas, el aceite esencial y los extractos de plantas en general se degradan
mas rapidamente que la mayoria de los fungicidas quimicos y son ecolo-
gicos y tienen menos probabilidades de matar a los hongos beneficiosos
que los fungicidas sintéticos con mayor retencion en el medio ambiente.
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CAPITULO 2
NANOPARTICULAS DE PLATA BIOGENICA
RECUBIERTAS DE QUITOSANO A PARTIR DE
RESIDUOS DE TRIGO ALBACETENSE COMO
ANTIFUNGICO VERDE Y NANOPRIMIG EN
SEMILLAS DE TRIGO

Leaf residue extract

Antifungal activity
Germination assays

Seed dressing
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1. Introduccion

Los cultivos de cereales, especialmente el trigo, la cebada y el
maiz, son la base del suministro de alimentos, no sé6lo en la provincia de
Albacete, sino del mundo. Por consiguiente, la mejora de los medios de
conservacion y produccion son puntos clave para lograr una agricultura
sostenible. Sin embargo, las pérdidas ocasionadas por infecciones fungi-
cas son del 15%-20%, e incluso ascienden hasta el 60% (Rbézewicz et al.,
2021). Estas infecciones pueden afectar a la apariencia, olor o germinacién
de la semilla, causando grandes pérdidas econémicas y de suministro,
entre otros inconvenientes. Ademas, los hongos de los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium secretan metabolitos secundarios fitotéxicos,
denominados micotoxinas, los cuales provocan retraso en el crecimiento
de las plantas, muerte celular, interrupciéon de la mitosis y cambios en
el metabolismo de las proteinas (Fan et al., 2021). Se estima que estos
metabolitos secundarios estdn ampliamente presentes (60% - 80%) en
los cultivos del mundo. Las micotoxinas conocidas mas importantes son:
ocratoxinas, fumonisinas, deoxyvalenol y aflatoxinas. Dentro de éstas, las
aflatoxinas son especialmente relevantes, dado su potencial carcinogénico
en humanos (Jia et al., 2020). Ademas, pueden causar neurotoxicidad,
dermatotoxicidad, teratogenicidad, estrogenicidad, efectos inmunosupre-
sores, hepatotoxicidad y mutagenicidad (Khodaei et al., 2021).

Como se coment? en el anterior capitulo, la Uniéon Europea ha pro-
hibido el uso de muchos plaguicidas, aunque se siguen utilizando algunos
fungicidas pertenecientes al grupo de los triazoles de amplio espectro.
Este grupo se utiliza sobre todo para tratar las semillas de los cultivos de
cereales (Fernandez-Vizcaino et al., 2020). El tebuconazol, el flutriafol o
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el difenoconazol son compuestos que se encuentran en el grupo de los
triazoles y son capaces de actuar como disruptores endocrinos, capaces
de modificar la sintesis de hormonas reproductivas, y disminuir la capa-
cidad reproductiva en el caso de la perdiz roja (Fernandez-Vizcaino et
al., 2022). El tebuconazol no solo afecta a la poblacion de aves granivoras,
sino también a mamiferos como los roedores, esto es debido a alteraciones
de los niveles de hormonas esteroideas y variaciones en la reproduccion
(aumento del periodo de gestacion, reduccion del peso corporal de las
crias, feminizacion de los machos y virilizacion de las hembras) (Lopez-
Antia et al., 2021).

Debido a los inconvenientes mencionados del tebuconazol y otros
fungicidas relacionados, es necesario buscar alternativas con propiedades
antifungicas respetuosas con el medio ambiente y mds seguras para los
seres vivos. Ciertos aceites esenciales y terpenos tienen capacidad anti-
fungica, actuando como desestabilizadores de membranas e induciendo
la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). Sin embargo, estos
compuestos son altamente volatiles, tienen baja solubilidad en agua y son
inestables en condiciones de luz y oxigeno (Niza et al., 2020) (Mondejar
et al., 2022). Debido a su inestabilidad, la encapsulacion de estos com-
puestos es un método adecuado para mejorar su utilidad, potenciando
su actividad antimicrobiana y consiguiendo una liberacion controlada
de los compuestos activos (Hadidi et al., 2020). Polimeros como el
quitosano, compuesto por unidades de 3-(1-4)-glucosamina y N-acetil-
D-glucosamina, son ampliamente utilizados en nanotecnologia debido a
su capacidad para formar geles, peliculas y nanoparticulas sélidas, lo que
los hace ideales para aplicaciones en cultivos. Igualmente, su biocompa-
tibilidad, biodegradabilidad y propiedades antifiingicas permiten su uso
en la agricultura ecoldgica (Mondéjar-Lopez et al., 2021). El quitosano
actua especialmente como elicitor, siendo capaz de estimular la respuesta
inmune de la planta, ademas de aportar propiedades antivirales y antimi-
crobianas (Pal et al., 2021).

El nanopriming o nanoimpregnacién/nanoimprimacion de semi-
llas es un tratamiento previo a la siembra, en el cual se sumergen las
semillas en una concentracion especifica de una suspension definida de
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nanoparticulas durante un periodo concreto. Dicho tratamiento crea un
estado fisiologico en la semilla, reforzando su capacidad de crecimiento
contra el estrés bidtico o abidtico. El nanopriming puede acelerar la tasa
de germinacidn, la velocidad de germinacion, el indice de vigor de las
plantulas, la elongacion de las raices y los brotes, el peso himedo y seco
de las plantulas, la tasa fotosintética y otros rasgos de crecimiento de las
plantas (Abbasi Khalaki et al., 2021).

Las nanoparticulas de plata (AgNP) se encuentran entre los nano-
materiales mas utilizados. Estas nanoparticulas se utilizan ampliamente
por sus propiedades antimicrobianas en muchos campos, como la cosmé-
tica, la medicina y la alimentacion (He et al., 2021). Sin embargo, el uso en
plantas de las AgNP sintetizadas quimicamente se ha asociado con cierto
grado de fitotoxicidad que afecta a caracteristicas morfologicas, fisiologi-
cas, celulares y moleculares (Vannini et al., 2014). Estos problemas estan
directamente influenciados por las propiedades fisicas y quimicas de las
AgNP, particularmente el tamaiio, la forma o la concentracidon de exposi-
cion (Xue et al., 2019) (Yan & Chen, 2019). Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que la exposicion de nanoparticulas de plata (AgNPs),
obtenidas mediante el uso de la quimica verde, a niveles 6ptimos, puede
mejorar el crecimiento de las plantas durante las primeras etapas, y pro-
teger los cultivos del estrés ambiental (Mahakham et al., 2017). Ademas,
la sintesis verde ofrece numerosas ventajas, como el ahorro de tiempo, la
rentabilidad y el respeto al medio ambiente, evitando los residuos peli-
grosos capaces de contaminar la atmdsfera (Soliman et al., 2020).

Por consiguiente, en este estudio proponemos, por primera vez,
un método alternativo de nanoimpregnacion de semillas, a través de la
obtenciéon de nuevas nanoparticulas obtenidas bajo un proceso de eco-
nomia circular, combinando quitosano junto con nanoparticulas de plata
biogénica obtenidas a partir del extracto de trigo (de la misma especie)
por medio de la reutilizacion de residuos de cultivos de trigo generados
en la provincia de Albacete. Todo ello con el fin de probar sus usos en
las semillas de trigo mediante la determinacion de su actividad antifiin-
gica y la evaluacion de su efecto sobre la germinacion de las semillas y la
fotosintesis.
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2. Materiales y métodos
2.1 Material

Nitrato de plata (AgNO3), quitosano de bajo peso molecular (CH)
(50-190 kDa) con un grado de desacetilacion del 75-85 %, tripolifos-
fato (TPP), bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio
(MTT), tebuconazol (TB) y todos los disolventes fueron suministrados
por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). Orius 20 EW (20% de tebuco-
nazol) de Nufarm Espafia. Los organismos utilizados para los ensayos
antifiingicos consistieron en especies de Aspergillus versicolor, A. niger y
Fusarium oxysporum, que se aislaron del suelo y se examinaron visual y
microscopicamente para la caracterizacion morfologica de los aislados,
como se describe previamente en (Palmero et al., 2014) y se confirm6 su
identidad mediante la secuenciacion del ITS como se describe en Gardes
y colaboradores (Gardes et al., 1993).

