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Resumen

Las particulas metalicas de escala nanométrica poseen propiedades Opticas y
fisicoquimicas Unicas, las cuales se fundamentan por su tamafio, caracteristicas de
superficie y estructura interna. A raiz de estas propiedades es que presentan
diversas aplicaciones, siendo su estudio y desarrollo de gran interés en el area
cientifica y tecnoldgica.

La creciente necesidad del desarrollo de soluciones tecnoldgicas novedosas de
impacto reducido en el ambiente que permitan sustituir el desarrollo de
agroquimicos y reducir los efectos negativos asociados a su uso continuado, es uno
de los desafios actuales a los que se enfrenta el sector agricola. Trabajos recientes
demuestran la potencial aplicacién de nanoparticulas metalicas en el control de
fitopatogenos y promocion del crecimiento vegetal.

Existen diversos métodos fisicos y quimicos de producciéon de nanoparticulas. Sin
embargo, el uso de agentes toxicos o las condiciones de reacciéon de algunos de
estos métodos han llevado al desarrollo de alternativas de origen biolégico con
menor impacto ambiental. Una de ellas es la sintesis mediada por
microorganismos. Particularmente, la sintesis utilizando hongos presenta algunas
ventajas adicionales. La sintesis es extracelular, lo cual facilita el proceso de
purificacion y escalado. Adicionalmente, se obtienen nanoparticulas estabilizadas
por un capping proteico.

En el presente trabajo se realiz6 la biosintesis de nanoparticulas de plata y cobre a
partir del medio extracelular del hongo Trichoderma spp. bajo diferentes
condiciones de reaccion. Para la caracterizacion de las nanoparticulas
biosintetizadas se utilizaron varias metodologias complementarias que
permitieron determinar tamaiio, distribucion, analisis elemental, asi como carga y
composicion del capping de las nanoparticulas. Su actividad antifiingica fue
evaluada frente a fitopatdgenos que afectan cultivos de trigo y arroz. Los
resultados obtenidos permitieron seleccionar una cepa de Trichoderma harzianum
efectiva en la sintesis de nanoparticulas de plata y cobre. Estas nanoparticulas
presentaron estabilidad coloidal y actividad antifungica in vitro frente a Fusarium
graminearum, Pyricularia oryzae, Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium oryzae.
Asimismo se evalu6 el tratamiento de semillas de arroz y trigo con estas
nanoparticulas, obteniendo resultados que hacen prometedora la posible
aplicacion de este tipo de productos de interés biotecnolégico en el area agricola.

Palabras clave: nanoparticulas metalicas biogénicas; fitopatégenos, arroz, trigo
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1.1. Introduccion

1.1.1. Nanoparticulas metalicas
Las nanoparticulas 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 area superficial y les confiere ademas
propiedades unicas: mecanicas, quimicas, eléctricas, 6pticas, magnéticas, electro-
Opticas, y magneto-Opticas, diferentes a las de s6lidos de misma composiciéon pero
de mayor tamano (Zhang, et al.,, 2020). En base a estas propiedades es que se les
atribuyen a las nanoparticulas diversas aplicaciones en tecnologia (desarrollo y
mejora de dispositivos electrénicos), salud (biosensores, liberaciéon controlada de
farmacos, antimicrobianos), en industria alimentaria (formando parte de aditivos y
empaques), y en agronomia (control de fitopatégenos y promocién de crecimiento
vegetal) (Khan, et al., 2020).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son agregados de atomos de plata (Ag®) que
presentan alta eficiencia absorbiendo y dispersando la luz, un efecto conocido
como resonancia de plasmén de superficie (RPS). La absorcién de la luz varia
significativamente con el tamafio, forma y distancia entre nanoparticulas (Cao, et
al., 2011). Estas propiedades 6pticas permiten el uso de dichas particulas metalicas
en el desarrollo de biosensores, diagnostico y tratamiento de cancer (hipertermia
optica) y la liberacion controlada de farmacos, 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 proteinas dificiles de detectar por otros
sensores de distinta composicion. Esta caracteristica le aporta elevada
sensibilidad, permitiendo asi su uso en la detecciéon de anomalias y enfermedades.
En el caso de la terapia, las AgNPs pueden ser conjugadas a las células blanco (por
ejemplo células tumorales) y bajo la estimulacién de la luz a una cierta longitud de
onda, trasformar esa luz absorbida en energia térmica, produciendo asi la ablacién
de las células blanco (Prabhu & Poulose, 2012).

Asimismo, es sabido que el cobre metdlico y los 6xidos de cobre presentan
actividad antimicrobiana de amplio espectro, y estudios recientes indican que esta
actividad se veria potenciada en forma de nanoparticulas de cobre (CuNPs). A

diferencia de las AgNPs, las CuNPs en general han sido menos estudiadas y



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
aplicacion tanto en el area de la salud como agricola (Cuevas, et al.,, 2015). En la
agricultura se ha utilizado para controlar oomycetes, hongos y bacterias durante
mas de un siglo, desempefiando un papel importante en el manejo integrado de
plagas (La Torre, et al., 2018; Lamichhane, et al., 2018). Sin embargo, debido a su
acumulacion en el suelo, es necesario el desarrollo de tecnologias de formulacién
innovadoras con contenidos reducidos de cobre. Una estrategia para maximizar su
eficacia es reduciendo el tamafio de las particulas del principio activo para mejorar
la cobertura de las superficies tratadas. Las particulas pequefias con altas
relaciones superficie/volumen, como las nanoparticulas de cobre, podrian
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. Sintesis bioldgica de nanoparticulas
La sintesis 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 mas pequefias hasta
llegar a nanoestructuras. Por otro lado, en la sintesis de tipo bottom-up el proceso
es inverso. Se parte de estructuras de nivel atomico y mediante diversas
metodologias de reaccion se obtiene el nanomaterial (Zhang, et al., 2020).

Estas metodologias pueden ser quimicas, fisicas o biologicas, aunque en los dltimos
afios ha cobrado mayor protagonismo la sintesis mediada por entidades biol6gicas
(Dhillon, et al., 2012). Esto se debe fundamentalmente a que los métodos quimicos
y fisicos pueden requerir agentes reductores, solventes organicos y agentes
estabilizantes de elevada toxicidad y potencialmente carcinogénicos, siendo
entonces procesos de mayor impacto econdmico, medioambiental y bioldgico
(Khan, et al. 2020). Es asi que los mecanismos de sintesis bioldgica (también
conocida como sintesis 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 basica de las nanoparticulas metalicas

biogénicas consiste en un centro metdlico (también conocido como core) y una



envoltura o capping que se encuentra rodeando al core y cuya naturaleza quimica
esta directamente asociada a las propiedades (Duran, et al., 2023).

Actualmente se encuentran reportadas sintesis bioldgicas a partir de hongos,
bacterias, plantas, algas y virus (Zhang, et al., 2020). Dhillon et al. (2012) plantean
que la biosintesis realizada por hongos presenta considerables ventajas. Los
hongos pueden secretar mayores cantidades de proteinas, lo que podria traducirse
entonces en una mayor produccion de nanoparticulas. Ademas, las proteinas
forman parte del capping de las nanoparticulas, 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 patégenos de humanos y plantas (Rodrigues, et al., 2013),

asf como actividad citotéxica contra células cancerosas (Gurunathan et al., 2013).

Si bien los mecanismos de biosintesis de nanoparticulas han sido estudiados, atin
no se encuentran en todos los casos dilucidados. Asimismo, en muchos casos se ha
demostrado que proteinas microbianas del microorganismo empleado para la
sintesis actuarian como agentes estabilizantes en la formaciéon de dichas
nanoparticulas (Duran et al., 2023; Balakumaran, et al., 2016; Shanthi, et al., 2016).
Algunos estudios de mecanismos biolégicos en bacterias muestran que las enzimas
reductasas estan involucradas en la producciéon de AgNPs biogénicas. Por ejemplo,
se reportaron reacciones de sintesis enzimatica 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). Ademas,
Quinteros et al. (2019) informaron que algunas proteinas del sobrenadante de
Pseudomonas aeruginosa serian relevantes en la formaciéon de AgNPs y en su
estabilizacion.

Aunque se ha propuesto que varias enzimas y proteinas pueden participar en la
sintesis de AgNPs por hongos, el mecanismo de sintesis que involucra a la enzima
nitrato reductasa dependiente de NADH ha sido ampliamente aceptado (Raij, et al,,
2021). Uno de los primeros estudios de mecanismos de sintesis extracelular
fangica fue realizado por Duran et al. (2005) quienes demostraron que Fusarium

oxysporum era capaz de sintetizar AgNPs, pero no asi Fusarium moniliforme. Para



avanzar en la elucidacion del mecanismo, evaluaron tanto la actividad de la nitrato
reductasa como la produccién de quinonas. De acuerdo con los resultados
obtenidos, propusieron como posible mecanismo de biosintesis la conjugacién de
antraquinona como lanzadera de electrones para reducir Ag* a Ag® con la actividad
NADPH reductasa dependiente (Duran, et al, 2005). Si bien los mecanismos de
sintesis extracelular deben estudiarse para cada hongo utilizado, generalmente
involucran enzimas nitrato reductasa, NADH o NADPH y quinonas. Ademas, la
sintesis biogénica de AgNPs por hongos consta de dos pasos: la reduccién de los
iones de plata en las nanoparticulas y el recubrimiento de las nanoparticulas
sintéticas (agente de protecciéon o capping) (Rai, et al., 2021). Se cree que estos
mismos mecanismos estarian involucrados en la sintesis de CuNPs; sin embargo,
la tendencia espontdnea que presenta el cobre a oxidarse hace mas factible su
sintesis en la forma de 6xido de cobre (Cu0), siendo +2 el estado de oxidacién del
cobre (Khodashenas, et al., 2014; Zhang, et al., 2020; Usman, et al., 2013)

Ademas de los mecanismos extracelulares, existen algunos mecanismos
propuestos para la sintesis intracelular de nanoparticulas metalicas por hongos.
Por ejemplo, en la sintesis intracelular por Fusarium spp., las nanoparticulas
generalmente se forman en las cercanias de la membrana celular lo que puede
deberse a la reduccién de los iones metalicos producida por enzimas presentes en
la membrana plasmatica. Por lo tanto, se ha propuesto un mecanismo de dos pasos
para la sintesis intracelular de nanoparticulas en Fusarium spp.: un primer paso de
union de iones metalicos a la superficie de la célula fungica a través de la
interaccion electrostatica entre residuos de lisina e iones metalicos como Ag*, y un
segundo paso en el que los iones metalicos se reducen dando lugar a la formacion

de nanoparticulas biogénicas (Raij, et al., 2021).

