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SUMMARY

Background. Tetranychus urticae Koch is a species of phytophagous mites with wide importance in the production
of fruit and horticultural crops, as well as ornamental species. A strategy that can contribute successfully to the
management of mites is the use of metallic phytonanoparticles (NPs) synthesized from plant extracts. Objective. To
evaluate the acaricidal effect of chipilin (Crotalaria longirostrata) bimetallic NPs on 7. urticae and its phytotoxic
activity in eggplants (Solanum melongena). Methodology. To evaluate mortality, groups of mites were exposed to
eggplant leaf discs treated with (NPs), and mortality was recorded at 48 and 96 h. To evaluate the quantum efficiency
of chlorophyll, photochemical parameters were measured in the leaves of eggplant plants 40 days after emergence.
Results. The NPs of Cu-Zn at concentrations of 100 and 150 ppm caused more than 70% mortality in 7. urticae adults,
whereas the NPs of Ag-Zn at concentrations of 50, 100 and 150 ppm caused more than 80% mortality in 7. urticae
eggs. The application of bimetallic NPs from C. longirostrata did not cause toxic stress in eggplant plants, as the
quantum efficiency of photosystem II was not affected. Implication. The use of C. longirostrata bimetallic NPs may
be an alternative to the chemical acaricides for the management of 7. urticae. Conclusion. The NPs of Cu-Zn and NPs
of Ag-Zn produce more than 70% mortality in 7. urticae adults and eggs.
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RESUMEN

Antecedentes. Tetranychus urticae Koch, es una especie de acaro fitofago de amplia importancia a nivel mundial en
frutales, hortalizas y ornamentales. Una estrategia que puede contribuir con éxito para el manejo de acaros es la
utilizacion de fitonanoparticulas (NPs) metalicas sintetizadas de extractos vegetales. Objetivo. Evaluar el efecto
acaricida de las NPs bimetalicas de chipilin (Crotalaria longirostrata) sobre T. urticae y su actividad fitotoxica en
plantas de berenjena (Solanum melongena). Metodologia. Para evaluar la mortalidad, grupos de 4caros se expusieron
a discos foliares de berenjena tratados con las NPs, y se registr6 la mortalidad a las 48 y 96 h. Para evaluar la eficiencia
cuantica de la clorofila se midieron parametros de fotoquimica en las hojas de plantas de berenjena de 40 dias de
emergencia. Resultados. Las NPs de Cu-Zn a concentraciones de 100 y 150 ppm causaron mas de 70% de mortalidad
en adultos de 7. urticae, mientras que las NPs de Ag-Zn a concentraciones de 50, 100 y 150 ppm causaron mas del
80% de mortalidad en huevos. La aplicacion de las NPs bimetalicas de C. longirostrata no ocasiond estrés por toxicidad
en plantas de berenjena, pues la eficiencia cuantica del fotosistema II no fue afectada. Implicacién. El uso de NPs
bimetalicas de C. longirostrata podria ser una alternativa a los acaricidas quimicos para el manejo de 7. urticae.
Conclusion. Las NPs de Cu-Zn y Ag-Zn producen mas del 70% de mortalidad en adultos y huevos de T urticae.
Palabras clave: Acaricida; actividad ovicida; extracto vegetal; sintesis verde.
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INTRODUCCION

La arafa roja (Tetranychus urticae) es una de las
plagas de mayor importancia a nivel mundial, ya que
causa disminucion en el rendimiento de diversos
cultivos (Badawy et al., 2018). T. urticae es la especie
mas importante de la familia Tetranychidae, ya que
ataca amas de 1,100 especies vegetales de importancia
horticola, frutal y ornamental (Adesanya et al., 2019),
ocasionando dafios en las hojas y frutos, donde reduce
significativamente la resistencia estomatica, la tasa
fotosintética y respiratoria, asi como el potencial
productivo (Assouguem et al., 2022). El control de T.
urticae es una lucha continua, ya que posee la
capacidad de desarrollar resistencia a los acaricidas
quimicos debido a su alta capacidad reproductiva y
ciclo de vida corto (Diaz-Arias ef al., 2019). Derivado
del amplio uso de acaricidas quimicos, se ha
documentado resistencia a 96 ingredientes activos en
T. urticae (Adesanya et al., 2021). Por lo anterior, es
necesario utilizar nuevas alternativas de manejo que
puedan sustituir el uso de acaricidas quimicos
convencionales (Rincon et al., 2019).