2.2 Preparacion del extracto vegetal

Las hojas de trigo liofilizadas se pulverizaron. Posteriormente, se
afadid 1 gramo a 100 mL de agua miliQ, y se mantuvo en una placa calen-
tada durante 15 minutos a 80 °C. El extracto acuoso se filtré a través de
un filtro millipore de 0,45 pM y se almacend a -20 °C.

2.3 Contenido de flavonoides y polifenoles en el extracto de hoja de trigo
2.3.1 Determinacion de los polifenoles totales

Para determinar la cantidad total de polifenoles en el extracto
acuoso, se llevo a cabo el método de Folin-Ciocalteau (Lin & Tang, 2007).
Brevemente, se mezclaron 0,1 mL de extracto acuoso con 2 mL de Na,CO,
al 2%, 2,8 mL de H20 y 0,1 mL de reactivo Folin-Ciocalteau. Tras la
mezcla, se midié el cambio de color mediante la absorbancia a 750 nm. Se
utilizé el acido gélico (GAE) como estandar a diferentes concentraciones
(10-200 ppm). El experimento se llevé a cabo en n=3.
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2.3.2 Determinacion del contenido total de flavonoides

El contenido de flavonoides en el extracto acuoso se determiné
mediante un método colorimétrico con el uso de AICL,*6H,O (Lin &
Tang, 2007). Brevemente, se mezclaron 0,5 mL de extracto acuoso con 1,5
mL de etanol, 0,1 mL de AICL,*6H,0 al 10%, 0,1 mL de CH,COOK 1 M
y 2,8 mL de H,0. Después de mezclar, se evalu6 el cambio de color a 415
nm. Se utiliz6 quercetina (QE) como estandar a diferentes concentracio-
nes (8-500 ppm). El experimento se realizo por triplicado.

2.4 Sintesis de nanoparticulas biogénicas de plata recubiertas de
quitosano (AgNP-CH)

2.4.1 Sintesis de AGNP

La sintesis de AgNP se realizé como se ha descrito previamente
(Mondéjar-Lépez et al., 2021) con diferentes modificaciones; se afiadie-
ron 10 mL de 25 mM de AgNO, gota a gota a una velocidad de flujo de
2 mL/min en 10 mL de extracto acuoso de trigo bajo alta agitacion. La
suspension se mantuvo en agitacion continua bajo luz blanca, controlando
el cambio de color (solucién blanquecina a marrén oscuro) de la suspen-
sién con el tiempo. Las AgNP se recogieron tras centrifugarlas a 15.000 g
durante 15 minutos a 4 °Cy se lavaron varias veces con agua miliQ, para
su posterior liofilizacion a -40 °C.

2.4.2 Recubrimiento de quitosano de las nanoparticulas de plata (AgNP-
CH)

El recubrimiento de quitosano de las nanoparticulas de plata se
hizo como se describié previamente (Mondéjar-Lopez et al., 2021) con
algunas modificaciones: Se afiadieron 10 mL de AgNO, 25mM gota a gota
a una velocidad de flujo de 2 mL/min en 10 mL de extracto de la planta
bajo agitacidn alta. La suspension se mantuvo en agitacion continua bajo
luz blanca durante 1 hora. Durante este tiempo, se observé un cambio
de color de amarillo a marrén-negro. Las AgNPs se recogieron después
de centrifugar a 15000 g durante 15 minutos a 4 °C. El pellet de AgNPs
se resuspendid en 1 mL de agua miliQ y se afiadié gota a gota en 16 mL
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de solucién de quitosano a 2 mg/mL en acido acético al 1% bajo agita-
cion vigorosa. La suspension de recubrimiento se mantuvo en agitacion
continua durante 6 horas en condiciones de oscuridad. Las AgNP-CH se
recogieron tras centrifugarlas a 15000 g durante 15 minutos a 4°C. Las
nanoparticulas recubiertas se lavaron varias veces con agua miliQ y se
liofilizaron a -40°C.

2.5 Caracterizacién de las nanoparticulas
2.5.1 Andlisis del espectro UV-vis

La formacién de AgNP biogénicas se observo midiendo el espectro
UV-vis de la mezcla de reaccion frente al extracto acuoso de trigo como
blanco. El analisis espectral se realizé utilizando un espectrofotometro
Perkin Elmer de doble haz con una resolucién de 1 nm desde 300 nm
hasta 700 nm.

2.5.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y reflectancia
total

Para evaluar la incorporacién de quitosano que rodea a las AgNP,
se registro el espectro IR en un espectrofotometro de reflectancia total
atenuada-infrarrojo con transformada de Fourier (ATR-FTIR) (VARIAN
640-IR con una placa de cristal de rendimiento Pike Diamond/KRS-5
HS) y se indicaron los picos principales en cm™. El ATR nos permite
utilizar las muestras directamente en estado sélido o liquido sin necesi-
dad de matriz de KBr o yodo de lugol. En concreto, para la muestra de
AgNP-CH, se resuspendieron 20 mg de nanoparticulas en una solucién
acuosa. Posteriormente, se colocaron 200 pl en la placa y la punta se
coloco de forma que la tension superficial de la gota cubriera la placa de
diamante de forma homogénea. Se adquirieron 256 escaneos con una
resolucion del instrumento de 1 cm™ en el rango espectral entre 650 y
4000 cm™ debido al corte de frecuencia del elemento de reflexion interna
(IRE) del ATR-FTIR utilizado.

50

Biblioteca Digital de Albacete «Tomas Navarro Tomas»



— Desarrollo de una nueva nanotecnologia verde desde un enfoque de economia circular —

2.5.3 Medidas del tamario de particula

La caracterizacion de las particulas de las nano-formulaciones
(tamafio, potencial zeta e indice de polidispersidad (PDI)) se determind
mediante espectroscopia de correlacion de fotones a través de dispersion
de luz dindmica (DLS) utilizando un Zetasizer (3000HSM Malvern Ltd,
IESMAT, Espaiia) con las siguientes especificaciones para AgNP-CH:
indice de refraccion (IR) del quitosano de 1,700, indice de absorcién 0,010
y RI del disolvente agua: 1,33, con una viscosidad de 0,8872 cP. Las medi-
das se realizaron por triplicado.

2.5.4 Estudios de morfologia y composicion de las AQNP-CH

Las imagenes del microscopio electrénico de alta resolucién se
obtuvieron en un microscopio TEM Jeol JEM 210 que funcionaba a 200
kV y estaba equipado con un detector Oxford Link EDS. Las imagenes
resultantes se analizaron utilizando el software Digital Micrograph™ de
un microscopio Gatan. que funcionaba a 200 kV y estaba equipado con
un detector Oxford Link EDS. Las imagenes resultantes se analizaron
utilizando el software Digital Micrograph™ de Gatan.

2.6 Determinacién de la actividad antifingica de las nanoparticulas
sintetizadas

El ensayo antifungico frente a las esporas se realiz6 segun (Mondejar
etal., 2022), con algunas modificaciones. La suspension de esporas a una
concentracion de 3 x 104 esporas/mL (100 uL) se transfirié a una placa
de microtitulacion de 96 pocillos. Las placas se incubaron 24 h a 28 °Cy
se anadieron los tratamientos mediante el método de dilucién en serie.
Las placas se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente y todas se
trataron con 10 uL de bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-dife-
niltetrazolio (MTT; 5 mg/mL en PBS; Sigma). Por ultimo, las placas se
incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente, seguida de la
adicion de 100 pL de disolvente de MTT (0,1 NHCI en alcohol isopropi-
lico anhidro).