1.1.2.1. Influencia de las condiciones de reaccion en la sintesis de
nanoparticulas
Si bien la sintesis de AgNPs utilizando microorganismos es simple y efectiva, los

pardmetros utilizados en el procedimiento pueden optimizarse para lograr un
buen rendimiento, monodispersidad, estabilidad y biocompatibilidad de las
nanoparticulas, asi como repetibilidad de la sintesis (Barabadi, et al, 2019).
Entonces, la evaluacion de las condiciones de biosintesis es muy importante para el

desarrollo de procedimientos consistentes, ya que las caracteristicas de las



nanoparticulas obtenidas seran determinantes de las propiedades de las
nanoparticulas y por ende de sus aplicaciones (Ottoni, et al., 2017). El control del
tamafio y forma de las nanoparticulas requiere un ajuste de los parametros
utilizados en el crecimiento microbiano y en la reaccién de sintesis (Ibrahim, et al,,
2021). Parametros como pH, temperatura, concentracion de nitrato de plata
(AgNO03), agitacion, entre otros, pueden ser evaluados y estandarizados para cada
proceso de sintesis desarrollado. Estos parametros pueden influir tanto en la tasa
de sintesis como en el tamafio y la estabilidad de las nanoparticulas producidas
(Garg, et al.,, 2020). La Tabla 1 muestra la evaluacién de diferentes condiciones

reportadas para AgNPs sintetizadas por hongos.

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

Hongo Condiciones Respuesta Referencia
Isaria v pH Cambio de color | Banu &
oS v' Temperatura RPS en espectro | Balasubram
v Agitacion UV-vis anian, 2014
v’ Agitacion .
Pycnoporus v Temperatura Tamafo de | Chan & Don,
sanguineus v Concentracién de AgNO; nanoparticulas | 2013
] v' Temperatura »
Punctularia v Concentracién de AgNOs RPS en espectro | Sanguifiedo,
atropurpurascens | Tiempo de incubacién UV-vis etal, 2019
v pH
Penicillium v' Temperatura RPS en espectro | Rose, et al,
oxalicum v Concentracion de AgNOs UV-vis 2019
v/ Biomasa
v pH
v' Temperatura
Aspergillus v" Concentracion de AgNOs Tamafo de z?ag gig’ et
fumigatus Concentraciéon de NaCl nanoparticulas ?
v Biomasa
v' Tiempo de incubacién
v' Temperatura
Phanerochaete v Concentracion de AgNO3 RPS en espectro | Estevez, et
chrysosporium v Tiempo de incubacién UV-vis al,, 2020




1.1.3. Caracterizacion y estabilidad coloidal
Como fuera descrito en la Seccion 1.1.1., tanto la estabilidad coloidal como las

propiedades oOpticas dependen del tamano, forma y distancia entre las
nanoparticulas y determinan su uso en diversas aplicaciones. Estudios previos
demuestran que diferentes condiciones de reaccién como pH, temperatura, fuerza
ibnica, concentracion de nitrato de plata, agitacién, etc. pueden afectar las
caracteristicas de las nanoparticulas sintetizadas (Korbekandi, et al., 2013).

La caracterizacion de las nanoparticulas puede ser realizada mediante diversas
metodologias, las cuales son complementarias entre si y permiten conocer
distintas caracteristicas del nanomaterial.

La espectroscopia UV-visible es una de ellas. Las propiedades plasmoénicas de las
nanoparticulas metalicas proporcionan un método simple para monitorear su
sintesis y estabilidad coloidal a través de esta metodologia. Por ejemplo, el cambio
de color en la mezcla de reaccién asi como la apariciéon de una banda de absorcién
entre 400 y 450 nm correspondiente a la resonancia de plasmén superficial (RPS)
son indicativos de la formacién de AgNPs. Para ello se mide el espectro de
absorbancia en el rango de 250-800 nm y se determina la evolucion de la
absorbancia en el pico maximo en funcién del tiempo (Estevez, et al., 2020)

Para la caracterizacion de nanoparticulas, ademas de la espectroscopia UV-visible,
se utilizan diversas metodologias complementarias entre si. En el caso de
microscopia electréonica de transmisiéon (TEM), microscopia electrénica de barrido
(SEM), microscopia de fuerza atémica (AFM), dispersion dindmica de luz (DLS),
difraccion de rayos X (XRD) y potencial zeta, son utilizadas para determinar el
tamafo, la distribucién, la carga superficial y morfologia de las nanoparticulas
(Kora, et al., 2010; Shanthi, et al,, 2016). Asimismo, al TEM o SEM se le puede
acoplar espectroscopia de dispersion de energia (EDS), que permite conocer la
abundancia de los distintos elementos quimicos presentes en la muestra (Awwad
& Amer, 2020). Por otro lado, la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y la microscopia Raman confocal (CRM) son herramientas de gran
utilidad para la caracterizacion de nanoparticulas biogénicas, ya que brindan
informacién sobre la naturaleza de los grupos funcionales superficiales que
recubren las nanoparticulas metalicas. La naturaleza de las AgNPs produce el

fenomeno de dispersion Raman enaltecida en la superficie (denominado SERS), un



efecto amplificador que mejora la sefial Raman de aquellos fragmentos
moleculares cerca de la superficie de las AgNPs (capping). Por ejemplo, el analisis
de CRM de las AgNPs producidas por Phanerochaete chrysosporium mostré una
banda ubicada a 230 cm-1 atribuida al modo de estiramiento de Ag-N, y bandas
ubicadas en la region de la huella digital atribuidas a la presencia de l-valina y 1-
alanina, que podrian provenir del extracto proteico fungico (Estevez, et al., 2020).
Con respecto a la estabilidad coloidal, su estudio es de interés debido a que las
nanoparticulas que no rednan esta condiciéon seran mas propensas a la formacién
de agregados, disminuyendo el area 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 agregaciéon que se basan en la
inestabilidad coloidal producida por un incremento en la fuerza iénica. Ademas, se
ha demostrado que esta pérdida en la estabilidad puede originarse por un efecto
dependiente de la naturaleza quimica del compuesto en contacto con las
nanoparticulas 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 nanoparticulas
biogénicas la estabilidad podria depender de la naturaleza bioquimica de la
cubierta de la nanoparticula, 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 acido y se observa una pérdida de estabilidad como
consecuencia de la protonacién de la proteina presente en la superficie, llevando a
la agregacion. En resumen, modificaciones en la reaccion de sintesis alteran
consecuentemente caracteristicas de superficie de las nanoparticulas, incluyendo
su estabilidad coloidal. La formacion del capping se ve alterada y por ende también
sus propiedades (Korbekandi, et al., 2013).

También se ha observado agregacion de AgNPs después de la centrifugacion con
fines de purificacién del medio de sintesis. Los espectros UV-vis son utiles para
monitorear la estabilidad coloidal. La agregaciéon de nanoparticulas generara una
disminucién de la intensidad de la banda de RPS asi como un desplazamiento del
espectro visible hacia el infrarrojo. Por ejemplo, nuestro grupo (Sanguifiedo, et al.,
2018) reporto el desplazamiento y ensanchamiento de la banda de RPS hacia el
infrarrojo después de la centrifugaciéon de algunas AgNPs fuingicas. Ademas, la

purificacion y concentracion de AgNPs estables sintetizadas por Penicillium



expansum (PeNPs) fue reportada por Estevez et al. (2019); el espectro UV-vis post
centrifugacion mostré un aumento significativo en la banda de RPS a 439 nm.
Adicionalmente se evalu0 la estabilidad coloidal de las PeNPs a diferentes pH (3-9)
y fuerza idnica (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 nanoparticulas se mantuvieron estables en condiciones

relativamente amplias de pH y fuerza i6nica (Estevez, et al,, 2019).

1.1.4. Aplicacion de las nanoparticulas metalicas como agentes
antimicrobianos
En las ultimas décadas, la propagacion de microorganismos patégenos y su

desarrollo de resistencia a drogas terapéuticas se ha convertido en una
problematica de suma relevancia en el area de la salud y la industria alimentaria.
Esta situacion hizo y contintia haciendo necesaria la busqueda 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 téxicos para los
microorganismos, lo que los hace una excelente opcién para multiples roles. La
plata es generalmente utilizada en forma de nitrato para inducir efecto
antimicrobiano, pero al estar en forma de nanoparticulas tiene la ventaja del
incremento en el area superficial activa asi como también un incremento en el
potencial de penetracion por su tamafio nanométrico. Es asi que las nanoparticulas
de plata con actividad antimicrobiana han cobrado mayor protagonismo en el area
de salud e industria alimentaria, y son potenciales candidatas en el area agricola
(Usman, et al., 2020). En el sector agricola 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 crénica el
rendimiento de la mayoria de los cultivos (Parisi, et al., 2015). Esto obliga al
productor a tomar acciones preventivas que aumentan los costos de producciéon y
afectan la calidad y la durabilidad de los productos cosechados, siendo ésta una de
las principales causas de inestabilidad en la empresa agricola y del déficit

alimentario mundial.



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 evalud la
actividad bactericida frente a los patégenos 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. Ademads, estas nanoparticulas biogénicas fueron mas
efectivas que el antibidtico gentamicina, cominmente utilizado para el tratamiento
de infecciones por estos patégenos (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 (Sanguifiedo, et
al, 2018; Sanguifiedo, et al, 2019; Estevez, et al. 2019; Estevez, et al, 2020).
Recientemente, las AgNPs biogénicas demostraron efectos bacteriostaticos y
bactericidas contra cepas multirresistentes de Salmonella Typhimurium (Estevez,
etal., 2021).