El uso de la nanotecnologia ha tenido un impacto
reciente en el desarrollo de nuevos bioplaguicidas. En
la ultima década se ha intensificado la investigacion de
nanoparticulas metalicas sintetizadas a partir de
extractos de plantas, debido a que pueden potencializar
su efecto letal (Athanassiou et al., 2018). Dependiendo
del nimero de metales que constituyen las NPs pueden
clasificarse como, mono, bi, tri o multimetalicas.
Existen varios estudios que han demostrado el efecto
de las fitonanoparticulas bimetalicas en la mortalidad
de varias especies de plagas. Por ejemplo, Méndez-
Trujillo et al. (2019, 2022) observaron que NPs
bimetalicas de Cu-Zn de Prosopis juliflora y
Crotolaria longirostrata causaron entre 33-63% de
mortalidad en Phenacoccus solenopsis. Sarhozaki et
al. (2020) encontraron que las NPs de Zn de
Azadirachta indica causaron mas de 65% de
mortalidad en huevos y ninfas de Bemisia tabaci. Por
su parte, el efecto de la NPs en 7. urticae no ha sido
documentado en detalle, los pocos trabajos existentes
han documentado alto potencial acaricida. Por
ejemplo, las NPs de Ag sintetizadas a partir de Glycine
max causaron mortalidades del 90-100% (Manoj y
Patil, 2021). De igual manera, las nanoemulsiones a
partir de aceites esenciales de Callistemon
viminalis, Origanum vulgare y dos monoterpenos
(limoneno y pulegona) causaron 100% de mortalidad
en T. urticae (Badawy et al., 2018).

El chipilin (C. longirostrata) es una Fabaceae nativa
del sur de México, que contiene alcaloides toxicos para
diversos herbivoros que consumen su follaje, los
componentes activos incluyen acidos fenolicos (&cido
gélico, cafeico y fertlico), asi como hidrocarbonos,
diterpenos, fenoles, alcaloides y alto contenido de
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monocrotalina (Cruz-Rodriguez ef al., 2020). El uso de
C. longirostrata podria ser una alternativa biorracional
y amigable con el ambiente para el manejo de T.
urticae, de tal manera que su uso para la sintesis de
NPs contribuiria significativamente a la prospeccion
de agentes biorracionales de manejo de plagas en la
agricultura. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto acaricida de las fitonanoparticulas
bimetalicas de C. longirostrata en adultos y huevos de
T. urticae, y su actividad fitotoxica en plantas de
berenjena (Solanum melongena).

MATERIALES Y METODOS

Sintesis de de fitonanoparticulas bimetalicas y
preparacion de tratamientos

Para la preparacion del extracto acuoso de C.
longirostrata, se colocaron 10 g de hojas secas en un
matraz volumétrico y se afiadieron 100 ml de agua
destilada. Se calent6 y mantuvo a 60 °C durante 20
minutos, posteriormente, la mezcla se filtré y
centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos. El
sobrenadante se uso para mezclar con las soluciones
bimetalicas para llevar a cabo la sintesis de las NPs.

