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POSCRADO EN
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RESUMEN

En el panorama actual, donde los desafios ambientales y alimentarios son mds apremiantes
gue nunca, resulta imperativo explorar soluciones innovadoras que aborden las
complejidades de la produccion agricola y la seguridad alimentaria. En particular, las
enfermedades causadas por microorganismos fitopatégenos representan una preocupacion
significativa, ya que generan pérdidas considerables en la produccion agricola. A pesar de los
avances en diagndstico y tecnologia, el control de estas enfermedades sigue siendo costoso
y a menudo ineficiente, lo que impacta negativamente en la calidad, durabilidad vy
rentabilidad de los productos agricolas. Ademas, contribuye a la inestabilidad econémica de
las empresas agricolas y agrava el déficit alimentario a nivel mundial. En este contexto, la
nanobiotecnologia emerge como un campo prometedor que ofrece nuevas posibilidades
para abordar estos desafios. La aplicacion de nanoparticulas de plata biogénicas, asi como
nanomateriales basados en quitosano ha demostrado ser una estrategia efectiva para el
control de fitopatdgenos de cultivos. Basado en estos antecedentes, esta tesis se enfocd en
la sintesis, caracterizacién y evaluacion antifungica de nanomateriales basados en quitosano
y plata. Se sintetizaron nanoparticulas de plata biogénicas a partir de Phanerochaete
chrysosporium (PchNPs), Punctularia atropurpurascens (PaNPs) y Trichoderma harzianum
(ThNPs). Posteriormente, se procedio a la sintesis de nanohibridos combinando quitosano y
las nanoparticulas biogénicas, asi como a la sintesis de nanoparticulas de quitosano. Los
nanomateriales resultantes fueron caracterizados mediante diversas técnicas
complementarias, obteniéndose en todas las sintesis nanomateriales estables y con baja
polidispersidad de tamafios. Los resultados muestran que los nanomateriales obtenidos
poseen una actividad antifungica prometedora frente a una variedad de fitopatdgenos de
importancia agricola, y en particular frente a hongos que afectan cultivos de trigo, arroz y
cebolla en Uruguay. Ademas, en los ensayos realizados con semillas de arroz y trigo tratadas
con estos nanosistemas no se observaron efectos téxicos ya que los mismos no afectaron la
germinacion. Es relevante destacar que los nanohibridos CS-PchNPs y CS-PaNPs mostraron
una mayor actividad antifungica frente a los fitopatdgenos evaluados. Por otro lado, el
tratamiento de plantas de cebolla con CS-PchNPs, previo a la inoculacion del patégeno B.
squamosa, produjo una reduccion significativa del porcentaje de area de hoja afectada
comparado con el control sin tratamiento, lo que sugiere su potencial accion como inductor
de respuesta de defensa en la planta. En resumen, la sinergia entre el quitosano y las
nanoparticulas de plata biogénicas representa una oportunidad Unica para el desarrollo de
materiales hibridos como los obtenidos en esta tesis, con propiedades beneficiosas para
diversas aplicaciones biotecnoldgicas y en particular en agricultura.

Palabras claves: Nanoparticulas de plata biogénicas, Nanohibridos de quitosano y plata,

nanoparticulas de quitosano, actividad antifungica, cultivos de cebolla, trigo y arroz.

‘Desarrollo de NMs de CS y plata para el control de fitopatégenos. v



72, FACULTAD DE
%.:= CIENCIAS

e (‘ ‘ JDELAR | fcien.edu.uy
Indice general 7w

POSCRADO EN

BIOTECNOLOGIA i

INDICE GENERAL
ABTAUECIMIENTOS ...vieieiiiii ettt e e e et e e et e e e et e e e e ettt e e e e e tbaeeeesntaaeeean ii
RESUMEN ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e aneeeees iv
INDICE GENERAL ... v
INDICE DE FIGURAS ... oo e viii
[NDICE DE TABLAS ...ttt Xi
ABREVIATURAS . Xii
Y=ol o o T PSPPSRI 1
1. INTRODUCCION. ..o, 2
1.1 Importancia de las enfermedades vegetales ...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiie e 2
1.2 Uso de agroquimicos frente a fitopatdgenos. ....cc.vvveeiiviieieiiieieceee e 5
1.3 La Nanotecnologia en el sector agricola. ........ooooviiiiiiiii e, 7
1.4 Una alternativa amigable a 105 agroquimicos. .........cooiiiiiiiiiiiieeeee e 10
1.5 Actividad antifungica de nanoparticulas biogénicas. ..........cccovveeeeviiieeciiiiiceee 12
1.5.1 Nanoparticulas de plata biogénicas como agentes antifUngicos..................... 13
1.6 Quitosano: Un Recurso a considerar contra los Fitopatdgenos. ........ccccvvvvieeieiiinn, 15
1.7 NanosistemMas Plata-CS.. ..o 16
1.8 Antecedentes €N UTUGUAY .....ecoeii it 17
2. HIPOLESIS. oo 19
3. O BEIVOS. e ——————— 19
3.1 ODBJEtIVO BENEIAL. . .uiiiiiiiiii e 19
3.2 Objetivos @SPECITICOS. v 19
SECCION 1ottt 20
4, MATERIALES Y METODOS ...ttt 21

-Desarrollo de NMs de CSy plata para el control de fitopatégenos. v



72, FACULTAD DE
%.:= CIENCIAS

e ' ‘ JDELAR | fcien.edu.uy
Indice general 7w

POSCRADO EN

BIOTECNOLOGIA
4.1 Material DIOIOGICO .uvvviiiieiii e 21
A V=Y o 1o [ LTSS PP PP UPPPPRRIN 21
4.2.1. Sintesis y purificacion de 105 NIMS .......cocivviiiiiiiiiiccciec e 21
4.2.2 Caracterizacion de 105 NIMIS.....coiuiiiiiie e 26
4.2.3. Actividad antifungica in vitro de [0S NMS......ccvviiiiiiiiiiiiiicccee e 28
4.2.4 Evaluacion del efecto de los NMs en la germinacién de semillas de trigo y arroz.
.................................................................................................................................. 31
4.2.5. Evaluacién de induccién de resistencia a Botrytis squamosa de los NMs....... 32
SECCION Tl ettt et e et e et e et e e e e e trae e e 34
5. RESULTADOS Y DISCUSION. ...ttt 35
5.1. Sintesis y caracterizacion de 105 NMS.........ooiiiiiiii i 35
5.1 L RESUIAAOS it 35
51,2 DISCUSION 1.ttt ettt 61

...................................................................................................................................... 67
B 2. L RESUITATOS et 67
5. 2.2 DISCUSION e e 76

5.3 Evaluacion del efecto de los NMs en la germinacidon de semillas de trigo y arroz.. 80
5.3, 1 RESUITAAOS ..ttt 80
5.3.2 DiISCUSION .ttt ettt e et e ettt e e e et e e et e e e et as 83

5.4 Evaluacion de induccidn de resistencia a Botrytis squamosa en plantas de cebolla

PO TOS NIMIS e et e e 84
5.4, 1 RESUITAAOS ...ttt 84
54,2 DISCUSION 1.ttt 88

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS ...ttt 91

‘Desarrollo de NMs de CS y plata para el control de fitopatégenos. Vi



72, FACULTAD DE
%.:= CIENCIAS

i i ( “ JDELAR | fcien.edu.u
Indice general AN e en ey

POSCRADO EN

BIOTECNOLOGIA
5.1 CONCIUSIONES. .ttt ettt e ettt e e e e e nae e 91
Sintesis y caracterizacion de NIMIS. ......ciiiiii e 91
Evaluacioén antifungica frente a fitopatégenos de interés agricola.............ccceveeennn. 91

Evaluacion del efecto de los NMs en la germinacién de semillas de trigo y arroz....91

Evaluacion de induccidn de resistencia a Botrytis squamosa en plantas de cebolla por

LOS NIVIS <ttt ettt ettt 92

oI S <Y 6] 1< ot H Y= 92
7. BIBLIOGRAFIA ... 93
ANEXOS ..o 122
Composicion de medios @MPIEAdOS ........iiiiiuiiii e 122
Mueller Hinton Broth (HIMEDIA®) ...t 122
Potato Dextrose Agar (OXOID®) . ..., 122
Potato Dextrose Broth (Sigma-Aldrich®).......c.ccooiivoiiioeeeee e, 122
Publicacidn resultante de esta investigacion académica.......ccccvvveeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 123

‘Desarrollo de NMs de CS y plata para el control de fitopatégenos. vii



"%

17z, FACULTAD DE
w=.:a CIENCIAS
'Y . . 'l““ feien.edu.uy
Indice de figuras
BIOTECNOLOGIA i
INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Espigas y granos de trigo afectados por la enfermedad de Fusarioris de la Espiga
ocasionada por el patdgeno Fusarium graminearum (INIA La Estanzuela, 2014). ................. 3

Figura 2. Cultivo de arroz afectados por las enfermedades: A) Tizén de arroz, B) manchado
de vainas foliares y C) podredumbre del tallo, ocasionados por los patégenos Pyricularia

oryzae, Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium oryzae, respectivamente (Gutiérrez et al,,

Figura 3. Manchas, lesiones y quemaduras en las hojas de cebolla ocasionados por el
patégeno Botrytis squamosa (Tanovic et al., 2019). ... 5
Figura 4. llustracion esquematica de las posibles aplicaciones de NMs en la agricultura
(OMran & Baek, 2022). ..ot 10
Figura 5. Metodologia de sintesis de AgNPs biogénicas a partir de hongo. Creado con
2] ol =T aTe ol oo FN SRR TSP PP P PP PP RTRPPP 22
Figura 6. Metodologia de sintesis de CSNPs mediante gelacién idnica (Wu et al. 2020; Zimet
B A1 2008). 1ottt ettt 24
Figura 7. Sintesis de los NHs a partir de NPs biogénicas y CS. ....cccccciiiiiiiiiiiiieeeeeeci, 25
Figura 8. Proceso de pretratamiento de filtrado de micrografias de una regién seleccionada
para analisis (Obeso—Estrella et al., 2022). .....ccoviiiiiiiii e 27

Figura 9. Proceso para discriminar la estructura basandose en los datos medidos y extraidos

de la base de datos (Obeso—Estrella et al., 2022). ......cooiiiiriieiiiiie e 28
Figura 10. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de los NMs.......... 30
Figura 11. Evaluacién de la actividad antifungica de los NMs en agar incorporado. ............ 30
Figura 12. Tratamiento de semillas de arroz y trigo. Creado con Biorend.com. .................. 32
Figura 13. Tratamiento in vivo de los NMs en plantas de cebolla..........cccoevvviiiiiiiiiiiiinnnn.. 33

Figura 14. Espectros de absorcién de UV-vis de las NPs biogénicas (PchNPs, PaNPs y ThNPs).
Donde las curvas azules es la medicion a tiempo de reaccion (t) O h, las curvas amarilla a t=
24 h, la verde a t= 48 h de reaccion y las curvas roja son las medidas de las NPs luego de

haber sido centrifigadas, lavadas y resuspendidas en agua.......cccccceeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeec, 36

‘Desarrollo de NMs de CS y plata para el control de fitopatégenos. viii



175, FACULTAD DE
IENCIAS

X
ot
(1)
(x)

indice de figuras

POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

Figura 15. Espectros de absorcién de UV-vis de NHs a partir de PchNPs, donde NHPch1,
NHPch2 y NHPch3, corresponden a concentraciones de partida de CS 1,2; 2,4 y 4,8 mg/mL,
ST oTTet LY =T 01T o LT PP 38
Figura 16. Espectros de absorcion de UV-vis de NHs a partir de PaNPs, donde NHPa1l, NHPa2
y NHPa3 corresponden a concentraciones de partida de CS 1,2; 2,4 y 4,8 mg/mL,
R LTt NNV =T a1 oY = SR 38
Figura 17. Espectros de absorcién de UV-vis de NHs a partir de ThNPs, donde NHTh1, NHTh2
y NHTh3, corresponden a concentraciones de partida de CS 1,2; 2,4 y 4,8 mg/mL,
ST 01Tt LY =T 0T LT PP 39
Figura 18. Curvas de DLS de las AgNPs biogénicas sintetizadas..........cccceoovvviiieiiiiineeeccinn. 40
Figura 19. Didmetros hidrodindmicos promedios de las CSNPs, determinados por DLS. .....41
Figura 20. DLS de los nanohibridos a partir de las nanoparticulas PchNPs y a diferentes
concentraciones de CS, 1,2, 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente. .........ccccceeeveeeieeeiieeeienenn, 42
Figura 21. DLS de los nanohibridos a partir de las nanoparticulas PaNPs y a diferentes
concentraciones de CS, 1,2, 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente. .........cccccoeeveevveeeiieeeinenn, 43
Figura 22. DLS de los nanohibridos a partir de las nanoparticulas ThNPs y a diferentes
concentraciones de CS, 1,2, 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente. .........cccccoeveeeeveeeiieeeiennnn. 43
Figura 23. Patrén de difraccion del CSy 1as NPS de CS. oo 47
Figura 24. Patron de Difraccion de Rayos X del CS, NPs biogénicas (PchNPs) y del NHPch. .48

Figura 25. Patrén de XRD del CS, NPs biogénicas (PaNPs) y del NHPa. ......cccccvvvveeeiiiiiiinnnn, 49
Figura 26. Patréon de XRD del CS, NPs biogénicas (ThNPs) y del NHTh......ccccovvvviiiiiiiiiiiinn, 50
Figura 27. Espectrode FTIRdel CSy de las NPsde CS. ...t 51
Figura 28. Espectro de FTIR del CS, NPs biogénicas (PchNPs) y del NHPch..............cceevnn.. 53
Figura 29. Espectro de FTIR del CS, NPs biogénicas (PaNPs) y del NHPa. ...........ccccoeeeennnen. 55
Figura 30. Espectro de FTIR del CS, NPs biogénicas (ThNPs) y del NHTh. ....ccccoveviiiiiiiinnn. 57

Figura 31. Micrografias de los NHPch1 a diferentes escalas: a) 200 nm, b) 100 nmy c¢) 50 nm;
d) histograma de las mediciones de tamafios de particulas. .........cocovvvvvieiiiiiiiiiiiiiieeeeee 58
Figura 32. Mediciones de distancias interplanares y determinacion de fases cristalinas

Presentes 8N 10S NHPCN. .. oo 60

‘Desarrollo de NMs de CS y plata para el control de fitopatégenos. ix



"%

b7z, FACULTAD DE
w=.:a CIENCIAS
£ . 'l““ felen.edu.uy
Indice de figuras
BIOTECNOLOGIA
Figura 33. Andlisis espectral EDS de [0S NHPCh........cccciiiiiiiiiiiiec e 61

Figura 34. Tratamientos a las semillas de trigo con los NHPal y NHTh1, comparados con el
control. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05). ........ 80
Figura 35. Tratamientos a las semillas de trigo con NHPch1, PchNPs y PaNPs, comparados

con el control. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Figura 36. Tratamientos a las semillas de trigo con la solucién de CSy las CSNPs, comparados

con el control. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Figura 37. Tratamientos a las semillas de arroz con los NHPal y NHTh1, comparados con el

control (sin tratamiento). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

Figura 38. Tratamientos a las semillas de arroz con NHPch1, PchNPs y PaNPs, comparados
con el control (sin tratamiento). Medias con una letra comun no son significativamente
AIferentes (P>0.05). .. 82
Figura 39. Comparacién de manchas foliares de la tercera hoja de plantas de cebollas
infectadas con el patdgeno B. squamosa y tratadas con b) Biorend®, c) solucién de CS, d)
CSNPs y e) NHPch. El porcentaje promedio de area infectada por cada tratamiento y su
desviacion estandar & MUESEIa N ). oot 85
Figura 40. Comparacion del % de area infectada con B. squamosa de cada uno de los
tratamientos en la hoja 3. Se indican con * diferencias estadisticamente significativas
(FD<0,05, F¥D<0,00) ..ottt s ettt ettt e ettt 86
Figura 41. Comparacion de manchas foliares de la cuarta hoja de plantas de cebollas
infectadas con el patégeno B. squamosa vy tratadas con b) Biorrend, c) solucion de CS, d)
CSNPs y e) NHPch, f) muestra el porcentaje de area infectada por cada tratamiento. ........ 87
Figura 42. Comparacion del % de area infectada con B. squamosa de cada uno de los
tratamientos en la hoja 4. Se indican con * diferencias estadisticamente significativas

(¥D<0,05, F¥D<0,00).e1ve ettt 87

-Desarrollo de NMs de CSy plata para el control de fitopatégenos. X



FACULTAD DE
CIENCIAS

R | fcien.edu.uy

\L//

%
[\

",

S‘
i

indice de tablas

POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA i

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Condiciones de reaccion para sintetizar las NPsde CS........oooiiiiiiiiiiiie 23
Tabla 2. Condiciones de sintesis de [0S NHs de CS-Ag. ....cccvviiiiiiiiiiiiiie e 25
Tabla 3. Diametros hidrodinamicos e indices de polidispersidad de los NHs. ............cc........ 42
Tabla 4. Potencial Z de las NPs biogénicas sintetizadas. ..........ccooveeiiviiiiiciiiiiicceceee 44
Tabla 5. Diametros hidrodinamicos y Potencial Zde las NPsde CS. ........coovvvvieiiiiieiiiiinn. 44
Tabla 6. Potencial Z de 105 NHPCH ......c..oiiiiii e 45
Tabla 7. Potencial Z de 105 NHP@ .......iiiii e 45
Tabla 8. Potencial Z de 105 NHTH. ...t 46
Tabla 9. Porcentajes de elementos presentes en la sintesis de los NHPch...........c...c.oee. 60
Tabla 10. CIM de las NPs biogénicas de plata (PchNPs, PaNPsy ThNPS). .........ccoovvvieiinnnnnn. 68
Tabla 11. CIM de la solucion de CSy de 1as CSNPS........oooiiiiiii e 69
Tabla 12. CIM de los NHs frente a A. niger'y F. graminearum. ............cc...ccccvueeeviiieeeaninnnn. 70

Tabla 13. Concentracién Inhibitoria Minima de los NHPch1, NHPal y NHTh1, frente a P.
OFYZAC Y P. EXDANSUIM. ..ottt e e e ettt e e e e e e e e ee et e e e eaaeeeees 71
Tabla 144. CIM de fungicidas comerciales frente A. niger, F. graminearum, P. oryzae y P.
EXPDANSUIM . ...t e e et e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e eaaaans 72
Tabla 15. CE50 de la solucién de CS frente a fitopatdgenos de arroz y cebolla.................... 73

Tabla 16. CE50 de las AgNPs biogénicas y de los NH frente a fitopatdgenos de arroz y cebolla.