Los mecanismos de accién antimicrobiana de las AgNPs son muy complejos y
dependen, entre otros factores, de las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas y del tipo de microorganismo implicado (Hajipour, et al., 2012;
Navarro Galldn, et al., 2019). Se han realizado varios estudios de interaccién de
AgNPs con microorganismos blanco, que indican que los mecanismos de accion
podrian implicar tanto la liberacién de iones de plata por parte de las
nanoparticulas como exclusivamente la accion de las propias nanoparticulas
(Nagaprasad, et al, 2022). A diferencia de los antibioticos convencionales, las
AgNPs no actian de una sola manera, sino que involucran una combinacion de
diferentes mecanismos como la adhesiéon a la membrana celular provocando lisis,
la penetracidn intracelular permitiendo la interaccién y dafio a biomoléculas como
el ADN, proteinas y lipidos (Estevez, et al., 2019; Guilger-Casagrande & Lima, 2019;
Thangavelu, et al., 2021; Begum, et al., 2022), la generacién de especies reactivas
de oxigeno (Quinteros, et al, 2016; Begum, et al., 2022) o la interaccién 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 interaccién 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 generacion de poros en la pared
y la pérdida de componentes citoplasmaticos provocando la muerte celular
(Estevez, et al., 2019; Estevez, et al.,, 2020; Estevez et al.,, 2021). Otra herramienta
muy util es la microscopia Raman confocal (CRM), que permite obtener
informacién quimica 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 demostré que las bandas correspondientes a 4acidos
nucleicos, aminodacidos, polisacaridos y 4acidos 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 nanotecnologia en el area agricola
El uso de agroquimicos para el control de fitopatégenos 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 asi como la
contaminacion de los recursos naturales y la exposicion de los seres humanos a
pesticidas toxicos, ha llevado a la necesidad de investigar y desarrollar nuevas
soluciones tecnoldgicas sustentables (Pestovsky & Martinez-Antonio, 2017; Kah,
et al,, 2019) . De esta manera, la nanotecnologia ha cobrado gran interés en el area
en los ultimos anos. Como se menciondé anteriormente, los nanomateriales
muestran propiedades Unicas y estas propiedades les atribuyen potenciales
aplicaciones en diversos campos (Zhang, et al, 2020). Se ha visto que en la
agricultura podrian mejorar la productividad de los cultivos, previniendo
enfermedades de las plantas o promoviendo su crecimiento, mediante diferentes
mecanismos. Por ejemplo, los nanofertilizantes serian mas eficientes que los

fertilizantes convencionales al controlar la liberacién de nutrientes en funcién de
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los requerimientos de los cultivos. Las plantas podrian entonces absorber la
mayoria de los nutrientes sin ninguna pérdida porque los nanofertilizantes los
liberarian lentamente a lo largo del crecimiento del cultivo (Usman, et al., 2020).
Por otro lado, los nanosensores hacen uso de las propiedades Odpticas de las
nanoparticulas para la deteccién temprana de condiciones indeseables para el
crecimiento de las plantas mediante la deteccién de compuestos quimicos y
bioldgicos especificos, pudiendo ser utilizados tanto en las plantas como en el
suelo (Kah, et al.,, 2019). El hecho de realizar una deteccién temprana de factores
negativos permitiria tomar los recaudos necesarios a tiempo. Los nanomateriales
pueden también ayudar a reducir la toxicidad de los contaminantes organicos e
inorganicos 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
enzimatica y/o microbiana de manera beneficiosa, asi como mejorando la
retencion de agua para las plantas (Parisi, et al., 2015). Seleccionar el nanomaterial
para mitigar un contaminante particular en un contexto ambiental especifico
requiere un analisis completo del tipo y la cantidad de contaminante que se busca
mitigar (Guerra, et al, 2018). De las aplicaciones mas prometedoras de las
nanoparticulas metdlicas y 6xido metdlicas en la agricultura es el control de
fitopatogenos. Por lo tanto, la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc,
dioxido de titanio, cobre y plata para el manejo de enfermedades de las plantas
comprende una parte importante de la fitonanotecnologia en la agricultura
(Lahuta, et al., 2022). Las nanoparticulas 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 podria resultar en una mayor biodisponibilidad de los

ingredientes activos. En algunos ensayos in vitro se observé que existia un efecto
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sinérgico de nanoparticulas de plata combinadas con antifingicos 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 Nanobiotecnologia aplicada en el area agricola.
En este sentido, esta tesis realizada en colaboracién entre UDELAR e INIA
representa un primer acercamiento interdisciplinar en el uso de
Nanobiotecnologia para enfrentar desafios con potencial aplicacién en cultivos de

nuestro pais.

1.1.6. Relevamiento de cepas de hongos aislados en Uruguay para la
biosintesis de nanoparticulas de plata
En el Uruguay existe una extensa trayectoria en Nanotecnologia. Algunas de las

investigaciones en esta drea se han enfocado hacia tecnologias para celdas solares
fotovoltaicas con base en nanomateriales, el desarrollo de biomateriales de
reparacion y regeneracion tisular en reposicion de material esquelético o de piel, el
encapsulamiento de productos para nutricién, cosmética o sanidad animal, y el
agregado de nanomateriales a matrices de materiales o productos convencionales,
entre muchas otras (Mombrd, et al., 2013).

En particular en el area de Microbiologia, nuestro grupo ha desarrollado
estrategias nanotecnolégicas para la purificacion de proteinas microbianas
(Alborés, et al,, 2016), y realizé un primer relevamiento de cepas de hongos,
aisladas de muestras provenientes de nuestro pais, con capacidad de sintetizar
AgNPs. Los resultados obtenidos de este relevamiento mostraron que extractos
extracelulares de ocho cepas fungicas fueron capaces de sintetizar nanoparticulas
de plata bajo las condiciones evaluadas (Sanguifiedo, et al.,, 2018).

A partir de dicho relevamiento se desarrollé una tesina de grado de Licenciatura
en Quimica en la cual se estudiaron las condiciones de sintesis de nanoparticulas
de plata, su caracterizacion y estudio de su potencial antimicrobiano, utilizando el

hongo Punctularia atropurpurascens (Sanguifiedo, 2018; Sanguifiedo, et al., 2019).
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1.1.7. Sintesis biogénica de nanoparticulas por Trichoderma spp.
En el presente trabajo se estudia la sintesis de nanoparticulas de plata y cobre a

partir de una coleccién de cepas de Trichoderma spp. Se trata de un hongo
filamentoso perteneciente a la divisién ascomycota, biocontrolador por excelencia,
que posee diversos mecanismos de defensa que le atribuyen esta caracteristica.
Elementos estructurales del propio hongo asi como también metabolitos
secundarios han sido utilizados para el control bioldgico de patégenos 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). Mas recientemente se ha
estudiado la posibilidad de producir nanoparticulas metalicas de plata, cobre y
otros elementos a partir de Trichoderma spp. que presenten actividad antifingica

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

Como se menciondé en la Secciéon 1.1.4, la efectividad antimicrobiana de las
nanoparticulas depende no solo de sus propiedades fisicoquimicas sino también
del microorganismo objetivo (Pestovsky & Martinez-Antonio, 2017). Por ejemplo,
Guilger-Casagrande et al. (2021) reportaron que las nanoparticulas de plata
biogénicas sintetizadas a partir de Trichoderma harzianum mostraron actividad
contra fitopatégenos que afectan cultivos extensivos, como Sclerotinia
sclerotiorum. Ademas, se encontré 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
coleccion 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 aplicacion en cultivos de arroz y trigo en Uruguay.

Para ello se estudié la capacidad de controlar fitopatégenos que afectan estos
cultivos extensivos. Los fitopatégenos de arroz evaluados fueron el patogeno foliar
Pyricularia oryzae y los patégenos de tallo Rhizoctonia oryzae-sativae y Nakataea
oryzae (sinénimo 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 pais. Asimismo, Fusarium
graminearum fue evaluado como fitopatégeno de trigo, siendo responsable de la
enfermedad de fusariosis de trigo, la cual puede afectar tanto la germinacion de
semillas como las espigas, reduciendo la implantacidn, el rendimiento del grano, y
produciendo micotoxinas. En Uruguay representa una de las principales limitantes
para la produccion de trigo y cebada (Martinez, 2021; Pereyra, et al., 2005;
Escalante, et al., 2018).
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1.2. Hipotesis
La hipétesis del presente trabajo propone que se pueden sintetizar nanoparticulas

metalicas estables a partir del filtrado de biomasa de cepas de Trichoderma spp.
provenientes de cultivos de nuestro pais, que presenten actividad antimicrobiana
frente a microorganismos fitopatégenos de cultivos de arroz y trigo, y favorezcan

el crecimiento vegetal.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Sintetizar nanoparticulas metalicas biogénicas a partir de biomasa de Trichoderma

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

1.3.2. Objetivos especificos
- Evaluar la capacidad de sintesis de nanoparticulas de plata y cobre a partir de

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

- Mejorar el rendimiento de la reaccion mediante modificaciones en las
condiciones de biosintesis inicialmente planteadas

- Caracterizar las nanoparticulas mediante diversas metodologias y estudiar la
estabilidad

- Determinar su actividad antimicrobiana in vitro frente a microorganismos
fitopatégenos de plantas de arroz y trigo

- Estudiar la toxicidad de las nanoparticulas
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Capitulo 2.

2. Materiales y métodos
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2. Materiales y métodos

2.1. Material biolégico
Para la biosintesis de nanoparticulas se utilizé una coleccién 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.
Sebastian Martinez (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 fitopatégenos a evaluar se
estudiaron cepas fungicas responsables de enfermedades en cultivos de arroz y
trigo. Los patdgenos de arroz evaluados fueron Rhizoctonia oryzae-sativae (cepa
ILB 428), Sclerotium oryzae (cepa ILB 425) y Pyricularia oryzae (cepa P0290),
proporcionados por el Dr. Sebastidn Martinez (INIA, Uruguay). Se evalué también
Fusarium graminearum (cepa 02020) como fitopatégeno de trigo, proporcionado

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

2.2. Biosintesis y purificacion de nanoparticulas metalicas

2.2.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la biosintesis, inicialmente se realiz6 el cultivo de todas las cepas de
Trichoderma spp. descritas anteriormente en medio sélido Potato Dextrose Agar -
PDA (OXOID®). Luego se extrajeron discos de micelio de dicho cultivo y se
inocularon dos discos de 0.9 cm de diametro en 100 mL de medio liquido Potato
Dextrose Broth - PDB (Sigma-Aldrich®).

El crecimiento se llevo a cabo a 28 °C, con agitacién constante en un agitador
orbital que funciond a 150 rpm durante 72 horas. La biomasa de los cultivos se
recogio por filtraciéon y luego se lavé dos veces con agua destilada estéril para
eliminar cualquier componente restante del medio de cultivo.