Las soluciones bimetalicas de cobre-zinc (Cu-Zn) y
plata-zinc (Ag-Zn) se prepararon por separado, ambas
a 10 mM. Las soluciones de Cu-Zn se prepararon
utilizando sales de CuSO,; y AgNOs, y las de Ag-Zn se
prepararon usando CuSO4 y ZnSO4 (Méndez-Trujillo
et al., 2019). Para la sintesis de las NPs se mezclaron
10 ml de extracto acuoso de C. longirostrata y 40 ml
de la solucion bimetalica correspondiente. Las mezclas
se colocaron en una autoclave a 15 psi (120 °C) durante
15 minutos. Al finalizar la sintesis, se centrifugaron las
fitonanoparticulas a 3000 rpm durante 15 minutos y el
sobrenadante se coloco en un matraz y se refrigerd. La
sintesis de las nanoparticulas bimetalicas se confirmo
con analisis por microscopio electronico de barrido
(JEOL 64000; Tokio, Japén), donde se observd
agregados esféricos con tamanos de 41 a 67 pum, esta
seccion del proceso de sintesis de NPs ha sido
previamente reportado por el grupo de trabajo
(Méndez-Trujillo et al., 2022).

Los tratamientos fueron: control (agua destilada);
extracto acuoso puro de C. longirostrata (10% p/v);
solucion bimetalica cobre-zinc a 10 mM (Sol. Cu-Zn)
y solucion bimetélica Ag-Zn a 10 mM (Sol. Ag-Zn).
Las fitonanoparticulas de cobre-zinc (NPs Cu-Zn) y
fitonanoparticulas de plata-zinc (NPs Ag-Zn) se
evaluaron en tres concentraciones 50, 100 y 150 ppm.
Las concentraciones se determinaron por colorimetria
de acuerdo con el método empleado por Méndez-
Trujillo et al. (2019).
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Establecimiento de colonia de T. urticae

Se recolectd adultos 7. urticae de plantas adultas de
papaya (Carica papaya L.) establecidas en traspatio en
el municipio de Conkal, Yucatan. Las colonias no
habian sido expuestas a acaricidas. Las hojas
infestadas con acaros se fijaron con clips a la parte
apical de plantas sanas de berenjena (Solanum
melongena L.) de tres semanas de edad, establecidas
en un invernadero con techo de plastico lechoso y
paredes de malla antiafidos, en el Instituto Tecnologico
de Conkal. Las condiciones ambientales dentro del
invernadero fueron: temperatura de 25-37°C, humedad
relativa de 70-90 %, y fotoperiodo de 14 h luz:10 h
oscuridad. Posterior a tres semanas de la infestacion
inicial de las hojas, se tuvieron colonias de 7. urticae
con individuos de diferentes estados de desarrollo para
los bioensayos.

Evaluacion de mortalidad de adultos de 7. urticae

Para el ensayo de mortalidad en adultos de T. urticae
se usd el método de inmersion foliar. Se cortaron
discos foliares de berenjena (Solanum melongena) de
5 cm de diametro y se sumergieron por 10 segundos en
las soluciones correspondientes a cada tratamiento de
manera individual. Como control se usdé agua
destilada. Después de la inmersion, los discos se
secaron a temperatura ambiente por 30 minutos. La
unidad experimental consistio en cajas Petri de 9 cm
de diametro por 1 cm de altura, donde los discos
foliares se colocaron con el lado axial hacia arriba
sobre algodon humedo y los bordes de los discos
foliares se cubrieron con algodén humedo para evitar
que los acaros escaparan. En cada disco se transfirieron
20 adultos y se registr6 la mortalidad a las 48 y 96
horas después de la exposicion. Los acaros que no se
movian después de ser tocados con un cepillo fino se
consideraban muertos. Una caja Petri representd una
repeticion. Se evaluaron diez repeticiones por
tratamiento (Cua-Basulto et al., 2022).