Tabla 17. Comparacion de porcentajes de inhibicion producidos por los nanosistemas a la

misma concentracion (= 0,10 pug/mL) frente a los fitopatdgenos de arroz y cebolla............ 75

‘Desarrollo de NMs de CS y plata para el control de fitopatégenos. Xi



POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

.}‘9‘!_’». FACULTAD DE
oS CIENCIAS
Abreviaturas N ok ciencany

ABREVIATURAS

AgNPs — Nanoparticulas de plata
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RPS — Resonancia de Plasmon Superficial
TEM — Transmission Electron Microscopy - Microscopia Electrénica de Transmision
ThNPs — Nanoparticulas biogénicas de Trichoderma harzianum

XRD — X Ray Diffraction — Difraccién de Rayos X
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2. Hipotesis
3. Objetivos

“Todo lo que somos se lo debemos a la agricultura. Pero también a nuestra capacidad para

enfrentar los desafios que los fitopatdgenos nos presentan’”.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Importancia de las enfermedades vegetales

La agricultura juega un papel crucial en el sustento y progreso de la humanidad. Se estima
que la poblacion global alcanzara mas de 9.7 mil millones para 2050 y superara los 11 mil
millones para 2100 (loannou et al., 2020). En la actualidad, se requieren de dos a tres mil
millones de toneladas de cereales para alimentar a los 7.9 mil millones de habitantes del
mundo, y se proyecta un incremento del 50% en la produccién anual para cubrir esta
demanda (Mahapatra et al., 2022). Sin embargo, el sector agricola se enfrenta a varios
desafios globales, incluida la urbanizacion, el crecimiento demografico y factores ecoldgicos,
como el cambio climatico, las inundaciones, la sequia, las tormentas y la salinidad, que
causan dafos a los tejidos vegetales y pérdidas significativas de cultivos agricolas. El aumento
de areas para la agricultura enfrenta limites en varias regiones por escasez de agua dulce y
falta de infraestructura. Ademas, expandir tierras agricolas puede llevar a deforestacion,
socavando la sostenibilidad por la pérdida de biodiversidad y emisiones de gases de efecto
invernadero. La intensificacion de cultivos es una opcidn, pero debilita la fertilidad del suelo,
provocando una pérdida importante de nutrientes (Garibaldi et al., 2019). En el siglo XX, el
foco principal de la agricultura es adoptar practicas sostenibles para garantizar la seguridad

alimentaria y reducir al maximo posibles impactos ambientales (Abd Elaziz et al., 2022).

Las enfermedades vegetales representan obstaculos significativos para el avance agricola y
la seguridad alimentaria global. Disminuyen la producciéon de cultivos al afectar su
crecimiento, desarrollo y calidad, tanto en el campo como durante el almacenamiento. Estas
enfermedades tienen su origen en factores bidticos o abidticos que generan estrés en las
plantas (Chakraborty & Krishnani, 2022). Bacterias, virus, hongos patogenos, plagas vy
malezas son factores bidticos que desencadenan diversas enfermedades en las plantas,
representando una pérdida de productividad agricola que oscila entre el 20% y el 40% (Ayaz
et al., 2023). Su gravedad varia de leve a grave segun la agresividad del agente, la resistencia
de la planta, el entorno vy la duracién de la afectacion. Las hojas suelen ser las primeras

afectadas y su analisis revela sintomas que ayudan en el diagndstico. Estas enfermedades
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disminuyen la disponibilidad de alimentos al afectar la produccion y calidad de los cultivos,
generando inseguridad alimentaria y, en casos extremos, hambruna y pérdida de vidas (Al-

Sadi, 2017).

Las enfermedades de las plantas también pueden resultar problematicas para los humanos
debido a la produccién de metabolitos toxicos por parte de hongos fitopatégenos, conocidos
como micotoxinas. En las Ultimas décadas, ha habido crecientes preocupaciones acerca de
las micotoxinas debido a sus impactos en la salud humana y animal, asi como en la
productividad agricola y el comercio. Estos compuestos pueden acumularse durante la
cosecha o en el almacenamiento, formandose en los restos de plantas dejados en el campo
o directamente en los cultivos en crecimiento y tienen la capacidad de acumularse en seres

humanos y animales a través de la cadena alimentaria (Juraschek et al., 2022).

En el caso especifico del Uruguay, se ven afectados cultivos de importancia, como trigo, arroz
y cebolla. Por ejemplo, en cultivos de trigo, se ve afectada por la enfermedad Fusarioris de
la Espiga (Figura 1), ocasionada principalmente por el patégeno mas agresivo y prevalente
de la region Fusarium graminearum (INIA La Estanzuela, 2014). Este hongo genera: una
reduccion en la calidad comercial de los granos, disminuye el poder germinativo y el vigor de
las semillas, lo que puede causar pérdidas de rendimiento de hasta un 30 % y aidn mas

importante, produce micotoxinas, que resulta extremadamente toxica para los mamiferos y

para las personas en general.

Figura 1. Espigas y granos de trigo afectados por la enfermedad de Fusarioris de la Espiga
ocasionada por el patégeno Fusarium graminearum (INIA La Estanzuela, 2014).

‘|'
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Asimismo, la produccion de arroz, se ve limitada por fitopatégenos como: 1) Pyricularia
oryzae que ocasiona la enfermedad Tizon del arroz, lesiones en formas de diamante que
ocurre en las hojas (Figura 2); 2) Rhizoctonia oryzae-sativae produce manchas ene vainas
foliares, lo que puede llegar a causar grandes pérdidas (Figura 2); y 3) Sclerotium oryzae que
es el agente causal de la podredumbre del tallo (Figura 2), registrando pérdidas de hasta el

80% (Gutiérrez et al., 2021).

Por otro lado, Botrytis squamosa es el responsable de la quemadura en las hojas de la cebolla
(Figura 3). La enfermedad tiene dos etapas distintas: en la primera, se observan manchas en
las hojas que aumentan gradualmente; luego, en la segunda etapa, las quemaduras en las
hojas se desarrollan rapidamente debido al aumento tanto del inéculo transportado por el
aire como del nimero de lesiones (Carisse et al., 2008; Tanovi¢ et al., 2019). Los primeros
sintomas visibles causados por B. squamosa son pequefias manchas necréticas de
aproximadamente 2 mm de didmetro, rodeadas por un halo plateado. Estas pueden
confundirse con dafios provocados por sequia o exceso de humedad en el suelo. La segunda
etapa de la enfermedad resulta en la muerte prematura de las hojas, asi como en el
desarrollo insuficiente y de menor tamafio de los bulbos. Ademas, el cuello del bulbo se seca
de manera inadecuada, lo que proporciona un punto de entrada para la pudricion del cuello
por parte de Botrytis y otros hongos (Tanovi¢ et al., 2019). La esporulacion de B. squamosa
solo ocurre en tejidos de hojas senescentes, por lo que el avance de la enfermedad suele ser
lento al inicio de la temporada, cuando la mayoria de las hojas estan verdes. No obstante, a
medida que estas hojas envejecen, el potencial de esporulacion aumenta rapidamente, lo
que influye en la velocidad de progresion de la enfermedad (Carisse et al., 2008; Tanovi¢ et

al.,, 2019).

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 4
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Figura 2. Cultivo de arroz afectados por las enfermedades: A) Tizén de arroz, B) manchado de vainas
foliares y C) podredumbre del tallo, ocasionados por los patdgenos Pyricularia oryzae, Rhizoctonia
oryzae-sativae y Sclerotium oryzae, respectivamente (Gutiérrez et al., 2021).

Figura 3. Manchas, lesiones y quemaduras en las hojas de cebolla ocasionados por el patégeno
Botrytis squamosa (Tanovic et al., 2019).

1.2 Uso de agroquimicos frente a fitopatégenos.

En las ultimas décadas, los productos quimicos agricolas han sido efectivos controlando
enfermedades en plantas y limitando pérdidas masivas en la produccién de cultivos. No
obstante, su uso indebido y excesivo ha causado resistencia en patégenos, contaminacion
del entorno y acumulacion en seres vivos no deseados. Esta acumulacion supone una
amenaza para la biodiversidad y plantea riesgos para la salud humana y animal a través de la

cadena alimentaria (Xu et al., 2021). Es crucial buscar alternativas respetuosas con el medio

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
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ambiente para controlar enfermedades vegetales y asegurar una agricultura sostenible. La
Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas propone estrategias para
garantizar la seguridad alimentaria. Esto incluye adaptar cultivos a cambios ambientales,
mejorar la eficiencia de recursos mediante la agricultura de precision, cerrar la brecha de
rendimiento debido a limitaciones geograficas, biolégicas y socioecondmicas, y adoptar
métodos efectivos de almacenamiento y reciclaje para reducir la pérdida de alimentos

(Majumdar & Keller, 2021; Omran & Baek, 2022).

Se han ideado diversas estrategias para controlar enfermedades en plantas, adaptadas segun
la especie, los patégenos, la ubicacién geografica, la tecnologia disponible y las politicas
gubernamentales. Estas estrategias abarcan métodos agrondmicos, regulatorios,
gendmicos, fisicos, quimicos y bioldgicos, que pueden aplicarse de manera individual o
combinada como el manejo integrado de enfermedades en plantas. Estas tacticas tienen
como objetivo inhibir patdgenos, fortalecer la resistencia de las plantas y modificar los
ambientes donde interactian plantas y patdgenos. Mejorar la resistencia de las plantas es
una de las estrategias mas eficientes y respetuosas con el entorno para combatir

fitopatégenos (Zhang et al., 2021).

El cultivo intensivo y los monocultivos, tan comunes en la agricultura moderna, facilitan la
evolucidon de cepas resistentes, siendo una preocupacion significativa (Zhan et al., 2015).
Cuando la resistencia de las plantas no es suficiente para controlar brotes de enfermedades
vegetales, el uso de pesticidas se vuelve necesario. Existen una amplia gama de pesticidas,
clasificados segun el tipo de plaga o fitopatégeno que atacan (Kumar et al., 2019). Estos
pesticidas, ya sean organicos o inorganicos, han contribuido al aumento en la produccion de
cultivos, pero su uso indiscriminado plantea preocupaciones ambientales. La acumulacién en
el suelo y aguas subterraneas, derivada de su composicion quimica, representa riesgos para
la salud y el ecosistema (Zhou & Li, 2021). Ademas, su uso reduce la polinizaciéon, dafia la
fauna, genera resistencia en fitopatégenos y provoca tolerancia a otras sustancias quimicas
(Hernandez-Diaz et al.,, 2021). La ineficacia a largo plazo de los pesticidas, sumada a la
aparicion constante de nuevas cepas patégenas, presenta desafios en el manejo de

enfermedades de las plantas. La deteccion complicada y costosa de estas enfermedades,

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 6
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junto con la propagacion de infecciones a larga distancia y la comprension limitada de la
epidemiologia de los fitopatégenos, continta siendo un desafio (Hyatt-Twynam et al., 2017,

Nanehkaran et al., 2020; Wingen et al., 2013).

1.3 La Nanotecnologia en el sector agricola.

La nanotecnologia aplicada al sector agricola es un area emergente cuyo constante
desarrollo estd abriendo un mundo de nuevas posibilidades, en particular para el control de
enfermedades causadas por microorganismos, por lo que, se anticipa un crecimiento
significativo en la aplicacion de nanotecnologia en la agricultura sostenible en los afios
venideros. Los nanomateriales (NMs) tienen el potencial de aumentar considerablemente la
produccion de alimentos debido a sus efectos positivos en los cultivos (Hamers, 2017;

Majumdar & Keller, 2021; Omran & Baek, 2022).

La nanotecnologia se define como la capacidad de observar, manipular y controlar las
propiedades de la materia a niveles de nanoescala. Los materiales a nanoescala (de 1 a 100
nm) exhiben propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas diferentes de los materiales de mayor
tamafio. Ademds, debido a su gran area superficial especifica, las nanoparticulas son
altamente reactivas. Segun algunos autores (Ali et al., 2021), la fuerza de la nanotecnologia
radica principalmente en hacer productos mas eficientes y multifuncionales, ahorrando asi
materias primas. La nanotecnologia tiene la capacidad de controlar, manipular y fabricar
nuevos materiales con numerosas aplicaciones en la actualidad, alcanzando limites
inimaginables, incluida la capacidad de controlar dtomos individuales (Arora et al., 2022). Por
lo tanto, la nanociencia y la nanotecnologia han sido areas importantes del desarrollo

cientifico y tecnoldgico en los ultimos 30 afios (Ali et al., 2021).

Debido a las propiedades particulares de los NMs que permiten su uso en diversas
aplicaciones, es fundamental realizar una caracterizacion integral de los mismos. Por
ejemplo, en el caso de las nanoparticulas metdlicas, tanto la estabilidad coloidal como las
propiedades Opticas dependen del tamafio, forma y distancia entre las nanoparticulas y
determinan su uso en diversas aplicaciones. La caracterizacidon de las nanoparticulas puede

ser realizada mediante diversas metodologias, las cuales son complementarias entre si y

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 7
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permiten conocer distintas caracteristicas del nanomaterial. La espectroscopia UV-visible es
una de ellas. Las propiedades plasmodnicas 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 aparicion
de una banda de absorcién entre 400 y 450 nm correspondiente a la resonancia de plasmon
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 el incremento en el valor maximo de
la absorbancia caracteristica a medida que avanza el tiempo (Estevez et al., 2020). Para la
caracterizacién de nanoparticulas, ademas de la espectroscopia UV-visible, se utilizan
diversas metodologias complementarias entre si. En el caso de microscopia electronica de
transmision (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 tamafio, la distribucidn, 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 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. Por ejemplo, el analisis de
microscopia Raman confocal de las AgNPs producidas por Phanerochaete chrysosporium
mostré bandas Raman atribuidas a la presencia de |-valina y l-alanina, que podrian provenir

del extracto proteico fungico (Estevez et al., 2020).

La nanotecnologia ya se aplica en varios campos, incluidos la medicina, los productos
farmacéuticos, la electrénica y la energia (Darwesh et al., 2020). Del mismo modo, se espera
gue desempefie un papel fundamental en los sectores agricola y alimentario mejorando la

seguridad alimentaria, la calidad de los cultivos y la productividad.

La nanotecnologia ha sido ampliamente empleada (Figura 4) en diversas areas agricolas

(Majumdar & Keller, 2021; Omran & Baek, 2022), mostrando un gran potencial en el

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 8

\L//

/T\

FACULTAD DE
CIENCIAS

fcien.edu.uy



W72, FACULTAD DE
IENCIAS
'l“\‘ feien.edu.uy

7
o

Seccion |

POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

desarrollo de importantes novedosos nuevos materiales y sistemas para: mejora de la
resistencia de las plantas al estrés, eliminando especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante
nanoenzimas (Liu et al., 2021), aumento de la tolerancia de las plantas a factores ambientales
estresantes como salinidad, sequias, altas y bajas temperaturas (Noman et al., 2021; Rai-
Kalal et al., 2021; A. Wang et al.,, 2021; Zohra et al., 2021), facilitaciéon de la liberacién

controlada de agroquimicos (Santana et al., 2020).

Los NMs podrian ser clave en una préxima revolucion en la agricultura al proporcionar
sistemas agricolas mas efectivos, defendibles y resilientes que los protocolos actuales
(Farooq et al., 2022; Majumdar & Keller, 2021). Ademas, las nanoestructuras pueden actuar
como nanosensores para detectar tempranamente estrés y enfermedades en las plantas
(Giraldo et al., 2019), asi como servir como plataformas de entrega para material genético
en especies vegetales no modelo (Demirer et al., 2019). Otras posibles aplicaciones incluyen
nanopesticidas, nanoherbicidas, nanofertilizantes, promotores del crecimiento vegetal,
agentes antimicrobianos (Figura 4), mejora de la integridad del suelo y mas (Agathokleous et
al., 2020; Bombo et al., 2019; Farooq et al., 2022; Khan et al., 2021; Okey-Onyesolu et al,,
2021; Rajwade et al., 2020; Yi et al., 2021).