51

Biblioteca Digital de Albacete «Tomas Navarro Tomas»



Enrique Niza Gonzalez

2.7 Eliminacién de radicales de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

La actividad de eliminacion de radicales libres (FRS) se deter-
mind como se ha descrito previamente (Mondéjar-Lopez et al., 2022).
Brevemente, se mezclaron 0,5 mL para cada concentracién (1,4 mg/mL,
720 pug/mL, 360 pg/mL, 180 pg/mL y 90 pg/mL) de AgNP y AgNP-CH
sintetizadas con una solucién etandlica de radicales DPPH 0,1 mM (1,5
mL), posteriormente se mezclé y se mantuvo en la oscuridad a tempera-
tura ambiente durante 30 min. La absorbancia de la solucién se midi6 a
517 nm. El indicador de la actividad antioxidante se calcul6 mediante %
= (A0 - A1/A0) x 100, donde A0 es la absorbancia a tiempo cero y Al es
la absorbancia después de 30 min de incubacion.

2.8 Evaluacién del AgNP-CH biogénico como agente de recubrimiento
de semillas

Para evaluar el efecto de las AgNP como agente de recubrimiento de
semillas a dosis antifingicas, se evaluaron las tasas de germinacion de las
diferentes semillas. Asi pues, se recubrieron tres lotes de 100 g de semillas
de trigo (Triticum vulgare) sin esterilizacién previa con 1,6 mL de cada
tratamiento. Se utilizaron 100 g de semillas sin tratamiento, 100 g de semi-
llas tratadas con AgNP y AgNP-CH a dosis maximas de MIC y 100 g de
semillas tratadas con TB a dosis comerciales (9 mg/mL de TB pura). Tras
el recubrimiento, las semillas se secaron a temperatura ambiente. Se colo-
caron lotes de 100 semillas de cada cereal en papel de filtro himedo estéril
y se incubaron a 25 °C durante 5-7 dias en una camara de germinacién
a 21,8 °C, con una duracién del dia de 8 h de luz y 16 h de oscuridad. El
efecto sobre la germinacion de las semillas se evalué contando el numero
de semillas viables. El experimento se realiz6 por triplicado.

Para determinar el efecto sobre la morfologia y el potencial de fito-
toxicidad durante la germinacidn, realizamos pruebas de germinacion
en maceta con semillas tratadas a las dosis y condiciones de germinacioén
indicadas anteriormente. Después de 5 a 7 dias en la germinacion de
las semillas, se evaluaron los brotes midiendo el peso, la longitud de las
raices y la longitud de las hojas en cm. En este experimento se analiza-
ron al menos 35 semillas por grupo. El analisis estadistico de los datos
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significativos se evalu6 mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc
de comparacion multiple de Dunnett.

2.8.1 Determinacion del contenido de clorofila en las plantas tratadas

El contenido total de clorofila en las hojas de las plantas de las
semillas tratadas se evalu6 como (Asimovic et al., 2016) con algunas
modificaciones. Concretamente, se extrajeron 50 mg de hojas en polvo
con 300 pL de acetona al 80%. A continuacidn, las muestras se centrifuga-
ron a 10000 g durante 10 min y se midid la absorbancia del sobrenadante
a 662 y 644 nm. Los analisis estadisticos de los datos significativos se
evaluaron mediante ANOVA de una via y pruebas post hoc de Bonferroni.

3. Resultados y discusion
3.1 Polifenoles y flavonoides en el extracto de hoja de trigo

Los contenidos de polifenoles, flavonoides, glucosa y otras molé-
culas presentes en los extractos de plantas, son los agentes reductores
principales para la produccion de nanoparticulas de plata, acentuandose
gracias ala quimica verde después de reaccionar con nitrato de plata como
precursor de plata (Castillo-Henriquez et al., 2020). Diferentes estudios
han utilizado polifenoles y flavonoides como precursores para la sinte-
sis de nanoparticulas de plata (Mondéjar-Lépez et al., 2021) (Swilam &
Nematallah, 2021). En este estudio, realizamos un extracto acuoso de hoja
de trigo y evaluamos el contenido de polifenoles y flavonoides. Los resul-
tados mostraron un contenido total de polifenoles en el extracto acuoso
de hoja de trigo es de 35,07 mg de EAG (equivalente de acido galico)/gr
de peso seco, y el contenido total de flavonoides de 13,64 mg de EQ (equi-
valente de quercetina)/gr de peso seco. Otros extractos de trigo blando
y trigo duro mostraron un contenido maximo de polifenoles totales de
120 mg de EAG/100 gr y un contenido total de flavonoides de 30 mg de
EQ/100 gr para cada variedad, (Heimler et al., 2010), mostrando niveles
mas bajos que nuestros extractos.
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3.2 Sintesis y caracterizacion de las AgNP-CH biogénicas

La biosintesis de las nanoparticulas de plata se llevo a cabo utili-
zando el extracto acuoso de hoja de trigo, actuando como precursor de
agentes reductores para formar AgNP a partir de nitrato de plata. Tan
pronto como se afiadi6 la solucion de AgNO, al extracto acuoso de la hoja,
en condiciones de agitacion vigorosa, el color de la solucién de nitrato
de plata cambi6 rapidamente de amarillo claro a una solucién marrén, lo
que indica la formaciéon de AgNP. El color marrdn se debe a la excitacion
de electrones libres en las nanoparticulas y se produce en 60 minutos a
temperatura ambiente, bajo luz blanca. Después de 24 horas, no se detecto
ningun otro cambio de color con motivo de la estabilizacién de las nano-
particulas sintetizadas. No se observaron cambios de color cuando las
nanoparticulas de plata se anadieron a la solucién de quitosano.

Para evaluar las nanoparticulas de plata bio-sintetizadas a través de
la sintesis verde utilizando el extracto acuoso de hoja de trigo, se realizo
un barrido UV-visible de 300 a 750 nm para confirmar la presencia de
nanoparticulas en la muestra, basandose en su espectro de resonancia de
plasmon superficial localizado. Se registraron los espectros de absorcion
de las nanoparticulas de plata sintetizadas frente al agua. La reduccion
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Figura 1. A) Resonancia plasménica superficial localizada de las nanoparticulas de plata biogénica
observada en el espectro UV-Vis, B) Anilisis ATR-FTIR de AgNP de quitosano y AgNP-CH; C)
Andlisis elemental de AgNP-CH; D) Ensayo DPPH de AgNP y AgNP-CH
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de los iones de plata, y la formacién de nanoparticulas de plata se con-
firmé mediante los espectros UV-visibles, donde la absorbancia méaxima
se observd a 450 nm (Figura 1 A)) como se muestra en las nanoparticu-
las de plata obtenidas de Iris tuberosa L. (Mondéjar-Lopez et al., 2021),
y otros extractos de plantas como Berberis vulgaris Vell., Brassica nigra
W.D.J.Koch, Capsella bursa-pastoris Medik., Lavandula angustifolia
Moench y Origanum vulgare L. (Salayova et al., 2021). El extracto acuoso
de hoja de trigo actiia como agente reductor mediando la sintesis, y sus
biomoléculas naturales actiian como agentes de recubrimiento y estabi-
lizacion de las nanoparticulas de plata mejorando su biocompatibilidad
(Della Pelle et al., 2018).

3.3 Analisis FT-IR de AgNP-CH biogénicas

La incorporacion de quitosano en la superficie de AgNP-biogénicas,
se evalu6o mediante analisis FTIR (Figura 1 B)). El accesorio de reflectan-
cia total atenuada (ATR) nos permitié identificar los principales grupos
funcionales, y las biomoléculas que actian como agentes captores pre-
sentes directamente de las nanoparticulas y el quitosano. En la figura 2 se
muestran los espectros de quitosano, AGNP y AgNP-CH. En el quitosano,
se observo claramente una banda ancha entre 3750 cm™ y 3200 cm'!, aso-
ciada al estiramiento de los enlaces O-H y N-H. En cuanto a AgNP-CH,
se observaron picos caracteristicos adicionales del quitosano en 2916
cm™ y 3009 cm™ debido al estiramiento del enlace C-H del carbono sp?,
1739 cm™ con motivo del estiramiento del carbonilo C=0 de la amida
(Gedam & Dongre, 2015). Asi pues, la evidencia muestra que las nano-
particulas estaban recubiertas de quitosano. Por otra parte, se detecto
un pico amplio de 3503 cm™ a 2975 cm™! en la AgNP, correspondiente a
la presencia de agentes de recubrimiento como el alcohol y los fenoles
(vibracién de estiramiento O-H 3503 cm™), y el estiramiento C-H de los
compuestos aromaticos (2975 cm™) (Jyoti et al., 2016) se superponen por
la incorporacion de quitosano en la AgNP-CH. La presencia de proteinas
que rodean a la AgNP se revela por el pico a 1637 cm™, que corresponde
al estiramiento C-N y C-C (Prakash et al., 2013). Sin embargo, en el caso
de las AgNP-CH los procesos de recubrimiento impiden que este pico
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aparezca en el espectro de estas nanoparticulas, lo que reafirma la eficacia
del proceso de recubrimiento con quitosano.

