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Resumen 
Las partículas metálicas de escala nanométrica poseen propiedades  ópticas y 

fisicoquímicas únicas, las cuales se fundamentan por su tamaño, características de 

superficie y estructura interna. A raíz de estas propiedades es que presentan 

diversas aplicaciones, siendo su estudio y desarrollo de gran interés en el área 

científica y tecnológica.  

La creciente necesidad del desarrollo de soluciones tecnológicas novedosas de 

impacto reducido en el ambiente que permitan sustituir el desarrollo de 

agroquímicos y reducir los efectos negativos asociados a su uso continuado, es uno 

de los desafíos actuales a los que se enfrenta el sector agrícola. Trabajos recientes 

demuestran la potencial aplicación de nanopartículas metálicas en el control de 

fitopatógenos y promoción del crecimiento vegetal. 

Existen diversos métodos físicos y químicos de producción de nanopartículas. Sin 

embargo, el uso de agentes tóxicos o las condiciones de reacción de algunos de 

estos métodos han llevado al desarrollo de alternativas de origen biológico con 

menor impacto ambiental. Una de ellas es la síntesis mediada por 

microorganismos. Particularmente, la síntesis utilizando hongos presenta algunas 

ventajas adicionales. La síntesis es extracelular, lo cual facilita el proceso de 

purificación y escalado. Adicionalmente, se obtienen nanopartículas estabilizadas 

por un capping proteico. 

En el presente trabajo se realizó la biosíntesis de nanopartículas de plata y cobre a 

partir del medio extracelular del hongo Trichoderma spp. bajo diferentes 

condiciones de reacción. Para la caracterización de las nanopartículas 

biosintetizadas se utilizaron varias metodologías complementarias que 

permitieron determinar tamaño, distribución, análisis elemental, así como carga y 

composición del capping de las nanopartículas. Su actividad antifúngica fue 

evaluada frente a fitopatógenos que afectan cultivos de trigo y arroz. Los 

resultados obtenidos permitieron seleccionar una cepa de Trichoderma harzianum 

efectiva en la síntesis de nanopartículas de plata y cobre. Estas nanopartículas 

presentaron estabilidad coloidal y actividad antifúngica in vitro frente a Fusarium 

graminearum, Pyricularia oryzae, Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium oryzae. 

Asimismo se evaluó el tratamiento de semillas de arroz y trigo con estas 

nanopartículas, obteniendo resultados que hacen prometedora la posible 

aplicación de este tipo de productos de interés biotecnológico en el área agrícola. 

Palabras clave: nanopartículas metálicas biogénicas; fitopatógenos, arroz, trigo 
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1.1. Introducción 

 

1.1.1. Nanopartículas metálicas 

Las nanopartículas son agregados de material en escala nanométrica, con al menos 

una de sus dimensiones en el rango de 1 a 100 nm.  

Dicha escala les otorga una mayor área superficial y les confiere además 

propiedades únicas: mecánicas, químicas, eléctricas, ópticas, magnéticas, electro-

ópticas, y magneto-ópticas, diferentes a las de sólidos de misma composición pero 

de mayor tamaño (Zhang, et al., 2020). En base a estas propiedades es que se les 

atribuyen a las nanopartículas diversas aplicaciones en tecnología (desarrollo y 

mejora de dispositivos electrónicos), salud (biosensores, liberación controlada de 

fármacos, antimicrobianos), en industria alimentaria (formando parte de aditivos y 

empaques), y en agronomía (control de fitopatógenos y promoción de crecimiento 

vegetal) (Khan, et al., 2020).  

Las nanopartículas de plata (AgNPs) son agregados de átomos de plata (Ag0) que 

presentan alta eficiencia absorbiendo y dispersando la luz, un efecto conocido 

como resonancia de plasmón de superficie (RPS). La absorción de la luz varía 

significativamente con el tamaño, forma y distancia entre nanopartículas (Cao, et 

al., 2011). Estas propiedades ópticas permiten el uso de dichas partículas metálicas 

en el desarrollo de biosensores,  diagnóstico y tratamiento de cáncer (hipertermia 

óptica) y la liberación controlada de fármacos, entre otras (Boca-Farcau, et al., 

2014; Liu, et al., 2014; Sripriya, et al., 2013). Por un lado, los biosensores son 

capaces de sensar con gran efectividad a proteínas difíciles de detectar por otros 

sensores de distinta composición. Esta característica le aporta elevada 

sensibilidad, permitiendo así su uso en la detección de anomalías y enfermedades. 

En el caso de la terapia, las AgNPs pueden ser conjugadas a las células blanco (por 

ejemplo células tumorales) y bajo la estimulación de la luz a una cierta longitud de 

onda, trasformar esa luz absorbida en energía térmica, produciendo así  la ablación 

de las células blanco (Prabhu & Poulose, 2012). 

Asimismo, es sabido que el cobre metálico y los óxidos de cobre presentan 

actividad antimicrobiana de amplio espectro, y estudios recientes indican que esta 

actividad se vería potenciada en forma de nanopartículas de cobre (CuNPs). A 

diferencia de las AgNPs, las CuNPs en general han sido menos estudiadas y 
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presentan como ventaja que el cobre es un elemento esencial para la vida de los 

organismos, por lo que es de gran interés profundizar en su estudio para su 

aplicación tanto en el área de la salud como agrícola (Cuevas, et al., 2015). En la 

agricultura se ha utilizado para controlar oomycetes, hongos y bacterias durante 

más de un siglo, desempeñando un papel importante en el manejo integrado de 

plagas (La Torre, et al., 2018; Lamichhane, et al., 2018). Sin embargo, debido a su 

acumulación en el suelo, es necesario el desarrollo de tecnologías de formulación 

innovadoras con contenidos reducidos de cobre. Una estrategia para maximizar su 

eficacia es reduciendo el tamaño de las partículas del principio activo para mejorar 

la cobertura de las superficies tratadas. Las partículas pequeñas con altas 

relaciones superficie/volumen, como las nanopartículas de cobre, podrían 

representar una ventaja al reducir la cantidad total de cobre elemental necesaria 

para obtener el mismo efecto (La Torre, et al., 2018). 

1.1.2. Síntesis biológica de nanopartículas 

La síntesis de nanomateriales puede ser llevada a cabo mediante dos estrategias 

generales, conocidas como top-down y bottom-up. En la top-down, se parte de una 

estructura grande la cual es fraccionada en partes cada vez más pequeñas hasta 

llegar a nanoestructuras.  Por otro lado, en la síntesis de tipo bottom-up el proceso 

es inverso. Se parte de estructuras de nivel atómico y mediante diversas 

metodologías de reacción se obtiene el nanomaterial (Zhang, et al., 2020).  

Estas metodologías pueden ser químicas, físicas o biológicas, aunque en los últimos 

años ha cobrado mayor protagonismo la síntesis mediada por entidades biológicas 

(Dhillon, et al., 2012). Esto se debe fundamentalmente a que los métodos químicos 

y físicos pueden requerir agentes reductores, solventes orgánicos y agentes 

estabilizantes de elevada toxicidad y potencialmente carcinogénicos, siendo 

entonces procesos de mayor impacto económico, medioambiental y biológico 

(Khan, et al. 2020). Es así que los mecanismos de síntesis biológica (también 

conocida como síntesis verde) surgieron de modo de atender a la necesidad de 

encontrar alternativas confiables, seguras y de menor impacto en el ambiente 

(Balakumaran, et al. 2016). La estructura básica de las nanopartículas metálicas 

biogénicas consiste en un centro metálico (también conocido como core) y una 
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envoltura o capping que se encuentra rodeando al core y cuya naturaleza química 

está directamente asociada a las propiedades (Durán, et al., 2023). 

Actualmente se encuentran reportadas síntesis biológicas a partir de hongos, 

bacterias, plantas, algas y virus (Zhang, et al., 2020). Dhillon et al. (2012) plantean 

que la biosíntesis realizada por hongos presenta considerables ventajas. Los 

hongos pueden secretar mayores cantidades de proteínas, lo que podría traducirse 

entonces en una mayor producción de nanopartículas. Además, las proteínas 

forman parte del capping de las nanopartículas, actuando como agentes 

estabilizantes (Balakumaran, et al., 2016; Shanthi, et al., 2016). 

Asimismo, algunas de las AgNPs que han sido sintetizadas por hongos han 

presentado amplia actividad antimicrobiana contra bacterias Gram negativas, 

Gram positivas, hongos patógenos de humanos y plantas (Rodrigues, et al., 2013), 

así como actividad citotóxica contra células cancerosas (Gurunathan et al., 2013). 

 

Si bien los mecanismos de biosíntesis de nanopartículas han sido estudiados, aún 

no se encuentran en todos los casos dilucidados. Asimismo, en muchos casos se ha 

demostrado que proteínas microbianas del microorganismo empleado para la 

síntesis actuarían como agentes estabilizantes en la formación de dichas 

nanopartículas (Duran et al., 2023; Balakumaran, et al., 2016; Shanthi, et al., 2016). 

Algunos estudios de mecanismos biológicos en bacterias muestran que las enzimas 

reductasas están involucradas en la producción de AgNPs biogénicas. Por ejemplo, 

se reportaron reacciones de síntesis enzimática producidas por células de Bacillus 

licheniformis a través de una nitrato reductasa dependiente de NADH o una nitrato 

reductasa purificada de Pseudomonas aeruginosa (Ali & Waseem, 2017). Además, 

Quinteros et al. (2019) informaron que algunas proteínas del sobrenadante de 

Pseudomonas aeruginosa serían relevantes en la formación de AgNPs  y en su 

estabilización. 

Aunque se ha propuesto que varias enzimas y proteínas pueden participar en la 

síntesis de AgNPs por hongos, el mecanismo de síntesis que involucra a la enzima 

nitrato reductasa dependiente de NADH ha sido ampliamente aceptado (Rai, et al., 

2021). Uno de los primeros estudios de mecanismos de síntesis extracelular 

fúngica fue realizado por Durán et al. (2005) quienes demostraron que Fusarium 

oxysporum era capaz de sintetizar AgNPs, pero no así Fusarium moniliforme. Para 
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avanzar en la elucidación del mecanismo, evaluaron tanto la actividad de la nitrato 

reductasa como la producción de quinonas. De acuerdo con los resultados 

obtenidos, propusieron como posible mecanismo de biosíntesis la conjugación de 

antraquinona como lanzadera de electrones para reducir Ag+ a Ag0 con la actividad 

NADPH reductasa dependiente (Durán, et al., 2005). Si bien los mecanismos de 

síntesis extracelular deben estudiarse para cada hongo utilizado, generalmente 

involucran enzimas nitrato reductasa, NADH o NADPH y quinonas. Además, la 

síntesis biogénica de AgNPs por hongos consta de dos pasos: la reducción de los 

iones de plata en las nanopartículas y el recubrimiento de las nanopartículas 

sintéticas (agente de protección o capping) (Rai, et al., 2021).  Se cree que estos 

mismos mecanismos estarían involucrados en la síntesis de CuNPs; sin embargo,  

la tendencia espontánea que presenta el cobre a oxidarse hace más factible su 

síntesis en la forma de óxido de cobre (CuO), siendo +2 el estado de oxidación del 

cobre  (Khodashenas, et al., 2014; Zhang, et al., 2020; Usman, et al., 2013) 

Además de los mecanismos extracelulares, existen algunos mecanismos 

propuestos para la síntesis intracelular de nanopartículas metálicas por hongos. 

Por ejemplo, en la síntesis intracelular por Fusarium spp., las nanopartículas 

generalmente se forman en las cercanías de la membrana celular lo que puede 

deberse a la reducción de los iones metálicos producida por enzimas presentes en 

la membrana plasmática. Por lo tanto, se ha propuesto un mecanismo de dos pasos 

para la síntesis intracelular de nanopartículas en Fusarium spp.: un primer paso de 

unión de iones metálicos a la superficie de la célula fúngica a través de la 

interacción electrostática entre residuos de lisina e iones metálicos como Ag+, y un 

segundo paso en el que los iones metálicos se reducen dando lugar a la formación 

de nanopartículas biogénicas (Rai, et al., 2021). 

1.1.2.1. Influencia de las condiciones de reacción en la síntesis de 

nanopartículas 

Si bien la síntesis de AgNPs utilizando microorganismos es simple y efectiva, los 

parámetros utilizados en el procedimiento pueden optimizarse para lograr un 

buen rendimiento, monodispersidad, estabilidad y biocompatibilidad de las 

nanopartículas, así como repetibilidad de la síntesis (Barabadi, et al., 2019). 

Entonces, la evaluación de las condiciones de biosíntesis es muy importante para el 

desarrollo de procedimientos consistentes, ya que las características de las 
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nanopartículas obtenidas serán determinantes de las propiedades de las 

nanopartículas y por ende de sus aplicaciones (Ottoni, et al., 2017). El control del 

tamaño y forma de las nanopartículas requiere un ajuste de los parámetros 

utilizados en el crecimiento microbiano y en la reacción de síntesis (Ibrahim, et al., 

2021). Parámetros como pH, temperatura, concentración de nitrato de plata 

(AgNO3), agitación, entre otros, pueden ser evaluados y estandarizados para cada 

proceso de síntesis desarrollado. Estos parámetros pueden influir tanto en la tasa 

de síntesis como en el tamaño y la estabilidad de las nanopartículas producidas 

(Garg, et al., 2020). La Tabla 1 muestra la evaluación de diferentes condiciones 

reportadas para AgNPs sintetizadas por hongos. 