Los diferentes tipos de nanoestructuras, como las basadas en carbono (nanotubos, éxido de
grafeno, entre otros) nanoparticulas metalicas, de dxido metalico (nanoparticulas basadas
en Ag, Cu, Ti, Ce, Mg, Si, Fe y Zn), polimeros (CS) y las nanoestructuras porosas han mostrado
aplicaciones significativas en la agricultura (Asadishad et al., 2018; Mukherjee et al., 2016;
Rodriguez-Gonzdlez et al.,, 2019; A. Sharma et al.,, 2019; Yi et al., 2021). Por ejemplo,
materiales como organometalicos, silice mesoporosa, carbono poroso, polimeros,
nanoarcilla, biocarbdn, zeolita y carbonato de calcio han facilitado la entrega de nutrientes y
el desarrollo de sensores para la deteccidn de agroquimicos y aplicaciones de pesticidas
(Asadishad et al., 2018; Mukherjee et al., 2016; Rodriguez-Gonzalez et al., 2019; S. Sharma
et al., 2021; X. Wang et al., 2014; Yi et al., 2021). Los puntos cuanticos (nanoestructuras
semiconductoras tridimensionales), también han sido Utiles en la deteccién de

enfermedades en plantas (Rad et al., 2012; Safarpour et al., 2012).

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 9
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beneficiosas para los cultivos,

Figura 4. Illustracién esquematica de las posibles aplicaciones de NMs en la agricultura (Omran &
Baek, 2022).

1.4 Una alternativa amigable a los agroquimicos.

La sintesis quimica y fisica de NMs puede implicar costos elevados, el uso de reactivos
auxiliares y altos niveles de energia. Estos procesos suelen generar subproductos toxicos y
en ocasiones tienen una conversion baja de material. Como respuesta, se han desarrollado
técnicas de sintesis mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente, impulsadas por
comunidades académicas, industriales y gubernamentales. La adopcion de enfoques
sistémicos para regular y estandarizar los procesos de sintesis es clave para avanzar en el
campo de la nanotecnologia. Una de las estrategias principales ha sido la sintesis biolégica
de NMs utilizando células procariotas/eucariotas o sus biomoléculas extraidas (Huguet-
Casquero et al.,, 2021; Nasaruddin et al.,, 2021; Omran, 2020c, 2020b). La emergente
"nanociencia verde" se centra en la sintesis ecoldgica de NMs, promoviendo un enfoque
holistico para desarrollar productos mas sostenibles, en linea con los principios de la quimica
verde (Nehra et al.,, 2021; Omran et al., 2021). La sintesis bioldgica de NMs ofrece una
alternativa rentable y simple, reduciendo la liberacion de productos quimicos téxicos al
medio ambiente y eliminando procesos innecesarios. Estos NMs biogénicos se funcionalizan

con diversas biomoléculas, mejorando su estabilidad y eficiencia en diversas aplicaciones.

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
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Esta estabilidad se puede atribuir a las interacciones electrostaticas y estéricas entre las
biomoléculas cargadas que rodean la superficie de los NMs biogénicos (Omran, 2020a,
2022). La sintesis verde de NMs ha demostrado ser una solucién avanzada para la agricultura
de precision, permitiendo la entrega controlada y la mejora de las condiciones de
crecimiento de suelos y plantas. Esto resulta en un incremento de la productividad, eficiencia
y viabilidad econdmica (Wu & Li, 2022). Los NMs biogénicos han mostrado eficacia en el
control de fitopatdgenos en una amplia gama de cultivos, incluyendo sorgo, arroz, zanahoria,
café, soja, tomate, remolacha azucarera, papa, maiz, trigo, cafia de azucar, repollo, naranja
dulce, pimiento, frijoles leguminosos, frutilla y mirtilo (Abdelaziz et al., 2021; Ahmed et al,,
2021; Ajaz et al., 2021; Ali et al., 2021; Arciniegas-Grijalba et al., 2019; Bayat et al., 2021;
Bilesky-José et al., 2021; El-Gazzar & Ismail, 2020; Ghazy et al., 2021; Ibrahim et al., 2019;
Irshad et al., 2020; Joshi et al., 2021; Kora et al., 2020; Lakshmeesha et al., 2020; Mostafa et
al., 2021; Sathiyabama et al., 2020; Siddiqui et al., 2019; Singh et al., 2022; Vijayabharathi et
al., 2018; Yiet al., 2021; Yugay et al., 2021).

Los NMs biogénicos pueden ofrecer multiples ventajas, como su compatibilidad con
organismos vivos, coste reducido y respeto por el entorno, convirtiéndolos en una estrategia
segura para combatir enfermedades en cultivos. Las moléculas bioactivas presentes en
organismos como microorganismos y plantas, desempefian un papel crucial en la sintesis de
estos NMs, actuando como agentes naturales que reducen y estabilizan, facilitando la
formaciéon de NMs biogénicos uniformes y encapsulados. A pesar de la extensa investigacion
sobre el potencial uso de estos NMs biogénicos contra enfermedades causadas por
patégenos en plantas, aun persiste la incégnita sobre su modo de accion preciso. Algunos
mecanismos antimicrobianos propuestos hasta ahora incluyen la descomposicion de
proteinas, la generacidn de especies reactivas de oxigeno, la perturbacion de membranas
celulares, lainterferencia en la absorcion de nutrientes y la genotoxicidad (Baker et al., 2017;
Lemire et al., 2013). No obstante, en ocasiones, estos mecanismos operan en conjunto en

lugar de actuar de forma individual (Alghuthaymi et al., 2015).

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 11
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1.5 Actividad antifungica de nanoparticulas biogénicas.

En general, los NMs biogénicos han evidenciado una actividad antifungica superior a la de
los fungicidas quimicos. Se examind el potencial antifungico de nanoparticulas de plata
(AgNPs) sintetizadas bioldgicamente utilizando Bacillus spp. AW1 2 contra C. falcatum Went.
El uso de AgNPs redujo el crecimiento fungico en comparaciéon con el carbendazim (un

fungicida quimico) (Ajaz et al., 2021).

Thielaviopsis basicola y Phytophthora nicotianae, patégenos fungicos del suelo, son
responsables de enfermedades como la pudricién negra de raices y la mancha negra,
respectivamente, afectando a mas de 50 especies vegetales (Williamson-Benavides &
Dhingra, 2021). Las nanoparticulas de éxido de magnesio biosintetizadas a partir del extracto
de hojas de Carica papaya L. mostraron una destacada actividad antifungica (J. Chen et al,,
2020). Su efectividad contra T. basicola y P. nicotianae superd la del MgO a escala macro en

experimentos in vitro, exhibiendo una inhibicién dependiente de la concentracion.

Varios estudios han sefialado la mayor eficacia antifungica de las nanoparticulas
biosintetizadas en comparacién con las sintetizadas quimicamente (Arciniegas-Grijalba et al.,
2019; Irshad et al., 2020; Perveen et al., 2020). En especifico, se observd que las NPs de
selenio mediadas por Trichoderma fueron mas efectivas contra Fusarium spp. y Alternaria
spp. en comparacion con las NPs de selenio (Se) generadas quimicamente (Hu et al., 2019).
Las nanoparticulas biogénicas mostraron adsorcién de diversos metabolitos, como acidos
organicos y derivados (por ejemplo, dcido B-deciloxibenzoico, acido psorémico y lactona de
acido glucarico), identificados mediante técnicas de cromatografia liquida de alto
rendimiento y espectrometria de masas de alta resolucion. Esta interaccion modifico la
disposicidon de las TSNPs, mejorando su actividad antifungica en comparacién con las SeNPs

convencionales.

Rhizoctonia solani (H. Li et al., 2018), es el agente causal de la quema de vainas en el arroz.
El control de R. solani, se realiza cominmente mediante practicas culturales (como la
cosecha temprana, el manejo adecuado de los residuos de cultivos, implementacién de

métodos de solarizacién y encalado del suelo) y el uso excesivo de fungicidas. Sin embargo,
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estas estrategias plantean preocupaciones por su impacto ambiental, toxicidad residual y la
resistencia del patégeno. AgNPs esféricas biosintetizadas con extracto de hojas de arroz
demostraron inhibicidn del crecimiento de hifas de diferentes aislados de R. solani, (Kora et

al., 2020; Nejad et al., 2017).

Asimismo, Sclerotinia sclerotiorum causa dafios considerables en mas de 400 especies
vegetales (Boland & Hall, 1994). Este patégeno produce sustancias como acido oxalico, que
contribuye a su patogenicidad al generar especies reactivas del oxigeno en las células
vegetales (Kyoung et al., 2008). Puede formar estructuras resistentes llamadas esclerocios,
gue prolongan su supervivencia en ausencia de nutrientes durante varios afios (Bolton et al.,
2006). Para controlar este fitopatdgeno, se produjeron nanoparticulas de hematita
biogénicas con Trichoderma harzianum, lo que mejoré la capacidad de control bioldgico de
T. harzianum sobre S. sclerotiorum, reduciendo el crecimiento y la germinacion de nuevos

esclerocios (Bilesky-José et al., 2021).

Por otro lado, se reporto el uso de NPs biogénicas para el control de Phytophthora infestans,
conocido por causar la enfermedad del tizén tardio en tomates y papas. A pesar de que
anteriormente no se consideraba una amenaza importante para los tomates en India,
episodios severos resultaron en pérdidas totales durante las temporadas de cultivo de 2009
y 2010 en Karnataka (Chowdappa et al., 2013). En un estudio reciente, las SeNPs micogénicas
desencadenaron respuestas de resistencia en el tomate contra P. infestans, mostrando

proteccioén (Joshi et al., 2021).

1.5.1 Nanoparticulas de plata biogénicas como agentes antifungicos

Las AgNPs biogénicas han emergido como una alternativa prometedora en la lucha contra
hongos fitopatdgenos en plantas (Diaz Acosta & Diaz Acosta, 2019). Estas diminutas
estructuras obtenidas a través de sintesis bioldgica han demostrado un potencial antifungico
significativo (Mussin, 2017). La capacidad de las AgNPs biogénicas para inhibir el crecimiento
de hongos como Fusarium oxysporum (Dananjaya et al.,, 2017; A. Kaur et al., 2016;
Sathiyabama & Charles, 2015), junto con su impacto positivo en el desarrollo de las plantas,

las posiciona como una herramienta innovadora en la proteccion de cultivos contra

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 13
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enfermedades fungicas. Ademas, su sintesis verde, que implica un proceso respetuoso con
el medio ambiente y de bajo costo, las convierte en una opcidén atractiva para la agricultura
sostenible. Estas propiedades hacen que las AgNPs biogénicas sean una promisoria
estrategia para el control de microrganismos en plantas, abriendo nuevas posibilidades en la
agricultura y la proteccion de cultivos (Dananjaya et al.,, 2017; A. Kaur et al., 2016;

Sathiyabama & Charles, 2015).

Por ejemplo, Jo et al. evaluaron la actividad antifungica de AgNPs en dos hongos patégenos
de plantas, Bipolaris sorokiniana y Magnaporthe grisea, demostrando un efecto inhibitorio
significativo del crecimiento fungico mediante ensayos in vitro en placas (Jo et al., 2009).
Ademas, los ensayos de inoculacidén en cdmaras de crecimiento permitieron concluir que las
NPs reducen significativamente estas dos enfermedades fungicas en la festuca perenne

(Lolium perenne) al aplicarse 3 horas antes de la inoculacion de esporas (Jo et al., 2009).

En otro estudio, Ibrahim et al. (2020) reportaron el uso de AgNPs sintetizadas a partir de
plantas de ajo (Allium sativum) contra Fusarium graminearum en cultivos de trigo. Han
informado que las AgNPs muestran una fuerte inhibicién en el crecimiento del micelio, la
germinacion de esporas, el desarrollo de tubos germinativos y la produccién de micotoxinas

de F. graminearum (lbrahim et al., 2020).

Ademas, existen numerosos ejemplos de dichas propiedades en AgNPs sintetizadas por
microorganismos como en esta tesis. Por ejemplo,P. Kaur et al. (2018) informaron sobre la
biosintesis de AgNPs a partir de microflora rizosférica aislada del guisante y evaluaron su
papel potencial en el control de la marchitez causada por F. oxysporum f. sp. ciceri del
guisante. Las AgNPs mostraron actividad antifungica in vitro y las semillas de guisante
recubiertas con AgNPs mostraron una alta capacidad de germinacion (P. Kaur et al., 2018).
Por otro lado, Mishra et al. han obtenido AgNPs sintetizadas extracelularmente a partir del
sobrenadante del cultivo de la bacteria Serratia y han demostrado su eficacia en el manejo
de Bipolaris sorokiniana, un agente causal de la enfermedad de la mancha foliar en el trigo.
Estas AgNPs han exhibido una fuerte actividad antifungica con una inhibicidn significativa de

la germinacion conidial segun lo determinado en un bioensayo de hoja (Mishra et al., 2014)

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 14
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En resumen, se han realizado diversos estudios sobre la capacidad antifungica de las AgNPs
biogénicas. Estos estudios han demostrado su eficacia para detener el crecimiento y la
propagacion de hongos dafiinos en diversos entornos. Ademas, el CS es otro material de gran
relevancia, ofreciendo beneficios multifacéticos, especialmente en ambitos como la
medicina, agricultura y conservacioén de alimentos. Su papel crucial radica en la preservacion

y proteccion contra hongos en estas areas (Gao & Wu, 2022; A. Wang et al., 2021).

1.6 Quitosano: Un Recurso a considerar contra los Fitopatdgenos.

El quitosano (CS), tiene muchos beneficios como un polimero ecoldgico en la produccién
agricola, biomédica y de forraje (A. Wang et al., 2021). Se utiliza para muchos propdsitos
debido a su alta permeabilidad, ser amigable con el medio ambiente, seguridad para los
organismos vivos, bajo costo, y alta solubilidad y biodegradabilidad (A. Wang et al., 2021). El
CS es un polisacarido bdsico, con grupos amino que permiten una facil funcionalizacion,
ampliando aun mas sus aplicaciones (Mohamed & Madian, 2020). Las NPs basadas en CS han
tenido aplicaciones en diversas areas incluyendo la biotecnologia, biomedicina,
agroalimentaria, otorgando una ventaja competitiva al integrar una tecnologia sostenible y
ecoldgica (Gao & Wu, 2022; A. Wang et al., 2021). Por ejemplo, Zimet et al., sintetizaron y
caracterizaron NPs de CS (CSNP), utilizando CS comercial de origen animal, y lo emplearon
en la encapsulacion de compuestos bioactivos para su uso en el control de microorganismos

patdgenos de alimentos (Zimet et al., 2018, 2019).

En otro estudio reciente, recomiendan el uso de NPs de CS (CSNPs) para aumentar la
capacidad de los cultivos y plantas econdmicamente importantes para hacer frente a
diferentes condiciones de estrés, como salinidad, sequia, toxicidad por metales y calor (A.

Wang et al., 2021).

El CS puede inhibir el crecimiento de una variedad de hongos filamentosos, bacterias y
levaduras debido a la interaccién entre los compuestos anidénicos en la pared celular de los
microorganismos y los grupos amino (NHs3*) de las cadenas de CS (Mohamed & Madian,
2020). Ademas, puede inducir respuestas de resistencia en plantas, por ejemplo, la

produccion de enzimas que degradan la pared de ciertos fitopatdgenos (Mohamed &
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Madian, 2020), generando un cambio en el estado fisiolégico de la planta de forma tal que
sus mecanismos de defensa naturales se ven aumentados, alterando asi la actividad de
proteinas vinculadas al desarrollo de la patogénesis, entre otros efectos (Mohamed &
Madian, 2020). Debido a su naturaleza policatidnica, alta permeabilidad a las membranas
bioldgicas, versatilidad, a su no toxicidad para los seres humanos, biodegradabilidad y
amplias actividades antimicrobianas, el CS es una alternativa sustentable y ecoldgica frente
al uso de agroquimicos de sintesis para el control de enfermedades en plantas (Mohamed &

Madian, 2020).

En otro estudio, Chookhongkha et al. (2013) examinaron el efecto del CS en el crecimiento
micelial de varios hongos (Rhizopus sp., C. capsici, C. gloeosporioides y A. niger) en semillas
de pimiento (Capsicum sp.). Ademas, se ha reportado la actividad antifungica de diferentes
NPs de CS, CS con saponina y CS con cobre a diversas concentraciones (0,001-0,1%). Los
resultados destacaron una mayor eficacia inhibitoria con una concentracion del 0,1% de CS,
logrando inhibir el crecimiento micelial de hongos como A. alternata, M. phaseolina y R.
solani. Ing et al. (2012a), evaluaron el efecto antifungico de NPsCS en A. niger y F. solani,

utilizando NPs preparadas con diferentes concentraciones y pesos moleculares de CS.

Por otro lado, también se ha demostrado el efecto de induccién de resistencia de un CS
comercial en el patosistema Allium cepa — Botrytis squamosa, observandose que el
tratamiento de plantas con CS previo a ser inoculadas con el patégeno reduce el desarrollo

de la enfermedad (Galeano et al., 2017).

1.7 Nanosistemas plata-CS

Aungue pocos estudios han explorado estos nanosistemas, algunos resultados destacables
han surgido. Por ejemplo, P. Kaur et al. (2012) investigaron alternativas para controlar
patégenos en garbanzos (Cicer arietinum) utilizando NPs de CS y plata. Observaron una

notable actividad antifungica, sobre Aspergillus flavus, R. solaniy A. alternata.