3.4 Tamafo y carga superficial de las nanoparticulas

Se aplico la técnica DLS para determinar la dimension de las nano-
particulas y la uniformidad de las nanoformulaciones (Mondéjar-Lopez
et al., 2022). Los resultados del tamaifio de las particulas y el PDI de las
nanoformulaciones se presentan en la Tabla 1.

Tabla 2. Tamaiio medio, polidispersidad (PDI), potencial Z, eficiencia de
encapsulacién (EE) y eficiencia de carga (LE) para la caracterizacién de las NP. Los
datos se expresan como media + e.e.m. de al menos tres experimentos independientes

Formulacion Diametro (nm) PDI Potencial Z (mV)
AgNP 116.4+4.10 0.3+0.02 -27.5+0.83
AgNP-CH 154.7£7.62 0.3+£0.02 +43.6+3.06

Los resultados mostrados en la Tabla 1 revelaron un incremento
del tamafio medio tras el recubrimiento con quitosano de las nanoparti-
culas de plata, aumentando de 116,4 nm a 154,7 para AgNP y AgNP-CH
respectivamente, demostrando asi un recubrimiento eficiente de las nano-
particulas. El indice de polidispersidad (PDI) confirma una suspension
monodispersa de ambas nanoparticulas biogénicas en suspensiones de
agua, con valores de PDI<0,5 (Modéjar-Lopez et al., 2022). Los tamafos
mayores detectados son consecuencia de la agregacion de las nanopar-
ticulas mas pequeiias, lo que ha sido confirmado por el analisis TEM en
varios estudios, dando lugar a un alto valor de PDI. Varios estudios indi-
can un tamafio de particula similar de las AgNP, que oscila entre 10-800
nm, como se describe en los extractos de neem, cebolla y tomate, con un
PDI entre 0,2-1,0 (Chand et al., 2019).

El potencial zeta es un factor crucial para la estabilidad de las nano-
particulas en medios acuosos, con valores cercanosa >30 mV y < -30 mV,
de tal manera que exista suficiente repulsion eléctrica como para evitar la
agregacion de las nanoparticulas, y obtener asi una suspension de nano-
particulas mas estable (Dalenc et al., 1997). Los resultados mostrados en
la Tabla 1 confirman el éxito del recubrimiento de quitosano sobre las
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nanoparticulas de plata, con el aumento del potencial Z a carga superficial
positiva, con un incremento de los valores de -27,5 mV a +43,6 mv para
AgNP y AgNP-CH respectivamente, indicando suspensiones estables y
monodispersas (Samimi et al., 2019). Otros estudios con nanoparticu-
las de plata sintetizadas por el extracto de la flor de Madhuca longifolia
J.EMacbr., muestran valores de potencial Z de -4,68 mV, lo que demuestra
una menor estabilidad en medios acuosos (Patil et al., 2018). Las formu-
laciones de Carvacrol y Eugenol-nanoparticulas de quitosano mostraron
valores de potencial Z de hasta +29,4 mV y +25,9 mV respectivamente,
confirmando la carga superficial positiva asignada a la presencia del qui-
tosano como materia prima en la nanoformulacién (Mondéjar-Lopez et
al., 2022). Otro estudio realizado sobre nanoparticulas de poli-lactida con
el polimero policationico ramificado polietilenimina, mostr6 la misma
tendencia con el aumento del valor del potencial Z de -14,4 mV a 54,7
mV (Niza et al., 2020).

3.5 Morfologia y analisis elemental de las nanoparticulas biogénicas de
AgNP-CH

Las técnicas de microscopia electronica son las mas habituales para
evaluar la morfologia, las dimensiones, las caracteristicas superficiales
y la arquitectura de los nanomateriales. El microscopio electrénico de
transmision (TEM por sus siglas en inglés), se utilizé para conocer el
tamano, la distribucién y la morfologia de las AgNP-CH biogénicas. Las
imagenes TEM de la fig. 2) muestran una nanoparticula esférica con un
rango de tamafio de 2 - 10 nandmetros con una distribucién estrecha.
Ambas imagenes muestran algunas agregaciones de las nanoparticulas,
lo que confirma que el mayor tamafo obtenido por las medidas DLS se
debe a la agregacion de las nanoparticulas en las condiciones de pre-
paracion de la muestra. La Fig. 2 muestra una menor agregacion de las
nanoparticulas que podria producirse por la estabilizacion del quitosano
en la superficie de las nanoparticulas, produciendo una repulsion entre
las mismas, debido a la carga superficial positiva de las nanoparticulas.
En otros trabajos, el uso de quitosano como agente de recubrimiento en
otras nanoparticulas metalicas, como el oro, mostr6é una mejora de las
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Figura 2. Imagenes al microscopio electrénico de transmission de A) AgNP y b) AgNP-CH

propiedades de estabilidad en comparacion con las tipicas nanoparticulas
de citrato-oro (Franconetti et al., 2019).

El andlisis por dispersién de energia de rayos X (EDAX) es una
técnica analitica espectrofotométrica de superficie utilizada en el analisis
elemental de nanomateriales (Raval et al., 2018). La imagen de la Fig 1
C) muestra el espectro EDAX de la AgNP-CH. La presencia de un pico
distinto a 3 keV en el espectro EDAX corresponde a las energias de unién
dela plata y confirma la formacién de nanoparticulas de plata, de acuerdo
con el estudio de espectroscopia UV-Vis (Varadavenkatesan et al., 2019).

3.6 Actividad antifungica de las nanoparticulas de plata biogénicas

Las infecciones fungicas de los cultivos de cereales suponen un
riesgo importante para la seguridad alimentaria mundial, tanto por la
reduccién de la produccion yla calidad del grano, como por la contamina-
cion de los piensos y los productos de consumo humano (Liu et al., 2022).
El tizén de la cabeza de Fusarium es la enfermedad mas daiina que afecta
a los cultivos de trigo, mientras que otros hongos del género Fusarium
también pueden causar otra serie de efectos patégenos: marchitez de las
plantulas, podredumbre de las raices o enfermedad extendida de raiz-co-
rona-tallo basal, ademas de las diferentes enfermedades de los cereales
causadas por los hongos mencionados (Modéjar-Lopez et al., 2022).

La busqueda de nuevos métodos alternativos y de «quimica verde»
para el control de hongos patdgenos en las enfermedades de los cereales,
tanto en la postcosecha como en el almacenamiento, nos llevé a ensayar
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diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata contra 3000 esporas
de hongos patdégenos.

La tabla 2 muestra las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
de AgNP biogénicas y AgNP-CH biogénicas contra algunos de los hongos
patégenos mas tipicos de los cereales E Oxysporum, Botrytis cinerea,
A. versicolor y A. brasiliensis. AgNP biogénicas mostraron valores de
CMI desde 104,7 ug/mL hasta 227,4 ug/mL con una actividad maxima
contra A. Brasiliensis, y minima contra Botrytis cinerea. Por otro lado,
AgNP-CH aumentan la actividad antifiingica contra F. oxysporum mos-
trando la mayor actividad con 41,7 pg/mL, mientras que, con el resto de
hongos patdgenos ensayados, se obtuvieron CIMs similares, de 208,3
pg/mL. La mejora de la actividad antifiingica de las AgNPs biogénicas
mediante el recubrimiento de quitosano, podria deberse al aumento de la
carga superficial positiva de las nanoparticulas, que podria permitir una
mejor penetracion en la célula fungica debido a la carga negativa de sus
membranas (Xue et al., 2019) (Fan et al., 2018). Ambas nanoparticulas
biogénicas muestran una alta actividad antifungica con bajas concen-
traciones de tratamientos. El efecto antifingico de las nanoparticulas
de plata se ha demostrado en muy pocos estudios (Gupta et al., 2018). A
pesar de esto, otros trabajos han mostrado el alto efecto antifiingico de
las nanoparticulas de plata a bajas dosis (Zhao et al., 2021). Sin embargo,
la evaluacidn de otras nanoparticulas como agentes antifungicos ha sido
mas ampliamente evaluada. Las nanoparticulas mixtas de oro y quitosano
y las nanoparticulas de carbono se probaron contra diferentes cepas de
E oxysporum, mostrando la maxima actividad inhibitoria a 5 mL de 75
pug/mL (Lipsa et al., 2020). El quitosano y sus nanoparticulas con bio-
moléculas encapsuladas han sido ampliamente ensayados como agente
antifingico, mostrando efectos inhibitorios en diferentes hongos como F.
oxysporum, Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill,, Botrytis cinerea Pers., A.
niger, A. flavus entre otros (Ren et al., 2021) (Salgado-Cruz et al., 2021;
Hasheminejad et al., 2019 y (Modéjar-Lopez et al., 2022).
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Tabla 2. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de Control (Tebuconazol),
AgNP biogénicas y AgNP-CH biogénicas en pg/mL