 

Tabla 1. Evaluación de condiciones para AgNPs sintetizadas por hongos. 

Hongo Condiciones Respuesta Referencia 

Isaria 
fumosorosea 

 pH 
 Temperatura 
 Agitación 

- Cambio de color 
- RPS en espectro 

UV-vis 

Banu & 
Balasubram
anian, 2014 

Pycnoporus 
sanguineus 

 Agitación 
 Temperatura 
 Concentración de AgNO3 

- Tamaño de 
nanopartículas 

Chan & Don, 
2013 

Punctularia 
atropurpurascens 

 Temperatura 
 Concentración de AgNO3  
 Tiempo de incubación 

- RPS en espectro 
UV-vis 

Sanguiñedo, 
et al., 2019 

Penicillium 
oxalicum 

 pH 
 Temperatura 
 Concentración de AgNO3  
 Biomasa 

- RPS en espectro 
UV-vis 

Rose, et al., 
2019 

Aspergillus 
fumigatus 

 pH 
 Temperatura 
 Concentración de AgNO3 

Concentración de NaCl 
 Biomasa 
 Tiempo de incubación 

- Tamaño de 
nanopartículas 

Shahzad, et 
al., 2019 
 

Phanerochaete 
chrysosporium 

 Temperatura 
 Concentración de AgNO3  
 Tiempo de incubación 

- RPS en espectro 
UV-vis 

Estevez, et 
al., 2020 
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1.1.3. Caracterización y estabilidad coloidal 

Como fuera descrito en la Sección 1.1.1., tanto la estabilidad coloidal como las 

propiedades ópticas dependen del tamaño, forma y distancia entre las 

nanopartículas y determinan su uso en diversas aplicaciones. Estudios previos 

demuestran que diferentes condiciones de reacción como pH, temperatura, fuerza 

iónica, concentración de nitrato de plata, agitación, etc. pueden afectar las 

características de las nanopartículas sintetizadas (Korbekandi, et al., 2013). 

La caracterización de las nanopartículas puede ser realizada mediante diversas 

metodologías, las cuales son complementarias entre sí y permiten conocer 

distintas características del nanomaterial. 

La espectroscopía UV-visible es una de ellas. Las propiedades plasmónicas de las 

nanopartículas metálicas proporcionan un método simple para monitorear su 

síntesis y estabilidad coloidal a través de esta metodología. Por ejemplo, el cambio 

de color en la mezcla de reacción así como la aparición de una banda de absorción 

entre 400 y 450 nm correspondiente a la resonancia de plasmón superficial (RPS) 

son indicativos de la formación de AgNPs. Para ello se mide el espectro de 

absorbancia en el rango de 250-800 nm y se determina la evolución de la 

absorbancia en el pico máximo en función del tiempo (Estevez, et al., 2020) 

Para la caracterización de nanopartículas, además de la espectroscopia UV-visible, 

se utilizan diversas metodologías complementarias entre sí. En el caso de 

microscopía electrónica de transmisión (TEM), microscopía electrónica de barrido 

(SEM), microscopía de fuerza atómica (AFM), dispersión dinámica de luz (DLS), 

difracción de rayos X (XRD) y potencial zeta, son utilizadas para determinar el 

tamaño, la distribución, la carga superficial y morfología de las nanopartículas 

(Kora, et al., 2010; Shanthi, et al., 2016). Asimismo, al TEM o SEM se le puede 

acoplar espectroscopía de dispersión de energía (EDS), que permite conocer la 

abundancia de los distintos elementos químicos presentes en la muestra (Awwad 

& Amer, 2020). Por otro lado, la espectroscopia infrarroja por transformada de 

Fourier (FTIR) y la microscopía Raman confocal (CRM) son herramientas de gran 

utilidad para la caracterización de nanopartículas biogénicas, ya que brindan 

información sobre la naturaleza de los grupos funcionales superficiales que 

recubren las nanopartículas metálicas. La naturaleza de las AgNPs produce el 

fenómeno de dispersión Raman enaltecida en la superficie (denominado SERS), un 
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efecto amplificador que mejora la señal Raman de aquellos fragmentos 

moleculares cerca de la superficie de las AgNPs (capping). Por ejemplo, el análisis 

de CRM de las AgNPs producidas por Phanerochaete chrysosporium mostró una 

banda ubicada a 230 cm−1 atribuida al modo de estiramiento de Ag-N, y bandas 

ubicadas en la región de la huella digital atribuidas a la presencia de l-valina y l-

alanina, que podrían provenir del extracto proteico fúngico (Estevez, et al., 2020). 

Con respecto a la estabilidad coloidal, su estudio es de interés debido a que las 

nanopartículas que no reúnan esta condición serán más propensas a la formación 

de agregados, disminuyendo el área superficial activa. Esto tiene como resultado 

un impacto directo negativo en sus propiedades como nanomateriales (Sivera, et 

al., 2014). Es sabido que existen mecanismos de agregación que se basan en la 

inestabilidad coloidal producida por un incremento en la fuerza iónica. Además, se 

ha demostrado que esta pérdida en la estabilidad puede originarse por un efecto 

dependiente de la naturaleza química del compuesto en contacto con las 

nanopartículas como ser la presencia de iones cloruro, que en el caso de las AgNPs 

forma AgCl (Botasini & Méndez, 2013).  A su vez, al tratarse de nanopartículas 

biogénicas la estabilidad podría depender de la naturaleza bioquímica de la 

cubierta de la nanopartícula, que es lo que la estabiliza. Ejemplo de esto son los 

estudios realizados por Sivera et al. (2014), en los que se utiliza gelatina como 

agente estabilizante a pH ácido y se observa una pérdida de estabilidad como 

consecuencia de la protonación de la proteína presente en la superficie, llevando a 

la agregación. En resumen, modificaciones en la reacción de síntesis alteran 

consecuentemente características de superficie de las nanopartículas, incluyendo 

su estabilidad coloidal. La formación del capping se ve alterada y por ende también 

sus propiedades (Korbekandi, et al., 2013). 

También se ha observado agregación de AgNPs después de la centrifugación con 

fines de purificación del medio de síntesis. Los espectros UV-vis son útiles para 

monitorear la estabilidad coloidal. La agregación de nanopartículas generará una 

disminución de la intensidad de la banda de RPS así como un desplazamiento del 

espectro visible hacia el infrarrojo. Por ejemplo, nuestro grupo (Sanguiñedo, et al., 

2018) reportó el desplazamiento y ensanchamiento de la banda de RPS hacia el 

infrarrojo después de la centrifugación de algunas AgNPs fúngicas. Además, la 

purificación y concentración de AgNPs estables sintetizadas por Penicillium 
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expansum (PeNPs) fue reportada por Estevez et al. (2019); el espectro UV-vis post 

centrifugación mostró un aumento significativo en la banda de RPS a 439 nm. 

Adicionalmente se evaluó la estabilidad coloidal de las PeNPs a diferentes pH (3-9) 

y fuerza iónica (concentraciones de NaCl de 10-500 mM). De acuerdo con los 

resultados, no ocurrieron cambios relevantes en los espectros UV-vis, lo que 

demuestra que las nanopartículas se mantuvieron estables en condiciones 

relativamente amplias de pH y fuerza iónica (Estevez, et al., 2019). 

 

1.1.4. Aplicación de las nanopartículas metálicas como agentes 

antimicrobianos 

En las últimas décadas, la propagación de microorganismos patógenos y su 

desarrollo de resistencia a drogas terapéuticas se ha convertido en una 

problemática de suma relevancia en el área de la salud y la industria alimentaria. 

Esta situación hizo y continúa haciendo necesaria la búsqueda de estrategias 

alternativas para el control de dichos microorganismos (Gharpure, et al., 2020). 

Las propiedades antimicrobianas inherentes de la plata son conocidas; es sabido 

que los iones plata y compuestos basados en plata son altamente tóxicos para los 

microorganismos, lo que los hace una excelente opción para múltiples roles. La 

plata es generalmente utilizada en forma de nitrato para inducir efecto 

antimicrobiano, pero al estar en forma de nanopartículas tiene la ventaja del  

incremento en el área superficial activa así como también un incremento en el 

potencial de penetración por su tamaño nanométrico. Es así que las nanopartículas 

de plata con actividad antimicrobiana han cobrado mayor protagonismo en el área 

de salud e industria alimentaria, y son potenciales candidatas en el área agrícola 

(Usman, et al., 2020). En el sector agrícola normalmente existen pérdidas 

considerables de productos relacionadas con plagas y enfermedades que afectan 

las etapas de pre y post cosecha y por ende se reduce en forma crónica el 

rendimiento de la mayoría de los cultivos (Parisi, et al., 2015).  Esto obliga al 

productor a tomar acciones preventivas que aumentan los costos de producción y 

afectan la calidad y la durabilidad de los productos cosechados, siendo ésta una de 

las principales causas de inestabilidad en la empresa agrícola y del déficit 

alimentario mundial.  
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Se ha demostrado que varias clases de AgNPs sintetizadas a partir de 

microorganismos son eficaces contra diversos microorganismos (Guilger-

Casagrande & Lima, 2019; Hamouda, et al., 2019; Esmail, et al., 2022). En un 

estudio realizado con AgNPs sintetizadas por Lactobacillus plantarum se evaluó la 

actividad bactericida frente a los patógenos Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Enterococcus 

faecalis. De acuerdo con los resultados todos los microorganismos fueron 

susceptibles a AgNPs. Además, estas nanopartículas biogénicas fueron más 

efectivas que el antibiótico gentamicina, comúnmente utilizado para el tratamiento 

de infecciones por estos patógenos (Prema, et al., 2022). De manera similar, las 

AgNPs sintetizadas por los hongos Punctularia atropurpurascens, Penicillium 

expansum y Phanerochaete chrysosoporium mostraron actividad antimicrobiana 

contra Candida albicans, Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Sanguiñedo, et 

al., 2018; Sanguiñedo, et al., 2019; Estevez, et al. 2019; Estevez, et al., 2020). 

Recientemente, las AgNPs biogénicas demostraron efectos bacteriostáticos y 

bactericidas contra cepas multirresistentes de Salmonella Typhimurium (Estevez, 

et al., 2021). 

Los mecanismos de acción antimicrobiana de las AgNPs son muy complejos y 

dependen, entre otros factores, de las propiedades fisicoquímicas de las 

nanopartículas y del tipo de microorganismo implicado (Hajipour, et al., 2012; 

Navarro Gallón, et al., 2019). Se han realizado varios estudios de interacción de  

AgNPs con microorganismos blanco, que indican que los mecanismos de acción 

podrían implicar tanto la liberación de iones de plata por parte de las 

nanopartículas como exclusivamente la acción de las propias nanopartículas 

(Nagaprasad, et al., 2022). A diferencia de los antibióticos convencionales, las 

AgNPs no actúan de una sola manera, sino que involucran una combinación de 

diferentes mecanismos como la adhesión a la membrana celular provocando lisis, 

la penetración intracelular permitiendo la interacción y daño a biomoléculas como 

el ADN, proteínas y lípidos (Estevez, et al., 2019; Guilger-Casagrande & Lima, 2019; 

Thangavelu, et al., 2021; Begum, et al., 2022), la generación de especies reactivas 

de oxígeno (Quinteros, et al., 2016; Begum, et al., 2022) o la interacción con la 

cadena de transporte de electrones (Salleh, et al., 2020).  
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Varias técnicas permiten el estudio de los efectos de las AgNPs en células 

microbianas como TEM, SEM y AFM (Gonzalez Moreno, et al., 2019; Liu, et al., 

2014). En este sentido, diversos estudios sobre la interacción entre AgNPs 

biogénicas y células bacterianas (Escherichia coli y Bacillus subtilis por TEM y SEM 

ambiental y Salmonella Typhimurium por AFM) mostraron claramente la 

adherencia de las AgNPs a la superficie celular, la generación de poros en la pared 

y la pérdida de componentes citoplasmáticos provocando la muerte celular 

(Estevez, et al., 2019; Estevez, et al., 2020; Estevez et al., 2021). Otra herramienta 

muy útil es la microscopía Raman confocal (CRM), que permite obtener 

información química y estructural de diversos componentes celulares, como si 

fueran huellas dactilares moleculares (Vishnupriya, et al., 2013). Al comparar los 

espectros Raman de células bacterianas y de levadura tratadas y no tratadas con 

AgNPs biogénicas, se demostró que las bandas correspondientes a ácidos 

nucleicos, aminoácidos, polisacáridos y ácidos grasos cambiaron luego del 

tratamiento con las AgNPs (Estevez, et al., 2019; Estevez, et al., 2020; Estevez, et 

al., 2021).  