Otros trabajos, como el de Mathew & Kuriakose (2013), investigaron NPs de CS
funcionalizadas con plata para el control de A. flavus y Aspergillus terreus. Ademas, Beyki et

al. (2014) estudiaron el efecto de aceite esencial de menta encapsulado en nanogeles de CS

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 16
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con acido cinamico contra A. flavus, observando un efecto inhibitorio in vitro y una mayor

vida Util en tomates tratados in vivo.

Por lo antes descrito, combinar ambos sistemas de NPs (CS y Ag) se presenta como una
interesante alternativa, para que sus propiedades contribuyan de forma sinérgica a
conformar nuevos NMs hibridos (Mohamed & Madian, 2020), mediante mecanismos
amigables con el medio ambiente y que estos materiales sirvan para disminuir el uso de
pesticidas toxicos, ademas de contribuir en el manejo integrado de enfermedades en

plantas.

En el dmbito de la investigacion para el control de patdgenos agricolas, la busqueda de
soluciones efectivas contra fitopatégenos ha llevado a la hipdtesis de que las AgNPs

biogénicas y el CS podrian ser la clave.

1.8 Antecedentes en Uruguay

En nuestro pais se realizd un primer relevamiento de cepas de hongos, aisladas de muestras
provenientes de Uruguay, con capacidad de sintetizar AgNPs. Los resultados obtenidos de
este relevamiento mostraron que filtrados extracelulares de ocho cepas fungicas fueron
capaces de sintetizar AgNPs bajo las condiciones evaluadas (Sanguifiedo et al., 2018). A partir
de dicho relevamiento se estudiaron las condiciones de sintesis de AgNPs, su caracterizacion
y estudio de su potencial antimicrobiano, utilizando los hongos Punctularia atropurpurascens

(Sanguifiedo et al., 2019) y Phanerochaete chrysosporium (Estevez et al., 2020).

Asimismo, recientemente se realizd la biosintesis de NPs de plata y cobre a partir de
Trichoderma spp. bajo diferentes condiciones de reaccion (Sanguifiedo et al., 2023). Para la
caracterizacién de las NPs biosintetizadas se utilizaron varias metodologias complementarias
gue permitieron determinar tamafo, distribucion, analisis elemental, asi como carga vy
composicion del capping de las NPs. Su actividad antifungica fue evaluada frente a
fitopatogenos que afectan cultivos de trigo y arroz (Sanguifiedo et al., 2023). Los resultados
obtenidos permitieron seleccionar una cepa de Trichoderma harzianum efectiva en la sintesis
de AgNPs (Sanguifiedo et al., 2023). Estos trabajos realizados en colaboracion entre UDELAR

e INIA representaron un primer acercamiento interdisciplinar en el uso de

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 17
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Nanobiotecnologia para enfrentar desafios con potencial aplicacién en cultivos de nuestro

pais (Sanguifiedo et al., 2023).

Por otro lado, otro antecedente relevante para esta tesis son los trabajos realizados en la
sintesis y caracterizacion de NPs de CS, y en sus diferentes aplicaciones. Se realizé la
encapsulacion de compuestos bioactivos para su uso en el control de microorganismos

patdgenos de alimentos, como Listeria monocytogenes en carne (Zimet et al., 2018, 2019).

Con estos antecedentes, en esta tesis se plantea el desarrollo de nanosistemas con
propiedades antifungicas, dirigido a contribuir al manejo integrado de enfermedades en
cultivos de importancia en Uruguay, tales como el trigo, arroz y cebolla. Este estudio tiene
como objetivo principal la creacién de nanosistemas a base de plata y CS con capacidad
antimicrobiana contra patdgenos de relevancia en la agricultura. Los objetivos especificos
abarcan la sintesis y caracterizaciéon de las NPs, la evaluacion de diferentes condiciones para
la sintesis de nanohibridos (NHs), asi como la determinacién de su actividad antifungica in
vitro frente a microorganismos perjudiciales para estos cultivos. Ademas, se busca evaluar el
efecto de estos nanosistemas en ensayos con semillas, ofreciendo un paso prometedor hacia

soluciones innovadoras en la proteccién de los cultivos agricolas.

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 18
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2. Hipotesis.

A partir de AgNPs biogénicas y NPs de CS se pueden desarrollar nanosistemas con
propiedades antifingicas con aplicaciones en el control de fitopatégenos de trigo, arroz y

cebolla.

3. Obijetivos.

3.1 Objetivo general.

Desarrollar nanosistemas a base de plata y quitosano con actividad antimicrobiana frente a

patégenos de interés en el sector agricola.

3.2 Objetivos especificos.

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de quitosano y de plata.

2. Evaluar distintas condiciones de sintesis de nanohibridos quitosano-plata vy
caracterizarlos.

3. Determinar la actividad antifiingica in vitro de las AgNPs, CSNPs y de los nanohibridos
CS-Ag, frente a microorganismos fitopatdgenos de plantas de arroz, trigo y cebolla.

4. Evaluar efecto de las AgNPs, CSNPs y de los nanohibridos CS-Ag en ensayos en semilla.

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 19
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material biolégico

Los microorganismos utilizados para la biosintesis de las AgNPs fueron los hongos
Phanerochaete chrysosporium (cepa CCMG12G) y Punctularia atropurpurascens (cepa
H2126) provenientes de la Coleccion de Cepas de la Catedra de Microbiologia (CCMG) de la
Facultad de Quimica (UDELAR, Uruguay), y Trichoderma harzianum (cepa ILB 395) de la
coleccion de INIA Las Brujas (aislamiento proporcionado por la Dra. Sandra Lupo (UDELAR,

Uruguay).

Los patdgenos de arroz; Rhizoctonia oryzae-sativae (cepa ILB 428), Sclerotium oryzae (cepa
ILB 425) vy Pyricularia oryzae (cepa P0290), fueron proporcionados por el Dr. Sebastian
Martinez (INIA, Uruguay) y el hongo patdgeno de trigo: Fusarium graminearum (cepa 02020)
fue proporcionado por la Dra. Silvia Pereyra (INIA, Uruguay). Ademads, se evalué el patégeno
de cebolla: Botrytis squamosa (UR05), aislamiento de Uruguay realizado por el laboratorio
de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia (UDELAR). Finalmente, los hongos Aspergillus
niger (ATCC 16404) y Penicillium expansum (14S) provienen de la coleccion CCMG de la

Catedra de Microbiologia de la Facultad de Quimica (UDELAR, Uruguay).
4.2 Métodos
4.2.1. Sintesis y purificacion de los NMs

Sintesis de nanoparticulas de plata biogénicas a partir de hongos.

La sintesis de AgNPs se realizé empleando métodos bioldgicos a partir de hongos. Para ello
se emplearon tres cepas de hongos: Phanerochaete chrysosporium, Punctularia
atropurpurascens y Trichoderma harzianum, que fueron seleccionados en trabajos previos
por el grupo por producir AgNPs antimicrobianas (Sanguifiedo et al.,, 2018, 2023). La
metodologia (Figura 5) consistio en realizar los cultivos en placas con Potato Dextrose Agar
(PDA) de cada uno de los hongos mencionados anteriormente. Luego, se tomo dos discos de
90 mm de didmetro de los cultivos y se inocularon en 100 mL de medio liquido Potato

Dextrose Broth (PDB, OXOID). Se procedid a incubar a 28°C con una agitacion constante de

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 21
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150 rpm durante 72 horas. Al transcurrir el tiempo, se obtuvo micelio fungico del cultivo
liquido, el cual se filtré y se lavd con agua destilada estéril. Seguidamente, se suspendieron
los micelios fungicos himedos en agua destilada esterilizada (0,1 g/mL) y se incubaron con
agitacion en un agitador orbital a 150 rpm, durante 24 h. Luego, el filtrado libre de células se
recogio filtrando esta suspensioén a través de un filtro de membrana con un tamafio de poro
de 0,45 um. Finalmente, se agregaron 50 mL del filtrado libre de células a 50 mL de nitrato
de plata (AgNO3) 5 mM vy se incubaron en la oscuridad, junto con el control (filtrado sin

adicién de AgNO3).

Oscuridad s 37°C
contral |

Micelio \ == == =

- - - /= ( — ’

/ 3;\ / F’__\_ / ”:\ /f}& SAM] I] | 1
(LN j S
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t=24-72 h ; 1 N
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Cepo COMGIAG, :
2) Punctedorio atfopurpuroscens -
Cepa H2126,

-
— \- o
3) Frichaderma horzianum - Cepa ILB o o
4 - -
. Loanets .
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Figura 5. Metodologia de sintesis de AgNPs biogénicas a partir de hongo. Creado con Biorend.com.

El progreso de la biosintesis se monitored registrando espectros de absorcion (incluyendo el
control) entre 200 y 800 nm y midiendo el aumento en la absorcion en la longitud de onda,
pico correspondiente a la RPS de las NPs sintetizadas a lo largo del tiempo. Cuando se dejo
de observar aumento en el pico de absorcién maximo de las NPs metalicas, la reaccion
culmind, por lo que se procedié a centrifugar las muestras a 10000 rpm durante 10 minutos.
El sobrenadante fue descartado y las NPs a partir de Phanerochaete chrysosporium (PchNPs),
Punctularia atropurpurascens (PaNPs) y Trichoderma harzianum (ThNPs) fueron purificadas,
lavandolas dos veces con agua destilada, centrifugandolas a 10000 rpm durante 10 min cada

vez, y finalmente fueron resupendidas en agua destilada estéril.
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Sintesis de nanoparticulas de CS (CSNPs).

La sintesis de NPs basadas en CS (CS) puede llevarse a cabo por diversos procesos tales como
el entrecruzamiento idénico (gelificacion idnica), nanoprecipitacion, microemulsion,
coacervacion y electroaspersion. El método mas utilizado es el entrecruzamiento iénico,
usando tripolifosfato de sodio (TPP) como agente reticulante, debido a que es un proceso
amigable con el medio ambiente, econémico, reproducible y facil de desarrollar. Ademas, la
fabricacién de estos sistemas nanoparticulados se realiza bajo condiciones suaves de
entrecruzamiento, por lo que los componentes bioactivos no pierden actividad bioldgica. En
nuestro caso, se utilizd el método de gelacion idnica optimizado por el grupo (Zimet et al.,
2018). La metodologia (Figura 6) consistié en preparar soluciones de CS (bajo peso molecular
de 50 a 190 kDa, >75% desacetilado, de Sigma-Aldrich) en acido acético del 0,1% al 1% (v/v)
y soluciones de TPP en agua (1,6 mg/mL). Se agregd gota a gota la solucion de TPP a la
solucién de CS en agitacion, se ajusté el pH con una solucion de NaOH (entre 4 y 6),
manteniendo la solucién en agitacion constante a temperatura ambiente. Luego de
obtenidas las NPs se separaron por centrifugacion (12000 rpm por 10 minutos), se lavaron
dos veces y resuspendieron en agua desionizada. Ademds, para lograr una mejor
homogenizacion del CS en la solucién, se variaron algunas condiciones, como: concentracion
del acido acético y tiempo de homogenizacién (ver Tabla 1), estas variaciones permitieron

disminuir los tamafios de particula promedio y obtener NPs con baja polidispersidad.

Tabla 1. Condiciones de reaccién para sintetizar las NPs de CS.

. Ly Tiempo de
Sintesis Acido Acético (o TPP homogel::'l' acion
i i izaci
(%) (mg/mL) (mg/mL) .
(min)
CSNPs A 0,4 2,4 1,6 30
CSNPs B 0,4 2,4 1,6 1440
(overnight)
CSNPs C 1 2,4 1,6 144,0
(overnight)
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Figura 6. Metodologia de sintesis de CSNPs mediante gelacién idnica (Wu et al. 2020; Zimet et al.
2018).

Sintesis de NHs CS-plata (NHs).

La sintesis de los NHs (Figura 7) de CS — plata se realizaron a partir de soluciones de CS a
diferentes concentraciones de partida (1,2; 2,4y 4,8 mg/mL) y NPs biogénicas (PaNPs, ThNPs
y PchNPs) con concentraciones de 0,26 pg/mL. Para ello, se prepararon las soluciones de CS,
dejandolas en agitacion continua por 24 horas. Al concluir el tiempo, se procedié a afiadir
gota a gota las AgNPs biogénicas a las soluciones de CS (relacion volumétrica 1:1) y se dejaron
en agitacién por 5 horas. Luego de la sintesis los NHs fueron centrifugados a 10000 rpm por
20 min, lavados y resuspendidos en agua. En la Tabla 2, se muestran las condiciones de

sintesis realizadas de los NHs.

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
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Figura 7. Sintesis de los NHs a partir de NPs biogénicas y CS.

Tabla 2. Condiciones de sintesis de los NHs de CS-Ag.

Acido SIn. C5 de Relacion  AgNPs

Sintesis Acético partida vol. hiogénicas
{%) {mg/mL) CS:AgNPs (pg/mL)
MH-Pchil 1 1,2
NH-Pch2 1 2,4 11 el
e ’ ' (PchiPs)
MH-Pch3 1 4,8
MH - Pal 1 1,2
NH - Pa2 1 2,4 11 0,26
-ra ’ ' (PalIPs)
MH - Pa3 1 4,8
MH - Th1 1 1,2
MH - Thz2 1 2,4 1:1 0,26
' ’ ' (ThINPs)
MH - Th3 1 4,8
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4.2.2 Caracterizacion de los NMs

Espectroscopia UV-visible

Permitio caracterizar las AgNPs biogénicas y a los NHs, mediante la deteccion de la banda a
400-450 nm correspondiente a la RPS de las AgNPs, con la finalidad de monitorear la
formacion de las NPs y su estabilidad. Para ello, se empled el espectrofotometro UV/Visible

Jenway 6715, en el rango de 250-800 nm.

Dispersioén de Luz Dinamica (DLS) y Electroforesis Doppler Laser (Potencial Z)

El didametro hidrodindmico y las cargas de las NPs y de los NHs, se determinaron mediante
DLS y dispersion de luz electroforética (ELS), respectivamente, utilizando un analizador de
tamafio de particula/potencial zeta. Para ello, se empled el equipo Nano-Zetasizer, Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, UK. Las muestras se prepararon a pH 6 en agua
desionizada y los andlisis se realizaron a 25 °C, viscosidad de 0,8872 cP, Rl de 1,33 y un dngulo
de retrodispersién de 173°. Las muestras se analizaron por triplicado vy los resultados del
tamafio de particula y del potencial zeta se expresaron como media + desviacién estandar

(DE). Los resultados fueron tratados utilizando el software Malvern Zetasizer.

Difraccion de Rayos X (XRD)

Se determinaron las fases cristalinas de los NMs por XRD. Para ello las muestras fueron
congeladas (-70 °C) y liofilizadas en el equipo Christ modelo GAMMA 1- 16 LSC a -55 °Cy

0,021 mbar de temperatura y presion, respectivamente.

Los patrones de difraccion de rayos X en polvo se obtuvieron con un difractdmetro de rayos
X Rigaku Miniflex 600-C que opera en una geometria 6 -26 Bragg-Brentano. Estaba equipado
con un generador de rayos X para radiacion Cu Ka, A = 1,5419 A, que operaba a 40 kV, 15 mA
y utilizaba un detector D/tex Ultra2 1D. Las mediciones se llevaron a cabo en modo de
escaneo en un rango de 26 de 3° a 70° con un tamafio de paso de 28 = 0,02° con una

velocidad de 20°/min. Las NPs y los NHs se analizaron en forma de polvo seco.

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 26
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Microscopia electrdnica de transmision (TEM) y espectroscopia de dispersion de energia

(EDS)

La Microscopia Electréonica de Transmision permitié visualizar las morfologias y medir la
distribucion de tamafios de los NHs. Para ello se resuspendié la muestra en etanol 95% vy se
secd. Posteriormente se observd con un microscopio electrénico de alta resoluciéon (HR-TEM)
JEOLJEM 2100 de 200 kV de tensién de aceleracion (servicio de Microscopia de CURE Rocha,
UDELAR), empleando una rejilla de cobre. Ademas, se estudid la composicion quimica
elemental con una sonda EDS de rayos X en la superficie de las NPs. Luego, los tamafios de
las NPs se determinaron mediante analisis de las imdgenes por ambas microscopias
electrénicas utilizando el software Image J. También se empled un método practico y
eficiente para analizar caracteristicas estructurales a partir de micrografias HR-TEM
(realizadas en el parrafo precedente) y asi para proponer las estructuras cristalinas presente
en los NMs (Obeso—Estrella et al., 2022). El método general consistié en tres pasos: 1)
pretratamiento de la micrografia (Figura 8), 2) medicion de distancias planares (Figura 9) y

3) identificacion de estructuras.

. .
- p.

Imagen de FT Imagen con el
inversa filtro
Laplaciano

ey

Figura 8. Proceso de pretratamiento de filtrado de micrografias de una regién seleccionada para
analisis (Obeso—Estrella et al., 2022).

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
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Figura 9. Proceso para discriminar la estructura basandose en los datos medidos y extraidos de la
base de datos (Obeso—Estrella et al., 2022).