La sintesis de AgNPs se llevo a cabo como fuera reportado por nuestro grupo
(Sanguifiedo, et al, 2018). Los micelios fungicos huimedos se suspendieron en agua
destilada esterilizada (0,1 g/mL) y se incubaron con agitacién constante a 150 rpm
durante 48 h. Posteriormente el micelio fue separado por filtraciéon con papel de la
fase liquida, y a dicha fase se le realiz6 una segunda etapa de filtracion con un filtro

de membrana con tamafio de poro de 0,45 um (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 agregd igual volumen de agua
destilada estéril (control de reaccion) y a la otra se le afadi6 igual volumen de una
solucion de nitrato de plata (AgNOsz) como sustrato de la sintesis. Tres
concentraciones de AgNOj3 fueron evaluadas para la reaccion: 1, 5 y 10 mM. Las
mezclas se incubaron en oscuridad a 28°C. El seguimiento de las reacciones de
sintesis fue llevado a cabo mediante la obtencién de espectros de absorbancia en el
rango de 250-800 nm y midiendo el incremento de absorcién en el pico de longitud
de onda maximo (correspondiente al pico de RPS de las nanoparticulas
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 sintesis.
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Figura 1. Esquema de metodologia de biosintesis de nanoparticulas metalicas. En (a) se muestra la

obtencidn del extracto extracelular a partir de Trichoderma spp.; en (b) la reacciéon de sintesis de

AgNPs.
Creado con BioRender.com
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2.2.2. Sintesis de nanoparticulas de cobre

Con base en el mismo protocolo, la sintesis de nanoparticulas de cobre se realizé

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

en la reaccion de sintesis, segtin lo informado por Cuevas, et al. (2015) (Figura 2).

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

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

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

incremento de absorcion en el pico de longitud de onda maximo (correspondiente

al pico RPS de las nanoparticulas sintetizadas) en funcién del tiempo.
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Figura 2. Reaccidn de sintesis de CuNPs.
Creado con BioRender.com
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2.2.3. Purificacion de las nanoparticulas
Una vez que se dieron por finalizadas las sintesis de nanoparticulas, las muestras

fueron purificadas, es decir, separadas del medio de reaccién en el que se
sintetizaron (extracto fungico). Para ello fueron centrifugadas a 11140 g durante
veinte minutos. Se eliminé el sobrenadante y las nanoparticulas fueron
resuspendidas en agua destilada y centrifugadas durante diez minutos a 11140 g.
Este paso de lavado se realiz6 dos veces consecutivas. Posteriormente se
resuspendieron las nanoparticulas ya purificadas en agua destilada y se midi6 el
pico de absorbancia correspondiente a la banda de RPS. Se estimé la concentracion

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

(|- i -I Remocidn de Ezpectro UV-vis
251] 800 —_—
I.'" II".I 11140 g sobrenadanis 11140 g nm :
/
I \' 2IIII min. ] 'I 0 min.
Resuspensicn en
| 1 - agua destilada =
'-\q___. o = {){2 e ——-7
AgNPs en medic AghPs AghPs
de reaccidn resuspendidas purificadas

Figura 3. Esquema de procedimiento de purificacién de nanoparticulas.
Creado con BioRender.com
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2.3. Caracterizacion de las nanoparticulas
2.3.1. Espectroscopia de absorbancia UV-Vis
Los espectros de absorbancia se midieron en el espectrofotometro UV/Visible
Jenway 6715 en el rango de 250-800 nm, con el fin de monitorear la formacién de

nanoparticulas evidenciada por el pico de RPS de las nanoparticulas metalicas.

2.3.2. SEM y HR-TEM-EDS
Para el analisis por SEM se utilizé un microscopio electrénico JEOL JSM-5900LV

(servicio de Microscopia de Facultad de Ciencias, UDELAR). Se coloc6 un volumen
de 10 pL de las suspensiones de nanoparticulas en una rejilla y se dejo secar a
temperatura ambiente.

Para el andlisis HR-TEM, las muestras se resuspendieron en etanol 95%, fueron
completamente secadas y luego observadas con un microscopio electréonico JEOL
JEM 2100 (servicio de Microscopia de CURE Rocha, UDELAR) de 200 kV de tensién
de aceleracion, utilizando rejilla de cobre (para AgNPs) o niquel (para CuNPs).
Ademas, se estudi6 la composicién quimica elemental con una sonda EDS de rayos
X en la superficie de las nanoparticulas. Luego, los tamafios de las nanoparticulas
se determinaron mediante analisis de las imagenes por ambas microscopias

electronicas utilizando el software Image J.

2.3.3. DLS y potencial zeta
Se determinaron los didmetros hidrodinamicos y las medidas del potencial zeta de

las nanoparticulas. Para la determinaciéon de DLS, cada muestra se midi6 a 25 °C, 3
veces, combinando 5 corridas por medicién (ZetaSizer, Facultad de Quimica,
UDELAR). En el caso del potencial zeta, cada muestra se midi6é a 25 °C, 3 veces,
combinando 10 corridas por medicion. Los resultados se trataron utilizando el

software Zetasizer de Malvern.
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2.3.4. Microscopia Raman Confocal
Las mediciones se realizaron en el microscopio Alpha 300 RA WITec Raman

utilizando un laser de excitaciéon de 532 nm enfocado a través de un objetivo de
100X y estuvieron a cargo del Dr. Ricardo Faccio (CentroNanomat, IPTP, Facultad
de Quimica, UDELAR). Se deposité una alicuota de nanoparticulas sobre un soporte
de aluminio y se secé a temperatura ambiente para su andlisis. La potencia del
laser fue previamente calibrada con el fin de evitar la descomposicién del material.
Posteriormente, las muestras fueron examinadas dando como resultado imagenes
Raman confocales de 40x40 micrémetros, procesadas utilizando una cuadricula de

40x40 puntos.
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2.4. Actividad antifangica
Se determind la minima concentracion de nanoparticulas que causa inhibicion del

crecimiento de los microorganismos utilizando la técnica de microdilucién (CLS],
2017) en microplacas de titulacion de fondo plano (NUNC-Thermo Scientific®).
Para ello se realizaron diluciones seriadas de las nanoparticulas purificadas en
caldo Mueller-Hinton Broth - MHB (HIMEDIA®). Realizadas las diluciones, en los
pocillos de la microplaca se sembraron ademas suspensiones de los fitopatdgenos
esporulados a evaluar (1 X 10% esporas/mL en suero fisioldgico con Tween 20).
Como controles se sembré el caldo de cultivo con y sin la suspensién de los
microorganismos. Después de incubar durante 96 horas a 28 °C, se determiné la
concentracion minima que provocé una inhibicién visible del crecimiento
microbiano (Figura 4). Esta actividad se llevd a cabo con todas las AgNPs
obtenidas en el relevamiento, asi como con las CuNPs, contra los hongos patégenos

Fusarium graminearum y Pyricularia oryzae.

Ademas, se evaluaron los efectos de las nanoparticulas sobre el crecimiento del
micelio de los fitopatégenos no esporulados: Sclerotium oryzae y Rhizoctonia
oryzae-sativae, segun la metodologia reportada por Mohammed, et al., 2019. Se
inocul6 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/ 1/16) de nanoparticulas y se incubé durante 5 dias a 28 °C.
También se incluyeron cultivos de control de las cepas flingicas cultivadas en PDA.
Transcurrido ese periodo, se midid el diametro del micelio y se comparé con el
control. El didmetro del crecimiento micelial en medio PDA sin nanoparticulas
represent6 el 100 % de crecimiento (0 % de inhibicién) (Figura 5). La inhibicion
provocada por cada concentracidén de nanoparticulas se expresd en porcentaje, en

comparacién con el control.
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Figura 5. Estudio del efecto de las nanoparticulas en el crecimiento de fitopatégenos.
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2.5. Efecto de las nanoparticulas en la germinacion de semillas de trigo
y arroz
El efecto en la germinacién de semillas de arroz y trigo tratadas con nanoparticulas

fue evaluado mediante dos tipos de ensayo, in vitro y en invernaculo. En ambos
ensayos se utilizaron semillas de arroz (Oriza sativa) y trigo (Triticum aestivum) de
los cultivares comerciales INIA Tacuari e INIA Génesis 4.33, respectivamente.

La forma en la que se realizé el tratamiento fue la misma tanto para el ensayo in
vitro como para el de invernaculo, variando la respuesta evaluada (germinacién 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 germinacion. Luego, se sumergieron en
soluciones de nanoparticulas (0,14 nM AgNPs y 50 uM CuNPs) durante 2 horas,
segun Spagnoletti et al. (2019). Se establecieron como controles semillas tratadas
con agua destilada (blanco) y con solucién de AgNO3 5 mM o CuClz 5 mM (segln 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 procedié con los ensayos

descritos a continuacion.

Agua destilada 1.Blanco 2.NPs  3.AgNO./CuCl; Ensayo in vitro
T i % I P e Se quitan las
min. semillas de los
‘< -_.W — = = L =) s> {ratamientos.
= | === -y = l » Se secan.
Semillas en Ensayo invernaculo
remojo

. 02:00w

T

Figura 6. Tratamiento de semillas de arroz y trigo para estudiar el efecto en la germinacién.
Creado con BioRender.com



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 elecciéon de estas muestras en particular se encuentra propiamente
descrito en el Capitulo 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
dias. Las semillas con coleodptilos y raices de mas de 2 mm se calificaron como

positivas para la prueba (Figura 7).

Positivo
Se observan coleéptilos/
raices de 2 mm o mas.

Negativo
No se observan coleéptilos
ni raices.

Figura 7. Estudio de germinacién en placa de semillas tratadas. Se muestra en la imagen (a
modo de ejemplo) semillas de trigo germinando sobre PDA y cdmo se realiz6 la lectura del
ensayo.
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2.5.2. Ensayo en macetas
Ademas de los ensayos in vitro descritos anteriormente, con las semillas tratadas

con AgNPs sintetizadas por T. harzianum ILB 395y T. asperellum ILB 397, también
se realizé la siembra de las mismas en macetas. El ensayo fue realizado en el
invernaculo 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 dias, momento en el que se realizé

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

Figura 8. Sistema de estudio de germinacién en maceta de semillas tratadas. La imagen
corresponde al dia 14 del ensayo, momento en el cual se realiz6 el recuento de plantines emergidos
(apreciables en la imagen).
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2.5.3. Analisis estadistico
Los experimentos se realizaron al menos por triplicado y se calcularon los

promedios y las desviaciones estdndar. Los resultados se representaron como
valores medios con barras que representan las desviaciones estandar. Por otro
lado, los datos obtenidos a partir de los ensayos descritos en el item anterior
(2.5.2) se analizaron estadisticamente usando el Modelo Lineal Generalizado
asumiendo una distribucién binomial y usando la funcién logit. Los tratamientos se
compararon mediante la prueba DGC (Di Rienzo, et al, 2002) con un nivel de
significacion de 0,05. Para estos analisis se utiliz6 el software InfoStat (Grupo

InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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2.6. Evaluacion de citotoxicidad de las nanoparticulas de plata en
lineas celulares humanas
La viabilidad celular de las células THP-1 se evalué 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-difeniltetrazolico (MTT) a cristales purpuras insolubles de formazan mediante
accion enzimatica (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 incub6 a 37°C y atmosfera de CO2 al 5%. Una vez adheridas
las células a la superficie de la placa, se agregaron las nanoparticulas a evaluar en
diluciones seriadas en medio completo, por triplicado. La placa se incub6 en
iguales condiciones de temperatura y atmésfera durante 24 horas. Posteriormente
se removié el contenido de los pocillos para agregar el MTT y se incubé la placa
durante 3 horas. Luego de la incubacion, se removio el sobrenadante de los pocillos
y los cristales de formazan se solubilizaron con DMSO. Se midi6 la absorbancia de
los pocillos a A= 560nm, estableciendo una relacién de viabilidad celular
normalizada respecto al control negativo (células que no fueron expuestas a las
nanoparticulas).