Evaluacion de actividad ovicida

Para el ensayo de mortalidad de huevos, 10 hembras
adultas se transfirieron a discos de hojas de berenjena
de 5 cm de didmetro. Los discos foliares se colocaron
sobre algodon humedo en cajas Petri (9 cm de
diametro). Después de 24 horas se retiraron todos los
adultos, dejando los huevos en el disco foliar. Se
eliminaron algunos huevos para dejar solo 15 huevos
por disco foliar. Los discos foliares que contienen los
huevos se tomaron cuidadosamente con pinzas y se
sumergieron durante 10 segundos en las soluciones
correspondientes a cada tratamiento de manera
individual. Como control se us6é agua destilada.
Posteriormente, los discos foliares tratados se secaron
durante 30 min a temperatura ambiente y se volvieron
a colocar en las cajas Petri de donde se tomaron
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inicialmente. Las cajas Petri se mantuvieron a
temperatura ambiente (24-30 °C) durante 7 dias. Luego
se registrd la mortalidad de los huevos, considerando
como huevos muertos aquellos que no eclosionaron.
Una caja Petri represento6 una repeticion. Se incluyeron
diez repeticiones por tratamiento (Cua-Basulto et al.,
2022).

Evaluacién de la fotoquimica de la hoja de berenjena

Para evaluar la eficiencia cuantica de la clorofila se
midieron parametros de fotoquimica en las hojas, se
utilizd6 un fluorometro de amplitud modulada
(JUNIOR-PAM, WALZ, Germany). Para estas
evaluaciones se utilizo un lote de plantas de berenjena
de 40 dias de emergencia, establecidas en macetas de
plastico de 1 L, mantenidas en condiciones de
invernadero (25-35°C, H.R. 55-75%) y un fotoperiodo
natural de 13 h luz y 11 h oscuridad). Las soluciones
correspondientes a cada tratamiento y agua destilada
(control), se aplicaron a las plantas con la ayuda de un
atomizador manual, hasta el punto de goteo. Las
evaluaciones se hicieron antes de la aplicacion de los
tratamientos, indicado como 0 h, y a las 6, 12 y 24
horas posteriores a la aplicacion. Antes de cada
medicion las hojas se adaptaron a la oscuridad por 30
minutos. Por cada tratamiento se evaluaron 10 plantas,
dos hojas por planta.

Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecid bajo un disefio
experimental completamente al azar. Debido a que los
datos no cumplieron el supuesto de normalidad y
homocedasticidad, el analisis de los datos se realizo
usando un modelo lineal generalizado (GLM) de
Poisson, y se utiliz6 una prueba post-hoc de Bonferroni
para comparacion de medias (p < 0.05), utilizando el
programa IBM SPSS Statistics.

RESULTADOS

Efecto de las NPs en la mortalidad de adultos y
huevos de T. urticae

El efecto de las NPs en la mortalidad de adultos de T.
urticae  fue significativamente diferente entre
tratamientos. A las 48 h (x?¢.190=13.54; p<0.01), las
NPs de Cu-Zn a 100 ppm y las NPs de Ag-Zna 100 y
150 ppm causaron mayor mortalidad en adultos de 7.
urticae (Figura 1A). A las 96 h (x%9,190=19.58,
p<0.01), las NPs de Cu-Zn a 100 y 150 ppm causaron
mayor mortalidad, con valores superiores al 70 %
seguidas de las NPs de Ag-Zn a 100 ppm que causaron
65 % de mortalidad en adultos de 7. urticae (Figura
1B). El efecto de estas NPs fue mayor que el efecto de
las soluciones bimetalicas (Sol. Cu-Zn y Sol. Ag-Zn) y
del extracto acuoso puro (Ext. Acuoso), los cuales
causaron menos del 40% de mortalidad.
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Figura 1. Mortalidad de adultos de T. urticae a las 48 h (x%w,190=13.54, p<0.01) y 96 h (x’.190=19.58, p<0.01) por
efecto de las aplicaciones de fitonanoparticulas de C. longirostrata. Las barras representan promedios y error estandar.
Letras diferentes en la parte superior de las barras indican diferencias significativas (GLM, Bonferroni, p<0.05).

El efecto de las NPs en la mortalidad de huevos de T.
urticae fue significativamente diferente entre
tratamientos (x°(0,80=25.90, p<0.01). Las NPs de Ag-
Zn a 50, 100 y 150 ppm causaron los mayores
porcentajes de mortalidad, con valores >80%. El efecto
de estas NPs fue significativamente mayor al de la
solucion bimetalica correspondiente (Sol. Ag-Zn) y el
extracto acuoso puro (Ext. acuoso), que causaron entre
40-50% de mortalidad de huevos de 7. urticae (Figura
2).