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier brinda informacién sobre la
naturaleza de los grupos funcionales presentes en los NMs. Para ello, se empled un
espectrofotometro de reflectancia total atenuada de transformada de Fourier infrarrojo
(ATR-FTIR) (SHIMADZU IRSpirit con una placa de cristal de rendimiento Pike Diamond/KRS-5
HS). Los picos principales se expresaron en cm™. ATR nos permite usar las muestras
directamente en estado solido o liquido sin necesidad de matriz de KBr o yodo de lugol.
Especificamente, empleamos 20 mg de los NMs, colocando la muestra en la placay la punta
se posiciond de tal manera que la tension superficial de la muestra cubriera
homogéneamente la placa de diamante. Se adquirieron 20 escaneos a una resoluciéon del
instrumento de 4 cm™ en el rango espectral entre 400 y 4000 cm™ debido al corte de

frecuencia del elemento de reflexidon interna (IRE) ATR-FTIR utilizado.

4.2.3. Actividad antifungica in vitro de los NMs

Luego de sintetizar las AgNPs biogénicas, CS, los NHs y caracterizar los diferentes sistemas,
se procedid a evaluar la actividad antifungica de los NMs frente a fitopatégenos de interés
en el sector agricola. Para ello, se empled un método estandarizado, como la determinacion
de la Concentracion Inhibitoria Minima mediante técnica de microdilucion en caldo en

microplacas de titulacion de fondo plano (NUNC-Thermo Scientific®) (CLSI 2017), frente a

e“u
oy

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
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hongos que estan frecuentemente presentes en semillas (Aspergillus, Penicillium, Fusarium)
y el fitopatogeno de arroz Pyricularia oryzae. Ademas de los NMs se incluyeron en la
evaluacién los siguientes antifungicos: solucién de CS y fungicidas comerciales Tebuconazol
y Metconazol. El ensayo consistio (Figura 10) en realizar diluciones seriadas de los NMs
antifUngicos a evaluar en caldo Mueller-Hinton Broth — MHB (HIMEDIA®). Las
concentraciones de partida de los nanomateriales PchNPs, PaNPs, ThNPs fueron de 0,4
ug/mL, de las CSNPs de: 0,8 mg/mLy de los nanohibridos NHPch1, NHPch2, NHPch3, NHPal,
NHPa2, NHPa3, NHTh1, NHTh2, NHTh3, fueron alrededor de 0,4 ug/mL. Realizadas las
diluciones, en los pocillos de la microplaca se sembraron ademas suspensiones de los
fitopatégenos esporulados, con una concentracion de 1x10* esporas/mL en suero fisiolégico
con Tween 20. En los ensayos se incluyeron controles de esterilidad y crecimiento (caldo de
cultivo con y sin la suspension de los microorganismos). Por ultimo, se incubaron por 4 dias
a 28 °C. Se determind la concentracién minima de antifungico que provocd una inhibicién

visible del crecimiento microbiano.

También se determind el efecto de los NMs sobre el crecimiento del micelio de los
fitopatégenos no esporulados de plantas de arroz (Sclerotium oryzae y Rhizoctoria oryzae -
sativae) y de cebolla (Botrytis squamosa). Para estos ensayos (Figura 11) se inoculd un disco
de 5 mm de micelio fresco de cada hongo en el centro de una placa conteniendo PDA
suplementado con 1 mL de tres concentraciones diferentes (diluciones al medio) de solucion
de CS y de los NMs, se incubaron durante 3 dias a 28 °C. Ademas, se incluyeron cultivos de
control de cepas fungicas cultivadas en PDA. Transcurrido ese periodo, se midio el didametro
del micelio y se compard con el control. El didametro del crecimiento micelial en medio PDA
sin NPs representd el 100 % de crecimiento (0 % de inhibicién). La inhibicidon producida por
cada concentracion de NPs se expresd en porcentaje, en comparacion con el control. Por
ultimo, el valor de CE50 (la concentracion efectiva que inhibe el 50% del crecimiento fungico)
se estimd mediante regresion lineal del valor de inhibicidn relativa transformado por probit

y el log10 de la concentracién del antifungico (Tian et al., 2019).

Es importante mencionar que todos los ensayos de actividad antifingica se realizaron por

triplicado.

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 29
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Figura 10. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de los NMs.

Ensayo En Mepio Soupo.
1 Preparacion de distintas 2 Incorporaciéon de los
concentraciones de los nanomateriales en Potato
nanomateriales (0, 1, %2, 4 y 1/8). Dextrose Agar (PDA).

AgNPs
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4

Figura 11. Evaluacion de la actividad antifungica de los NMs en agar incorporado.
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4.2.4 Evaluacion del efecto de los NMs en la germinacion de semillas de trigo y arroz.

Estos ensayos tuvieron como finalidad evaluar el efecto de los NMs sobre la germinacién de
semillas de trigo y arroz (Sanguifiedo et al., 2023). Para ello, se realizaron ensayos in vitro en
placas (Figura 12), sembrando en placas de Agar agua, semillas con y sin tratamiento de los
nanosistemas. Las semillas de arroz (Oriza sativa) y trigo (Triticum aestivum) de los cultivares
comerciales INIA Tacuari e INIA Génesis 4.33, respectivamente, fueron suministradas por el

Dr. Eduardo Abreo (INIA Las Brujas).

El ensayo consistio en remojar las semillas en agua destilada por 10 minutos, para hidratarlas.
Luego, se escurrieron, secaron y se volvieron a sumergir en soluciones de los NMs durante 2
horas. Las concentraciones de NMs empleadas fueron seleccionadas de acuerdo a los
ensayos de actividad antifungica: AgNPs y NH CS-AgNPs ~0,1 ug/ml, CSNPs 0,8 mg/ml. En los
ensayos se incluyeron controles de semillas tratadas solo con agua destilada (blanco).
Culminado el tiempo, se procedid a escurrirlas, secarlas con papel absorbente y sembrarlas
en placas de Petri con Agar agua. En cada placa se colocaron 10 semillas y se realizaron tres
réplicas por tratamiento. Las placas con semillas fueron incubadas durante 6 dias a 28 °C. Las
semillas con coledptilos y raices de mas de 2 mm se calificaron como positivas para la prueba

de germinacion.

Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado y se determinaron los promedios, desviacion
estandar. 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, se analizaron estadisticamente usando el Modelo Lineal Generalizado

asumiendo una distribucion binomial y usando la funcion logit.

Los tratamientos se compararon mediante la prueba DGC (Di Rienzo et al., 2002) con un nivel
de significacion de 0,05. Para estos andlisis se utilizd el software InfoStat (Grupo InfoStat,

FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

2,
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Figura 12. Tratamiento de semillas de arroz y trigo. Creado con Biorend.com.

4.2.5. Evaluacion de induccion de resistencia a Botrytis squamosa de los NMs

Los experimentos realizados con plantas (tratamientos con inductores, inoculacién del
patdgeno, incubacion) que se describen a continuacién se llevaron a cabo en las instalaciones
del Centro Regional Sur de Facultad de Agronomia (Udelar) bajo la direccion del Dr. Guillermo

Galvan y la supervisién directa del Lic. Pablo Galeano.

Se realizaron ensayos in vivo en plantas de cebollas infectadas con el fitopatdégeno B.
squamosa. La evaluacion consistié en utilizar NMs (CSNPs 2,4 mg/ml, NHPch 0,2 pg/ml) y
solucion de CS (CS-Sigma 2,4 mg/ml y CS en Biorend® 0,5 mg/ml) como inductores de
resistencia. Se utilizaron plantas adultas de cebolla (variedad Regia) de 160 a 210 dias
contando desde la siembra, segun el ensayo. Las plantas se produjeron en almacigos y se
trasplantaron a macetas en inverndaculo hasta su uso. Tres dias antes de ser inoculadas con
el patégeno (B. squamosa), las plantas adultas fueron tratadas con los inductores por
asperjado de hojas (5-6 plantas por tratamiento). La inoculacién se realizo por asperjado con

una suspension de conidios (1x 10* esporas/ml). El asperjado fue un rociado uniforme (con
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un rociador) de los inductores y del indculo, sobre las plantas. Se evaluaron cuatro
tratamientos (arreglo factorial 2 x 2): plantas sin inductor y sin inocular; con inductor y sin
inocular; sin inductor e inoculadas; con inductor e inoculadas. Se mantuvo en camara de
crecimiento (17 °C, 100% humedad relativa, 10 h diarias de luz) hasta evaluacion de sintomas
y toma de muestras luego de 8 dias de inoculaciéon (Figura 13). La toma de muestra consistio

en tomar las hojas 3y 4 de cada planta, al 8vo dia después de la inoculacion.

Para la evaluacion de sintomas se analizd el area afectada utilizando el programa de
imagenes Image J. Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA y

Test de Tukey.

Tratamiento a las plantas 28e dejan en la camara de 3 Se prepara una
de cebolla con crecimiento durante tres dias. sUSpension de

nanosistemas y quitosano. conidios. g

4Se inoculan las plantas con Toma de muestras y evaluacion de
el patdégeno y se deja en la los sintomas.
camara por 8 dias.

o)

Figura 13. Tratamiento in vivo de los NMs en plantas de cebolla.

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
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6. Conclusiones y Perspectivas

“El cultivo ecoldgico nos conecta con la naturaleza y nos ensefia a valorarla como fuente

de vida’.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1. Sintesis y caracterizacion de los NMs
5.1.1. Resultados

Sintesis de nanoparticulas biogénicas

Las AgNPs biogénicas fueron sintetizadas por la reaccidon entre el nitrato de plata y los
filtrados extracelulares (agentes reductores y estabilizantes) de los hongos Phanerochaete
chrysosporium, Punctularia atropurpurascens y Trichoderma harzianum, a 28 °C por 48 h. El
producto de la reaccion se tornd marrén-amarillento, este color se debe a la excitacién de
las vibraciones del plasmdén superficial en las NPs de metal (Mulvaney, 1996). Esta
observacion importante indica que la reduccidn de los iones de Ag* ocurre. La formacién de
las AgNPs reducida en la solucion coloidal fue monitoreada mediante el analisis espectral

UV-visible.

El espectro ultravioleta-visible es una técnica importante para determinar la formacién de
NPs metdlicas, mediante la aparicion del pico de RPS. Los espectros UV-Vis registrados de las
sintesis con P. chrysosporium, P. atropurpurascensy T. harzianum, en diferentes intervalos
de tiempo de reaccién se muestran en la Figura 14. Los espectros muestran que la banda de
RPS de las AgNPs ocurre a 420 nm. En la Figura 14, se observa una banda de absorcién a 260
nm que es claramente visible y se puede atribuir a excitaciones electrdnicas en los residuos

de residuos de triptéfano y tirosina de las proteinas del capping. (Fayaz et al., 2010).

Finalizada la sintesis, las NPs fueron centrifugadas, lavadas a las 48 horas de reaccién, para
quitar el exceso de extracto y reactivos, por ultimo, fueron resuspendidas en agua. En todos
los casos, las NPs resultaron estables a dicho proceso de purificacién (curva roja en los
espectros), se resuspendieron correctamente en agua destilada y no presentaron

alteraciones en el pico de RPS.
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Figura 14. Espectros de absorcion de UV-vis de las NPs biogénicas (PchNPs, PaNPs y ThNPs). Donde
las curvas azules es la medicidon a tiempo de reaccién (t) O h, las curvas amarilla a t= 24 h, la verde a
t= 48 h de reaccidn y las curvas roja son las medidas de las NPs luego de haber sido centrifigadas,

lavadas y resuspendidas en agua.
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Sintesis de nanoparticulas de CS (CSNPs).

Como se describié en Métodos, se evaluaron 3 condiciones de preparacion de la solucion de
CS: tiempo de homogenizacion (CSNPs Ay B) y concentracidn de la solucion de dcido acético
(CSNPs C). Cuando se le afiadié la soluciéon de TPP, la solucidn clara de CS se volvio
transllcida, indicando asi la formacion de las NPs de CS, como previamente reportado por
nuestro grupo en la sintesis de CSNP (Zimet et al., 2018). Los resultados de las condiciones
gue se muestran en este estudio, es en funcién de la homogenizacion y dilucién completa
del quitosano en agua. Por ejemplo, se incrementd el tiempo de homogenizacién de de 30
min a 24 h, ya que se observd que, a 30 min, 4 h, 8h y 10 h, no hubo cambio en la

homogenizacion de la solucion. Lo mismo paso con las concentracion de dcido acético.

Sintesis de nanohibridos de CS-plata.

Los NHs fueron sintetizados incorporando las NPs biogénicas previamente sintetizadas
(PchNPs, PaNPs y ThNPs) a soluciones de distintas concentraciones de CS, como se describio
en Metodologia. Los espectros UV-Vis de los NHs fueron registrados en el rango de 200 a
800 nm, como se ilustra en las Figura 15,Figura 16 y Figura 17, correspondientes a los NHPch,
NHPay NHTh, respectivamente. En cada uno de los casos, se observo un pico de longitud de
onda maximo a 420 nm, que es caracteristico de las AgNPs, no observandose cambios

significativos en los espectros para ninguno de los NHs.
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Figura 15. Espectros de absorciéon de UV-vis de NHs a partir de PchNPs, donde NHPch1, NHPch2 y
NHPch3, corresponden a concentraciones de partida de CS 1,2; 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente.
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Figura 16. Espectros de absorcion de UV-vis de NHs a partir de PaNPs, donde NHPal, NHPa2 y
NHPa3 corresponden a concentraciones de partida de CS 1,2; 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente.
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Figura 17. Espectros de absorcion de UV-vis de NHs a partir de ThNPs, donde NHTh1, NHTh2 y
NHTh3, corresponden a concentraciones de partida de CS 1,2; 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente.

Caracterizacion de los NMs

Luego de la purificacién los NMs fueron caracterizados por técnicas complementarias:

Dispersién de luz dindmica, Electroforesis Doppler Laser (potencial Z), XRD y FTIR.
> Analisis por Dispersion de Luz Dinamica.

AgNPs biogénicas

La medicién de DLS se llevd a cabo para obtener el tamafio hidrodinamico de las AgNPs
biogénicas (Figura 18). Los didmetros hidrodinamicos promedio estuvieron entre 20a 25 nm,
con un valor de indice de polidispersidad alrededor de 0,3. El perfil de DLS monomodal y sus

didmetros hidrodinamicos promedios, sugieren que las AgNPs estdan dispersas

principalmente como particulas individuales sin agregacion.
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Figura 18. Curvas de DLS de las AgNPs biogénicas sintetizadas.
CSNPs

En la Figura 19, se muestran los didmetros promedio de las NPs de CS, que fueron de 69,9
nm, 151,1 nm y 96,6 nm para las tres condiciones de sintesis evaluadas, mostrando una
distribucion de tamafio de particula estrecha y favorable. El tamafio de particula podria estar
relacionado con los grupos -NH; disponibles en las cadenas poliméricas del CS, lo que
conduce a una repulsién molecular mas fuerte, lo que hace que las cadenas poliméricas de
CS se estiren y resulte en tamafios de particula mayores (Jampafuang et al., 2019). Los
valores de PDI (indice de polidispersidad) de las NPs de CS fueron de 0,4, 0,3y 0,1, en las tres
condiciones evaluadas. En forma general se puede decir que en la sintesis de nanoparticulas
se buscan PDI por debajo de aproximadamente 0,4, debido a que valores de PDI mayores
indican alta polidispersidad, siendo una indicacién de agregacion (Jampafuang et al., 2019).
Los resultados muestran que a medida que se realizaron ajustes en el tiempo de agitaciéon
de las soluciones de partida de CS (condiciéon B) y la concentracién de acido acético
(condicion C), se logré obtener tamafios de particulas mas homogéneos con menores indices
de polidispersidad. La condicion A, corresponde a la condiciéon de partida obtenida de

estudios previos (Zimet et al., 2018).
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Figura 19. Didametros hidrodindmicos promedios de las CSNPs, determinados por DLS.

NH CS-AgNPs

Para el sistema de NHs preparados utilizando PchNPs de partida (Figura 20), sus tamafios de
didmetros se mantuvieron a pesar del incremento en la concentracion de CS (143,6 £ 91 nm,
142,0 + 77 nm y 1159 + 70 nm, correspondiente a NHPchl, NHPch2 y NHPch3,

respectivamente).

En la Figura 21, se muestran los resultados de las mediciones de tamafio para los NHs
sintetizados utilizando PaNPs, los mismos pertenecen a los NHPal (1,2 mg/ml CS), NHPa2
(2,4 mg/ml CS) y NHPa3 (4,8 mg/ml CS). Se observd que los didmetros aumentaron a mayor

concentraciéon de CS: 114,8 + 73 nm, 217,1 £ 105 nm vy 315,9 + 151 nm, respectivamente.

Finalmente, en la Figura 22, se muestran los didmetros hidrodindmicos de los NHs
preparados a partir de ThNPs, donde se puede apreciar que sus tamafios fueron 184,6 + 99
nm, 239,5 + 148 nm, 571,4 + 234 nm, para los NHTh1, NHTh2 y NHTh3, respectivamente. Se
observa, al igual que con los NHPa, que a medida que se incrementa la concentracién de CS

existe un incremento en los didmetros hidrodinamicos.