Tratamiento de germinacion de esporas (mg/mL)

Control L AgNP-CH
(303)0:§:res) (Tebuconazol) AgNﬁllg);glgf)n icas biogénicas

(ug/mL) (pg/mlL)
Eoxysporum 500 227,4 41,7
A.niger 1000 291,7 208,3
A.versicolor 500 208,3 208,3
A. brasiliensis 1000 104,2 208,3

3.7 Propiedades antioxidantes de las nanoparticulas de plata biogénica

Un ambiente desfavorable junto con la insuficiencia de recursos
hidricos y de nutrientes en el suelo, como los suelos de secano o de regadio
(con un alto contenido de sales), pueden limitar el crecimiento satisfacto-
rio de las plantas, lo que conduce a una disminucién del rendimiento de
la produccion y de la calidad final. En estas condiciones no deseadas, las
plantas aumentan su contenido en especies reactivas de oxigeno (ROS)
produciendo la oxidacién de lipidos, proteinas y otros componentes
celulares, lo que conducen a la pérdida funcional (Brauer et al., 2019).
El correcto crecimiento y adaptacién de las plantas depende principal-
mente de la capacidad de éstas para aumentar el ascorbato, el glutation
y otros compuestos antioxidantes para contrarrestar el estrés oxidativo
(Igbal et al., 2021). La incorporacion de diferentes tratamientos antioxi-
dantes en la etapa temprana del crecimiento de la planta puede evitar el
estrés oxidativo, conduciendo asi a un correcto desarrollo de los cultivos.
Para determinar las propiedades antioxidantes de las nanoparticulas de
plata biogénica con el fin de ampliar su utilidad, utilizamos el método de
barrido de DPPH. Los resultados mostrados en la Fig. 1 D) confirman
las propiedades antioxidantes de las nanoparticulas de plata biogénica al
eliminar un maximo del 65% y 59% del DPPH parala AgNP biogénicayla
AgNP-CH biogénica respectivamente a 1500 ug/mL. A dosis mas bajas, de
90 ug/mL a 320 ug/mL, la actividad de eliminacién de DPPH en el caso de
AgNP-CH fue mayor que la de las nanoparticulas sin recubrimiento. Sin
embargo, a las dosis maximas las AgNP mostraron mayores propiedades
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antioxidantes, probablemente porque las recubiertas evitan la interaccion
de diferentes compuestos antioxidantes recubiertos, como los polifenoles
y los flavonoides, para interactuar con el DPPH.

3.8 Nanoparticulas de plata recubiertas de quitosano como agente
seguro de recubrimiento de semillas

El uso de nanoparticulas de plata sigue estando en el punto de mira
en el control de cultivos, debido a sus posibles efectos fitotoxicos en dife-
rentes plantas de cultivo (Dimkpa et al., 2013). Sin embargo, los usos de las
nanoparticulas de plata procedentes de recursos verdes, surgen como una
alternativa de seguridad. La fitotoxicidad y los efectos en el crecimiento
de las plantas de los tratamientos se evaluaron midiendo la longitud del
tallo, la raiz, asi como el peso total del brote después de la germinacioén
en comparacion con las muestras no tratadas y el tratamiento con tebu-
conazol utilizado como tratamiento estandar de referencia. En todos los
casos, los porcentajes de germinacion fueron superiores al 85%. Como
se muestra en la Figura 4 A, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos y el control en la longitud de las raices. Sin embargo,
los datos correspondientes a la longitud del tallo y al peso total mostra-
ron una ligera tendencia al aumento de la longitud del tallo en los tres
tratamientos evaluados, asi como del peso total de los brotes, excepto en
el tratamiento de nanoparticulas de plata recubiertas de quitosano, que
no mostro diferencias significativas con el control no tratado (Figura 4 B
y C). Aunque estos ligeros aumentos son dificiles de interpretar, parecen
indicar que no existe un efecto fitotoxico observable del tratamiento a
nivel macroscdpico ni un efecto sobre la produccion global de biomasa
durante la germinacion a dosis antifungicas. Otros estudios en los que se
utilizaron nanoparticulas de plata biogénica procedentes del extracto del
fruto de Phyllanthus emblica L. con aplicacion foliar en plantas de trigo,
en los que se comprobd la actividad antiozonante de estas nanoparti-
culas, mostraron un efecto eficaz y no fitotdxico en las plantas tratadas
(Kannaujia et al., 2022).
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Figura 4. Evaluacion del efecto de los diferentes tratamientos sobre la germinacién de
las semillas de trigo. D) control, E) tebuconazol, F) AgNP y G) AgNP-CH. Los datos
se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc de comparacién
multiple de Dunnett. La significacion estadistica se muestra por encima de las barras
(*, P <0,05;**, P <0,01; ***, P < 0,001).
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3.9 Determinacion del contenido de clorofila de las plantas tratadas

Para investigar el posible efecto fitotoxico de las nanoparticulas de
plata recubiertas de quitosano a nivel fisiolégico, realizamos una evalua-
cion del contenido de clorofila, ya que estudios anteriores han sugerido
que las nanoparticulas de plata podrian tener un impacto negativo en
el aparato fotosintético a través de la reduccion de las clorofilas totales
(Tripathi et al., 2017). La evaluacion de la concentracion de clorofila A, B
y clorofila total por peso seco, enumerada en la Tabla 3, mostr6 un ligero
aumento en la concentracion de clorofila total con las semillas tratadas
con AgNP-CH en comparacion con los otros tratamientos a las dosis
probadas. Este aumento puede deberse a la presencia de quitosano en
las nanoparticulas recubiertas, como se ha demostrado en otros estudios
(Balusamy et al., 2022). Los datos sugieren un escaso impacto a nivel
tisiolégico, al menos desde el punto de vista de la produccion de cloro-
fila. Las nanoparticulas de 6xido de manganeso se han probado como
agente de cebado de semillas en sandia y los resultados del contenido de
clorofila mostraron un aumento dependiente de la dosis y de la especie
(Kasote et al., 2021).

Tabla 3. Determinacion del contenido de clorofila en las plantas tratadas

Tratamiento Clorofila A (ug/mL) Clorofila B (ug/mL) Clor((:lfgltag)t otal
Tebuconazol 22.1140.04 32.11+8.6 4.3+0.94
AgNP 20.84+0.66 29.91+£10.74 4.55+1.65
AgNP-CH 23.21+1.37 39.34+7.65 5.44+1.94
No tratadas 20.58+0.6 28.61+£12.2 4.81+1.28

4. Conclusiones

En conclusién, por primera vez se obtuvieron nanoparticulas bio-
génicas de plata a partir de residuos de hojas de trigo generados en la
provincia de Albacete. Las nanoparticulas biogénicas se recubrieron por el
conocido polisacarido elicitor quitosano. La incorporacion del quitosano
mostré una menor agregacion que las nanoparticulas no recubiertas, con
forma esférica y un tamafo que oscila entre 2-10 nm. El recubrimiento de
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quitosano mejord la actividad antiftingica contra los hongos patégenos de
los cereales. Por lo tanto, estas nanoparticulas pueden utilizarse como una
alternativa potencial a los peligrosos agentes antifungicos actuales, para
prevenir las infecciones fungicas en los cereales en las primeras etapas.
Finalmente, el uso de estas nuevas nanoparticulas obtenidas muestra un
incremento en la produccién de clorofila, no muestra actividad fitotdxica
contra las semillas de trigo tratadas y no compromete el crecimiento de
las plantas al menos en las dosis ensayadas.
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CAPITULO 3
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD COMO AGENTE
DE RECUBRIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL
DE AJO ENCAPSULADO EN NANOPARTICULAS
DE QUITOSANO EN UN CICLO COMPLETO EN
CULTIVOS DE TRIGO, AVENA Y CEBADA
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1. Introduccion

La emergencia climatica, el aumento de resistencias en especies
fangicas, la poblacién creciente y las toxicidades generadas en animales
y humanos por el consumo indirecto de los tratamientos convencionales
como los triazoles demanda la obtencion y aplicacion urgente de nuevas
alternativas.