Efecto de las NPs en la fotoquimica de la hoja de
berenjena

Para la eficiencia cuantica maxima del fotosistema II
(Fv/Fm), se observd que la aplicacion de las NPs, las
soluciones bimetalicas y el extracto acuoso no tuvo
efecto significativo sobre esta variable en ninguna de
las  evaluaciones realizadas, incluyendo tres
evaluaciones posteriores a la aplicacion de las NPs h,
6 h (x2(9,120)25.837; p>0.05), 12 h (x2(9,120)23.727;
p>0.05) y 24 h (x%9,120~4.93; p>0.05) (Figura 3).
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Figura 2. Mortalidad de huevos de 7. wurticae (x’050=25.90, p<0.01) por efecto de las aplicaciones de
fitonanoparticulas de C. longirostrata. Las barras representan promedios y error estandar. Letras diferentes en la parte
superior de las barras indican diferencias significativas (GLM, Bonferroni, p<0.05).
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Figura 3. Eficiencia cudntica maxima del fotosistema II (Fv/Fm) en hojas de berenjenas tratadas con fitonanoparticulas

de C. longirostrata. Las evaluaciones se hicieron a las 0 h (x%9,120=1.867; p>0.05), 6 h (x%¢.120=5.837; p>0.05), 12 h

(x%9.1207=3.727; p>0.05) y 24 h (x?(9.120=4.93; p>0.05) después del tratamiento a las plantas de berenjena. No se observo

diferencia significativa entre tratamientos (GLM, Bonferroni, p>0.05).
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DISCUSION

Actualmente la busqueda de alternativas sustentables
de manejo de T. urticae incluye una amplia gama de
estrategias, incluyendo el uso de microorganismos y
derivados vegetales. En este sentido la NPs obtenidas
de la sintesis de extractos acuosos vegetales
representan una opcioén prometedora. El presente
estudio muestra que las NPs bimetalicas de C.
longirostrata tuvieron altos efectos toxicos letales
contra adultos y huevos de T. urticae. Las NPs de
mayor efecto fueron Cu-Zn contra adultos y Ag-Zn
contra huevos. De acuerdo con los resultados fue
evidente el aumento en efecto de las NPs comparado
con el efecto de los extractos acuosos. Este efecto
pudiera estar asociado al incremento en la entrada de
las NPs a través de la cuticula, y en consecuencia un
aumento en el transporte de las NPs al interior de las
células, donde los metabolitos vegetales y los iones
metalicos se separan y cada componente ejerce su
efecto (El-Saadony et al., 2020).

Es importante notar que los mayores efectos sobre
adultos de 7. urticae lo tuvieron las NPs que contenian
Cu. Este ion metalico por si mismo tiene altos efectos
acaricidas en adultos de 7. urticae (Cronholm et al.,
2013; Mumcuoglu et al., 2008). La accion del Cu en
los acaros se debe a varios factores, incluyendo
inhibicion de la actividad de algunas enzimas claves en
los procesos bioquimicos y fisiologicos (Al-Azzazy
and Ghani, 2023). Por su parte, las NPs que contenian
Ag tuvieron mayor efecto ovicida. Esto pudo deberse
a que el Ag puede tener alta penetracion a través del
corion del huevo y efectos significativos en la
embriogénesis (El-Ashmouny et al, 2022). Los
efectos ovicidas de NPs que contienen Ag no han sido
registrados en 4caros fitofagos, pero si han sido
ampliamente documentados en otros artropodos, como
los insectos plaga Culex quinquefasciatus, Spodoptera
littoralis, Helicoverpa armigera, Tribolium castaneum
y Sitophilus oryzae (Baranitharan et al, 2021;
Madhiyazhagan ef al., 2016).