En la Tabla 3, se resumen los resultados de didmetro promedio y desviacion estandar de
todos los NH y ademas se muestran los indices de polidispersidad obtenidos, donde se refleja
gue los mismos estuvieron entre 0,2 y 0,5, indicando baja polidispersidad entre las particulas

(Sathiyaseelan et al., 2020).
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Tabla 3. Didametros hidrodindmicos e indices de polidispersidad de los NHs.
Diametro Desviacion
Nanohibridos estandar Pdi
(nm)
()
NH Pchl
143,0 91,6 0,4
(1,2 mg/mL)
NH Pch2
142,0 77,6 0,4
(2,4 mg/mL)
NH Pch3
115,9 70,7 0,5
(4,8 mg/mL)
NH Pal 114,8 73,3 0,3
(1,2 mg/mL) ! ! !
NH Pa2
217,1 105,5 0,3
(2,4 mg/mL)
NH Pa3
315,9 151,3 0,3
(4,8 mg/mL)
NH Thl 184,6 99,1 0,2
(1,2 mg/mL) ! ! !
NH Th2
239,5 146,4 0,3
(2,4 mg/mL)
NHTh3
571,4 234,7 0,2
(4,8 mg/mL)
18 18 18
15 15 15
12 =12 =12
= b b
<] NH Pch1 © o NHPch2 o NH Pch3
g D=143,0+91,6 nm E D=142,0 £ 77,6 nm E D=1159+ 70,7 nm
Z ¢ Pdi=04 2 s Pdi=04 2 6 Pd=05
3 3 3
0 0
10 1000 10000 10 100 10000 10 100 1000 10000
D (nm) D (nm) D (nm)

Figura 20. DLS de los nanohibridos a partir de las nanoparticulas PchNPs y a diferentes

concentraciones de CS, 1,2, 2,4y 4,8 mg/mL, respectivamente.

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos.

42



POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

FACULTAD DE

..%,;;:::5. CIENCIAS
SeCCIén I” (l ‘ UDELAR | fcien.edu.uy
8 14 14
16 12 12
14
10 10
—~12 _ —
X 9 1
‘é’w NH Pa1 E 8 NH Pa2 ‘“9’ 8 NH Pa3
“E} 8 D=1148+73,3nm E 6 D=2171+1055 nm g 6 D=3159+151,3 nm
2, Pdi=0,3 2 Pd=03 Z  Pd=03
4 4
4
2 2 2
0 0
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000 10 100 1000 10000

D (nm)

D (nm)

D (nm)

Figura 21. DLS de los nanohibridos a partir de las nanoparticulas PaNPs y a diferentes
concentraciones de CS, 1,2, 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente.
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Figura 22. DLS de los nanohibridos a partir de las nanoparticulas ThNPs y a diferentes
concentraciones de CS, 1,2, 2,4 y 4,8 mg/mL, respectivamente.

> Analisis por Potencial Z.

La evaluacion del potencial Z, es una de las maneras mas empleadas para predecir la

estabilidad de dispersiones, emulsiones y suspensiones, ya que permite evaluar la magnitud

de la repulsién o atraccion electrostatica entre las particulas que los conforman. Existe

consenso en que valores de potenciales Z, en valor absoluto, mayores que 30 indican

sistemas estables (Dalencon et al., 1997; Selvamani, 2019).
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NPs biogénicas

El valor de potencial zeta de las AgNPs fue alrededor de -20 mV, y los resultados para cada

NP se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Potencial Z de las NPs biogénicas sintetizadas.

. Desviacion
AgNPs Potencial Z
L. estandar
Biogénicas (mV)
(mv)
PaNPs -18,8 +6,9
ThNPs -20,1 +51
PchNPs 21,1 +9,1

CSNPs

Los potenciales zeta de las NPs de CS se muestran en la Tabla 5, los cuales fueron de +12,4

mV, +26,7 mVy +28,9 mV, para las sintesis A, By C respectivamente.

Tabla 5. Didametros hidrodindmicos y Potencial Z de las NPs de CS.

TS Diametro Desviacion pdl Potencial Z Desviacion
[nm] estandar (1] (mv] estandar [mV]
CSNPs A 66,9 +37,8 0,4 +124 +2,8
CSNPs B 151,1 t47.2 0.3 +26,7 t53
SHNPs C 56,6 e o1 +28.9 t4.8

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 44

FACULTAD DE
CIENCIAS



%

vp, FACULTAD DE

%%
= ;s CIENCIAS
., 'l““ felen.edu.uy
Seccion Il
POSCRADO EN
BIOTECNOLOGIA
NHs

Los resultados mostrados en las Tablas 6, 7 y 8 confirman la exitosa unién del CS y las NPs
biogénicas, considerando que la carga de la solucidon de CS de partida fue de +53 mV,
mientras que las cargas de las NPs biogénicas son alrededor de -20 mV. De los valores
obtenidos se puede observar que no existen diferencias significativas entre los potenciales Z
obtenidos para las distintas sintesis de un mismo tipo de NPs. Sin embargo, si se pueden
observar diferencias significativas entre los distintos tipos de NHs, siendo que todos ellos
muestran carga superficiales positivas, menores para el caso del NHPch y mayores para el
caso del NHTh, pero indicando en todos los casos suspensiones estables (Mo et al., 2016;

Mondéjar-Lépez et al., 2022; Patil et al., 2018; Samimi et al., 2019).

Tabla 6. Potencial Z de los NHPch

Nanohibridos Potencial Z Desviacion

CS-Ag {(mV) estandar (mV)
NH Pchl +24,4 +5,2
NH Pch2 +29,4 +53
NH Pch3 +25,9 +6,7

Tabla 7. Potencial Z de los NHPa

Nanohibridos Potencial Z Desviacion

CS-Ag (mV) estandar (mV)
NH Pal +40,2 +6,4
NH Pa2 +36,5 16,2
NHPa3 +39,9 75
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Tabla 8. Potencial Z de los NHTh.

Nanohibridos Potencial Z Desviacion

Cs-Ag {mV) estandar (mV)
NH Thl +42,0 +4,1
NH Th2 +41,4 +4,6
NH Th3 +40,8 +5,8

> Resultados de la caracterizacién por XRD.

CSNPs Y CS

Basado en los resultados de caracterizacion de las CSNP previamente descritos, se
seleccionaron para los siguientes estudios las CSNPs obtenidas para la condicion de sintesis

C.

Los patrones de difraccidon de rayos X (XRD) del CSy las NPs de CS se ilustran en la Figura 23.
Por un lado, la Figura 23a muestra la presencia de dos picos caracteristicos a 20 alrededor
de 10°[110] y 20° [020], ademas, para el caso de la CSNPs (Figura 23b), se observan cambios
en las reflexiones en 26=10° y 20°, demostrando la formacién de NPs de CS. El pico cercano
a los 10° desaparecié abruptamente, mientras que otro alrededor de los 20°, se ensanchd y
su intensidad disminuyd. Esto indica una transicién hacia un estado mas amorfo en las
estructuras cristalinas y una disminucién en la presencia de enlaces de hidrégeno
intramoleculares (Muley et al.,, 2018). Se ha documentado que las interacciones de
entrecruzamiento iénico entre los grupos amino del CS y el TPP degradan la estructura
cristalina del CS (Jampafuang et al, 2019). Es probable que las reacciones de
despolimerizacién hayan ocurrido preferentemente en los dominios cristalinos del
biopolimero, lo que se tradujo en una reduccion de la intensidad de los picos caracteristicos

del CS (Jampafuang et al., 2019).
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Figura 23. Patrén de difraccion del CSy las NPs de CS.

Aq/AgCINPs y NHs.

Para conocer la naturaleza cristalina, estructura y fase de los NHs, se realizd un andlisis de
Difraccién de Rayos X (Rafique et al., 2019). En las Figura 24, Figura 25 y Figura 26 se
muestran los patrones de XRD de las NPs biogénicas (PchNPs, PaNPs y ThNPs) y de los NHs
(NHPch, NHPa y NHTh).

En la Figura 24a, correspondiente a CS, se observa dos picos de difraccién amplios en
aproximadamente 26 = 9° y 20°, los cuales son picos tipicos de difraccion del CS de caracter
semicristalino (Arafat et al., 2015; Pawlicka et al., 2008). En el patron de difraccion de PchNPs
(Figura 24b), se muestran reflexiones alrededor de 38,1° y 64,3°, los cuales pueden ser
compatibles con la fase cubica de Ag, que pueden ser indexados como los planos [111] vy
[220] de la estructura cubica centrada en la cara (FCC) (JCPDS card No. 65-2871). Los picos
alrededor de 27,7; 32,1; 46,1; 54,6; 57,3 y 67,2 presentes en el patréon de difraccion

correspondiente a las NPs de PchNPs, podrian ser asignados a las reflexiones [111], [200],

L[/

[\

i
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[220], [311], [222] y [400] de AgCl con una estructura cristalina clbica centrada en la cara

(JCPDS card No. 31-1238).

De la misma manera, puede suponerse la presencia de AgCl en el NH (Figura 24c), debido a

la presencia de las reflexiones antes mencionadas en el NHPch.

o 1 8 £ 5 ¢} NHPch
[ia; — = - o
= =] & :m z
T 10200 b = 3,( -4 = .
= < S = = =
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Figura 24. Patrén de Difraccion de Rayos X del CS, NPs biogénicas (PchNPs) y del NHPch.

En la Figura 25b, se presenta el andlisis de difraccion de rayos X para las PaNPs, con picos a
38,5°%, 44,5° y 64,5°, que puede corresponder a los planos cristalinos [111], [200] y [220] del
Ag (JCPDS 65-2871). Ademas, se identifican picos alrededor de 27,7°, 32,1° y 46,3°, podran
ser asociados a los planos cristalograficos [111], [200] y [220] a la fase AgCl (JCPDS card No.
31-1238). Estas reflexiones se encuentran presentes en el patrén de difraccion del NH (Figura

25c¢), indicando la presencia en el sistema de NHs de Ag°/AgCly CS.
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Figura 25. Patron de XRD del CS, NPs biogénicas (PaNPs) y del NHPa.

Los patrones XRD de las ThNPs (Figura 26b) confirmaron la existencia de NPs de plata
cristalina. Los picos a 38,5°, 44,5° y 64,5° que pueden ser asociados a los planos
cristalograficos [111], [200] y [220] de la Ag® (JCPDS 65-2871). El patrén XRD del NHTh (Figura
26c¢) presenta los picos caracteristicos de la Ag y picos adicionales a 27,7°, 32,1° y 46,3°,
atribuibles a los planos cristalograficos [111], [200] y [220] del AgCl (JCPDS card No. 31-1238),
demostrando la presencia de Ag/AgCINPs en el NH. Los resultados de XRD proporcionan
evidencia de la coexistencia de ThNPs y CS, debido a que el patron XRD del NH Th presenta
picos de Ag®, AgCly CS. Los picos adicionales no identificados, que se observan en los estudios
de XRD de los NHs (Figura 24c, 25c y Figura 26c), pueden deberse a los constituyentes del
agente estabilizante (proveniente del filtrado fungico) que rodea a las NPs biogénicas, como

se ha mostrado en otros trabajos de sintesis bioldgica (Palithya et al., 2021).
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Figura 26. Patrén de XRD del CS, NPs biogénicas (ThNPs) y del NHTh.

> Andlisis de FTIR.

CSNPs y CS

El espectro de FTIR del CS y de las NPs de CS liofilizadas, se muestran en la Figura 27. De
acuerdo a lo observado y basado en bibliografia (Rodriguez Hamamura et al., 2010; Sullivan
et al., 2018), el espectro del CS muestra picos principales en: 1025 cm™ indicando un
estiramiento simétrico C-O-C (de la unidad de glucosamina del CS), 1572 cm™ que sugiere
una deformacion del enlaces N-H (amina), 1648 cm™ indicando estiramiento de la amida |
(C=0), 2866 cm™ sugiere una banda de estiramiento vibracional C-H y el pico amplio de 3200
a 3500 cm™ que puede ser asignado a una combinacion de estiramientos simétricos vy
asimétricos de NH vy vibracionales de OH. El espectro de las NPs de CS, difiere con el del CS
en varios picos como: C-O-C en anillo glucosidico cambid de 1025 cm™ a 1032 cm™, el N-H
amina que cambié de 1572 cm™ a 1555 cm™ y la amina primaria en 13312 cm™ cambié a

1350 cm™ mientras que el pico solapado de N-H y O-H en 3200-3400 cm™ ha disminuido la
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intensidad y se ha ensanchado, sugiriendo que ocurrié una gelificacion idnica del polimero
entre la amina protonada y el contra-ion presente en TPP. Sin embargo, el pico C=0 a 1648
cm™? y el pico C-H a 2865 cm™ permanecieron sin cambios y estos resultados estan en
acuerdo con los resultados reportados por Antoniou et al. (2015) y de Sullivan et al. (2018).
Ademas, Las bandas a 517,09; 943,68; 1070,08; 1248,19; 1299,89; 1462,2; 1735,11 vy
2918,66 cm™ no estan presentes en el CS puro, lo que sugiere la formacion de nuevas

estructuras durante la formaciéon de las NPs.
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Figura 27. Espectro de FTIR del CS y de las NPs de CS.

Ag/AgCINPs y NHs

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier es una técnica poderosa para

identificar grupos funcionales de los NMs. En las Figuras 28, 29 y 30, se muestran los
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resultados obtenidos para los sistemas ssintetizados a partir de Phanerochaete

chrysosporium, Punctularia atropurpurascens y Trichoderma harzianum, respectivamente.

En el caso de las NPs biogénicas sintetizadas a partir del hongo Phanerochaete
chrysosporium (Figura 28), el analisis FTIR revela caracteristicas vibracionales significativas
gue nos permiten entender mejor la composicion quimica y la estructura de estas particulas.
El espectro FTIR muestra multiples picos que corresponden a diferentes grupos funcionales
presentes en las NPs biogénicas. El pico a 465,38 cm™, estd asociado al estiramiento del
enlace Ag-0, lo que sugiere la formacién de un enlace entre la plata y el oxigeno (Alamri et
al., 2018; Guilger-Casagrande et al., 2021), contribuyendo a la estabilizacion de las NPs. La
presencia de proteinas se sugiere mediante los picos a 564,48 cm™ (asignado a la
deformacién de la amida Il) y 1539,76 cm™ (correspondiente al estiramiento de la amida I)
(Ballottin et al., 2016; Parmar et al., 2019). Estos picos son indicativos de la presencia de
enlaces C-N-H y C=0 en proteinas. Mientras que los picos observados a 623,37 cm™ y
1317,13 cm™ se atribuyen a la deformacién y estiramiento asimétrico de grupos amina
primaria presentes en proteinas (Guilger-Casagrande et al., 2021; Jyoti et al., 2016; Parmar
et al., 2019). También, se evidencia la presencia de polisacaridos a través del pico a 1026,99
cm™, correspondiente al estiramiento simétrico del enlace glucosidico C-O-C en el anillo
pirandsico (Ahluwalia et al., 2014; Guilger-Casagrande et al., 2021; Parmar et al., 2019; Priya
et al., 2020). Ademds, se observan picos relacionados con grupos alifaticos (CHz) y grupos
metilo (CHs) a 2878,44 cm™, 2915,79 cm™y 1376,02 cm™ (Guilger-Casagrande et al., 2021;
Jyoti et al., 2016; X. Li et al., 2018; Priya et al., 2020; Sanghi & Verma, 2009). Finalmente, la
presencia de grupos funcionales como N-H (3294,98 cm™) y O-H (3410,65 cm™) sugiere la
presencia de grupos amida e hidoxilo (Ahluwalia et al., 2014; Alamri et al., 2018; Ballottin et
al., 2016; Guilger-Casagrande et al., 2021; Jyoti et al., 2016; X. Li et al., 2018; Parmar et al.,
2019; Priya et al., 2020; Sanghi & Verma, 2009).

El analisis FTIR del NH de CS y NPs biogénicas obtenidas a partir del hongo Phanerochaete
chrysosporium revela una combinacion distintiva de caracteristicas estructurales (Figura 28).
La presencia de vibraciones especificas en las regiones de los ndmeros de onda

caracteristicos confirma la existencia de ambos componentes en la muestra, la formacion
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exitosa del NH y la interaccion entre el CSy las PchNPs. Las bandas caracteristicas de Ag-O a
511,34 cmty 639,17 cm™ confirmaron la presencia de NPs biogénicas en el NH. La estructura
del CS se conserva en NHPch, como lo indica la presencia de bandas C-O-C (enlace
glucosidico) a 1018,37 cm™, 1025,55 cm™ y 1026,99 cm™?, y la banda C-H (aromatico) a
801,48 cm cm, sin cambios significativos. Se observaron interacciones entre el CS y las
PchNPs a través de diferentes grupos funcionales. La banda C-O-C (enlace aromatico) de las
PchNPs se desplazd de 1406,18 cm™® a 1411,93 cm™ en el espectro del NHPch. Las bandas N-
H del CS (1544,07 cm™) y las PchNPs (1572,8 cm™) se desplazaron a 1539,76 cm cm™ en el
espectro del NHPch. La banda C=0 (amida) del CS (1637,44 cm™) se desplazd a 1634,56 cm’
len el espectro del NHPch, mientras que la banda de las PchNPs (1648,93 cm™) también se
vio afectada. Finalmente, las bandas O-H del CS (3168,58 cm™y 3280,62 cm™) y las PchNPs
(3287,8 cm™) se desplazaron a 3294,98 cm™y 3410,65 cm™en el espectro del NHPch. En
general, el analisis FTIR proporciona evidencia de la formacién exitosa del NHPch y sugiere
unainteraccién entre el CSy las PchNPs a través de diversos mecanismos, incluyendo enlaces

Ag-O, N-H, grupos amida y O-H.
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Figura 28. Espectro de FTIR del CS, NPs biogénicas (PchNPs) y del NHPch.
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El analisis por espectroscopia FTIR para PaNPs se presenta en la Figura 29, donde se revelé
la presencia de diversas bandas caracteristicas en las NPs biogénicas obtenidas a partir del
hongo Punctularia atropurpurascens. Entre estas, se destacan picos significativos como el
estiramiento del enlace Ag-O a 461,07 cm?, indicativo de la estabilizacion de las NPs (Alamri
et al., 2018; Guilger-Casagrande et al., 2021). Ademas, se observaron vibraciones a 597,52
cm, correspondientes a la deformacién C-C-C. Los picos caracteristicos como C-N a 1332,96
cm™, Amida | a 1630,25 cm™y Amida Il a 1535,46 cm™, pueden ser atribuidos a proteinas,
mientras que la vibraciéon de estiramiento del enlace O-H a 3388,4 cm™ sugiere la posible
presencia de grupos hidroxilo (Ahluwalia et al., 2014; Alamri et al., 2018; Ballottin et al., 2016;
Guilger-Casagrande et al., 2021; Jyoti et al., 2016; X. Li et al., 2018; Parmar et al., 2019; Priya
et al., 2020; Sanghi & Verma, 2009).