Como se ha visto en los trabajos anteriores se han desarrollado dos
posibles alternativas con alta eficiencia en la proteccion de semillas, tanto
en prevencion fungica como en preservacion del desarrollo vegetativo.
Sin embargo, de los dos tratamientos propuestos las GEO-NPCH han
mostrado en los estadios iniciales de desarrollo de las plantas un mayor
efecto elicitor y vigorizante. Ademas, cabe destacar que debido a que los
precursores de estas nanoparticulas consisten en dos materias primas ya
aprobadas para su uso en agricultura esto supondria una mayor facilidad
para su traslacion a los cultivos del mundo. Por todo ello, como todo
producto potencial, debe someterse a condiciones de cultivo habituales
en ciclos vegetativos completos para evaluar su comportamiento mas
cercano a la realidad.

Por otro lado, el escalado es un paso crucial por el que cualquier
producto o tratamiento potencial debe de atravesar para que pueda
llevarse al campo. En este caso, existen diversos mecanismos e instru-
mentaciones ya a disposicion de la industria para llevar a cabo procesos
de encapsulacion en nanoparticulas a través de técnicas similares, como
ya se ha observado en distintos campos como el de la medicina y la cos-
mética (He et al., 2017) (Alves et al., 2021).
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Con esta premisa, y con el fin de realizar una evaluacién mas
proxima a la realidad de la efectividad de las GEO-NPCH como trata-
miento alternativo al Tebuconazol como protector de las semillas ante
infecciones fungicas y como tratamiento vigorizante, se ha procedido a
evaluar el tratamiento con GEO-NPCH en tres tipos de cereales (Trigo
duro, Avena y Cebada) en un cultivo de experimentacién en secano en la
provincia de Albacete y se ha realizado la evaluacion de los tratamientos
durante el periodo habitual de actividad de los tratamientos preemer-
gencia, desde el inicio de siembra hasta el fin de la etapa de desarrollo
vegetativo de dichos cereales.

2. Materiales y métodos

El quitosano de bajo peso molecular (CH) (50-190 kDa) con un
grado de desacetilacion del 75-85 %, el tripolifosfato (TPP), el bromuro de
3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio (MTT), el tebuconazol (TB)
y todos los disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafa). El Orius 20 EW (20% de Tebuconazol) de Nufarm Espafa y
el GEO fue extraido de diversos destrios de la provincia de Albacete.
Los organismos utilizados para los ensayos antifungicos consistieron en
especies de Aspergillus versicolor, A. niger y Fusarium oxysporum, que se
aislaron del suelo y se examinaron visual y microscdpicamente para la
caracterizacion morfoldgica de los aislados, como se describié previa-
mente en (Palmero et al., 2014) y se confirm¢ su identidad utilizando
cebadores ITS como se describe en (Gardes et al., 1993).

2.2 Preparacion de nanoparticulas de ajo-quitosano

La encapsulacion de la GEO en nanoparticulas de quitosano (GEO-
NPCH) se formuld en un proceso de dos pasos: en primer lugar, se llevéd
a cabo una emulsién oleo-acuosa (o/w), seguida del método de gelifi-
cacion idnica descrito anteriormente. Brevemente, se mezclaron 5 L de
solucidon de CH previamente preparada en una disolucién de Tween 80 al
1% y se agito a 1000 RPM a una temperatura de 50°C. Posteriormente, se
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anadieron gota a gota diferentes cantidades de GEO para formar cuatro
propuestas de CH:GEO a un ratio 1:0,75 p/p bajo agitacién continua y
se emulsiond a 1000 RPM durante 10 min a temperatura ambiente. Por
ultimo, se afladié gota a gota una disolucién acuosa de TPP al 0,2% a un
caudal de 2 mL/min bajo agitacién continua para inducir la gelificacién
ionica. Después, se agitd a 700 RPM durante 40 min. Las nanoparticulas
se recogieron después de centrifugarlas a 15.000 RPM durante 20 min a
4°CYy, posteriormente, se lavaron varias veces con agua mQ. La suspension
de nanoparticulas se congel6 a -80°C y se liofiliz6 durante 48h a -50°C
(LyoQuest-85 / 208V 60 Hz, Teslar).

2.3 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion y de la eficiencia de
carga de las nanoparticulas de aceite esencial de ajo-Quitosano (GEO-
NPCH)

Se mezcl6 una suspension de la muestra (100 uL) con 5 mL de
HCL 2M y se hirvié a 95 °C en reflujo. Después de enfriar, se afadié 1
mL de Etanol absoluto a la mezcla homogénea antes de centrifugar a
9.000 rpm durante 1 min a 25°C. El sobrenadante se analiz6 por espec-
trofotometria UV-vis en un rango de longitudes de onda de 250-400 nm
para cubrir la longitud de onda maxima de absorcidn del aceite esencial
de ajo (325nm) (Ang et al., 2009). También se prepararon nanoparticulas
de quitosano sin GEO (NPCH) como control sin sustancia activa de la
misma manera.

La capacidad de carga (LC) yla eficiencia de encapsulacion (EE) del
GEO se calcularon de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

LC % = (peso de la GEO encapsulada (mg)) / (peso del total (GEO encap-
sulada + peso del material) (mg)) x 100%

EE % = (peso de GEO encapsulado (mg)) / (peso inicial de GEO (mg))
x 100%
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2.4 Evaluacion de las nanoparticulas de GEO-Quitosano como agente
de recubrimiento de semillas

Para evaluar los efectos morfoldgicos en las plantas, se trataron lotes
de 3kg de semillas de trigo, 3 Kg de cebada y 3 Kg de avena mediante pul-
verizador con GEO-NPCH a una concentracién de 10 mg/mL basandonos
en los efectos evaluados en estudios anteriores. El efecto se comparé con
la concentracion recomendada por el fabricante de la formulacién de
TB (45 mg/mL de producto con 9 mg/mL de TB pura) y con las mismas
semillas tratadas con TB comercial utilizando nuestro sistema de recu-
brimiento (pulverizador) con el fin de evaluar las deficiencias del sistema
de recubrimiento respecto a las semillas recubierta por una empresa local
smillista (Cereales Candelo SL.). Tambien se utilizaron semillas sin tratar
para hacer un estudio multicomparativo. Las semillas se cultivaron en
Albacete (Espana) en las coordenadas 39°07°06.2 “N 1°30°40.8 “W en una
parcela de experimentacion de 27000 m? Se dividieron en microparcelas
de 3000 m?por cada tratamiento segtin lo mostrado en la figura 1 del pre-
sente capitulo. Se recogieron muestras de las plantas tras 30 y 90 dias de
tratamiento. Las plantas se evaluaron midiendo el peso, la longitud de las
raices, la longitud de las hojas en cm y demads parametros morfoldgicos.
Se recogieron unas 20 plantas de las cuales se escogieron 6 de manera
homogénea basaindose en la morfologia més representativa de poblacion
muestral para la evaluacion.

2.5 Contenido de flavonoides, polifenoles y clorofilas en las plantas
tratadas

Con el fin de evaluar si los distintos tratamientos producen altera-
ciones en el comportamiento celular y en las plantas, se procedié a medir
los niveles de polifenoles, flavonoides y clorofilas.