 

1.1.5. Aplicaciones de la nanotecnología en el área agrícola 

El uso de agroquímicos para el control de fitopatógenos que afectan a cultivos 

extensivos es actualmente uno de los recursos utilizados para el control de las 

enfermedades de las plantas. Sin embargo, el desarrollo de resistencia así como la 

contaminación de los recursos naturales y la exposición de los seres humanos a 

pesticidas tóxicos, ha llevado a la necesidad de investigar y desarrollar nuevas 

soluciones tecnológicas sustentables (Pestovsky & Martínez-Antonio, 2017;  Kah, 

et al., 2019) . De esta manera, la nanotecnología ha cobrado gran interés en el área 

en los últimos años. Como se mencionó anteriormente, los nanomateriales 

muestran propiedades únicas y estas propiedades les atribuyen potenciales 

aplicaciones en diversos campos (Zhang, et al., 2020). Se ha visto que en la 

agricultura podrían mejorar la productividad de los cultivos, previniendo 

enfermedades de las plantas o promoviendo su crecimiento, mediante diferentes 

mecanismos. Por ejemplo, los nanofertilizantes serían más eficientes que los 

fertilizantes convencionales al controlar la liberación de nutrientes en función de 
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los requerimientos de los cultivos. Las plantas podrían entonces absorber la 

mayoría de los nutrientes sin ninguna pérdida porque los nanofertilizantes los 

liberarían lentamente a lo largo del crecimiento del cultivo (Usman, et al., 2020). 

Por otro lado, los nanosensores hacen uso de las propiedades ópticas de las 

nanopartículas para la detección temprana de condiciones indeseables para el 

crecimiento de las plantas mediante la detección de compuestos químicos y 

biológicos específicos, pudiendo ser utilizados tanto en las plantas como en el 

suelo (Kah, et al., 2019). El hecho de realizar una detección temprana de factores 

negativos permitiría tomar los recaudos necesarios a tiempo. Los nanomateriales 

pueden también ayudar a reducir la toxicidad de los contaminantes orgánicos e 

inorgánicos al afectar su movilidad y toxicidad a través de diferentes mecanismos, 

siendo ampliamente utilizados en diversas estrategias para eliminar 

contaminantes de suelos (Usman, et al., 2020). Se sugiere que los nanomateriales 

también pueden mejorar la estructura y la salud del suelo al alterar la actividad 

enzimática y/o microbiana de manera beneficiosa, así como mejorando la 

retención de agua para las plantas (Parisi, et al., 2015). Seleccionar el nanomaterial 

para mitigar un contaminante particular en un contexto ambiental específico 

requiere un análisis completo del tipo y la cantidad de contaminante que se busca 

mitigar (Guerra, et al., 2018). De las aplicaciones más prometedoras de las 

nanopartículas metálicas y óxido metálicas  en la agricultura es el control de 

fitopatógenos. Por lo tanto, la aplicación de nanopartículas de óxido de zinc, 

dióxido de titanio, cobre y plata para el manejo de enfermedades de las plantas 

comprende una parte importante de la fitonanotecnología en la agricultura 

(Lahuta, et al., 2022). Las nanopartículas pueden utilizarse potencialmente como 

fungicidas, bactericidas e insecticidas.  

Otra forma de utilizar nanomateriales como plaguicidas es mediante el desarrollo 

de nanocarriers. Muchos pesticidas y herbicidas convencionales tienen una 

solubilidad en agua limitada, y en estos casos por lo general se requiere un sistema 

portador (carrier). Los nanoportadores tienen una mayor solubilidad en agua. Este 

hecho posiblemente podría resultar en una mayor biodisponibilidad de los 

ingredientes activos. En algunos ensayos in vitro se observó que existía un efecto 
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sinérgico de nanopartículas de plata combinadas con antifúngicos comerciales, 

como ketoconazol y fluconazol (Usman, et al., 2020). 

A pesar de todas las aplicaciones descritas, en Uruguay no se contaba con 

investigaciones de aplicaciones de Nanobiotecnología aplicada en el área agrícola. 

En este sentido, esta tesis realizada en colaboración entre UDELAR e INIA 

representa un primer acercamiento interdisciplinar en el uso de 

Nanobiotecnología para enfrentar desafíos con potencial aplicación en cultivos de 

nuestro país.  

 

1.1.6. Relevamiento de cepas de hongos aislados en Uruguay para la 

biosíntesis de nanopartículas de plata 

En el Uruguay existe una extensa trayectoria en Nanotecnología. Algunas de las 

investigaciones en esta área se han enfocado hacia tecnologías para celdas solares 

fotovoltaicas con base en nanomateriales, el desarrollo de biomateriales de 

reparación y regeneración tisular en reposición de material esquelético o de piel, el 

encapsulamiento de productos para nutrición, cosmética o sanidad animal, y el 

agregado de nanomateriales a matrices de materiales o productos convencionales, 

entre muchas otras (Mombrú, et al., 2013).  

En particular en el área de Microbiología, nuestro grupo ha desarrollado 

estrategias nanotecnológicas para la purificación de proteínas microbianas 

(Alborés, et al., 2016), y realizó un primer relevamiento de cepas de hongos, 

aisladas de muestras provenientes de nuestro país, con capacidad de sintetizar 

AgNPs. Los resultados obtenidos de este relevamiento mostraron que extractos 

extracelulares de ocho cepas fúngicas fueron capaces de sintetizar nanopartículas 

de plata bajo las condiciones evaluadas (Sanguiñedo, et al., 2018).  

A partir de dicho relevamiento se desarrolló una tesina de grado de Licenciatura 

en Química en la cual se estudiaron las condiciones de síntesis de nanopartículas 

de plata, su caracterización y estudio de su potencial antimicrobiano, utilizando el 

hongo Punctularia atropurpurascens (Sanguiñedo, 2018; Sanguiñedo, et al., 2019). 
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1.1.7. Síntesis biogénica de nanopartículas  por Trichoderma spp.  

En el presente trabajo se estudia la síntesis de nanopartículas de plata y cobre a 

partir de una colección de cepas de Trichoderma spp. Se trata de un hongo 

filamentoso perteneciente a la división ascomycota, biocontrolador por excelencia, 

que posee diversos mecanismos de defensa que le atribuyen esta característica. 

Elementos estructurales del propio hongo así como también metabolitos 

secundarios han sido utilizados para el control biológico de patógenos de plantas. 

Asimismo, otras propiedades benéficas hacia los vegetales han sido reportadas en 

varias cepas pertenecientes al género Trichoderma, como la actividad promotora 

del crecimiento vegetal (Zin & Badaluddin, 2020). Más recientemente se ha 

estudiado la posibilidad de producir nanopartículas metálicas de plata, cobre y 

otros elementos a partir de Trichoderma spp. que presenten actividad antifúngica 

y/o promotora de crecimiento vegetal (Guilger, et al., 2017; Nandini, et al., 2017).  

Como se mencionó en la Sección 1.1.4, la efectividad antimicrobiana de las 

nanopartículas depende no solo de sus propiedades fisicoquímicas sino también 

del microorganismo objetivo (Pestovsky & Martínez-Antonio, 2017).  Por ejemplo, 

Guilger-Casagrande et al. (2021) reportaron que las nanopartículas de plata 

biogénicas sintetizadas a partir de Trichoderma harzianum mostraron actividad 

contra fitopatógenos que afectan cultivos extensivos, como Sclerotinia 

sclerotiorum. Además, se encontró que el capping de las AgNPs conteniendo 

biomoléculas funcionales de Trichoderma harzianum estaba directamente 

involucrado en la actividad antimicrobiana. 

Es por ello que en esta tesis se busca, por un lado, ampliar el conocimiento sobre la 

colección de cepas de trabajo de Uruguay, cuya propiedad biocontroladora y 

promotora de crecimiento ya ha sido estudiada y caracterizada. Por otro lado, se 

busca evaluar una potencial aplicación en cultivos de arroz y trigo en Uruguay.  

Para ello se estudió la capacidad de controlar fitopatógenos que afectan estos 

cultivos extensivos. Los fitopatógenos de arroz evaluados fueron el patógeno foliar 

Pyricularia oryzae y los patógenos de tallo Rhizoctonia oryzae-sativae y Nakataea 

oryzae (sinónimo Sclerotium oryzae), cuyos esclerotos flotan y entran en contacto 

con el tallo, logrando penetrar y colonizar los tejidos, generando la enfermedad 

conocida como podredumbre del tallo de arroz. Esta enfermedad es una de las de 
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mayor relevancia del cultivo de arroz en nuestro país. Asimismo, Fusarium 

graminearum fue evaluado como fitopatógeno de trigo, siendo responsable de la 

enfermedad de fusariosis de trigo, la cual puede afectar tanto la germinación de 

semillas como las espigas, reduciendo la implantación, el rendimiento del grano, y 

produciendo micotoxinas. En Uruguay representa una de las principales limitantes 

para la producción de trigo y cebada (Martínez, 2021; Pereyra, et al., 2005; 

Escalante, et al., 2018). 
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1.2. Hipótesis 

La hipótesis del presente trabajo propone que se pueden sintetizar nanopartículas 

metálicas estables a partir del filtrado de biomasa de cepas de Trichoderma spp. 

provenientes de cultivos de nuestro país, que presenten actividad antimicrobiana 

frente a microorganismos fitopatógenos de cultivos de arroz y trigo, y favorezcan 

el crecimiento vegetal.  

 

1.3. Objetivos 
 

1.3.1. Objetivo general 

Sintetizar nanopartículas metálicas biogénicas a partir de biomasa de Trichoderma 

spp. con actividad antimicrobiana para el control de fitopatógenos de arroz y trigo. 

1.3.2. Objetivos específicos 

- Evaluar la capacidad de síntesis de nanopartículas de plata y cobre a partir de 

cepas del género Trichoderma  obtenidas de plantas de arroz y suelo rizosférico 

- Mejorar el rendimiento de la reacción mediante modificaciones en las 

condiciones de biosíntesis inicialmente planteadas 

- Caracterizar las nanopartículas mediante diversas metodologías y estudiar la 

estabilidad 

- Determinar su actividad antimicrobiana in vitro frente a microorganismos 

fitopatógenos de plantas de arroz y trigo 

- Estudiar la toxicidad de las nanopartículas 
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Capítulo 2.  

  2. Materiales y métodos 
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2. Materiales y métodos 

2.1. Material biológico 

Para la biosíntesis de nanopartículas se utilizó una colección de 11 cepas de 

Trichoderma spp. aisladas a partir de muestras de planta y suelo de cultivos de 

arroz de INIA Treinta y Tres por la Dra. Sandra Lupo (UDELAR, Uruguay) y el Dr. 

Sebastián Martínez (INIA, Uruguay): T. koningiopsis (ILB 394, ILB 396), T. 

harzianum (ILB 395, ILB 404, ILB 409, ILB 412, ILB 416, ILB 421), T. asperellum 

(ILB 397) y Trichoderma sp. (ILB 423, ILB 424). Como fitopatógenos a evaluar se 

estudiaron cepas fúngicas responsables de enfermedades en cultivos de arroz y 

trigo. Los patógenos de arroz evaluados fueron Rhizoctonia oryzae-sativae (cepa 

ILB 428), Sclerotium oryzae (cepa ILB 425) y Pyricularia oryzae (cepa Po290), 

proporcionados por el Dr. Sebastián Martínez (INIA, Uruguay). Se evaluó también 

Fusarium graminearum (cepa 02020) como fitopatógeno de trigo,  proporcionado 

por la Dra. Silvia Pereyra (INIA, Uruguay). 

 

2.2. Biosíntesis y purificación de nanopartículas metálicas 

2.2.1 Síntesis de nanopartículas de plata 

Para la biosíntesis, inicialmente se realizó el cultivo de todas las cepas de 

Trichoderma spp. descritas anteriormente en medio sólido Potato Dextrose Agar – 

PDA (OXOID®). Luego se extrajeron discos de micelio de dicho cultivo y se 

inocularon dos discos de 0.9 cm de diámetro en 100 mL de medio líquido Potato 

Dextrose Broth – PDB (Sigma-Aldrich®). 

El crecimiento se llevó a cabo a 28 °C, con agitación constante en un agitador 

orbital que funcionó a 150 rpm durante 72 horas. La biomasa de los cultivos se 

recogió por filtración y luego se lavó dos veces con agua destilada estéril para 

eliminar cualquier componente restante del medio de cultivo. 

La síntesis de AgNPs se llevó a cabo como fuera reportado por nuestro grupo 

(Sanguiñedo, et al, 2018). Los micelios fúngicos húmedos se suspendieron en agua 

destilada esterilizada (0,1 g/mL) y se incubaron con agitación constante a 150 rpm 

durante 48 h. Posteriormente el micelio fue separado por filtración con papel de la 

fase líquida, y a dicha fase se le realizó una segunda etapa de filtración con un filtro 

de membrana con tamaño de poro de 0,45 µm (Millipore), obteniendo como 
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resultado un extracto extracelular libre de células. Finalmente, el extracto fue 

separado en dos fracciones, de las cuales a una se le agregó igual volumen de agua 

destilada estéril (control de reacción) y a la otra se le añadió igual volumen de una 

solución de nitrato de plata (AgNO3) como sustrato de la síntesis. Tres 

concentraciones de  AgNO3 fueron evaluadas para la reacción: 1, 5 y 10 mM. Las 

mezclas se incubaron en oscuridad a 28°C. El seguimiento de las reacciones de 

síntesis fue llevado a cabo mediante la obtención de espectros de absorbancia en el 

rango de 250-800 nm y midiendo el incremento de absorción en el pico de longitud 

de onda máximo (correspondiente al pico de RPS de las nanopartículas 

sintetizadas) a lo largo del tiempo. (Figuras 1(a) y (b)). En el caso de las AgNPs, 

esta banda se observa entre 400-450 nm. Cuando se dejaron de observar aumentos 

en el pico de  RPS, se dio por finalizada la síntesis. 
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Figura 1. Esquema de metodología de biosíntesis de nanopartículas metálicas. En (a) se muestra la 

obtención del extracto extracelular a partir de Trichoderma spp.; en (b) la reacción de síntesis de 

AgNPs.  