Los resultados del andlisis FTIR de los NHs de CS y NPs biogénicas (PaNPs) revelaron varias
caracteristicas significativas (Figura 29). En la regién de huellas dactilares (400-1800 cm™), se
observaron desplazamientos en las bandas de vibracién que sugieren posibles interacciones
entre los componentes. Por ejemplo, las bandas a 511,34 cm™y 639,17 cm™ en los NHPa (no
presentes en el CS ni en las PaNPs), podrian atribuirse a corrimientos en el nimero de onda
de vibraciones de enlace Ag-O en las PaNPs (Alamri et al., 2018; Guilger-Casagrande et al.,
2021). Ademas, la banda a 801,48 cm™, asociada a la vibracidn de flexidn fuera del plano de
C-H en anillos aromaticos, exhibié un ligero desplazamiento hacia valores mas bajos en el
NH, lo que sugiere una posible interaccion entre el CS y las PaNPs. En la misma linea, otras
bandas, como la de 1018,37 cm™ asignada al estiramiento simétrico del anillo pirandsico C-
O-C (Ahluwalia et al., 2014; Guilger-Casagrande et al., 2021; Parmar et al., 2019; Priya et al.,
2020), muestra un ligero desplazamiento hacia valores mas bajo en el NH, lo que también
podria indicar una interaccién entre los componentes (1025,55 cm™ y 1032,73 cm’?,
correspondiente a CS y PaNPs, respectivamente). Ademas, se observaron desplazamientos
similares en bandas como la de 1407,62 cm™(1374,58 cm™y 1377,46 cm™, correspondiente
a CSy PaNPs), asignada a la deformacion simétrica de los grupos metilo, y la de 1546,96 cm”

1 asociada a la vibracién de los enlaces N-H (1572,8 cm™y 1535,46 cm™ para CS y PaNPs).

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 54



POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

"%
i

g‘ !"

D

R\

Seccion lll

Por otro lado, en la regidon de grupos funcionales (1800-3500 cm™), se destaco la
conservacion de ciertos grupos funcionales del CS y de las PaNPs en el NH. Por ejemplo, la
banda a 3290,63 cm!, asignada al estiramiento del enlace N-H en amida, se observo en las
PaNPs y en el CS, conservando este grupo funcional en el NH. Asimismo, |la banda a 3415,63

cm, asociada al estiramiento del enlace O-H, también mostro un ligero desplazamiento en

el NH.
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Figura 29. Espectro de FTIR del CS, NPs biogénicas (PaNPs) y del NHPa.

Los resultados del analisis FTIR de las NPs biogénicas sintetizadas a partir del hongo
Trichoderma harzianum proporcionan una visién detallada de los grupos funcionales
presentes en estas nanoestructuras (Figura 30). La presencia de un pico en 518,82 cm
corresponde al enlace Ag-0O, indicando la estabilizacién de las NPs mediante el enlace entre
la plata y el oxigeno (Alamri et al., 2018; Guilger-Casagrande et al., 2021). Similar a lo
obtenido para PaNPs, se observaron vibraciones a 595,56 cm™, correspondientes a la
deformacién C-C-C. y en 1308,1 cm™ relacionadas con grupos amina primaria (Ahluwalia et

al., 2014; Guilger-Casagrande et al., 2021; Parmar et al., 2019; Priya et al., 2020). La presencia

[\
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de picos correspondientes a la amida | y amida I, indicativos de enlaces C=0 y N-H en
proteinas, respectivamente, detectados a 1659,72 cm™* y 1516,9 cm™ fueron previamente
reportados (Ballottin et al., 2016; Parmar et al., 2019). Ademas, la presencia de picos en
804,46 cm™ y 1387,51 cm™ correspondientes a vibraciones de flexion fuera del plano de C-
H en anillos aromaticos y a la deformacion simétrica de grupos metilo (Guilger-Casagrande
et al., 2021; Jyoti et al,, 2016; X. Li et al., 2018; Priya et al., 2020; Sanghi & Verma, 2009),
sugiere la presencia de compuestos aromaticos y proteicos. Los picos en 2866,61 cm™ y
2924,24 cm™ pueden serasociados con vibraciones de estiramiento asimétrico y simétrico
de grupos metileno (Guilger-Casagrande et al., 2021; Jyoti et al., 2016; X. Li et al., 2018; Priya
et al., 2020; Sanghi & Verma, 2009). Finalmente, similar a lo observado con as PaNPs, se
detectaron vibraciones caracteristicas de enlaces N-H en amidas a 3246,63 cm™ y de
estiramiento del enlace O-H a 3351,87 cm™ (Ahluwalia et al., 2014; Alamri et al., 2018;
Ballottin et al., 2016; Guilger-Casagrande et al., 2021; Jyoti et al., 2016; X. Li et al., 2018;
Parmar et al., 2019; Priya et al., 2020; Sanghi & Verma, 2009). Estos resultados indican que
las ThNPs estan estabilizadas por una matriz compleja de proteinas y otros compuestos
organicos, lo que contribuye a su formacion y estabilidad (Ahluwalia et al., 2014; Alamri et
al., 2018; Ballottin et al., 2016; Guilger-Casagrande et al., 2021; Jyoti et al., 2016; X. Li et al,,
2018; Parmar et al., 2019; Priya et al., 2020; Sanghi & Verma, 2009).

Con respecto, al analisis del espectro FTIR del NHTh (Figura30), revela una serie de bandas
caracteristicas que ofrecen informacion valiosa sobre su estructura y composicién. Se
detectaron bandas correspondientes al enlace Ag-O en las ThNPs en 514,21 cm™ y 640,41
cm, confirmando la presencia de las NPs de plata en el NH. Estas bandas presentaron
desplazamientos en comparacién a las ThNPs, lo que sugiere interacciones entre el CSvy las
NPs biogénicas en el NH. Ademds, se observaron vibraciones asociadas con los enlaces
glucosidicos del CS en 801,48 cm™, lo que indica la contribucion del CS a la estructura del NH.
Estas bandas también mostraron cambios en su posicion, lo que sugiere posibles
interacciones entre el CSy las ThNPs. Se detectaron vibraciones de C-H aromatico en 1018,37
cm™, indicando la presencia de compuestos aromaticos, posiblemente derivados de las NPs

biogénicas o de otros componentes orgdnicos, y también presentaron desplazamientos,
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sugiriendo interacciones en esta regién. La banda de CHs (deformacién) en 1409,06 cm™ vy la
vibracion de N-H (amina) en 1549,82 cm™ sugieren la presencia de grupos metilo y aminas,
posiblemente provenientes tanto del CS como de las proteinas presentes en las ThNPs. Estas
bandas también muestran desplazamientos, lo que indica interacciones de estos grupos. La
banda de estiramiento de la amida | (C=0) en 1637,44 cm™ confirma la presencia de
estructuras de amida, probablemente derivadas del CS o de las ThNPs en el NH. Las
vibraciones de estiramiento del enlace O-H en 3168,58 cm™ y 3418,51 cm™ sugieren la
presencia de grupos hidroxilos en el nanohibrido, posiblemente derivados del CS u otros
componentes orgdnicos, y también presentan desplazamientos, indicando interacciones en
estas regiones. En conjunto, estos resultados apuntan a interacciones significativas entre el

CSy las ThNPs, ademads que proporciona evidencia de la formacion exitosa del NH.
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Figura 30. Espectro de FTIR del CS, NPs biogénicas (ThNPs) y del NHTh.
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> Microscopia electrénica de transmision (TEM) y espectroscopia de dispersion de

energia (EDS).

Las técnicas de microscopia electronica son ampliamente utilizadas para examinar la
morfologia, dimensiones, propiedades superficiales y estructura de los NMs. En este estudio,
se empled TEM para investigar el tamafio, distribucion, forma y fases cristalinas presentes
en el nanohibrido NHPch1. Las imagenes de TEM (Figura 31a, b y c) revelan la presencia de
NPs esféricas, con una distribucién de tamafio que oscila entre 23 y 100 nm como se muestra
en el histograma de la Figura 31d y un tamafio promedio de 65 +35 nm (mas pequefias que

las reportadas por DLS que mide el radio hidrodindmico).

HISTOGRAMA

2332 33.42 43.52 5362 6372 7382 8392 931M
Tamahos (nm)

Figura 31. Micrografias de los NHPch1 a diferentes escalas: a) 200 nm, b) 100 nm vy c) 50 nm; d)
histograma de las mediciones de tamafios de particulas.

Los resultados obtenidos al medir las distancias interplanares y aplicar la transformada de

Fourier a las imagenes adquiridas por TEM (Figura 32a, b y c) proporcionan informacion

]
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valiosa sobre la estructura cristalina de los materiales investigados (Figura 32d). Por ejemplo,
se observo presencia del compuesto de plata (Ag®), debido a que se determinaron distancia
interplanares de 2,0 A correspondiente al plano cristalino [200], y otra de 2,4 A asociada al
plano [111], lo que coincide con los valores de referencia del cddigo 004-0783. Se registraron
distancias interplanares de 2,6 Ay de 4,6 A lo que podria llegar a ser asignado a alguna fase
cristalina de Ag asociada con algun grupo orgdanico, como por el ejemplo el oxalato de plata.
Y, por ultimo, se indica la presencia del compuesto AgCl, ya que se identificaron distancias
interplanares de 3,2 A, plano [111] v 2,7 A (plano [200]), lo cual concuerda con las
caracteristicas estructurales reportadas bajo el cédigo 006-0480. Estos resultados revelan la
cristalinidad de los compuestos estudiados y confirman la viabilidad de la metodologia
empleada para analizar la estructura cristalina de los materiales mediante la transformada
de Fourier de las imagenes obtenidas por TEM. La concordancia entre las distancias
interplanares medidas y los valores de referencia proporciona una sélida validacion de los

hallazgos experimentales.

A la muestra también se le realizé el analisis mediante Espectroscopia de Energia Dispersiva
para identificar la composicion elemental en el NH. La presencia de diferentes elementos en
los NHPch se determind a través de este analisis, lo que proporciona informaciéon crucial
sobre la estructura y composicion de los materiales sintetizados. El espectro (Figura 33)
exhibid un pico de plata alrededor de 3 KeV, indicando la presencia de AgNPs (Vijayabharathi
et al.,, 2018). Investigaciones previas respaldan estos hallazgos, como los reportes de
Pandiarajan et al. (2018) y Tharani et al. (2020). Se sugirié que la deteccion de nitrogeno (N)
en el espectro EDS se debia a los grupos amino (-NH) del CS, lo que respalda la presencia de
CS enlos NHs (Dananjaya et al., 2017). Este fendmeno se ha observado anteriormente, como
lo documentaron Senthilkumar et al. (2019) en NPs hibridas CS-Ag de sintesis bioldgica.
También se detecté un pico alrededor de 2,6 KeV correspondiente al cloro, esto es indicativo
de presencia de AgCl en el NH (Tharani et al., 2020). La deteccion de otros picos podria
atribuirse a la excitacién de rayos X de la fase orgdnica del CS, de las NPs biogénicas y de la

rejilla utilizada (Bharathi et al., 2018). Los porcentajes de elementos presentes en los NHPch
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se detallan en la Tabla 9. Por ultimo, la presencia del cobre en los resultados, es debido a la

rejilla que se emplea para realizar el andlisis.

hkl d2 (A)

2,0 200 2,4
2,6 - 46
3,2 111 27

hki2

111

200

Compuesto

%o

Ag asociada

cCOh un grupo
organico

AgCl

Codigo de
Referencia

004-0783
004-0660

006-0480

Figura 32. Mediciones de distancias interplanares y determinacién de fases cristalinas presentes en

los NHPch.

Tabla 9. Porcentajes de elementos presentes en la sintesis de los NHPch.

Element

C

N

0

Na
Si

S

Cl

Cr
Cu
Ag
Au

Total:

Wt%
37.99
1.66
71.55
8.22
0.22
0.36
2.09
0.10
24.48
16.69
0.64
100.00

Wit% Sigma

0.27
0.21
0.14
0.11
0.03
0.03
0.06
0.02
0.18
0.22
0.08
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Figura 33. Analisis espectral EDS de los NHPch.

5.1.2 Discusion

Como se menciond en la Introducciéon la combinacion de AgNPs biogénicas con CS parece
prometedora para desarrollar nuevos materiales hibridos con diversas aplicaciones
biotecnoldgicas, por ejemplo, para el control de fitopatdgenos. En este estudio, se llevd a
cabo la sintesis y caracterizacion de NPs biogénicas obtenidas a partir del micelio de los
hongos Phanerochaete chrysosporium, Punctularia atropurpurascens vy Trichoderma

harzianum, asi como de NPs de CS y NHs de CS-NPs biogénicas.

En primer lugar, la sintesis de las NPs biogénicas se llevd a cabo de acuerdo a estudios previos
del grupo de investigacion, obteniéndose resultados reproducibles. La coloracién marrén-
amarillenta de los productos obtenidos indica la formacion de Ag/AgCINPs, corroborada por
los espectros de absorcion UV-Vis, donde se observa una banda de RPS de las AgNPs a 400-
450 nm (Sanguifiedo et al., 2018, 2019, 2023). Ademas, se observd la presencia de una banda
de absorcion a 260 nm atribuible a excitaciones electrénicas en residuos de triptéfano y

tirosina de las proteinas posiblemente presentes en las NPs biogénicas. Esta observacion
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indicaria la liberacion de proteinas en el filtrado fungico y sugiere un posible mecanismo para
la reduccion de los iones metalicos presentes en la solucién coloidal. Uno de los primeros
posibles mecanismos reportados en la sintesis de NPs de plata por hongos sugiere que la
reduccion de Ag* a Ag® se debe principalmente a una conjugacién entre antraquinona vy el
transportador de electrones con la participacién de la reductasa dependiente de NADH
(Duran et al., 2005). Por otro lado, Hietzschold et al. (2019) demostraron que la sintesis de
NPs ocurre por la acciéon de NADPH, sin necesidad de la enzima reductora de nitrato. Esto es
particularmente interesante, ya que abre la posibilidad de utilizar diferentes organismos para
la sintesis de NPs, sin la condicion necesaria de produccion de la enzima reductasa. Otro
estudio (Cisternas et al., 2021), propusieron que compuestos de bajo peso molecular como
la hidroquinona podrian servir como agente reductor en la sintesis de NPs, mientras que las
proteinas que contienen residuos de L-cisteina pueden tener roles duales tanto como
agentes reductores como estabilizadores. En lineas generales, la sintesis biogénica de AgNPs
por hongos consta de dos pasos: la reduccién de los iones de plata en el ntcleo de las NPs 'y

el recubrimiento de las NPs con el agente estabilizante (Rai et al., 2021).

Por otro lado, los analisis de XRD confirmaron el caracter cristalino de las Ag/AgCl NPs en las
diferentes sintesis de NPs biogénicas. Se identificaron las fases cristalinas de Ag y AgCl, ambas
son cubicas con una red fcc y un agrupamiento espacial Fm3m. La reduccién bioldgica
semicontrolada en solucion acuosa de iones metalicos como la plata (Ag*) produce Ag®, pero
también NPs de AgCl, que son los compuestos mas comunes encontrados en el producto
final de NPs basadas en Ag biosintetizadas a partir de hongos (Durdn et al., 2014; Spagnoletti
et al., 2019; U Picoli et al., 2016; Vilamova et al., 2019).