En general los estudios sobre evaluacion de efectividad
de NPs en T. urticae son escasos. En los trabajos
documentados evaluaron el efecto de NPs de Ag a
partir de extractos de Glycine max. Los resultados
mostraron altos efectos letales (90-100% mortalidad)
en ninfas y adultos (Manoj y Patil, 2021). Estos efectos
son mas altos que los observados en la presente
evaluacion, lo cual sugiere que otras especies vegetales
podrian ser fuente de extractos de mayor efectividad
que C. longirostrata. Incluso, en insectos se observo
que las NPs bimetalicas de C. longirostrata mostraron
efectos letales moderados, con valores promedios de
60% de mortalidad de adultos de P. solenopsis
(Méndez-Trujillo et al, 2019, 2022). Un aspecto
importante por resaltar es que la efectividad de las NPs
se incrementa a través del tiempo. En el presente
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estudio, se notd claramente que las NPs incrementaron
su efectividad de las 48 h a las 96 h, donde las NPs mas
efectivas causaron entre 45-50% y 70-80% de
mortalidad de adultos de 7. urticae, respectivamente.
Lo anterior hace suponer que el efecto de las NPs en
los écaros plagas tomaria tiempo, y que no se podria
ver el efecto inmediatamente después de la aplicacion.

Existe evidencia que las NPs pueden tener efectos
sobre los procesos fisiologicos y bioquimicos de las
plantas, en algunos casos estos efectos pueden
traducirse en serio estrés por toxicidad (Ahmad et al.,
2022). El efecto negativo (fitotoxicidad) de las NPs
esta relacionada con las caracteristicas fisicoquimicas,
la concentracion utilizada, el tipo de extracto y la
capacidad de desintoxicacion de la especie vegetal
(Essa et al., 2021). En el presente trabajo se observo
que la aplicacion foliar de NPs bimetalicas de C.
longirostrata no tuvo efectos negativos en la
fotoquimica de las plantas de berenjena. Se infiere
entonces que los efectos fitotoxicos causados por las
NPs metalicas dependen en gran medida del extracto
vegetal usado en la sintesis y de la susceptibilidad de
la especie vegetal tratada. Por ejemplo, las NPs de Ag
sintetizadas a partir de extractos de Hyptis suaveolens
no tuvieron efectos negativos en la fisiologia y
fotoquimica (Fv/Fm) de plantas de Prosopis juliflora
(Valdez-Salas et al., 2020), en contraste, las NPs de Ag
y Cu de Justicia spicigera mostraron reduccion
significativa en el contenido de clorofila y eficiencia
fotoquimica de  Prosopis  glandulosaquienes
(Gonzélez-Mendoza et al., 2019).

En resumen, los resultados mostraron que las NPs
bimetalicas de C. longirostrata tuvieron efectos letales
significativos en 7. urticae. Se observo también que las
NPs bimetalicas de C. longirostrata no tuvieron
efectos negativos en la fisiologia de las plantas de
berenjena. Este trabajo genera antecedentes solidos
para la posterior evaluacion acaricida de estas NPs
contra otras especies de d&caros fitofagos o su
aplicacion en cultivos de campo.

CONCLUSION

Las NPs bimetélicas sintetizadas a partir de extractos
acuosos de C. longirostrata causaron altos porcentajes
de mortalidad de adultos y huevos de 7. urticae. En
particular sobresalen los efectos de las NPs de Cu-Zn
y Ag-Zn, las cuales podrian ser buenas candidatas para
usarse como una alternativa para el control de T.
urticae. Ademas, se observo que las NPs bimetalicas
no causaron efectos fitotoxicos en las plantas de
berenjena.

La aplicacion de las NPs ofrece una alternativa viable
como acaricida biorracional para el manejo de T.
urticae en solanaceas cultivadas. El presente estudio
contribuye a la evaluacion de nuevas NPs de sintesis
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verde para generar alternativas sustentables para el
manejo de T. urticae. Hace falta otras evaluaciones del
efecto de las NPs en condiciones de cultivo de campo
para demostrar su efectividad en el manejo integrado
de plagas.
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