Creado con BioRender.com 

 

(a) Obtención de extracto extracelular de Trichoderma spp. 

(b) Reacción de síntesis de AgNPs 
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2.2.2. Síntesis de nanopartículas de cobre 

Con base en el mismo protocolo, la síntesis de nanopartículas de cobre se realizó 

reemplazando AgNO3 por CuCl2 5 mM, y a diferentes condiciones de pH (5, 7 y 9) 

en la reacción de síntesis, según lo informado por Cuevas, et al. (2015) (Figura 2). 

Las cepas utilizadas para la síntesis fueron T. harzianum ILB 395 y T. asperellum 

ILB 397. El seguimiento de las reacciones de síntesis fue llevado a cabo mediante la 

obtención de espectros de absorbancia en el rango de 250-800 nm y midiendo el 

incremento de absorción en el pico de longitud de onda máximo (correspondiente 

al pico RPS de las nanopartículas sintetizadas) en función del tiempo.  

 

 

 

 

  

Figura 2. Reacción de síntesis de CuNPs.  

Creado con BioRender.com 
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2.2.3. Purificación de las nanopartículas 

Una vez que se dieron por finalizadas las síntesis de nanopartículas, las muestras 

fueron purificadas, es decir, separadas del medio de reacción en el que se 

sintetizaron (extracto fúngico). Para ello fueron centrifugadas a 11140 g durante 

veinte minutos. Se eliminó el sobrenadante y las nanopartículas fueron 

resuspendidas en agua destilada y centrifugadas durante diez minutos a 11140 g. 

Este paso de lavado se realizó dos veces consecutivas. Posteriormente se 

resuspendieron las nanopartículas ya purificadas en agua destilada y se midió el 

pico de absorbancia correspondiente a la banda de RPS. Se estimó la concentración 

según (Paramelle, et al., 2014) (Figura 3). 

 

 

 

  

Figura 3. Esquema de procedimiento de purificación de nanopartículas.  

Creado con BioRender.com 
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2.3. Caracterización de las nanopartículas 

2.3.1.  Espectroscopía de absorbancia UV-Vis 

Los espectros de absorbancia se midieron en el espectrofotómetro UV/Visible 

Jenway 6715 en el rango de 250-800 nm, con el fin de monitorear la formación de 

nanopartículas evidenciada por el pico de RPS de las nanopartículas metálicas. 

 

2.3.2.  SEM y HR-TEM-EDS 

Para el análisis por SEM se utilizó un microscopio electrónico JEOL JSM-5900LV 

(servicio de Microscopía de Facultad de Ciencias, UDELAR). Se colocó un volumen 

de 10 µL de las suspensiones de nanopartículas en una rejilla y se dejó secar a 

temperatura ambiente.  

Para el análisis HR-TEM, las muestras se resuspendieron en etanol 95%, fueron 

completamente secadas y luego observadas con un microscopio electrónico JEOL 

JEM 2100 (servicio de Microscopía de CURE Rocha, UDELAR) de 200 kV de tensión 

de aceleración, utilizando rejilla de cobre (para AgNPs) o níquel (para CuNPs). 

Además, se estudió la composición química elemental con una sonda EDS de rayos 

X en la superficie de las nanopartículas. Luego, los tamaños de las nanopartículas 

se determinaron mediante análisis de las imágenes por ambas microscopías 

electrónicas utilizando el software Image J. 

 

2.3.3. DLS y potencial zeta 

Se determinaron los diámetros hidrodinámicos y las medidas del potencial zeta de 

las nanopartículas. Para la determinación de DLS, cada muestra se midió a 25 °C, 3 

veces, combinando 5 corridas por medición (ZetaSizer, Facultad de Química, 

UDELAR). En el caso del potencial zeta, cada muestra se midió a 25 °C, 3 veces, 

combinando 10 corridas por medición. Los resultados se trataron utilizando el 

software Zetasizer de Malvern. 
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2.3.4. Microscopía Raman Confocal 

Las mediciones se realizaron en el microscopio Alpha 300 RA WITec Raman 

utilizando un láser de excitación de 532 nm enfocado a través de un objetivo de 

100X y estuvieron a cargo del Dr. Ricardo Faccio (CentroNanomat, IPTP, Facultad 

de Química, UDELAR). Se depositó una alícuota de nanopartículas sobre un soporte 

de aluminio y se secó a temperatura ambiente para su análisis. La potencia del 

láser fue previamente calibrada con el fin de evitar la descomposición del material. 

Posteriormente, las muestras fueron examinadas dando como resultado imágenes 

Raman confocales de 40x40 micrómetros, procesadas utilizando una cuadrícula de 

40x40 puntos.  
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2.4. Actividad antifúngica 

Se determinó la mínima concentración de nanopartículas que causa inhibición del 

crecimiento de los microorganismos utilizando la técnica de microdilución (CLSI, 

2017) en microplacas de titulación de fondo plano (NUNC-Thermo Scientific®). 

Para ello se realizaron diluciones seriadas de las nanopartículas purificadas en 

caldo Mueller-Hinton Broth – MHB (HIMEDIA®). Realizadas las diluciones, en los 

pocillos de la microplaca se sembraron además suspensiones de los fitopatógenos 

esporulados a evaluar (1 X 104 esporas/mL en suero fisiológico con Tween 20). 

Como controles se sembró el caldo de cultivo con y sin la suspensión de los 

microorganismos. Después de incubar durante 96 horas a 28 °C, se determinó la 

concentración mínima que provocó una inhibición visible del crecimiento 

microbiano (Figura 4). Esta actividad se llevó a cabo con todas las AgNPs 

obtenidas en el relevamiento, así como con las CuNPs, contra los hongos patógenos 

Fusarium graminearum y Pyricularia oryzae. 

 

Además, se evaluaron los efectos de las nanopartículas sobre el crecimiento del 

micelio de los fitopatógenos no esporulados: Sclerotium oryzae y Rhizoctonia 

oryzae-sativae, según la metodología reportada por Mohammed, et al., 2019. Se 

inoculó un disco de 5 mm de micelio fresco de cada hongo en el centro de una placa 

conteniendo PDA suplementado con 1 mL de cuatro concentraciones diferentes 

(diluciones 1/4, 1/8, 1/16) de nanopartículas y se incubó durante 5 días a 28 °C. 

También se incluyeron cultivos de control de las cepas fúngicas cultivadas en PDA. 

Transcurrido ese período, se midió el diámetro del micelio y se comparó con el 

control. El diámetro del crecimiento micelial en medio PDA sin nanopartículas 

representó el 100 % de crecimiento (0 % de inhibición) (Figura 5). La inhibición 

provocada por cada concentración de nanopartículas se expresó en porcentaje, en 

comparación con el control. 
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Figura 4. Esquema de determinación de Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) por microplaca de 

titulación de fondo plano. En cada pocillo (excepto controles) se sembraron 100 μL de dilución 

seriada de NPs en MHB + 90 μL MHB + 10 μL suspensión de esporas. 

Creado con BioRender.com 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estudio del efecto de las nanopartículas en el crecimiento de fitopatógenos. 

Creado con BioRender.com 
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2.5. Efecto de las nanopartículas en la germinación de semillas de trigo 

y arroz 

El efecto en la germinación de semillas de arroz y trigo tratadas con nanopartículas 

fue evaluado mediante dos tipos de ensayo, in vitro y en invernáculo. En ambos 

ensayos se utilizaron semillas de arroz (Oriza sativa) y trigo (Triticum aestivum) de 

los cultivares comerciales INIA Tacuarí e INIA Génesis 4.33, respectivamente. 

La forma en la que se realizó el tratamiento fue la misma tanto para el ensayo in 

vitro como para el de invernáculo, variando la respuesta evaluada (germinación de 

semilla y emergencia de la planta, respectivamente) (Figura 6). 

Inicialmente las semillas se remojaron en agua destilada durante 10 minutos para 

ablandar su cubierta e iniciar el proceso de germinación. Luego, se sumergieron en 

soluciones de nanopartículas (0,14 ηM AgNPs y 50 µM CuNPs) durante 2 horas, 

según Spagnoletti et al. (2019). Se establecieron como controles semillas tratadas 

con agua destilada (blanco) y con solución de AgNO3 5 mM o CuCl2 5 mM (según se 

tratara de AgNPs o CuNPs). 

Transcurridas las 2 horas de tratamiento, las semillas fueron removidas de las 

soluciones, se secaron con papel absorbente y se procedió con los ensayos 

descritos a continuación. 

 

 

 

 

Figura 6. Tratamiento de semillas de arroz y trigo para estudiar el efecto en la germinación. 

Creado con BioRender.com 
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2.5.1. Ensayo in vitro  

Este ensayo fue realizado con AgNPs sintetizadas por dos cepas: T. harzianum ILB 

395 y T. asperellum ILB 397 y CuNPs sintetizadas por  T. harzianum ILB 395. El 

motivo de la elección de estas muestras en particular se encuentra propiamente 

descrito en el Capítulo 3.  

Las semillas de trigo tratadas fueron colocadas en placas de Petri conteniendo 

PDA, mientras que las de arroz se colocaron en placas de Petri con agar agua. En 

cada placa se colocaron un total de diez semillas, totalizando tres placas por 

tratamiento, es decir, treinta semillas. Las placas se incubaron a 25 °C durante 6 

días. Las semillas con coleóptilos y raíces de más de 2 mm se calificaron como 

positivas para la prueba (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Negativo 

No se observan coleóptilos 

ni raíces. 

Positivo 

Se observan coleóptilos/ 

raíces de 2 mm o más. 

Figura 7. Estudio de germinación en placa de semillas tratadas. Se muestra en la imagen (a 
modo de ejemplo) semillas de trigo germinando sobre PDA y cómo se realizó la lectura del 
ensayo. 
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2.5.2. Ensayo en macetas 

Además de los ensayos in vitro descritos anteriormente, con las semillas tratadas 

con  AgNPs sintetizadas por T. harzianum ILB 395 y T. asperellum ILB 397, también 

se realizó la siembra de las mismas en macetas. El ensayo fue realizado en el 

invernáculo de INIA Las Brujas, Canelones, Uruguay. Para ello, para cada 

tratamiento  se utilizaron dos bandejas con capacidad para 48 plantines para cada 

tratamiento (96 plantines en total). Las bandejas fueron rellenadas con una mezcla 

de tres partes de turba, dos partes de arena y una de vermiculita, en la que fueron 

sembradas las semillas. Se regaron durante 14 días, momento en el que se realizó 

el recuento de plantines emergidos en las bandejas (Figura 8). 

 

 

 

 

Figura 8. Sistema de estudio de germinación en maceta de semillas tratadas. La imagen 
corresponde al día 14 del ensayo, momento en el cual se realizó el recuento de plantines emergidos 
(apreciables en la imagen). 
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2.5.3.  Análisis estadístico 

Los experimentos se realizaron al menos por triplicado y se calcularon los 

promedios y las desviaciones estándar. Los resultados se representaron como 

valores medios con barras que representan las desviaciones estándar. Por otro 

lado, los datos obtenidos a partir de los ensayos descritos en el ítem anterior 

(2.5.2) se analizaron estadísticamente usando el Modelo Lineal Generalizado 

asumiendo una distribución binomial y usando la función logit. Los tratamientos se 

compararon mediante la prueba DGC (Di Rienzo, et al., 2002) con un nivel de 

significación de 0,05. Para estos análisis se utilizó el software InfoStat (Grupo 

InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina). 
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2.6. Evaluación de citotoxicidad de las nanopartículas de plata en 

líneas celulares humanas 

La viabilidad celular de las células THP-1 se evaluó mediante la técnica in vitro de 

MTT, en la cual las células viables reducen al bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-

2,5-difeniltetrazólico (MTT) a cristales púrpuras insolubles de formazán mediante 

acción enzimática (Gopinath, et al., 2017) (Figura 9).  

Inicialmente se sembraron las células en una placa de 96 pocillos de fondo plano 

para cultivo celular y se incubó a 37°C y atmósfera de CO2 al 5%. Una vez adheridas 

las células a la superficie de la placa, se agregaron las nanopartículas a evaluar en 

diluciones seriadas en medio completo, por triplicado. La placa se incubó en 

iguales condiciones de temperatura y atmósfera durante 24 horas. Posteriormente 

se removió el contenido de los pocillos para agregar el MTT y se incubó la placa 

durante 3 horas. Luego de la incubación, se removió el sobrenadante de los pocillos 

y los cristales de formazán se solubilizaron con DMSO. Se midió la absorbancia de 

los pocillos a λ= 560nm, estableciendo una relación de viabilidad celular 

normalizada respecto al control negativo (células que no fueron expuestas a las 

nanopartículas). 

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de Inmunología de Facultad de Química 

(Instituto de Higiene) bajo la supervisión del Dr. Gustavo Mourglia y el Lic. Claudio 

Rodriguez-Camejo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de metodología in vitro MTT empleada para el estudio de citotoxicidad de 

AgNPs con la línea celular THP-1.  