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de Inmunologia de Facultad de Quimica
(Instituto de Higiene) bajo la supervision del Dr. Gustavo Mourglia y el Lic. Claudio

Rodriguez-Camejo.

Solubilizacién de
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' \ : ucx%nes 1. Incubacién
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medio completo | .55 01091000 37°C,5% C0O; | : CO:,72h Lot A=560 nm
Polelelele slelslslele 0] 72h (T eses .
QOOO0OOCCOOC n=% ! PO n=® b4+ Y
0OABR000C fatels N L $3 - -
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00000000000 —— Incubacién ‘ =
QOO00QC 00O0C Células 37°C, 5% CO,, | }—7el]
AT b s adheridas en el 3h A
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Figura 9. Esquema de metodologia in vitro MTT empleada para el estudio de citotoxicidad de
AgNPs con la linea celular THP-1.
Creado con BioRender.com
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2.7. Produccion a mayor escala de nanoparticulas metalicas de
Trichoderma harzianum ILB 395
Para avanzar en la posible aplicaciéon de las nanoparticulas a escala de campo se

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

Luego de la purificacion de las nanoparticulas segin la metodologia descrita en la
Seccion 2.2.3. del presente capitulo, se corroboré estabilidad y tamafio de las
AgNPs mediante espectro UV-vis y medidas de DLS.

Finalmente se hizo un pool de todos los lotes y se midi6 volumen obtenido y
concentracion estimada de nanoparticulas.

Estas muestras fueron suministradas a investigadores de INIA para su aplicacién
en cultivos de arroz en Treinta y Tres, Uruguay, en el marco del proyecto

INNOVAGRO FSA_1_2018_1_152546.
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3. Resultados

3.1. Relevamiento de sintesis de nanoparticulas de plata por
Trichoderma spp.

3.1.1. Biosintesis de nanoparticulas de plata a partir de Trichoderma spp.y
estabilidad coloidal
Se realizd el relevamiento completo de las cepas de Trichoderma spp. para la

sintesis de AgNPs, evaluando distintas concentraciones de AgNO3 en la reaccién (1,
5y 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 funcién del tiempo. De este
modo es posible comparar la capacidad de sintesis 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 decidi6 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 graficos se observa que,
en general, la sintesis se incrementé de forma mas pronunciada en dicho periodo.
En cuanto a la concentracion de AgNOsz 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 grafico 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 ademas los espectros obtenidos en el relevamiento de esta cepa al inicio
de la reaccion (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 12. Espectro de absorcion del extracto extracelular de la cepa ILB 395 con AgNO3z 5mM. En (a), hora 0
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Figura 11. Espectros UV-vis de las reacciones de sintesis de las AgNPs de la cepa ILB 395 a
distintas concentraciones de AgNOs. Se observa la banda de RPS a 440 nm.
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3.1.2. Purificacion, estabilidad coloidal y caracterizacion primaria de las
nanoparticulas
Finalizada la sintesis, las nanoparticulas fueron centrifugadas, lavadas (para quitar

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

Las nanoparticulas 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 observé
macroscopicamente 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

nanoparticulas estables al proceso de centrifugacion.

Teniendo en cuenta que las cepas ILB 394 e ILB 424 fueron descartadas por su baja
eficiencia en la sintesis de AgNPs, y que la cepa ILB 396 no produjo nanoparticulas
estables a las condiciones evaluadas, se continué con los estudios de
caracterizaciéon 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 nanoparticulas
principalmente esféricas, con diametros promedio inferiores a 90 nm (analizados

con el software Image J).
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3.1.3. Actividad antimicrobiana in vitro frente a microorganismos
fitopatogenos de plantas de arroz y trigo

Se realizé la determinacién de la CIM de las AgNPs sintetizadas en el relevamiento
contra Fusarium graminearum (patogeno de trigo) y Pyricularia oryzae (patégeno
de arroz). Para este método estandarizado, se utilizan suspensiones de esporas de
hongos filamentosos como indculo para el cultivo en caldo. Los ensayos fueron
realizados evaluando diluciones seriadas de las nanoparticulas en caldo, en
microplaca de titulacion.

La CIM se define como la concentracion minima que provoca una inhibicién visible
del crecimiento flngico, por lo que a concentraciones por debajo de la CIM asi
como en los controles de crecimiento (sin antifingico), las esporas germinan y se
observa el crecimiento del micelio.

Se observo inhibicion de crecimiento de F. graminearum practicamente en la
totalidad de muestras de AgNPs que fueron estudiadas. Asimismo, es importante
resaltar que el rango de concentraciones de inhibicion 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) CIM (nM)
F. graminearum 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 tltimo digito corresponde a la concentracion de AgNOs de la sintesis (1, 5, 10 mM)



Asimismo, se evalu6 la actividad antifingica de los patégenos de arroz Rhizoctonia
oryzae-sativae y Sclerotium oryzae. Para ello, se incorporaron diferentes
concentraciones de nanoparticulas al medio PDA y se coloc6 un indculo vegetativo
(disco de micelio fresco) en el centro de la placa de Petri. Luego, se determind la
inhibicién del crecimiento del micelio, comparando los didmetros de crecimiento
con un control (PDA sin nanoparticulas adicionadas) que representa el 100% de
crecimiento (Figura 15). En este ensayo fueron evaluadas las muestras de AgNPs
provenientes de las sintesis realizadas con AgNO3 5 mM.

En el caso del ensayo frente a Rhizoctonia oryzae-sativae, se observé que las AgNPs
de las cepas ILB 395, ILB397 e ILB409 inhibieron el crecimiento del patégeno 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 concentraciéon de 0.14 nM inhiben el crecimiento de S. oryzae en igual

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

Control AgNPs 395 AgNPs 397

Figura 15. Evaluacidn de actividad antifingica en placa de AgNPs 395 y AgNPs 397 frente a R. oryzae-

sativae.
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Tabla 3. Actividad antifungica de las AgNPs

oryzae.

frente a Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium

AgNPs Inhibicién (%) Inhibi_ci()n (%)
R. oryzae-sativae 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. Sintesis de nanoparticulas metalicas por Trichoderma harzianum
ILB 395 y Trichoderma asperellum ILB 397. Evaluacion del efecto en
semillas y toxicidad en lineas celulares humanas

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

spp. se encontré 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. Ademas, a excepcion de las AgNPs
sintetizadas por ILB 396, todas fueron estables al proceso de centrifugacion.
Asimismo, todas las AgNPs a las que se les estudio6 la actividad antimicrobiana
presentaron actividad antifiingica, siendo tres de ellas (AgNPs 395 397 y 409)
activas frente a los cuatro fitopatégenos evaluados.

Las cepas de Trichoderma spp. que mostraron mayor capacidad de sintesis de
AgNPs y que mostraron actividad antifingica frente a los 4 fitopatogenos
evaluados (T. harzianum ILB 395 y T. asperellum ILB 397), fueron seleccionadas

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

3.2.1. Evaluacion de sintesis de nanoparticulas de cobre
La sintesis de nanoparticulas de cobre por diversos métodos ha sido menos

estudiada que las de otras nanoparticulas metalicas como oro y plata,
obteniéndose segun lo reportado en bibliografia nanoparticulas de composicion 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 Seccion 2.2.2) unicamente la sintesis realizada con la cepa ILB 395
present6 un pico en el espectro que sugiere la sintesis de nanoparticulas de cobre.
En la Figura 16 (a) se presenta la evolucion del pico de absorcién a distintos
tiempos de reaccién. Como puede observarse, la banda correspondiente a la RPS se
encuentra en este caso a una longitud de onda de 390 nm, lo que podria atribuirse,
segln lo reportado en bibliografia (Awwad & Amer, 2020), a nanoparticulas de

6xido de cobre (CuONPs).

Ademas, se estudio el efecto de la variacién del pH en la reaccién de sintesis, como
reportado para nanoparticulas 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 sintesis se vio favorecida (a mayor

absorbancia del pico a 390 nm, mayor produccién), seguido del pH=9 y del pH=5.
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Figura 16. Espectros UV-vis para la sintesis de nanoparticulas de cobre (a) luego de 24 y 48 h de
reaccion, (b) reacciones a diferentes pH.
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3.2.2. Efecto de las nanoparticulas en semillas de trigo y arroz
El propésito de la prueba fue determinar si existia un efecto en la germinacion de

las semillas producto del tratamiento con nanoparticulas asi como también el
efecto en el crecimiento de hongos transmitidos en las semillas.

Para ello, se realizaron ensayos en semilla con las nanoparticulas de las cepas que
mostraron mejores resultados (ILB 395, ILB 397) en la sintesis con AgNO3 5 mM.
Con las semillas tratadas se llevaron a cabo dos tipos de ensayo. Uno de ellos
consistié en evaluar in vitro el efecto del tratamiento con nanoparticulas sobre la
germinacion de semillas en placas. En este caso también se evaluaron las CuONPs
provenientes de la cepa ILB 395.

El segundo ensayo consistio en la siembra de las semillas tratadas con AgNPs en
macetas en invernaculo.

Los resultados obtenidos se describen a continuacién.

3.2.2.1. Ensayo de semillas in vitro en placa
Estos ensayos tuvieron como finalidad evaluar el efecto de las nanoparticulas

sobre la germinacion de semillas de trigo y arroz, asi como también el crecimiento
de microorganismos transmitidos por las semillas y la puesta a punto del disefio

experimental.

Efecto de AgNPs 395 y 397 en la germinacion 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 metodologia se logro observar la evolucidn de la germinacion, asi
como también el crecimiento de microorganismos presentes en las semillas.