2.5.1 Determinacion de los polifenoles totales

Para determinar la cantidad total de polifenoles en el extracto
acuoso, se llevé a cabo el método de Folin-Ciocalteau (Lin & Tang,
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2007). Brevemente, se mezclaron 0,1 mL de extracto acuoso con 2 mL de
Na2CO3 al 2%, 2,8 mL de H20 y 0,1 mL de reactivo Folin-Ciocalteau.
Tras la mezcla, se midié el cambio de color mediante la absorbancia a 750
nm. Se utilizé el acido gélico (GAE) como estandar a diferentes concen-
traciones (10-200 ppm). El experimento se llevé a cabo en n=3.

2.5.2 Determinacion del contenido total de flavonoides

El contenido de flavonoides en el extracto acuoso se determind
mediante un método colorimétrico con el uso de AICI3*6H20 (Lin &
Tang, 2007). Brevemente, se mezclaron 0,5 mL de extracto acuoso con 1,5
mL de etanol, 0,1 mL de AICL*6H,0 al 10%, 0,1 mL de CH,COOK 1 M
y 2,8 mL de H,O. Después de mezclar, se evalué el cambio de color a 415
nm. Se utiliz6 quercetina (QE) como estandar a diferentes concentracio-
nes (8-500 ppm). El experimento se realiz6 por triplicado.

2.5.3 Determinacion del contenido de clorofila en las plantas tratadas

El contenido total de clorofila en las hojas de las plantas de las
semillas tratadas se evalu6 como (Asimovic et al., 2016) (con algu-
nas modificaciones). Concretamente, se extrajeron 50 mg de hojas en
polvo con 300 pL de acetona al 80%. A continuacion, las muestras se
centrifugaron a 10000 g durante 10 min y se midié la absorbancia del
sobrenadante a 662 y 644 nm. Los analisis estadisticos de los datos sig-
nificativos se evaluaron mediante ANOVA de una via y pruebas post
hoc de Bonferroni.

2.7 Estadisticas

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante
ANOVA de una via y la prueba de comparaciones multiples de Dunnet
con el software estadistico GraphPad Prism version 5.0.0 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, California USA. Las diferencias se com-
probaron a < 0,05 (nivel de probabilidad del 95%).
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ENSAYO I+D 2021
Proyecto Nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de ajo

Figura 1. Patr6n de difraccion de rayos X de nanoparticulas de quitosano, GEO-nanoparticulas
de quitosano y quitosano en polvo (XDR)

3 Resultados y discusion

3.1 Evaluacién del tratamiento de semillas con GEO-NPCH en trigo de
secano

3.1.1 Evaluacién morfolégica

Las imagenes captadas y mostradas en la fig. 2 muestras las dife-
rencias obtenidas con todos los tratamientos testeados después de 30 y
90 dias tras la siembra. A nivel morfologdgico mediante examinacién
visual se observo como desde los 30 dias las plantas tratadas con las
GEO-NPCH presentaron un mayor enraizamiento y mayores longitudes
en las raices.
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90 days

TBC

Figura 2. Analisis morfol6gico de los distintos tratamientos en Trigo. A la izquierda muestras
obtenidas a los 30 dias de siembra a la derecha muestras obtenidas a los 90 dias de siembra. ST
(sin tratamiento; NP (tratada con GEO-NPCH; TBE (tratadas mediante pulverizador conTB);
TBC (semillas tratadas por el semillista)

Dichos resultados quedan reflejados en el estudio estadistico reali-
zado mediante el test de comparacion multiple de Dunn (figura 3) para
establecer diferencias significativas tras los tratamientos. En dichos resul-
tados se ve un incremento en la longitud de las raices en las semillas
tratadas con GEO-NPCH. Sin embargo, los valores obtenidos no mostra-
ron diferencias significativas respecto al resto de tratamientos.

Sin embargo, a los 90 dias las diferencias se incrementan de manera
significativa como se puede observar en la imagen derecha de la figura 2
donde las semillas tratadas con las nanoparticulas mostraron una mayor
longitud de raiz, de hoja y un mayor ahijamiento. Dichos datos se pueden
observar en la figura 4 donde se confirma que la diferencia adquiere un
comportamiento significativo donde los parametros de longitud de raices,
numero de ahijamiento, peso total y peso de raiz es significativamente
superior en las plantas tratadas respecto al TB y respecto a las plantas
sin tratar. Durante las primeras fases de desarrollo el vigor en las plantas
tratadas con el nuevo tratamiento queda evidente debido a que durante
estas fases las plantas requieren de mayores recursos para superar diversas
situaciones de estrés bidtico y abiotico (Wasternack, 2014) (Balachandran
et al.,, 1997)

Por ultimo, se evaluo si los tratamientos producian alguna alte-
racion de la actividad celular de las plantas a modo de evaluacion de
seguridad mediante la medicion de diversos metabolitos secundarios de
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Figura 3. Andlisis gravimitrico y longitudinal a los 30 dias de siembra de las plantas de trigo
tratadas. Control (plantas sin tartar; GEO-NPCH (plantas de semillas tratadas con GEO-NPCH);
TBE (Plantas de semillas tratadas mediante pulverizador con TB); TB Candelo (Plantas de las
semillas provistas por la empresa semillista)
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la planta (polifenoles, flavonoides y clorofila) como se ha descrito en los
capitulos anteriores (Mondéjar-Lopez et al., 2021).

Tabla 1. Ccontenido de Clorofila total, polofenoles y flavonoides totales de las
muestras de trigo recogidas a los 90 dias de cultivo

MEDIDAS 90 DIAS
Muestra Clorofila total mg/g Polifenoles totales  Flavonoides totales
mg/g mg/g
SIN TRATAR 8,54 11,63 13,15
TOCAYO NP 8,24 8,66 11,88
TOCAYO TBE 8,25 10,41 12,89
TOCAYO TBC 8,46 9,38 12,49

Los resultados mostrados en la tabla 1 reflejan los contenidos tota-
les de clorofilas, de polifenoles y de flavonoides extraidos de las hojas
recogidas a los 90 dias. En la primera columna se observan los valores
obtenidos de clorofilas donde no se aprecian diferencias entre los distintos
tratamientos. Los valores obtenidos en el contenido de polifenoles totales
muestran unos niveles inferiores en los tratamientos respecto el control
y la misma tendencia es observada en el contenido de flavonoides. Sin
embargo, las diferencias no muestran una alteracion significativa man-
tenido valores tipicos reportados de manera habitual en este estadio de
desarrollo vegetativo indicando que ninguno de los tratamientos producia
ningun efecto fitotdxico ni alteracion indeseada en el periodo evaluado
(Heimler et al., 2010) (Balusamy et al., 2022).

3.2 Evaluacién del tratamiento de semillas con GEO-NPCH en cebada

3.2.1 Evaluacion morfologica

A diferencia de lo ocurrido a las muestras de trigo, a los 30 dias
desde del inicio del cultivo, en cebada el tratamiento con GEO-NPCH
produjo un incremento en el desarrollo de la parte aérea de la planta
tal y como se puede observar en la Figura 5, donse se observan unas
hojas con mayor grosor y longitud. En esta imagen se puede apreciar una
mayor aparicion de raices aunque visualmente no se ven diferencias tan
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Figura 5. Analisis morfol6gico de los distintos tratamientos en Cebada. A la izquierda muestras
obtenidas a los 30 dias de siembra a la derecha muestras obtenidas a los 90 dias de siembra. ST
(sin tratamiento; NP (tratada con GEO-NPCH; TBE (tratadas mediante pulverizador conTB);
TBC (semillas tratadas por el semillista)

pronunciadas en la longitud respecto al resto de tratamientos como las
ocurridas en el trigo.

En la figura 6 se puede observar como a los 30 dias de cultivo
la longitud de la parte aérea y el peso total de las plantas tratadas con
GEO-NPCH fueron superiores. Sin embargo, como muestra el analisis
estadistico donde se encontraron mas diferencias significativas fue en el
desarrollo de la parte verde de la hoja donde se observé una mayor lon-
gitud en el caso de las plantas tratadas con las nanoparticulas.