Creado con BioRender.com 
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2.7. Producción a mayor escala de nanopartículas metálicas de 

Trichoderma harzianum ILB 395 

Para avanzar en la posible aplicación de las nanopartículas a escala de campo se 

realizaron tres lotes de síntesis de AgNPs a partir de T. harzianum ILB 395.  

Luego de la purificación de las nanopartículas según la metodología descrita en la 

Sección 2.2.3. del presente capítulo, se corroboró estabilidad y tamaño de las 

AgNPs mediante espectro UV-vis y medidas de DLS. 

Finalmente se hizo un pool de todos los lotes y se midió volumen obtenido y 

concentración estimada de nanopartículas. 

Estas muestras fueron suministradas a investigadores de INIA para su aplicación 

en cultivos de arroz en Treinta y Tres, Uruguay, en el marco del proyecto 

INNOVAGRO FSA_1_2018_1_152546. 
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Capítulo 3.  

3. Resultados  
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3. Resultados 

3.1. Relevamiento de síntesis de nanopartículas de plata por 

Trichoderma spp.  

3.1.1. Biosíntesis de nanopartículas de plata a partir de Trichoderma spp. y 

estabilidad coloidal 

Se realizó el relevamiento completo de las cepas de Trichoderma spp.  para la 

síntesis de AgNPs, evaluando distintas concentraciones de AgNO3 en la reacción (1, 

5 y 10 mM).  

Acorde a lo esperado por estudios previos, los picos correspondientes a la RPS de 

las AgNPs se encontraron en el entorno de 400-450 nm, por lo que se graficaron 

los valores de absorbancia a dicha longitud de onda en función del tiempo. De este 

modo es posible comparar la capacidad de síntesis de las distintas cepas evaluadas 

en iguales condiciones. 

Como puede observarse en la Figura 10, los resultados son promisorios ya que 

todas las cepas evaluadas fueron capaces de sintetizar AgNPs. Sin embargo, al 

comparar los valores de absorbancia obtenidos , se decidió descartar a ILB 394 e 

ILB 424 por presentar, en todas las concentraciones evaluadas, valores de 

absorbancia inferiores a 0.200 a las 48 h. Asimismo, en los gráficos se observa que, 

en  general, la síntesis se incrementó de forma más pronunciada en dicho período.  

En cuanto a la concentración de AgNO3 a emplear, se obtuvieron mejores 

resultados con concentraciones de 5 mM y 10 mM, como se observa en el ejemplo 

de la Figura 11. El gráfico permite comparar los espectros UV-vis y las bandas 

correspondientes a la RPS para las distintas concentraciones de AgNO3 empleadas, 

utilizando el extracto extracelular de la cepa ILB 395. A modo de ejemplo se 

presentan además los espectros obtenidos en el relevamiento de esta cepa al inicio 

de la reacción (Figura 12 (a)) y transcurridas las 96 horas (Figura 12 (b)). Como 

puede apreciarse, al inicio se observa un pico importante que abarca de los 240 nm 

a los 390 nm aproximadamente que se corresponde a componentes del extracto 

extracelular del hongo. Transcurridas 96 horas, se observa un nuevo pico en el 

espectro, el cual se encuentra en el entorno de los 440 nm y se corresponde con la 

banda de RPS de las AgNPs.  
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Figura 10. Variación de absorbancia a λ= 440 nm en función del tiempo durante la reacción de 
síntesis de AgNPs empleando AgNO3 1mM (superior), 5mM (medio), y 10 mM  (inferior). 
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Figura 11. Espectros UV-vis de las reacciones de síntesis de las AgNPs de la cepa ILB 395 a 
distintas concentraciones de AgNO3. Se observa la banda de RPS a 440 nm. 

 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 12. Espectro de absorción del extracto extracelular de la cepa ILB 395 con AgNO3 5mM. En (a), hora 0 
de reacción de síntesis. La línea de base fue realizada con agua destilada. En (b), transcurridas 96 horas del 
inicio de la reacción. La línea de base fue realizada con extracto extracelular (control). 
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3.1.2. Purificación, estabilidad coloidal y caracterización primaria de las 

nanopartículas  

Finalizada la síntesis, las nanopartículas fueron centrifugadas, lavadas (para quitar 

el exceso de extracto y reactivos), y resuspendidas en agua.  

Las nanopartículas que resultaron estables a dicho proceso fueron aquellas que 

resuspendieron correctamente en agua destilada y no presentaron alteraciones en 

el pico de RPS (Figuras 13 (a) y 13 (b)). En caso contrario, se observó 

macroscópicamente la presencia de aglomerados que no resuspendieron y/o un 

pico de RPS alterado en el espectro UV-visible  (Figuras 13 (c) y 13 (d)).  

En este paso fue descartada la cepa ILB 396, a partir de la cual no se obtuvieron 

nanopartículas estables al proceso de centrifugación. 

Teniendo en cuenta que las cepas ILB 394 e ILB 424 fueron descartadas por su baja 

eficiencia en la síntesis de AgNPs, y que la cepa ILB 396 no produjo nanopartículas 

estables a las condiciones evaluadas, se continuó con los estudios de 

caracterización de las AgNPs purificadas provenientes de las cepas restantes (ILB 

395, ILB 397, ILB 404, ILB 409, ILB 412, ILB 416, ILB 421, ILB 423) por SEM. Como 

se muestra en la Figura 14, en general se observaron nanopartículas 

principalmente esféricas, con diámetros promedio inferiores a 90 nm (analizados 

con el software Image J). 
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Figura 13. Espectro correspondiente a AgNPs producidas antes de centrifugar, (a) cepa ILB 404, 
(c) cepa ILB 396, y después de centrifugar, (b) cepa ILB 404, (d) cepa ILB 396. 
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Figura 14. Imágenes de AgNPs obtenidas por Microscopía Electrónica de Barrido (SEM). 
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3.1.3. Actividad antimicrobiana in vitro frente a microorganismos 

fitopatógenos de plantas de arroz y trigo 

 
Se realizó la determinación de la CIM de las AgNPs sintetizadas en el relevamiento 

contra Fusarium graminearum (patógeno de trigo) y Pyricularia oryzae (patógeno 

de arroz).  Para este método estandarizado, se utilizan suspensiones de esporas de 

hongos filamentosos como inóculo para el cultivo en caldo. Los ensayos fueron 

realizados evaluando diluciones seriadas de las nanopartículas en caldo, en 

microplaca de titulación. 

La CIM se define como la concentración mínima que provoca una inhibición visible 

del crecimiento fúngico, por lo que a concentraciones por debajo de la CIM así 

como en los controles de crecimiento (sin antifúngico), las esporas germinan y se 

observa el crecimiento del micelio.  

Se observó inhibición de crecimiento de F. graminearum prácticamente en la 

totalidad de muestras de AgNPs que fueron estudiadas. Asimismo, es importante 

resaltar que el rango de concentraciones de inhibición es considerablemente bajo, 

y se encuentra entre 0.004 y 0.094 nM (Tabla 2). En el caso de Pyricularia oryzae, 

los resultados se encuentran en un rango de concentraciones de 0.005 a 0.070 nM.  
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 Tabla 2. CIM de las AgNPs frente a Fusarium graminearum y Pyricularia oryzae. 

AgNPs * CIM  (nM) 
F. graminearum 

CIM (nM) 

P. oryzae 

395-5 0.034 0.034  

397-1 0.032 0.032 

397-5 0.004 0.032 

404-1 0.035 0.070 

404-5 0.070 0.070 

404-10 0.018 0.018 

409-5 0.054 0.027 

409-10 0.027 0.027 

412-1 0.026 0.026 

412-5 0.021 0.021 

412-10 0.013 0.007 

416-1 0.066 0.033 

416-5 0.037 0.037 

421-1 0.094 0.012 

421-5 0.014 0.007 

421-10 0.011 0.006 

423-1 0.022 0.011 

423-5 0.070 0.018 
         

    *el último dígito corresponde a la concentración de AgNO3 de la síntesis (1, 5, 10 mM) 
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Asimismo, se evaluó la actividad antifúngica de los  patógenos de arroz Rhizoctonia 

oryzae-sativae y Sclerotium oryzae. Para ello, se incorporaron diferentes 

concentraciones de nanopartículas al medio PDA y se colocó un inóculo vegetativo 

(disco de micelio fresco) en el centro de la placa de Petri. Luego, se determinó la 

inhibición del crecimiento del micelio, comparando los diámetros de crecimiento 

con un control (PDA sin nanopartículas adicionadas) que representa el  100% de 

crecimiento (Figura 15). En este ensayo fueron evaluadas las muestras de AgNPs 

provenientes de las síntesis realizadas con AgNO3 5 mM.  

En el caso del ensayo frente a Rhizoctonia oryzae-sativae, se observó que las AgNPs 

de las cepas ILB 395, ILB397 e ILB409 inhibieron el crecimiento del patógeno con 

un porcentaje de 11%, 39% y 4 %, respectivamente (Tabla 3). En el caso de 

Sclerotium oryzae, de los resultados obtenidos se desprende que las AgNPs 395 y 

397 a una concentración de 0.14 nM inhiben el crecimiento de S. oryzae en igual 

porcentaje, mientras que AgNPs 409 y AgNPs 416 inhiben en menor porcentaje.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

R1 

R2 

Control AgNPs 395 AgNPs 397 

Figura 15. Evaluación de actividad antifúngica en placa de AgNPs 395 y AgNPs 397 frente a R. oryzae-
sativae. 
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Tabla 3. Actividad antifúngica de las AgNPs  frente a Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium 
oryzae. 

AgNPs 
Inhibición (%) 

R. oryzae-sativae 
Inhibición (%) 

Sclerotium oryzae 

395 11 ± 1 19 ± 3 

397 39 ± 4 19 ± 7 

404 0 0 

409 4 ± 2 9 ± 0 

412 0 0 

416 0 9 ± 0 

421 0 0 

423 0 0 
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3.2. Síntesis de nanopartículas metálicas por Trichoderma harzianum 

ILB 395 y Trichoderma asperellum ILB 397. Evaluación del efecto en 

semillas y toxicidad en líneas celulares humanas 

Como fuera descrito anteriormente, en el relevamiento de cepas de Trichoderma 

spp. se encontró que todas son capaces de sintetizar AgNPs. A pesar de esto, dos de 

ellas (ILB 394, ILB 424) lo hicieron con menor eficiencia y por ello fueron 

descartadas en esta primera instancia. Además, a excepción de las AgNPs 

sintetizadas por ILB 396, todas fueron estables al proceso de centrifugación.  

Asimismo, todas las AgNPs a las que se les estudió la actividad antimicrobiana 

presentaron actividad antifúngica, siendo tres de ellas (AgNPs 395 397 y 409) 

activas frente a los cuatro fitopatógenos evaluados.   

Las cepas de Trichoderma spp. que mostraron mayor capacidad de síntesis de 

AgNPs y que mostraron actividad antifúngica frente a los 4 fitopatógenos 

evaluados (T. harzianum ILB 395 y T. asperellum ILB 397), fueron seleccionadas 

para los ensayos que se presentan en esta Sección (3.2). 

3.2.1. Evaluación de síntesis de nanopartículas de cobre 

La síntesis de nanopartículas de cobre por diversos métodos ha sido menos 

estudiada que las de otras nanopartículas metálicas como oro y plata, 

obteniéndose según lo reportado en bibliografía nanopartículas de composición y 

propiedades de mayor variabilidad (Cuevas, et al., 2015; Awwad & Amer, 2020) 

por lo que resulta relevante y novedoso su estudio.  En las condiciones evaluadas 

(referirse a Sección 2.2.2)  únicamente la síntesis realizada con la cepa ILB 395 

presentó un pico en el espectro que sugiere la síntesis de nanopartículas de cobre. 

En la Figura 16 (a) se presenta la evolución del pico de absorción a distintos 

tiempos de reacción. Como puede observarse, la banda correspondiente a la RPS se 

encuentra en este caso a una longitud de onda de 390 nm, lo que podría atribuirse, 

según lo reportado en bibliografía (Awwad & Amer, 2020), a nanopartículas de 

óxido de cobre (CuONPs). 

Además, se estudió el efecto de la variación del pH en la reacción de síntesis, como 

reportado para nanopartículas de cobre por Cuevas, et al. (2015). Se evaluaron tres 

condiciones de pH: 5, 7 y 9. En la Figura 16 (b) se observan los espectros 

superpuestos en las distintas condiciones y el pico se corresponde a las CuONPs. 
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De esta imagen se concluye que a pH=7 la síntesis se vio favorecida (a mayor 

absorbancia del pico a 390 nm, mayor producción), seguido del pH=9 y del pH=5.  

 

Figura 16. Espectros UV-vis para la síntesis de nanopartículas de cobre (a) luego de 24 y 48 h de 
reacción, (b) reacciones a diferentes pH. 
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3.2.2. Efecto de las nanopartículas en semillas de trigo y arroz 

El propósito de la prueba fue determinar si existía un efecto en la germinación de 

las semillas producto del tratamiento con nanopartículas así como también el 

efecto en el crecimiento de hongos transmitidos en las semillas. 

Para ello, se realizaron ensayos en semilla con las nanopartículas de las cepas que 

mostraron mejores resultados (ILB 395, ILB 397) en la síntesis con AgNO3 5 mM.  