Como puede observarse en los resultados obtenidos (Figuras 17 y 18), a los 6 dias
de incubacién no se observaron efectos negativos en la germinacién. Las semillas
tratadas con nanoparticulas se comportaron como el blanco, por lo que no se
evidenci6 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. Ademas, AgNO3 mostré inhibicién total del
crecimiento microbiano tanto para semillas de trigo y de arroz, mientras que las

AgNPs presentaron inhibicién parcial en semillas de trigo.
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Figura 17. Efecto de las nanoparticulas de plata en la germinacion de semillas de arroz.
Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo distribucion

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

distribucién binomial (test DGC). Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p>0.05).
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Efecto de las CuONPs 395 en la germinacion de semillas de trigo y arroz
De manera similar a lo descrito para el ensayo con AgNPs, también se evalud el

tratamiento de semillas de trigo y arroz con CuONPs (0,2 mM) y CuClz (5 mM). No
se observaron diferencias en la germinacién y el crecimiento microbiano en

comparacion con el control (Figuras 19y 20).
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Figura 19. Efecto de las nanoparticulas de cobre en la germinacién de semillas de trigo.
Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo

distribucién binomial (test DGC). Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p>0.05).
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Figura 20. Efecto de las nanoparticulas de cobre en la germinacién de semillas de arroz.
Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo
distribucién binomial (test DGC). Medias con una letra comin 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 germinacién de

semillas de trigo y arroz, consistié 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 utiliz6
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 germinacion de plantas de trigo y arroz
a partir de semillas tratadas.

50



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 nanoparticulas y las
semillas blanco, no se encontr6 un efecto negativo (de toxicidad) de las AgNPs en
las semillas. Se nota ademas una tendencia a una mayor germinacién que el blanco
para los tratamientos con ambas AgNPs, pero no con AgNO3 5mM (Figura 22).
Mediante el software Infostat se realiz6 andlisis estadistico utilizando el Modelo
Lineal Generalizado asumiendo distribuciéon binomial y utilizando la funcién logit.
Los tratamientos fueron comparados utilizando el test DGC con un nivel de
significancia de 0.05. Se realiz6 un contraste de los resultados obtenidos para el
blanco en las tres réplicas. Al no obtenerse diferencias significativas entre los
controles se realizd 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).
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Figura 22. Grafico de plantas de trigo emergidas a partir de semillas que recibieron
distintos tratamientos. Se grafica la media y se representa la desviacién estandar de cada
tratamiento. Los valores son promedio de tres repeticiones.

Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo
distribucién binomial (test DGC). Medias con una letra comidn no son significativamente
diferentes (p>0.05).

51



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

Tratamiento gell')r;(i)rr:z:\?i(:\isop‘())lra:rt;:\yo Resultado del contraste
Blanco 52 B
AgNPs 395 63
AgNPs 397 62 A

Ensayos con semillas de arroz
De igual forma que con las semillas de trigo, no se observé que la germinacién se

viera afectada negativamente en las semillas de arroz tratadas con nanoparticulas
(Figura 23).

Mediante el analisis estadistico utilizando el Modelo Lineal Generalizado
asumiendo distribuciéon binomial y utilizando la funcién logit, los tratamientos
fueron comparados utilizando el test DGC con un nivel de significancia de 0.05. Se
realizé un contraste de los resultados obtenidos para el blanco en las tres réplicas.
Al no obtenerse diferencias significativas entre los controles se realizd el contraste
de los distintos tratamientos con el blanco, sumando la totalidad de plantas
emergidas para cada caso en las repeticiones. De este analisis estadistico 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. Grafico de plantas de arroz emergidas a partir de semillas que recibieron distintos
tratamientos. Se grafica la media y se representa la desviacidon estandar de cada tratamiento. Los
valores son promedio de tres repeticiones.

Los datos fueron analizados empleando el Modelo Lineal Generalizado asumiendo distribuciéon

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

Tabla 5. Andlisis estadistico realizado para el contraste de las muestras de AgNPs (plantas de
arroz). Se utiliz6 el Modelo Lineal Generalizado asumiendo distribuciéon binomial; los contrastes
fueron realizados mediante test DGC. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p>0.05).

Tratamiento gerr;(i)rl:;?iii:pl(’)lra:;::yo Resultado del contraste
Blanco 76 A
AgNPs 395 85 A
AgNPs 397 81 A

3.2.3. Evaluacion de la toxicidad en lineas celulares humanas
Como fuera detallado en la Secciéon 1.1, los nanomateriales, y en particular las

nanoparticulas biogénicas, poseen propiedades unicas. Es por este motivo que se
requiere de una caracterizacién fisicoquimica apropiada y estudios de toxicidad,

teniendo en cuenta su promisoria aplicacién como producto biotecnolégico.
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En el presente trabajo se incluyé una primera evaluacién de la citotoxicidad de las
nanoparticulas de plata biogénicas sintetizadas frente a lineas celulares humanas
THP-1. Se determiné la toxicidad de las AgNPs 395 y 397 a diferentes
concentraciones luego de 24 horas de exposicion de las células evaluadas a las
nanoparticulas.

En la Figura 24 se muestran los resultados de toxicidad dosis-dependiente. Para el
caso de las AgNPs 395 (Figura 24 (a)) la minima concentracién que mostré una
disminucién 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 minima concentracién que
mostré una disminuciéon en la viabilidad celular 50 pM, se observa una caida
brusca por debajo del 50% a concentraciones iguales o superiores a 100 pM
(Figura 24 (c)).

Ademas, los estudios de toxicidad en células THP-1 mostraron que las
concentraciones evaluadas que resultaron ser toéxicas son, en algunos casos,
mayores que las necesarias para lograr una inhibicién en el crecimiento fingico,
por lo que esta primera aproximacion en estudios de citotoxicidad se considera

muy promisoria.
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Figura 24. Estudio de toxicidad celular dosis-dependiente de las AgNPs con la linea celular THP-1.
En (a) AgNPs de T. harzianum ILB 395, (b) AgNPs de T. asperellum ILB 397, (c) comparacién de
ambas. Los resultaron se normalizaron respecto a las células sin tratamiento (control) y se realizé
un test ANOVA comparando los datos con el control.
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3.4. Seleccion de nanoparticulas metalicas de Trichoderma harzianum
ILB 395: caracterizacion complementaria, control de fitopatéogenos y
aplicaciones en campo

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

se decidi6 seleccionar la cepa de Trichoderma harzianum ILB 395 para producir
nanoparticulas de plata y cobre a mayor escala. Esto permitié profundizar en los
diversos aspectos abordados en esta tesis. Por un lado, complementar la
caracterizacidn de las nanoparticulas biogénicas, lo cual no sélo implica avanzar en
el conocimiento en Nanobiotecnologia, sino también en su aplicacion como
antifingicos frente a hongos fitopatégenos, ya que de sus caracteristicas
dependeran sus propiedades. Por otro lado, lograr el desafio de obtener volumen
suficiente de nanoparticulas para abordar los primeros ensayos a campo

realizados con nanomateriales en Uruguay.

3.4.1. Caracterizacion complementaria de nanoparticulas

3.4.1.1. Microscopia electronica de barrido (SEM) y Microscopia de transmision
de alta resolucion (HR-TEM)-EDS
En primera instancia se realiz6 SEM, tanto para las AgNPs (como se describi6é en

los resultados del relevamiento, (Seccion 3.1.2 del presente Capitulo) como para
las CuONPs. En general, se observaron nanoparticulas principalmente esféricas en
todas las muestras estudiadas, con didmetros 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 imagenes obtenidas por HR-TEM, las nanoparticulas tienen una
forma homogénea y un tamafio pequefio (menos de 10 nm de diametro). Aunque el
analisis SEM mostr6 tamafios aparentemente mas grandes, esta diferencia es
esperable y puede explicarse porque el HR-TEM tiene una resolucion mucho mas
alta, por lo que cuando las imagenes se analizan con el software Image ], las
nanoparticulas no se visualizan de la misma manera. Al analizar la imagen desde
una resoluciéon mas baja, es mas dificil definir nanoparticulas de forma individual
y, por lo tanto, se sobreestiman los didametros. Por ejemplo, se estimé un didmetro
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 ocurrié con las CuONPs, obteniendo un
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resultado de diametro promedio de 3,5 * 0,5 nm, considerablemente inferior a lo
que se habia estimado por las imagenes de SEM. Ademas, los resultados del analisis

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

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

(d)).
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Figura 25. Andlisis por (a) y (b) SEM, (c) y (d) HR-TEM (EDS) de nanoparticulas 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 caracterizacion por DLS permitié determinar los didmetros hidrodindmicos de

las nanoparticulas. La caracterizacién del tamafio DLS mostr6 una unica poblacion
con un didmetro hidrodindmico de 17,5 + 1,1 nm y un indice de polidispersidad
(PDI) de 0,211 en el caso de las AgNPs, asi como un didmetro hidrodindmico 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 distribuciéon de tamafios ligeramente

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

Las mediciones del potencial zeta mostraron que las AgNPs tenian 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)).
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Figura 26. DLS de AgNPs (a) y CuONPs (b) en solucion.
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Figura 27. Potencial zeta de AgNPs (@) y CuONPs (b) en solucidn.

3.4.1.3. Microscopia Raman Confocal
La microscopia Raman confocal es un tipo de microscopia basada en los modos

vibracionales de las moléculas que permite obtener informacion sobre la
naturaleza de los grupos funcionales en las superficies de las nanoparticulas
(capping). Como se muestra en la Figura 28 correspondiente al espectro Raman de
las nanoparticulas de plata AgNPs 395, las bandas observadas en la regiéon entre
900 y 1700 cm (1042, 1240, 1331, 1360, 1437, 1572 cm'1) pueden atribuirse
(segin De Gelder, et al, 2007) a la presencia de los aminoacidos l-alanina, 1-
glutamato y l-prolina, pudiendo estar relacionados con proteinas fingicas de T.
harzianum ILB 395. Ademas, la presencia de la banda a 230 cm-! se puede atribuir
al modo de estiramiento de Ag-N, lo que indica que los atomos de nitréogeno del

extracto flingico son parte del recubrimiento de estas nanoparticulas (Figura 28).

59



1 1 1 L 1 1 1 1 .I 1 1 1 A
l — AgNPs
‘ '
d g10 . ~|E
s 1 8§10 | 1
T g \ 2 ;l a.(\" \
1 2 5 mni\
3 £ \ h f 1) \ q
S £ f'l .‘(L,’ | | ,Of.l
g | o U YW ’1,
g “°11 o VW T Ml
£ 900 1050 1200 1350 1500 1650 1800
Raman Shift (cm-1)
20 4
|
\ | A ‘\
\. ) f\v" M N
0 - e e VS R B e s s e e

' . v . “ —_——
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000
Raman Shift (cm-1)

Figura 28. Espectros Raman obtenidos por CRM de AgNPs a 532 nm.