A pesar de observarse un mayor incremento en el crecimiento de
las hojas, a los 90 dias, como se observa en la figura 5, en el caso de las
plantas tratadas con las nanoparticulas ecolégicas se observo un mayor
incremento en la longitud de las raices, asi como un mayor nimero de las
mismas y una consistencia mas robusta. Ademas, como ya se observé en
el caso del trigo, se produjo un incremento del ahijamiento exponencial
y una mayor longitud de la parte aérea.

En la figura 7 los datos evaluados mediante el test de comparacion
multiple de Dunn demostraron las tendencias observadas en las plantas
de cebada tratadas con el tratamiento de GEO-NPCH donde se observo
un incremento significativo en el peso total de las plantas y en el peso de
las raices respecto al tratamiento convencional tebuconazol asimilando
la tendencia ya observada en trigo.
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Figura 6. Analisis gravimitrico y longitudinal a los 30 dias de siembra de las plantas de cebada
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Tabla 2. Contenido de Clorofila total, polofenoles y flavonoides totales de las
muestras de cebada recogidas a los 90 dias de cultivo

MEDIDAS 90 DIAS
Clorofila total mg/g PolifenI:[:;lge/sg totales Flavon(l)lil(;(/e; totales
CEBADAS.T. 6,08 8,83 11,21
CEBADA NP 3,48 12,88 12,86
CEBADA TBE 3,66 11,04 15,16
CEBADA TBC 3,38 14,21 11,70

Con el fin de evaluar el perfil de seguridad del tratamiento en
cebada se realizaron las mediciones de los metabolitos arriba citados para
evaluar si el tratamiento influfa en la actividad celular involucrada en
estrés y crecimiento. Los resultados mostrados en la tabla 2 confirman la
tendencia de bioseguridad observada en la otra especie de cereal, mos-
trando un comportamiento similar al resto de tratamientos y sin tratar,
sin una tendencia clara del tratamiento utilizado.

3.3 Evaluacién del tratamiento de semillas con GEO-NPCH en avena

3.3.1 Evaluacion morfolégica

El andlisis morfoldgico y visual realizado en las muestras de avena
recogidas a los 30 dias ya muestran unas diferencias significativas respecto
a los tratamientos y sin tratar. Como se observa en la figura 8, tanto las

{zo0 |

Figura 8. Analisis morfoldgico de los distintos tratamientos en Cebada. A la izquierda muestras
obtenidas a los 30 dias de siembra a la derecha muestras obtenidas a los 90 dias de siembra. ST
(sin tratamiento; NP (tratada con GEO-NPCH; TBE (tratadas mediante pulverizador conTB);
TBC (semillas tratadas por el semillista)
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raices como las partes aéreas de las plantas tratadas con GEO-NPCH
muestran un mayor tamaio, grosor y numero en el caso de las raices.

En la figura 6 se puede observar como a los 30 dias de cultivo
la longitud de la parte aérea y el peso total de las plantas tratadas con
GEO-NPCH fueron superiores. Sin embargo, como muestra el analisis
estadistico, donde se encontraron mas diferencias significativas fue en
el desarrollo de la parte verde de la hoja, donde se observé una mayor
longitud en el caso de las plantas tratadas con las nanoparticulas.

El desarrollo superior de las raices y de la parte aérea de las plantas
tratadas con las nanoparticulas ecolégicas queda patente en el test de
comparacion multiple de Dunn realizado a las muestras obtenidas a los
30 dias de desarrollo. En la figura 9 se observa un mayor crecimiento de
las raices y del peso total de las plantas tratadas con GEO-NPCH con unas
diferencias significativas respecto al Tebuconazol y las plantas no tratadas

Como se ha observado en el resto de especies ensayadas a los 90 dias
las diferencias con el tratamiento de nanoparticulas ecoldgicas respecto al
resto de tratamientos se incrementaron de manera significativa. En el caso
de las plantas de avena, tal y como se puede observar en la figura 8, esta
tendencia se mantiene y se advierten unas diferencias muy significativas
en la evaluacion morfolégica y visual donde se observé mas crecimiento
de la raiz, mayor numero de las mismas, un ahijamiento mas pronun-
ciando con un mayor nimero de brotes confirmando el comportamiento
vigorizante del nuevo tratamiento ecologico.

Para confirmar si las diferencias dimensionales y gravimétricas eva-
luadas durante el test visual realmente son significativas en datos tangibles
se realizo, al igual que el resto de especies ensayadas, el test comparacion
multiple de Dunn. Los datos observados en la figura 10, reflejaron lo visto
en la figura 9 donde se observaron mayor longitud y nimero de raices y
un mayo peso de las plantas asociado principalmente a ese incremento
de sistema radicular de la planta mostrando valores significativamente
superiores respecto a las plantas sin tratar y las tratadas con el tratamiento
convencional.
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Figura 9. Analisis gravimitrico y longitudinal a los 30 dias de siembra de las plantas de avena
tratadas. Control (plantas sin tartar; GEO-NPCH (plantas de semillas tratadas con GEO-NPCH);
TBE (Plantas de semillas tratadas mediante pulverizador con TB); TB Candelo (Plantas de las
semillas provistas por la empresa semillista)
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Figura 10. Analisis gravimitrico y longitudinal a los 90 dias de siembra de las plantas de cebada
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Tabla 3. Contenido de Clorofila total, polofenoles y flavonoides totales de las
muestras de avena recogidas a los 90 dias de cultivo

MEDIDAS 90 DIAS
Clorofila total Polifenoles totales  Flavonoides totales
mg/g mg/g mg/g
AVENA S.T. 3,01 2,07 8,57
AVENA NP 4,21 3,54 10,35
AVENA TBE 3,30 5,68 9,18
AVENA TBC 4,44 3,82 9,80

La tabla 3, de nuevo, refleja la misma tendencia de los ensayos ante-
riores en la cual no se mostraron signos de disrupcién del funcionamiento
tisiologico de las plantas tratadas con las nanoparticulas respecto el resto
de tratamiento mostrando valores similares confirmando ser un trata-
miento seguro para esta planta.

4. Conclusiones finales

Tras este exhaustivo estudio focalizado en generar un nuevo trata-
miento fitosanitario ecolégico y vanguardista propuesto desde un enfoque
de economia circular se puede confirmar que cumple los objetivos de
funcionalidad y eficiencia protegiendo a la semilla durante los estadios
de crecimiento vegetativo de los cultivos cereales ademas de promover
la vigorosidad de las plantas mostrando resultados significativamente
superiores a los 90 dias de cultivo en el enraizamiento de las plantas asi
como el peso y el crecimiento vegetativo en algunas de las especies ensa-
yadas, lo cual puede traducirse en un mayor rendimiento y unas mayores
ganancias econémicas. También se ha evaluado el perfil de seguridad
de este nuevo tratamiento observando que no produce dafo ni altera el
desarrollo celular de manera nociva en las plantas tratadas. Con todo ello,
se puede afirmar que desde la provincia de Albacete se han utilizado los
residuos generados de uno de los productos mas potenciales como es el
ajo mediante economia circular, para realizar la técnica mas novedosa
en la proteccion de cultivos de cereales mediante nanotecnologia verde
con el fin de crear un nuevo tratamiento ecolégico para semillas, respe-
tuoso con el medio ambiente y la fauna que supondra un gran avance
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en la proteccion de cultivos, mayores ganancias econdmicas y una revo-
lucién del sector agricola de la provincia. Ademas, debido a que una de
las mayores demandas de la sociedad es la premisa de eliminar todos los
compuestos de sintesis quimica del tratamiento y consumo de alimentos,
este nuevo tratamiento ofrecera una novedosa alternativa para satisfacer
dichas necesidades de los consumidores y de los organismos regulatorios
ya que con la inminente legislacién europea se acogeran a este tipo de
productos que permitan una cadena alimentaria segura, eficiente y res-
petuosa. Por lo tanto, se puede decir que Albacete ha tomado la iniciativa
buscando ser referente mundial en la generaciéon de nuevos tratamientos
para la proteccion de cultivos mediante el aprovechamiento de sus recur-
sos a través de nanotecnologia verde y que posiblemente, en un futuro
cercano, sera un nuevo sector econdémico en la provincia.
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