Con las semillas tratadas se llevaron a cabo dos tipos de ensayo. Uno de ellos 

consistió en evaluar in vitro el efecto del tratamiento con nanopartículas sobre la 

germinación de semillas en placas. En este caso también se evaluaron las CuONPs 

provenientes de la cepa ILB 395.   

El segundo ensayo consistió en la siembra de las semillas tratadas con AgNPs en 

macetas en invernáculo. 

Los resultados obtenidos se describen a continuación. 

 3.2.2.1. Ensayo de semillas in vitro en placa 

Estos ensayos tuvieron como finalidad evaluar el efecto de las nanopartículas 

sobre la germinación de semillas de trigo y arroz, así como también el crecimiento 

de microorganismos transmitidos por las semillas y la puesta a punto del diseño 

experimental. 

Efecto de AgNPs 395 y 397 en la germinación de semillas de trigo y arroz 

Se utilizaron semillas de trigo y arroz tratadas con AgNPs 395 y 397, y otras 

tratadas con agua destilada (blanco) y AgNO3 5 mM. Las semillas de trigo fueron 

colocadas en placas con medio PDA y las de arroz en placas con agar agua.  

Mediante esta metodología se logró observar la evolución de la germinación, así 

como también el crecimiento de microorganismos presentes en las semillas.  

Como puede observarse en los resultados obtenidos (Figuras 17 y 18), a los 6 días 

de incubación no se observaron efectos negativos en la germinación. Las semillas 

tratadas con nanopartículas se comportaron como el blanco, por lo que no se 

evidenció un efecto negativo luego del tratamiento. Las semillas tratadas con 

nitrato de plata mostraron una tendencia a germinar de forma enlentecida con 

respecto al resto de los tratamientos. Además, AgNO3 mostró inhibición total del 

crecimiento microbiano tanto para semillas de trigo y de arroz, mientras que las 

AgNPs presentaron inhibición parcial en semillas de trigo.  
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Figura 17. Efecto de las nanopartículas de plata en la germinación de semillas de arroz. 
Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo distribución 

binomial (test DGC). Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p>0.05). 
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Figura 18. Efecto de las nanopartículas de plata en la germinación de semillas de trigo. 
Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo 

distribución binomial (test DGC). Medias con una letra común no son significativamente 

diferentes (p>0.05). 

a 
a a 

a 



   

 

 49 

Efecto de las CuONPs 395 en la germinación de semillas de trigo y arroz 

De manera similar a lo descrito para el ensayo con AgNPs, también se evaluó el 

tratamiento de semillas de trigo y arroz con CuONPs (0,2 mM) y CuCl2 (5 mM). No 

se observaron diferencias en la germinación y el crecimiento microbiano en 

comparación con el control (Figuras 19 y 20).  

 

 Figura 19. Efecto de las nanopartículas de cobre en la germinación de semillas de trigo. 
Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo 

distribución binomial (test DGC). Medias con una letra común no son significativamente 

diferentes (p>0.05).  
 

 

 Figura 20. Efecto de las nanopartículas de cobre en la germinación de semillas de arroz. 

Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo 

distribución binomial (test DGC). Medias con una letra común no son significativamente 

diferentes (p>0.05). 
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3.2.2.2. Ensayo de semillas en maceta 

El segundo tipo de ensayo realizado para evaluar el efecto en la germinación de 

semillas de trigo y arroz, consistió en sembrarlas posterior al tratamiento con las 

AgNPs 395 y 397, AgNO3 5 mM y agua destilada (blanco) en una mezcla de tres 

partes de turba, dos de arena y una de vermiculita. Para cada tratamiento se utilizó 

un sistema de dos bandejas de 48 celdas cada una. Por lo tanto, se sembraron en 

total 96 semillas para cada uno de los cuatro tratamientos (Figura 21). 

 

 

 

Figura 21. Sistema de macetas empleado para el estudio de germinación de plantas de trigo y arroz 
a partir de semillas tratadas. 
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Ensayos con semillas de trigo 

Como puede observarse en los resultados para semillas de trigo, al comparar la 

emergencia de plantas a partir de semillas tratadas con las nanopartículas y las 

semillas blanco, no se encontró un efecto negativo (de toxicidad) de las AgNPs en 

las semillas. Se nota además una tendencia a una mayor germinación que el blanco 

para los tratamientos con ambas AgNPs, pero no con AgNO3 5mM (Figura 22). 

Mediante el software Infostat se realizó análisis estadístico utilizando el Modelo 

Lineal Generalizado asumiendo distribución binomial y utilizando la función logit. 

Los tratamientos fueron comparados utilizando el test DGC con un nivel de 

significancia de 0.05. Se realizó un contraste de los resultados obtenidos para el 

blanco en las tres réplicas. Al no obtenerse diferencias significativas entre los 

controles se realizó el contraste de los distintos tratamientos con el blanco, 

sumando la totalidad de plantas emergidas para cada caso en las repeticiones. De 

esta forma se confirma que la media de plantas emergidas a partir de semillas 

tratadas con AgNPs 395 y AgNPs 397 es significativamente diferente (mayor) a la 

media del blanco sin tratamiento (Tabla 4).  

 

Figura 22. Gráfico de plantas de trigo emergidas a partir de semillas que recibieron 

distintos tratamientos. Se grafica la media y se representa la desviación estándar de cada 

tratamiento. Los valores son promedio de tres repeticiones.  

Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo 

distribución binomial (test DGC). Medias con una letra común no son significativamente 

diferentes (p>0.05).  
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Tabla 4. Análisis estadístico realizado para el contraste de las muestras de AgNPs (plantas de 
trigo). Se utilizó el Modelo Lineal Generalizado asumiendo distribución binomial; los contrastes 
fueron realizados mediante test DGC. Medias con una letra común no son significativamente 
diferentes (p>0.05). 

Tratamiento 
Promedio  plantas 

germinadas por ensayo 
Resultado del contraste 

Blanco 52 B 

AgNPs 395 63 A 

AgNPs 397 62 A 

 

 

Ensayos con semillas de arroz 

De igual forma que con las semillas de trigo, no se observó que la germinación se 

viera afectada negativamente en las semillas de arroz tratadas con nanopartículas 

(Figura 23). 

Mediante el análisis estadístico utilizando el Modelo Lineal Generalizado 

asumiendo distribución binomial y utilizando la función logit, los tratamientos 

fueron comparados utilizando el test DGC con un nivel de significancia de 0.05. Se 

realizó un contraste de los resultados obtenidos para el blanco en las tres réplicas. 

Al no obtenerse diferencias significativas entre los controles se realizó el contraste 

de los distintos tratamientos con el blanco, sumando la totalidad de plantas 

emergidas para cada caso en las repeticiones. De este análisis estadístico se 

concluye que no hay diferencia entre las medias de plantas emergidas a partir de 

semillas tratadas con AgNPs 395 y AgNPs 397 si se las compara con el blanco, con 

una significancia del 5% (Tabla 5). 
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Figura 23. Gráfico de plantas de arroz emergidas a partir de semillas que recibieron distintos 
tratamientos. Se grafica la media y se representa la desviación estándar de cada tratamiento. Los 
valores son promedio de tres repeticiones. 
Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo distribución 

binomial (test DGC). Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p>0.05). 

 

 

 

 

Tabla 5. Análisis estadístico realizado para el contraste de las muestras de AgNPs (plantas de 
arroz). Se utilizó el Modelo Lineal Generalizado asumiendo distribución binomial; los contrastes 
fueron realizados mediante test DGC. Medias con una letra común no son significativamente 
diferentes (p>0.05). 

Tratamiento 
Promedio  plantas 

germinadas por ensayo 
Resultado del contraste 

Blanco 76 A 

AgNPs 395 85 A 

AgNPs 397 81 A 

 

 

3.2.3. Evaluación de la toxicidad en líneas celulares humanas 

Como fuera detallado en la Sección 1.1, los nanomateriales, y en particular las 

nanopartículas biogénicas, poseen propiedades únicas. Es por este motivo que se 

requiere de una caracterización fisicoquímica apropiada y estudios de toxicidad, 

teniendo en cuenta su promisoria aplicación como producto biotecnológico. 
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En el presente trabajo se incluyó una primera evaluación de la citotoxicidad de las 

nanopartículas de plata biogénicas sintetizadas frente a líneas celulares humanas 

THP-1. Se determinó la toxicidad de las AgNPs 395 y 397 a diferentes 

concentraciones luego de 24 horas de exposición de las células evaluadas a las 

nanopartículas.  

En la Figura 24 se muestran los resultados de toxicidad dosis-dependiente. Para el 

caso de las AgNPs 395 (Figura 24 (a)) la mínima concentración que mostró una 

disminución en la viabilidad celular fue 35 pM, aunque dicha viabilidad supera el 

50% a concentraciones inferiores a 140 pM. En el caso de las AgNPs 397 (Figura 

24 (b)), si bien el comportamiento fue similar, siendo la mínima concentración que 

mostró una disminución en la viabilidad celular 50 pM, se observa una caída 

brusca por debajo del 50% a concentraciones iguales o superiores a 100 pM 

(Figura 24 (c)).  

Además, los estudios de toxicidad en células THP-1 mostraron que las 

concentraciones evaluadas que resultaron ser tóxicas son, en algunos casos, 

mayores que las necesarias para lograr una inhibición en el crecimiento fúngico, 

por lo que esta primera aproximación en estudios de citotoxicidad se considera 

muy promisoria. 
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(a) 

(b) 

(c) 

Figura 24. Estudio de toxicidad celular dosis-dependiente de las AgNPs con la línea celular THP-1. 
En (a) AgNPs de T. harzianum ILB 395, (b) AgNPs de T. asperellum ILB 397, (c) comparación de 
ambas. Los resultaron se normalizaron respecto a las células sin tratamiento (control) y se realizó 
un test ANOVA comparando los datos con el control. 
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3.4. Selección de nanopartículas metálicas de Trichoderma harzianum 

ILB 395: caracterización complementaria, control de fitopatógenos y 

aplicaciones en campo 

En base a los resultados obtenidos y al tiempo previsto para esta tesis de Maestría 

se decidió seleccionar la cepa de Trichoderma harzianum ILB 395 para producir 

nanopartículas de plata y cobre a mayor escala. Esto permitió profundizar en los 

diversos aspectos abordados en esta tesis. Por un lado, complementar la 

caracterización de las nanopartículas biogénicas, lo cual no sólo implica avanzar en 

el conocimiento en Nanobiotecnología, sino también en su aplicación como 

antifúngicos frente a hongos fitopatógenos, ya que de sus características 

dependerán sus propiedades. Por otro lado, lograr el desafío de obtener volumen 

suficiente de nanopartículas para abordar los primeros ensayos a campo 

realizados con nanomateriales en Uruguay. 

3.4.1. Caracterización complementaria de nanopartículas  

3.4.1.1. Microscopía electrónica de barrido (SEM) y Microscopía de transmisión 

de alta resolución (HR-TEM)-EDS 

En primera instancia se realizó SEM, tanto para las AgNPs (como se describió en 

los resultados del relevamiento, (Sección 3.1.2 del presente Capítulo) como para 

las CuONPs. En general, se observaron nanopartículas principalmente esféricas en 

todas las muestras estudiadas, con diámetros promedio inferiores a 90 nm 

(analizados con el software Image J) (Figuras 25 (a) y (b)). Luego, se 

caracterizaron por HR-TEM y EDS tanto las AgNPs como las CuONPs producidas 

por la cepa T. harzianum ILB 395 (Figuras 25 (c) y 25 (d)). Como puede 

observarse en las imágenes obtenidas por HR-TEM, las nanopartículas tienen una 

forma homogénea y un tamaño pequeño (menos de 10 nm de diámetro). Aunque el 

análisis SEM mostró tamaños aparentemente más grandes, esta diferencia es 

esperable y puede explicarse porque el HR-TEM tiene una resolución mucho más 

alta, por lo que cuando las imágenes se analizan con el software Image J, las 

nanopartículas no se visualizan de la misma manera. Al analizar la imagen desde 

una resolución más baja, es más difícil definir nanopartículas de forma individual 

y, por lo tanto, se sobreestiman los diámetros. Por ejemplo, se estimó un diámetro 

promedio de 80 ± 10 nm para la imagen SEM de las AgNPs, mientras que para la 

obtenida por HR-TEM 8 ± 3 nm. Lo mismo ocurrió con las CuONPs, obteniendo un 
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resultado de diámetro promedio de 3,5 ± 0,5 nm, considerablemente inferior a lo 

que se había estimado por las imágenes de SEM. Además, los resultados del análisis 

elemental de nanopartículas por EDS mostraron Ag y Cu entre los principales 

componentes elementales de AgNPs y CuONPs, respectivamente (Figura 25 (c) y 

(d)). 

 

Figura 25. Análisis por (a) y (b) SEM,  (c) y (d) HR-TEM (EDS)  de nanopartículas biogénicas. (a) y 
(c) AgNPs; (b) y (d) CuONPs producidas a partir de la cepa ILB 395. 
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3.4.1.2. DLS y potencial zeta 

La caracterización por DLS permitió determinar los diámetros hidrodinámicos de 

las nanopartículas. La caracterización del tamaño DLS mostró una única población 

con un diámetro hidrodinámico de 17,5 ± 1,1 nm y un índice de polidispersidad 

(PDI) de 0,211 en el caso de las AgNPs, así como un diámetro hidrodinámico de 

26,4 ± 2,2 nm y PDI 0,302 para las CuONPs (Figura 26 (a) y (b)). Como puede 

observarse, los resultados indican una distribución de tamaños ligeramente 

polidispersa (es decir, con un PDI<0.4). 