Por otro lado, los resultados de CRM afirman la existencia de nanoparticulas de
oxido de cobre (CuONPs). Luego del analisis 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
concentracion de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuO), ya que los picos
asociados a ella podrian confirmarse por las siguientes posiciones de
desplazamiento Raman: 282, 325 y 606 cm'1 (Mufioz-Escobar & Reyes-Lopez,
2020; Fouda, et al., 2022). En el caso de la regiéon con baja concentracién de
nanoparticulas de CuO, las bandas observadas se ubican principalmente en: 1285,
1362, 1441, 1502, 1580 y 1615 cml; segun De Gelder et al. (2007) podrian
atribuirse a varios aminodacidos, como: l-valina, l-serina y l-triptofano. Si bien los
espectros suelen exhibir similitudes, un examen mas detallado revela que las
bandas en el rango de 700 a 1800 cm-! sufren alteraciones, incluidos cambios en el
numero de onda y alteraciones en la intensidad. Estos cambios pueden ser
resultado del impacto de la presencia de nanoparticulas y sus interacciones de

proximidad con la muestra bioldgica. Ademas, las nanoparticulas metalicas pueden
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causar una mejora de la sefial, lo que resulta en variaciones de intensidad

comparativamente mayores.
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Figura 29. CRM de CuONPs 395. En (a) imagen o6ptica, (b) imagenes de CRM indicando regiones de
baja y alta concentraciéon de CuONPs (Zonal y Zona2). En (c) superposiciéon de imagen CRM sobre
imagen optica, (d) espectros Raman correspondientes a Zona 1y Zona 2.
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3.4.1.4. Actividad antifiingica
Ademas de profundizar en las caracterizaciones complementarias descritas

anteriormente, también se completé el estudio de potencial antifingico de las
nanoparticulas metdlicas, incluyendo para ello la evaluacién de las CuONPs
sintetizadas por T. harzianum ILB 395. Como resultado, se observé la inhibicién del
crecimiento de Fusarium graminearum por ambas nanoparticulas metalicas.
Asimismo, es importante resaltar que las concentraciones de inhibiciéon de AgNPs y

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

También se evalud la actividad antifingica de ambas nanoparticulas sobre los
patégenos del arroz no esporulados Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium oryzae.
Las nanoparticulas mostraron inhibicién del crecimiento micelial (Tabla 7). Las
AgNPs (0,14 nM) produjeron un 11 % de inhibicién de R. oryzae-sativae y un 19 %
de inhibicién de S. oryzae. Ademas, las CuONPs (50 uM) produjeron un 22 % de
inhibicion del crecimiento de R. oryzae y un 5 % de inhibicién de S. oryzae. Por el
contrario, no se observd inhibicién del crecimiento fliingico a concentraciones de

AgNO3 o CuCl; inferiores a 0,12 mM.
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Tabla 6. CIM contra F. graminearumy P. oryzae.

F. graminearum P. oryzae
AgNPs 34 pM 34 pM
AgNO3 78 uM 78 uM
CuONPs NI 6.3 uM
CuCl; NI NI
*NI: No inhibe.

Tabla 7. Actividad antifiungica de AgNPs y CuONPs contra R. oryzae-sativaey S. oryzae.

% Inhibicion

R. oryzae-sativae S. oryzae
AgNPs 111 19+3
CuONPs 22+4 5+2
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3.4.2 Produccion a mayor escala de nanoparticulas metalicas de Trichoderma
harzianum ILB 395
Como se describiéo en la Secciéon 2.7, se realizaron tres lotes de sintesis de

nanoparticulas de plata a partir de T. harzianum 395. Luego de la purificacion de
las nanoparticulas se corrobord estabilidad y tamafio mediante espectro UV-vis y
medidas de DLS, las cuales presentaron las caracteristicas descritas durante el
relevamiento, demostrando la reproducibilidad del método.

El pool obtenido a partir de los lotes alcanzé un volumen de 700 mL y una
concentracion de 0.56 nM de AgNPs.

Estas muestras fueron suministradas a investigadores de INIA para su aplicaciéon
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 Maestria si se incluyen como perspectivas de trabajo. En esta
primera aproximacion de evaluaciéon en campo se realizd una aplicaciéon sobre

plantas de arroz (aplicacidn foliar) por aspersién (Figura 30).
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Figura 30. Aspersién de AgNPs 395 sobre un cultivar de arroz de INIA Treinta y Tres.
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4.1. Discusion de resultados
Las nanoparticulas metdlicas son consideradas una herramienta novedosa a

utilizar para un manejo sostenible de las enfermedades y plagas agricolas. Ademas,
es de igual relevancia el desarrollo de metodologias de producciéon que también
sean consideradas sostenibles, como la sintesis bioldgica de nanoparticulas que fue
desarrollada en esta tesis. Dentro de los mecanismos de sintesis biogénica, se ha
sugerido que los hongos podrian ser una opciéon mas apropiada para la producciéon
de nanoparticulas a gran escala porque secretan una cantidad significativa de
enzimas para las reacciones redox y se obtienen nanoparticulas estabilizadas por
un capping mayormente de naturaleza proteica (Duran, et al, 2023; Fatima &
Wahid, 2022). Estudios de posibles mecanismos en la biosintesis extracelular por
hongos muestran que los metabolitos bioactivos producidos serian los
responsables de la reduccion del metal y se espera que el mismo mecanismo pueda
estar involucrado en la reduccién tanto de Ag* como de Cu?* para la sintesis de
nanoparticulas (Ovais, et al., 2018). Teniendo en cuenta este aspecto, se
sintetizaron nanoparticulas de plata a partir de una colecciéon de once cepas de
Trichoderma spp. y de cobre a partir de Trichoderma harzianum ILB 395. La
produccién 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 micosintesis de nanoparticulas de cobre para una mejor
comprension de los mecanismos de accién y produccion, considerando la potencial
aplicacion que presentan este tipo de nanoparticulas (Ramirez-Valdespino &
Orrantia-Borunda, 2021). Debido a que el cobre generalmente se aplica como
fungicida en diferentes formas en la agricultura, fue interesante explorar la
produccion y los usos potenciales de las nanoparticulas de cobre ademas de las de

plata biogénicas.

Los espectros UV-vis de las AgNPs biogénicas mostraron bandas cercanas a 250-
300 nm que podrian corresponder a diferentes componentes del extracto
extracelular de Trichoderma spp. (Rai, et al., 2021). Como era de esperar en base a
estudios previos (Sanguinedo, et al., 2018), el pico correspondiente al RPS de las

AgNPs se encontr6 en el entorno de A= 440 nm. Ademas, se evalud la sintesis de
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nanoparticulas de cobre con la cepa Trichoderma harzianum ILB 395, con una
metodologia basada en lo reportado segin Cuevas et al. (2015). Este tipo de
sintesis ha sido menos estudiada que la de otras nanoparticulas metalicas como las
de oro y plata. Como se informa en la literatura disponible (Cuevas, et al., 2015;
Awwad & Amer, 2020) las nanoparticulas de cobre muestran una composicion y
propiedades de mayor variabilidad. En las condiciones evaluadas, la sintesis
realizada con T. harzianum ILB 395 mostré una banda en el espectro que sugiere la
formacién de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuONPs), con un pico RPS que se
encuentra en A= 390 nm (Awwad & Amer, 2020). Para la sintesis biogénica de
nanoparticulas de cobre, estudios previos han reportado bandas a diferentes
longitudes de onda en el monitoreo UV-vis, atribuyéndolas a nanoparticulas de
cobre u o6xido de cobre. Asimismo, se reporté que el pH podria producir
desplazamientos en las bandas obtenidas en el espectro UV-vis de las
nanoparticulas de cobre (Cuevas, et al., 2015). Teniendo esto en cuenta, en este
trabajo se presentan los resultados obtenidos para la sintesis de nanoparticulas de
cobre a diferentes pH. Aunque a pH=5 no se observaron cambios en el espectro

UV-vis, si se constaté una disminucion de la absorbancia a A= 390 nm.

Tanto las AgNPs como las CuONPs sintetizadas con extractos de Trichoderma spp.
fueron purificadas por centrifugacion. En este paso se observo que luego del
proceso de centrifugacidon, las AgNPs provenientes de la cepa ILB 396 presentaron
un corrimiento del pico de RPS asi como una alteraciéon en su forma. Asimismo, se
constaté macroscépicamente que no era posible resuspender las nanoparticulas en
agua. Como fue reportado por nuestro grupo (Sanguifiedo, et al, 2018), las
diferencias observadas en la estabilidad de las nanoparticulas biogénicas en el
proceso de centrifugaciéon podrian atribuirse a las propiedades del capping y qué
tan fuertemente este se encuentra interaccionando con el core de la nanoparticula.
Es de importancia lograr obtener las nanoparticulas separadas del extracto
extracelular en el que fueron sintetizadas sin que su estabilidad se vea afectada,
porque de suceder esto consecuentemente también se alterarian sus propiedades y

por ende sus aplicaciones (Joseph & Singhvi, 2019).
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Se continu6 con los estudios de caracterizacion primaria con aquellas
nanoparticulas que se mantuvieron estables después del proceso de purificacién

(Figura 31).
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Figura 31. Resumen del proceso de seleccion de cepas de Trichoderma spp. en funcién de los

resultados obtenidos.
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Tanto en el caso de las AgNPs como el de las CuONPs, las imagenes de SEM
mostraron la presencia de nanoparticulas esféricas y tamafio homogéneo. Ademas,
para las nanoparticulas de Trichoderma harzianum ILB 395 los tamafios fueron
determinados mediante el analisis por HR-TEM y DLS. Por HR-TEM el tamafio fue 8
+2nmy 3,5 = 0,5 nm para AgNPs y CuONPs, respectivamente. Por otro lado, la
caracterizacion por DLS mostrd un tamafio 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
didmetro hidrodinamico de las particulas en suspensién, siendo éste mayor a los
tamafos que pueden determinarse por TEM (en donde se determina el tamafio del
core de la nanoparticula metalica). Ambos tipos de nanoparticulas mostraron una
distribucién ligeramente polidispersa (PDI <0.4), consistente con lo reportado
previamente para otras nanoparticulas biogénicas de hongos (Sanguifiedo, et al.
2018). Las mediciones del potencial zeta muestran la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas con carga superficial negativa; cuanto mas cercano a cero sea el
potencial neto de las nanoparticulas, 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 repulsion
electrostatica entre cargas superficiales negativas de las AgNPs o CuONPs juegan

un rol importante en su estabilidad.