Las mediciones del potencial zeta mostraron que las AgNPs tenían una carga 

superficial negativa neta de -21,5 ± 6,0 mV (Figura 27(a)). De manera similar, las 

CuONPs mostraron una carga superficial negativa neta de -13.9 ± 4.9 mV (Figura 

27 (b)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

Figura 26. DLS de AgNPs (a) y CuONPs (b) en solución. 
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3.4.1.3. Microscopía Raman Confocal 

La microscopía Raman confocal es un tipo de microscopía basada en los modos 

vibracionales de las moléculas que permite obtener información sobre la 

naturaleza de los grupos funcionales en las superficies de las nanopartículas 

(capping). Como se muestra en la Figura 28 correspondiente al espectro Raman de 

las nanopartículas de plata AgNPs 395, las bandas observadas en la región entre 

900 y 1700 cm-1 (1042, 1240, 1331, 1360, 1437, 1572 cm-1) pueden atribuirse 

(según De Gelder, et al., 2007) a la presencia de los aminoácidos l-alanina, l-

glutamato y l-prolina, pudiendo estar relacionados con proteínas fúngicas de T. 

harzianum ILB 395. Además, la presencia de la banda a 230 cm-1 se puede atribuir 

al modo de estiramiento de Ag-N, lo que indica que los átomos de nitrógeno del 

extracto fúngico son parte del recubrimiento de estas nanopartículas (Figura 28). 

(a) 

(b) 

Figura 27. Potencial zeta de AgNPs (a) y CuONPs (b) en solución. 
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Figura 28. Espectros Raman obtenidos por CRM de AgNPs a 532 nm. 

 

 

Por otro lado, los resultados de CRM afirman la existencia de nanopartículas de 

óxido de cobre (CuONPs). Luego del análisis hiperespectral multivariante, usando 

True Components en WITec Project 5 Plus (Dieing & Ibach, 2010) como se puede 

observar en la Figura 29  se pudieron distinguir dos regiones principales en la 

muestra, la Zona 1 y la Zona 2. Estas zonas corresponden a regiones con baja y alta 

concentración de nanopartículas de óxido de cobre (CuO), ya que los picos 

asociados a ella podrían confirmarse por las siguientes posiciones de 

desplazamiento Raman: 282, 325 y 606 cm-1 (Muñoz-Escobar & Reyes-López, 

2020; Fouda, et al., 2022). En el caso de la región con baja concentración de 

nanopartículas de CuO, las bandas observadas se ubican principalmente en: 1285, 

1362, 1441, 1502, 1580 y 1615 cm-1; según De Gelder et al. (2007) podrían 

atribuirse a varios aminoácidos, como: l-valina, l-serina y l-triptofano. Si bien los 

espectros suelen exhibir similitudes, un examen más detallado revela que las 

bandas en el rango de 700 a 1800 cm-1 sufren alteraciones, incluidos cambios en el 

número de onda y alteraciones en la intensidad. Estos cambios pueden ser 

resultado del impacto de la presencia de nanopartículas y sus interacciones de 

proximidad con la muestra biológica. Además, las nanopartículas metálicas pueden 
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causar una mejora de la señal, lo que resulta en variaciones de intensidad 

comparativamente mayores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

Figura 29. CRM de CuONPs 395. En (a) imagen óptica, (b) imágenes de CRM indicando regiones de 
baja y alta concentración de CuONPs (Zona1 y Zona2). En (c) superposición de imagen CRM sobre 
imagen óptica, (d) espectros Raman correspondientes a Zona 1 y Zona 2. 
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3.4.1.4. Actividad antifúngica 

Además de profundizar en las caracterizaciones complementarias descritas 

anteriormente, también se completó el estudio de potencial antifúngico de las 

nanopartículas metálicas, incluyendo para ello la evaluación de las CuONPs 

sintetizadas por T. harzianum ILB 395. Como resultado, se observó la inhibición del 

crecimiento de Fusarium graminearum por ambas nanopartículas metálicas. 

Asimismo, es importante resaltar que las concentraciones de inhibición de AgNPs y 

CuONPs fueron menores que las de AgNO3 y CuCl2, respectivamente (Tabla 6).  

También se evaluó la actividad antifúngica de ambas nanopartículas sobre los 

patógenos del arroz no esporulados Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium oryzae. 

Las nanopartículas mostraron inhibición del crecimiento micelial (Tabla 7). Las 

AgNPs (0,14 ῃM) produjeron un 11 % de inhibición de R. oryzae-sativae y un 19 % 

de inhibición de S. oryzae. Además, las CuONPs (50 µM) produjeron un 22 % de 

inhibición del crecimiento de R. oryzae y un 5 % de inhibición de S. oryzae. Por el 

contrario, no se observó inhibición del crecimiento fúngico a concentraciones de 

AgNO3 o CuCl2 inferiores a 0,12 mM. 
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Tabla 6. CIM contra F. graminearum y P. oryzae. 

 
F. graminearum P. oryzae 

AgNPs 34 pM 34 pM 

AgNO3 78 µM 78 µM 

CuONPs NI 6.3 µM 

CuCl2 NI NI 
       *NI: No inhibe. 

 

 
 

Tabla 7. Actividad antifúngica de AgNPs y CuONPs contra R. oryzae-sativae y S. oryzae. 

 
% Inhibición 

 
R. oryzae-sativae S. oryzae 

AgNPs 11 ± 1 19 ± 3 

CuONPs 22 ± 4 5±2 
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3.4.2 Producción a mayor escala de nanopartículas metálicas de Trichoderma 

harzianum ILB 395 

Como se describió en la Sección 2.7, se realizaron tres lotes de síntesis de 

nanopartículas de plata a partir de T. harzianum 395. Luego de la purificación de 

las nanopartículas se corroboró estabilidad y tamaño mediante espectro UV-vis y 

medidas de DLS, las cuales presentaron las características descritas durante el 

relevamiento, demostrando la reproducibilidad del método. 

El pool obtenido a partir de los lotes alcanzó un volumen de 700 mL y una 

concentración de 0.56 nM de AgNPs.  

Estas muestras fueron suministradas a investigadores de INIA para su aplicación 

en cultivos de arroz en Treinta y Tres, Uruguay. 

Si bien los resultados de estos ensayos a campo no entran dentro de los objetivos 

de esta tesis de Maestría sí se incluyen como perspectivas de trabajo. En esta 

primera aproximación de evaluación en campo se realizó una aplicación sobre 

plantas de arroz (aplicación foliar) por aspersión (Figura 30). 

 

 

 

Figura 30. Aspersión de AgNPs 395 sobre un cultivar de arroz de INIA Treinta y Tres. 
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4.1. Discusión de resultados 

Las nanopartículas metálicas son consideradas una herramienta novedosa a 

utilizar para un manejo sostenible de las enfermedades y plagas agrícolas. Además, 

es de igual relevancia el desarrollo de metodologías de producción que también 

sean consideradas sostenibles, como la síntesis biológica de nanopartículas que fue 

desarrollada en esta tesis. Dentro de los mecanismos de síntesis biogénica, se ha 

sugerido que los hongos podrían ser una opción más apropiada para la producción 

de nanopartículas a gran escala porque secretan una cantidad significativa de 

enzimas para las reacciones redox y se obtienen nanopartículas estabilizadas por 

un capping mayormente de naturaleza proteica (Durán, et al., 2023; Fatima & 

Wahid, 2022). Estudios de posibles mecanismos en la biosíntesis extracelular por 

hongos muestran que los metabolitos bioactivos producidos serían los 

responsables de la reducción del metal y se espera que el mismo mecanismo pueda 

estar involucrado en la reducción tanto de Ag+ como de Cu2+ para la síntesis de 

nanopartículas (Ovais, et al., 2018). Teniendo en cuenta este aspecto, se 

sintetizaron nanopartículas de plata a partir de una colección de once cepas de 

Trichoderma spp. y de cobre a partir de Trichoderma harzianum ILB 395. La 

producción de AgNPs y sus usos potenciales en la agricultura han comenzado a ser 

estudiados y hasta el momento presentan resultados pometedores (Mishra, et al., 

2014; Panpatte & Jhala, 2019). Por otro lado, es necesario generar mayor 

conocimiento sobre la micosíntesis de nanopartículas de cobre para una mejor 

comprensión de los mecanismos de acción y producción, considerando la potencial 

aplicación que presentan este tipo de nanopartículas (Ramírez-Valdespino & 

Orrantia-Borunda, 2021). Debido a que el cobre generalmente se aplica como 

fungicida en diferentes formas en la agricultura, fue interesante explorar la 

producción y los usos potenciales de las nanopartículas de cobre además de las de 

plata biogénicas. 

Los espectros UV-vis de las AgNPs biogénicas mostraron bandas cercanas a 250-

300 nm que podrían corresponder a diferentes componentes del extracto 

extracelular de Trichoderma spp. (Rai, et al., 2021). Como era de esperar en base a 

estudios previos (Sanguiñedo, et al., 2018), el pico correspondiente al RPS de las 

AgNPs se encontró en el entorno de λ= 440 nm. Además, se evaluó la síntesis de 
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nanopartículas de cobre con la cepa Trichoderma harzianum ILB 395, con una 

metodología basada en lo reportado según Cuevas et al. (2015). Este tipo de 

síntesis ha sido menos estudiada que la de otras nanopartículas metálicas como las 

de oro y plata. Como se informa en la literatura disponible (Cuevas, et al., 2015; 

Awwad & Amer, 2020) las nanopartículas de cobre muestran una composición y 

propiedades de mayor variabilidad. En las condiciones evaluadas, la síntesis 

realizada con T. harzianum ILB 395 mostró una banda en el espectro que sugiere la 

formación de nanopartículas de óxido de cobre (CuONPs), con un pico RPS que se 

encuentra en λ= 390 nm (Awwad & Amer, 2020). Para la síntesis biogénica de 

nanopartículas de cobre, estudios previos han reportado bandas a diferentes 

longitudes de onda en el monitoreo UV-vis, atribuyéndolas a nanopartículas de 

cobre u óxido de cobre. Asimismo, se reportó que el pH podría producir 

desplazamientos en las bandas obtenidas en el espectro UV-vis de las 

nanopartículas de cobre (Cuevas, et al., 2015). Teniendo esto en cuenta, en este 

trabajo se presentan los resultados obtenidos para la síntesis de nanopartículas de 

cobre a diferentes pH. Aunque a pH=5 no se observaron cambios en el espectro 

UV-vis, sí se constató una disminución de la absorbancia a λ= 390 nm. 

Tanto las AgNPs como las CuONPs sintetizadas con extractos de Trichoderma spp. 

fueron purificadas por centrifugación. En este paso se observó que luego del 

proceso de centrifugación, las AgNPs provenientes de la cepa ILB 396 presentaron 

un corrimiento del pico de RPS así como una alteración en su forma. Asimismo, se 

constató macroscópicamente que no era posible resuspender las nanopartículas en 

agua. Como fue reportado por nuestro grupo (Sanguiñedo, et al., 2018), las 

diferencias observadas en la estabilidad de las nanopartículas biogénicas en el 

proceso de centrifugación podrían atribuirse a las propiedades del capping y qué 

tan fuertemente este se encuentra interaccionando con el core de la nanopartícula. 

Es de importancia lograr obtener las nanopartículas separadas del extracto 

extracelular en el que fueron sintetizadas sin que su estabilidad se vea afectada, 

porque de suceder esto consecuentemente también se alterarían sus propiedades y 

por ende sus aplicaciones (Joseph & Singhvi, 2019). 
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Se continuó con los estudios de caracterización primaria con aquellas 

nanopartículas que se mantuvieron estables después del proceso de purificación 

(Figura 31).  
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Figura 31. Resumen del proceso de selección de cepas de Trichoderma spp. en función de los 
resultados obtenidos. 

Colección de cepas de Trichoderma spp. 

¿Eficiente en síntesis de 
AgNPs? 

Sí 

ILB 395, ILB 396, ILB 397, ILB 404, ILB 409, 
ILB 412, ILB 416, ILB 421, ILB 423 

¿AgNPs estables al proceso de 
centrifugación? 

Sí 

ILB 395, ILB 397, ILB 404, ILB 
409, ILB 412, ILB 416, ILB 421, 

ILB 423 

Caracterización primaria y actividad 
antifúngica in vitro 

Mayor capacidad de síntesis de AgNPs, estables a 
centrifugación y con actividad antimicrobiana in vitro 

frente a los cuatro fitopatógenos evaluados 

Sí 

ILB 395, ILB 397 

Síntesis de CuONPs. 
Efecto de AgNPs/CuONPs 
en semillas. Citotoxicidad. 