Los resultados del analisis elemental de nanoparticulas por EDS fueron
consistentes con las condiciones de sintesis biogénica realizadas, mostrando la
plata y el cobre entre los principales componentes quimicos elementales. Ademas,
el alto porcentaje de oxigeno presente en las nanoparticulas de cobre podria
atribuirse no sélo al agente de recubrimiento orgdnico de las nanoparticulas
biogénicas sino también a la probable presencia de nanoparticulas de 6xido de
cobre. Este resultado seria consistente con la banda de RPS obtenida cerca de A=
390 nm, como se informd para la sintesis biogénica de nanoparticulas de 6xido de
cobre (Awwad & Amer, 2020). Ademas, se confirmo la presencia de nanoparticulas
de 6xido de cobre mediante el analisis por CRM. Los datos obtenidos concuerdan
con varios estudios espectroscopicos (Raman y FTIR) que confirmaron que el pico
de CuONPs estaba en el rango de 400-700 cm-1 (Mufioz-Escobar & Reyes-Lopez,
2020; Fouda, et al., 2022).
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Los grupos funcionales del capping de las nanoparticulas fueron caracterizados
por CRM, indicando que la sintesis biolégica produce nanoparticulas metalicas
coordinadas con atomos de nitrogeno provenientes de las proteinas fingicas
presentes en el extracto extracelular utilizado en la reaccion de sintesis. Esto es
consistente con las bandas Raman ubicadas en la region de la huella digital entre
900 y 1700 cm-1, que pueden ser atribuidas a la presencia de aminoéacidos,
sugiriendo que las proteinas del extracto fungico son parte del recubrimiento de

las nanoparticulas (Duran, et al., 2023, Estevez, et al.,, 2020).

Trabajos previos reportaron la sintesis biogénica de nanoparticulas de plata
utilizando un polvo comercial de Trichoderma harzianum (Guilger-Casagrande, et
al., 2021). Coincidiendo con este trabajo, la presencia de picos correspondientes a
proteinas y residuos de aminoacidos en los espectros UV-vis de nanoparticulas
biogénicas indica que estan involucrados en la formacién y estabilizacion de las
nanoparticulas. Ademas, se demostr6 que el capping de las nanoparticulas
biogénicas cumple un rol fundamental en la actividad biolégica que puedan tener,
encontrando que las nanoparticulas de plata biogénicas recubiertas tenian control
en el crecimiento del fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum, mientras que esta
funcién se perdia en las nanoparticulas biogénicas sin recubrimiento (Guilger-
Casagrande, et al, 2021). Ademas, existen reportes recientes de sintesis de
nanoparticulas metalicas por Trichoderma spp. (Ramirez-Valdespino & Orrantia-
Borunda, 2021). Se reporto la sintesis biogénica de nanoparticulas de cobre de T.
asperellum, T. atroviride y T. koningiopsis. Las nanoparticulas de cobre de T.
atroviride fueron capaces de inhibir los fitopatégenos Poria hypolateritia
(responsable de la pudricion roja de la raiz) 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 sintesis de AgNPs y su inestabilidad al
proceso de centrifugacidn.

En esta tesis se evalu6 la actividad antifngica in vitro de AgNPs y CuONPs contra
patégenos de trigo y arroz, mostrando resultados prometedores. Los valores de
CIM fueron inferiores a los de las soluciones de AgNO3 o CuCl;, respectivamente,

frente a Fusarium graminearum y Pyricularia oryzae. Ademads, se observo
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inhibicion del crecimiento miceliar de R. oryzae y S. oryzae en medios
suplementados con AgNPs y CuONPs. El potencial de las nanoparticulas en la
actividad antimicrobiana ha llevado a que dentro de sus posibles usos se
contemple el control de fitopatégenos, convirtiéndose en candidatos para su uso
en la agricultura como una alternativa sostenible al uso de pesticidas se sintesis
quimica comunmente utilizados para el control de enfermedades (Oluwaseun,
2017). Mishra et al. (2014) sintetizaron nanoparticulas de plata biogénicas a partir
de bacterias Serratia sp. BHU-S4 con actividad antifingica 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 nanoparticulas de plata en un experimento de invernadero.

Las semillas son el medio de produccién mas basico en la agricultura, la
silvicultura y la horticultura. Hoy en dia, las practicas de manejo para fincas
comerciales incluyen el tratamiento de semillas con diferentes fungicidas
quimicos, como protioconazol y tebuconazol para semillas de arroz en Uruguay
(Martinez, 2021). Desafortunadamente, la evolucion 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 fitopatdgenos asi como también el
desarrollo de nuevos tratamientos antifiingicos. La posibilidad de ofrecer al
productor un tratamiento de aplicacion sencilla y utilizando concentraciones
menores en comparacion con plaguicidas comerciales, es prometedora. Asimismo,
que este mismo producto permita aumentar el porcentaje de germinacion, la tasa
de emergencia de las plantas y la proteccion contra el estrés bidtico, es de suma
importancia para fines agricolas. Para aprovechar los efectos positivos de la
inclusion de la nanotecnologia en las practicas agronémicas se debe analizar con
profundidad el posible estrés y toxicidad que estas nanoparticulas metalicas
podrian causar en las plantas y en el ambiente (Spagnoletti, et al., 2019). De
acuerdo a los resultados de esta tesis, la aplicacion de AgNPs y CuONPs a semillas
demostré que las nanoparticulas no producen ningin efecto negativo en la
germinacién de las mismas. Por el contrario, se observé en ensayos en maceta un

efecto significativamente positivo en la germinacion de plantines de trigo en
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comparacién con el blanco cuando se trataron las semillas con AgNPs de T.

harzianum ILB 395 y T. asperellum ILB 397.

Por otro lado, se comenz6 con estudios de citotoxicidad de las AgNPs en la linea
celular humana THP-1. A partir de este ensayo se determiné que las
concentraciones a las cuales se comenzé a ver toxicidad de las células eran
superiores a las determinadas en los ensayos de actividad antimicrobiana. Aun asfi,
como reporta Guilger et al. (2017), los efectos de toxicidad observados mediante la
metodologia MTT pueden variar seguin la linea celular empleada y el tiempo de

exposicion de las células a las AgNPs biogénicas.

Hasta donde es de conocimiento, el trabajo enmarcado en esta tesis es la primera
evaluacion de nanoparticulas para el control de hongos fitopatégenos de cultivos
en Uruguay. Es importante destacar que fue posible la producciéon de
nanoparticulas de plata y 6xido de cobre a partir de una misma cepa de T.
harzianum. Aunque la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas contra
fitopatogenos fue reportada previamente (Guilger-Casagrande & Lima, 2019), este
es el primer trabajo en el que se logra la sintesis de nanoparticulas biogénicas de
plata y 6xido de cobre de una misma cepa de T. harzianum con actividad
antifingica contra R. oryzae-sativae, S. oryzae, P. oryzae y F. graminearum,
fitopatogenos de interés en nuestro pais. Ademas, la sintesis de las nanoparticulas
biogénicas fue mas rapida y eficiente que lo reportado para otros hongos

(Sanguifiedo, et al.,, 2018, Duran, et al., 2005).
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4.2. Conclusiones
Se sintetizaron nanoparticulas de plata a partir de una coleccién de once cepas de

Trichoderma spp. aisladas de cultivos de arroz del Uruguay.

Teniendo en cuenta la eficiencia de la reaccién y la estabilidad de las AgNPs al
proceso de purificacién, se continu6 con la caracterizaciéon 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 sintesis de AgNPs, para evaluar la sintesis de
nanoparticulas de cobre. Ademas, debido a la estabilidad coloidal y su potencial
antifiingico, las nanoparticulas producidas por ambas cepas fueron utilizadas para

realizar ensayos de tratamientos de semillas.

Se evaluaron condiciones de reaccién tanto para la sintesis de AgNPs como para la
de CuONPs, siendo la concentracion de AgNO3 5mM y pH 7, respectivamente,

donde se obtuvo la mayor sintesis de nanoparticulas.

Las caracterizaciones complementarias por UV-vis, SEM, HR-TEM, EDS, DLS,
potencial zeta y CRM de las nanoparticulas metalicas sintetizadas permitieron

obtener informacién sobre su forma, tamafio, carga y naturaleza del capping.

Las nanoparticulas biogénicas presentaron actividad antifingica frente a R.
oryzae-sativae, S. oryzae, P. oryzae y F. graminearum, demostrando su potencial

aplicacion en el control de fitopatégenos de interés agricola en el Uruguay.

Ademas, los resultados de citotoxicidad realizados con las AgNPs frente a la linea
celular humana THP-1 indicaron que las concentraciones de nanoparticulas que
generaron un efecto de toxicidad en las células expuestas fueron en un valor

superior al obtenido por la CIM.

Por ultimo, se estudi6 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 observd un efecto negativo en la germinacion 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 observé mayor

emergencia de plantines en comparacién con el blanco.

4.3. Perspectivas
Se desea continuar con el estudio del mecanismo de reaccion involucrado en la

sintesis de nanoparticulas biogénicas, de modo de optimizar aiin mas los procesos,

especialmente en el caso de las nanoparticulas de 6xido de cobre.

Adicionalmente, se podrian contemplar variaciones en el proceso de purificacion
de nanoparticulas y asi evaluar si es posible lograr obtener AgNPs 396 estables,

por ejemplo disminuyendo la velocidad de centrifugacién en dicho proceso.

Debido a la gran diversidad de aplicaciones de las nanoparticulas biogénicas
obtenidas en esta tesis, se podria ahondar en estudios de estabilidad a diferentes
condiciones, por ejemplo exposicion a distintos pHs o fuerza i6nica, asi como
complementar los estudios de citotoxicidad empleando nuevas lineas celulares o

modelos animales.

En cuanto a la potencial aplicacién en campo que se busca que tengan las
nanoparticulas, es de suma relevancia disefiar y llevar a cabo ensayos a campo que
permitan evaluar a las nanoparticulas y el efecto en el control de fitopatégenos 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 podria
tener la aplicacion de nanoparticulas directamente en el campo. Para ello es
necesario el desarrollo de nuevas lineas de investigacion interdisciplinarias que
aborden estudios de econanotoxicologia incluyendo estudios de caracterizacion de
nanomateriales, impacto en el suelo, en las comunidades microbianas y en otros

organismos, etc.
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