Mejores resultados: 
ILB 395 

Caracterización complementaria. Actividad antifúngica in vitro de 
CuONPs. Síntesis de AgNPs a mayor escala 

No 

ILB 404, ILB 409, ILB 412, 
ILB 416, ILB 421, ILB 423 

Se descartan 

ILB 396 

Se descarta 

No 

ILB 394, ILB 424 

Se descartan 
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Tanto en el caso de las AgNPs como el de las CuONPs, las imágenes de SEM 

mostraron la presencia de nanopartículas esféricas y tamaño homogéneo. Además, 

para las nanopartículas de Trichoderma harzianum ILB 395 los tamaños fueron 

determinados mediante el análisis por HR-TEM y DLS. Por HR-TEM el tamaño fue 8 

± 2 nm y 3,5 ± 0,5 nm para AgNPs y CuONPs, respectivamente. Por otro lado, la 

caracterización por DLS mostró un tamaño promedio mayor (17,5 ± 1,1 nm y 26,4 

± 2,2 nm). Esta diferencia en los resultados es esperable ya que el DLS mide el 

diámetro hidrodinámico de las partículas en suspensión, siendo éste mayor a los 

tamaños que pueden determinarse por TEM (en donde se determina el tamaño del 

core de la nanopartícula metálica). Ambos tipos de nanopartículas mostraron una 

distribución ligeramente polidispersa (PDI <0.4), consistente con lo reportado 

previamente para otras nanopartículas biogénicas de hongos (Sanguiñedo, et al. 

2018). Las mediciones del potencial zeta muestran la estabilidad coloidal de las 

nanopartículas con carga superficial negativa; cuanto más cercano a cero sea el 

potencial neto de las nanopartículas, mayor es la probabilidad de que formen 

aglomerados, perdiendo consecuentemente sus propiedades como nanomateriales 

(Joseph & Singhvi, 2019). Es por ello que se entiende que las fuerzas de repulsión 

electrostática entre cargas superficiales negativas de las AgNPs o CuONPs juegan 

un rol importante en su estabilidad. 

Los resultados del análisis elemental de nanopartículas por EDS fueron 

consistentes con las condiciones de síntesis biogénica realizadas, mostrando la 

plata y el cobre entre los principales componentes químicos elementales. Además, 

el alto porcentaje de oxígeno presente en las nanopartículas de cobre podría 

atribuirse no sólo al agente de recubrimiento orgánico de las nanopartículas 

biogénicas sino también a la probable presencia de nanopartículas de óxido de 

cobre. Este resultado sería consistente con la banda de RPS obtenida cerca de λ= 

390 nm, como se informó para la síntesis biogénica de nanopartículas de óxido de 

cobre (Awwad & Amer, 2020). Además, se confirmó la presencia de nanopartículas 

de óxido de cobre mediante el análisis por CRM. Los datos obtenidos concuerdan 

con varios estudios espectroscópicos (Raman y FTIR) que confirmaron que el pico 

de CuONPs estaba en el rango de 400–700 cm–1 (Muñoz-Escobar & Reyes-López, 

2020; Fouda, et al., 2022). 
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Los grupos funcionales del capping de las nanopartículas fueron caracterizados 

por CRM, indicando que la síntesis biológica produce nanopartículas metálicas 

coordinadas con átomos de nitrógeno provenientes de las proteínas fúngicas 

presentes en el extracto extracelular utilizado en la reacción de síntesis. Esto es 

consistente con las bandas Raman ubicadas en la región de la huella digital entre 

900 y 1700 cm-1, que pueden ser atribuidas a la presencia de aminoácidos, 

sugiriendo que las proteínas del extracto fúngico son parte del recubrimiento de 

las nanopartículas (Durán, et al., 2023, Estevez, et al., 2020). 

Trabajos previos reportaron la síntesis biogénica de nanopartículas de plata 

utilizando un polvo comercial de Trichoderma harzianum (Guilger-Casagrande, et 

al., 2021). Coincidiendo con este trabajo, la presencia de picos correspondientes a 

proteínas y residuos de aminoácidos en los espectros UV-vis de nanopartículas 

biogénicas indica que están involucrados en la formación y estabilización de las 

nanopartículas. Además, se demostró que el capping de las nanopartículas 

biogénicas cumple un rol fundamental en la actividad biológica que puedan tener, 

encontrando que las nanopartículas de plata biogénicas recubiertas tenían control 

en el crecimiento del fitopatógeno Sclerotinia sclerotiorum, mientras que esta 

función se perdía en las nanopartículas biogénicas sin recubrimiento (Guilger-

Casagrande, et al., 2021). Además, existen reportes recientes de síntesis de 

nanopartículas metálicas por Trichoderma spp. (Ramírez-Valdespino & Orrantia-

Borunda, 2021). Se reportó la síntesis biogénica de nanopartículas de cobre de T. 

asperellum, T. atroviride y T. koningiopsis. Las nanopartículas de cobre de T. 

atroviride fueron capaces de inhibir los fitopatógenos Poria hypolateritia 

(responsable de la pudrición roja de la raíz) y Phomopsis theae (causante de la 

enfermedad del cancro por Phomopsis). Sin embargo, en el relevamiento de cepas 

realizado en el presente trabajo, las dos cepas de T. koningiopsis (ILB 394, ILB 396) 

fueron descartadas por su baja eficiencia en síntesis de AgNPs y su inestabilidad al 

proceso de centrifugación. 

En esta tesis se evaluó la actividad antifúngica in vitro de AgNPs y CuONPs contra 

patógenos de trigo y arroz, mostrando resultados prometedores. Los valores de 

CIM fueron inferiores a los de las soluciones de AgNO3 o CuCl2, respectivamente, 

frente a Fusarium graminearum y Pyricularia oryzae. Además, se observó 
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inhibición del crecimiento miceliar de R. oryzae y S. oryzae en medios 

suplementados con AgNPs y CuONPs. El potencial de las nanopartículas en la 

actividad antimicrobiana ha llevado a que dentro de sus posibles usos se 

contemple el control de fitopatógenos, convirtiéndose en candidatos para su uso 

en la agricultura como una alternativa sostenible al uso de pesticidas se síntesis 

química comúnmente utilizados para el control de enfermedades (Oluwaseun, 

2017). Mishra et al. (2014)  sintetizaron nanopartículas de plata biogénicas a partir 

de bacterias Serratia sp. BHU-S4 con actividad antifúngica in vitro contra Bipolaris 

sorokiana, responsable de la enfermedad de la mancha foliar en cereales. Estos 

resultados tuvieron un impacto positivo en el crecimiento de las plantas de trigo 

cuando se trataron con nanopartículas de plata en un experimento de invernadero. 

Las semillas son el medio de producción más básico en la agricultura, la 

silvicultura y la horticultura. Hoy en día, las prácticas de manejo para fincas 

comerciales incluyen el tratamiento de semillas con diferentes fungicidas 

químicos, como protioconazol y tebuconazol para semillas de arroz en Uruguay 

(Martínez, 2021). Desafortunadamente, la evolución de la resistencia a los 

fungicidas se ha convertido en un problema creciente y es importante el monitoreo 

de la sensibilidad de los fungicidas contra los fitopatógenos así como también el 

desarrollo de nuevos tratamientos antifúngicos. La posibilidad de ofrecer al 

productor un tratamiento de aplicación sencilla y utilizando concentraciones 

menores en comparación con plaguicidas comerciales, es prometedora. Asimismo, 

que este mismo producto permita aumentar el porcentaje de germinación, la tasa 

de emergencia de las plantas y la protección contra el estrés biótico, es de suma 

importancia para fines agrícolas. Para aprovechar los efectos positivos de la 

inclusión de la nanotecnología en las prácticas agronómicas se debe analizar con 

profundidad el posible estrés y toxicidad que estas nanopartículas metálicas 

podrían causar en las plantas y en el ambiente (Spagnoletti, et al., 2019). De 

acuerdo a los resultados de esta tesis, la aplicación de AgNPs y CuONPs a semillas 

demostró que las nanopartículas no producen ningún efecto negativo en la 

germinación de las mismas. Por el contrario, se observó en ensayos en maceta un 

efecto significativamente positivo en la germinación de plantines de trigo en 
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comparación con el blanco cuando se trataron las semillas con AgNPs de T. 

harzianum ILB 395 y T. asperellum ILB 397.  

Por otro lado, se comenzó con estudios de citotoxicidad de las AgNPs en la línea 

celular humana THP-1. A partir de este ensayo se determinó que las 

concentraciones a las cuales se comenzó a ver toxicidad de las células eran 

superiores a las determinadas en los ensayos de actividad antimicrobiana. Aun así, 

como reporta Guilger et al. (2017), los efectos de toxicidad observados mediante la 

metodología MTT pueden variar según la línea celular empleada y el tiempo de 

exposición de las células a las AgNPs biogénicas. 

Hasta donde es de conocimiento, el trabajo enmarcado en esta tesis es la primera 

evaluación de nanopartículas para el control de hongos fitopatógenos de cultivos 

en Uruguay. Es importante destacar que fue posible la producción de 

nanopartículas de plata y óxido de cobre a partir de una misma cepa de T. 

harzianum. Aunque la actividad antimicrobiana de las nanopartículas contra 

fitopatógenos fue reportada previamente (Guilger-Casagrande & Lima, 2019), este 

es el primer trabajo en el que se logra la síntesis de nanopartículas biogénicas de 

plata y óxido de cobre de una misma cepa de T. harzianum con actividad 

antifúngica contra R. oryzae-sativae, S. oryzae, P. oryzae y F. graminearum, 

fitopatógenos de interés en nuestro país. Además, la síntesis de las nanopartículas 

biogénicas fue más rápida y eficiente que lo reportado para otros hongos 

(Sanguiñedo, et al., 2018, Durán, et al., 2005). 
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4.2. Conclusiones 

Se sintetizaron nanopartículas de plata a partir de una colección de once cepas de 

Trichoderma spp. aisladas de cultivos de arroz del Uruguay.  

Teniendo en cuenta la eficiencia de la reacción y la estabilidad de las AgNPs al 

proceso de purificación, se continuó con la caracterización primaria y la actividad 

antimicrobiana con ocho de ellas.  

Se seleccionaron Trichoderma harzianum ILB 395 y Trichoderma asperellum ILB 

397, por su eficiencia en la síntesis de AgNPs,  para evaluar la síntesis de 

nanopartículas de cobre. Además, debido a la estabilidad coloidal y su potencial 

antifúngico, las nanopartículas producidas por ambas cepas fueron utilizadas para 

realizar ensayos de tratamientos de semillas.  

 

Se evaluaron condiciones de reacción tanto para la síntesis de AgNPs como para la 

de CuONPs, siendo la concentración de AgNO3 5mM y pH 7, respectivamente, 

donde se obtuvo la mayor síntesis de nanopartículas. 

Las caracterizaciones complementarias por UV-vis, SEM, HR-TEM, EDS, DLS, 

potencial zeta y CRM de las nanopartículas metálicas sintetizadas permitieron 

obtener información sobre su forma, tamaño, carga y naturaleza del capping.  

Las nanopartículas biogénicas presentaron actividad antifúngica frente a  R. 

oryzae-sativae, S. oryzae, P. oryzae y F. graminearum, demostrando su potencial 

aplicación en el control de fitopatógenos de interés agrícola en el Uruguay. 

Además, los resultados de citotoxicidad realizados con las AgNPs frente a la línea 

celular humana THP-1 indicaron que las concentraciones de nanopartículas que 

generaron un efecto de toxicidad en las células expuestas fueron en un valor 

superior al obtenido por la CIM. 

Por último, se estudió la posibilidad de realizar un tratamiento a las semillas de 

arroz y trigo con AgNPs y CuONPs. Los resultados de estos ensayos fueron 

positivos, dado que no se observó un efecto negativo en la germinación de las 

semillas producto del tratamiento. Asimismo, en el caso de las semillas de trigo 
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tratadas con AgNPs 395 y AgNPs 397 y sembradas en macetas, se observó mayor 

emergencia de plantines en comparación con el blanco. 

4.3. Perspectivas 

Se desea continuar con el estudio del mecanismo de reacción involucrado en la 

síntesis de nanopartículas biogénicas, de modo de optimizar aún más los procesos, 

especialmente en el caso de las nanopartículas de óxido de cobre. 

Adicionalmente, se podrían contemplar variaciones en el proceso de purificación 

de nanopartículas y así evaluar si es posible lograr obtener AgNPs 396 estables, 

por ejemplo disminuyendo la velocidad de centrifugación en dicho proceso. 

Debido a la gran diversidad de aplicaciones de las nanopartículas biogénicas 

obtenidas en esta tesis, se podría ahondar en estudios de estabilidad a diferentes 

condiciones, por ejemplo exposición a distintos pHs o fuerza iónica, así como 

complementar los estudios de citotoxicidad empleando nuevas líneas celulares o 

modelos animales.  

En cuanto a la potencial aplicación en campo que se busca que tengan las 

nanopartículas, es de suma relevancia diseñar y llevar a cabo ensayos a campo que 

permitan evaluar a las nanopartículas y el efecto en el control de fitopatógenos a 

partir de los promisorios ensayos in vitro.  Relacionado a esto y de forma general 

es de gran relevancia contemplar la toxicidad ambiental y el efecto que podría 

tener la aplicación de nanopartículas directamente en el campo. Para ello es 

necesario el desarrollo de nuevas líneas de investigación interdisciplinarias que 

aborden estudios de econanotoxicología incluyendo estudios de caracterización de 

nanomateriales, impacto en el suelo, en las comunidades microbianas y en otros 

organismos, etc. 
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