El andlisis por Dispersion de Luz Dindamica revela que las AgNPs tienen un didmetro
hidrodindamico promedio entre 20 y 25 nm, con un indice de polidispersidad alrededor de
0.3, lo que indica una distribucién relativamente homogénea de tamafio y una agregacién
significativamente baja. Este resultado es crucial, ya que las propiedades bioldgicas vy fisicas
de las NPs estan fuertemente influenciadas por su tamafio y dispersion. El potencial Zeta de
alrededor de -20 mV de las Ag/AgCINPs confirma su excelente estabilidad en suspension,

atribuible a la repulsién electrostatica entre las particulas. Este valor negativo se puede
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deber a los grupos carboxilos y/o hidroxilos que son una fuente plausible del potencial zeta
negativo y que estan presentes en las proteinas producidas por los hongos. Estos resultados
van acordes a lo obtenido mediante el andlisis de FTIR de las Ag/AgCINPs biogénicas, debido
que el andlisis FTIR sugiere una interaccion entre la plata y las proteinas presentes en el
hongo. Se identificaron bandas caracteristicas que sugieren la presencia de proteinas como:
Glicina (alrededor de 564 cm™, 623 cm?, 1317 cm™, 1634 cm™), t-valina (465 cm™, 1317 cm’
1y 1634 cm™), -Proline (1026 cm™®, 1412 cm™?) -serina (1317 cmty 1634 cm™), 1-glutamato
(465 cm™, 1317 cm™ y 1539 cm™), las cuales tienen grupos funcionales amida Il, amina, C-O-
C, C=0, OH, que contribuyen a la estructura y estabilidad de las NPs (De Gelder et al., 2007;
Guilger-Casagrande et al., 2021; Tasic et al., 2023).

Al comparar los resultados de la sintesis biogénica de NPs a partir de los tres hongos (P.
chrysosporium, P. atropurpurascens y T. harzianum), obtenidos en esta tesis, con los
reportados en investigaciones anteriores por nuestro grupo de investigacion, los resultados
fueron, en términos generales, coincidentes, demostrando la reproducibilidad de la sintesis

bioldgica (Sanguifiedo et al., 2018, 2019, 2023).

Otro de los sistemas preparados y caracterizados fueron las NPs de CS, donde la
caracterizacién proporciond una visiéon detallada de los procesos involucrados y las
propiedades resultantes de estas nanoestructuras. En primer lugar, la sintesis de las NPs se
realizd mediante la técnica de gelacion idnica utilizando tripolifosfato como agente
entrecruzante. Se exploraron tres condiciones de preparacion, variando el tiempo de
homogenizacion y la concentracién de la solucion de acido acético, lo que permitié obtener
diferentes tamafios y distribuciones de las particulas. Los resultados de la caracterizacion de
las NPs muestran que presentan tamafios promedio de 69,9 nm, 151,1 nm vy 96,6 nm,
distribuciones de tamafios estrechos. Ademas, se observé que los ajustes en las condiciones
de sintesis condujeron a una reduccion en la polidispersidad de las particulas, lo que sugiere
una mayor homogeneidad en la muestra final. Estos resultados van en linea con los
reportados por Winayu et al. (2019), donde reportan que la reduccién de la concentracién
de acido acético afecta el tamafio de las NPs de CS. El 4cido acético se utiliza para protonar

los grupos amino del CS. La cantidad suficiente de acido acético provoca que ocurra la
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protonacién, de modo que haya muchas cargas positivas disponibles para entrecruzarse con
la carga negativa del TPP y formar un tamafio de particula mas pequefio. Por lo que es
importante evaluar la mejor concentracién de acido acético para la sintesis de CSNPs, debido

a que altos valores de concentracién provoca la aglomeracién (Winayu et al., 2019).

El analisis del potencial zeta reveld valores positivos para todas las muestras, indicando una
carga superficial positiva en las NPs. Esta carga positiva es crucial para la estabilidad de las
nanoformulaciones, ya que facilita las interacciones electrostaticas con el agente
entrecruzante (Antoniou et al., 2015; Sullivan et al., 2018). Los patrones de difraccién de
rayos X, mostraron cambios en la estructura cristalina del CS después de la formacion de las
NPs. Se observd una transicion hacia un estado mas amorfo, lo que sugiere la degradacion
de los enlaces de hidrégeno intramoleculares debido a las interacciones de
entrecruzamiento idnico con el TPP (Jampafuang et al., 2019). Por ultimo, el andlisis de
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) revelé cambios en los picos
caracteristicos del CS después de la formacion de las NPs, indicando la formacion de nuevos
enlaces. Esto sugiere que se dio el entrecruzamiento entre los grupos amino protonados del
quitosanoy los contraiones del TPP, lo que contribuye a la estabilizacién de las NPs (Antoniou

et al., 2015; Sullivan et al., 2018).

En un esfuerzo por combinar las ventajas de ambos materiales, se han explorado los NHs.
Estos NMs pueden combinar las propiedades beneficiosas del CS y la actividad
antimicrobiana de las AgNPs, creando asi sistemas con potencial para aplicaciones agricolas
diversas y sostenibles (P. Chen et al.,, 2007; Sanpui et al., 2008). El proceso de sintesis y
caracterizacién de estos NHs implica una comprension de las interacciones entre los
componentes individuales. Desde la sintesis de Ag/AgCINPs biogénicas utilizando filtrados de
hongos hasta la formacién y caracterizacion de NHs con CS, cada paso del proceso juega un
papel crucial en la determinacién de las propiedades finales de los NMs resultantes. En este
sentido, se sintetizaron NHs y se caracterizaron por técnicas complementarias. Los espectros
UV-Vis de los NHs, muestran un pico de longitud de onda maximo a 420 nm, indicativo de la
presencia de AgNPs. Este fendmeno es consistente con la literatura previa (P. Chen et al.,

2007; Sanpui et al., 2008). Ademas, los picos de absorcién en el rango de 410 a 420 nm son

\L//
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tipicos de NHs de CS-Ag, lo que da indicios de la formacion exitosa de los NHs (Senthilkumar

et al., 2019; Shahid-ul-Islam et al., 2019).

Los resultados de DLS muestran un aumento en los diametros hidrodinamicos de los NHs a
medida que se incrementa la concentracion de CS, desde 100 a 300 nm. Estos resultados son
coherentes con los hallazgos previos (Shinde et al.,, 2021). Ademas, los valores de
polidispersidad estan entre 0,2 y 0,4, lo que indica baja agregacion y aglomeracién de
particulas, confirmando la estabilidad coloidal de los NHs (Sathiyaseelan et al., 2020). Estos
resultados son consistentes con los obtenidos por TEM, que revelan la presencia de NPs

esféricas con un tamafio promedio de 65 nm.

Los resultados del potencial Zeta, muestran un aumento en la carga superficial positiva con
el aumento de la concentracién de CS. Esto indica suspensiones estables y monodispersas,
lo que coincide con estudios anteriores (Patil et al., 2018; Samimi et al., 2019). La presencia

de una carga positiva atribuida al CS confirma la estabilizacion de las NPs.

Los estudios por difraccion de rayos X de todos los NHs, indican la presencia de las fases
cristalinas de AgCl en coexistencia con la Ag® y el CS. La introduccién de NPs biogénicas
cargadas negativamente induce un mayor grado de desorden en la estructura del CS, como
lo indican los aumentos del fondo amorfo y la disminucion en la cristalinidad. Estos
resultados estan en linea con investigaciones previas que sugieren interacciones de
entrecruzamiento iénico entre el CS y las AgNPs (Alharthi et al., 2022; Jampafuang et al.,,
2019; Parmar et al., 2019). Ademds, los resultados obtenidos a través de EDS muestran la
presencia de los principales componentes (C, Ag, Na, O, Cl) hallados también en las AgNPs

biogénicas en estudios previos realizados por el grupo (Sanguifiedo et al., 2023).

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier proporciona una visiéon
detallada de los grupos funcionales presentes en los NMs derivados de hongos como
Phanerochaete chrysosporium, Punctularia atropurpurascensy Trichoderma harzianum. Para
todas las NPs se observaron una diversidad de picos que corresponden a diferentes grupos
funcionales presentes en estas nanoestructuras. Los picos observados sugieren la presencia

de enlaces Ag-O o Ag-N, que podrian indicar la unién del core de la nanoparticula al capping
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de naturaleza bioldgica, asi como la presencia de bandas asignables a amino acidos presentes
en las proteinas del capping, como previamente descrito para NPs biogénicas (Estevez et al.,

2020; Guilger-Casagrande et al., 2021; Sanguifiedo et al., 2023).

El analisis de los NHs de CS y NPs biogénicas muestra desplazamientos en los picos
caracteristicos, lo que sugiere interacciones entre el CS y las NPs. Estas interacciones se
evidencian a través de cambios en las vibraciones asociadas con los grupos funcionales de
ambos componentes, como los enlaces Ag-O, N-H, y O-H, lo que confirma la formacion
exitosa de los NHs y la interaccion entre el CS y las NPs biogénicas (Mondéjar-Lépez et al.,

2023; Priya et al., 2020; Senthilkumar et al., 2019; Tharani et al., 2020).

Trabajos previos (Hermosilla et al., 2023) han reportado la sintesis biolégica de NMs a base
de CS y plata a partir del micelio del hongo de podredumbre blanca Stereum hirsutum,
formando perlas fungicas de CS para luego sintetizar las CS-AgNPs. Las NPs resultantes se
caracterizaron utilizando diversas técnicas, incluida espectrofotometria UV-visible,
microscopia electrdnica de transmision, dispersion dindmica de la luz y analisis de difraccion
de rayos X. El andlisis reveld que las NPs sintetizadas estaban compuestas por NPs de CS-
plata (CS-AgNPs), con absorbancia a 420 nmy potencial zeta de -27 a-20 mV, con un tamafio
de 25 nm. En otro estudio (Raza et al., 2021), sintetizaron AgNPs utilizando biomasa fungica
(Aspergillus fumigatus KIBGE-IB33). Las NPs sintetizadas biolégicamente fueron recubiertas
con CS para mejorar y aumentar las propiedades del sistema nanocompuesto desarrollado.
Observaron la formacion de AgNPs con su maxima absorbancia a 420 nm, un tamafio
promedio y un valor de potencial zeta de 5 nm (77,0%) y -22,1 mV, respectivamente, con un
indice de polidispersion de 0,4. Del mismo modo, los nanocompuestos de plata-CS fabricados
revelaron un tamafio de 941 nm con un potencial zeta e indice de polidispersién de +63,2
mV y 0,57, respectivamente. El exitoso recubrimiento de CS en las AgNPs evitd la

aglomeracién del nanomaterial y también facilitd la estabilizacion del nanosistema.

Los estudios previos han demostrado la efectividad de estos NHs en aplicaciones
antimicrobianas tanto en contextos agricolas como médicos (Hermosilla et al., 2023; Raza et

al., 2021; Sanghi & Verma, 2009). Ademas, la investigacion continta explorando nuevas
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formas de mejorar la sintesis y caracterizacion de estos NHs, asi como sus aplicaciones

potenciales en diversos campos.

En resumen, la sintesis y caracterizacién de NHs en esta tesis representan un area de
investigacién emocionante y prometedora en el campo de la nanotecnologia. En particular,
estos NMs tienen el potencial de abordar algunos de los desafios mas urgentes en la
agricultura moderna, ofreciendo soluciones sostenibles y eficaces para el control de

enfermedades de las plantas y la mejora de la produccién agricola.

5.2 Actividad antifungica in vitro de los NMs frente a patégenos de relevancia

agricola.

5.2.1 Resultados

Como se menciond en Introduccién, la busqueda de nuevos métodos de quimica verde y
alternativas para controlar patdgenos fungicos en enfermedades de cultivos, asi como en la
postcosecha y almacenamiento, ha llevado a evaluar diversos NMs que incluyen AgNPs y CS
frente a una variedad de hongos fitopatdgenos (Mondéjar-Lopez et al., 2023). En esta tesis
se examino la actividad antifungica de las NPs de CS, las NPs biogénicas, la solucién de CSy

los NHs, frente a hongos de relevancia agricola.

Determinacién de CIM de AgNP biogénicas

Se determind la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM), la concentracién minima de NPs o
NHs que no produce un crecimiento visible del hongo, frente a F. graminearum, A. niger, P.
expansum y P. oryzae. En concentraciones inferiores a la CIM, al igual que en los controles

de crecimiento, se observé la germinacién de esporas y el desarrollo del micelio.

En la Tabla 10, se muestra la CIM de las NPs biogénicas (PchNPs, PaNPs y ThNPs) frente a F.
graminearum, A. niger, P. oryzae y P. expansum. Las PchNPs mostraron valores de CIM entre
0,007 y 0,026 pg/mL, con una maxima actividad frente a P. oryzae y una minima actividad
ante F. graminearum. En el caso de las PaNPs indicaron valores entre 0,046 y 0,180 pg/mL;

mientras que las ThNPs exhibieron cifras entre 0,022 y 0,044 ug/mL. Las PchNPs mostraron
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en general resultados de CIM mas bajos, en comparacién con las otras dos NPs biogénicas

(PaNPs y ThNPs), mostrando mas efectividad contra los patégenos evaluados.

Tabla 10. CIM de las NPs biogénicas de plata (PchNPs, PaNPs y ThNPs).

CIMPchNPs  CIMPaNPs  CIM ThNPs
(pg/ml) (pa/mL) (pg/ml)

Microorganismos

Aspergifius niger 0,010 0,180 0,044
Fusarium graminearum 0,026 0,046 0,023
Pyricularia arvzae 0,007 0,091 0,023
Penicifiivm expansurm 0,015 0,046 0,022

Determinacién de CIM de CS y CSNPs

Ademds de las AgNPs, se evalué la actividad antifungica de la solucién de CS y de las
diferentes CSNPs sintetizadas (A, By C) frente a los mismos cuatro fitopatdgenos (Tabla 11).
La CIM de la solucion de CS presentod un efecto antifingico tan bajo como 10 pg/mL para F.
graminearum, seguidamente de 90 ug/mL frente a P. oryzae, 190 pg/mL contra P. expansum,

mientras que fue de 750 pg/mL para A. niger.

Por otro lado, las CSNPs no mostraron actividad antifungica ni siquiera en las maximas
concentraciones evaluadas (80, 90 y 50 pg/mL para CSNPs A, B y C, respectivamente). A
mayores concentraciones de CSNPs se pierde la estabilidad coloidal y por lo tanto las CSNPs

agregan.

Por lo tanto, comparando los resultados obtenidos se observa que la solucién de CS tiene

mayor actividad antifungica (CIM menor) que las CSNPs frente a F. graminearum.

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 68



W72, FACULTAD DE

!‘5 R
—14 IENCIAS
=\

Seccion lll

7
o

POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

Tabla 11. CIM de la solucién de CSy de las CSNPs.

. . sihde CS CIM CSNPsA CIM CSNPsB CIM CSNPs C
Microorganismos

(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL)
N
Aspergillus niger 750 9 >90 > 50
determinado
Fusarium 10 > 80 > 90 > 50
graminearum
Pyricularia oryzae 90 >80 >90 > 50
Penicillium 190 N(? 590 550
expansum determinado

*No determinado, no se logré determinar la CIM de las CSNPsA.

Determinacion de CIM de los NHs CS-AgNPs

En el caso de los NHs se decidio realizar, en paralelo a las caracterizaciones obtenidas en las
distintas condiciones de sintesis, la caracterizaciéon de actividad antifungica de todos los
productos de sintesis frente a dos hongos: A. nigery F. graminearum. La habilidad de los NHs
de inhibir el crecimiento de las cepas A. nigery F. graminearum se muestran en la Tabla 12.
Los resultados obtenidos, expresados en Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) frente a A.
niger y F. graminearum, revelan datos interesantes sobre la eficacia de estos NHs como

agentes antifungicos.

Se observa que los NHs NHPch1, NHPch2 y NHPch3 exhiben concentraciones inhibitorias
minimas muy bajas contra A. niger, con valores de 0,008 pg/mL, 0,012 ug/mLy 0,011 ug/mL,
respectivamente. Esto sugiere una alta eficacia de estos NHs en la inhibicion del crecimiento
del hongo. Por otro lado, NHPal, NHPa2 y NHPa3 también muestran una actividad
significativa, con concentraciones inhibitorias minimas de 0,025 ug/mL, 0,031 pg/mLy 0,043
ug/mL, respectivamente. Estos resultados indican una consistente capacidad antifungica de

los NHs derivados de P. atropurpurascens.
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Tabla 12. CIM de los NHs frente a A. nigery F. graminearum.

CIM Aspergilius CIM Fusarium

Nanohibridos ; .

niger Famin earim
(NHs) g g

(ug/mL} {g/mL)
MNH Pchl 0,008 o002
MNH Pchz 0,012 o012
MNH Pch3 0,011 0,001
MH Pal 0,025 0,025
MH Paz2 0,031 0,310
MH Pa3 0,043 0,043
NH Thl 0,027 0,027
NH Thz 0,025 0,013
NH Th3 0,050 0,025

Al evaluar la actividad antifungica contra F. graminearum, se observa que los NHPch1,
NHPch2 y NHPch3 también presentan una eficacia notable, con concentraciones inhibitorias

minimas de 0,002 ug/mL, 0,012 pg/mLy 0,001 pg/mL, respectivamente.

Comparando estos resultados primarios de actividad antifungica frente a dos fitopatdgenos
se observa que los NHTh muestran, en general, una actividad antifUngica con
concentraciones inhibitorias minimas ligeramente mas altas en comparacion con los NHPa y

los NHPch.

Ademas, es relevante para el objetivo del trabajo comparar las actividades de los NHs (Tabla
12) con las de las Ag/AgCINPs solas (Tabla 10). Se observa que con NHPch1 la actividad frente
A. niger no muestra diferencia (PchNPs 0,010 ug/mL, NHPch 0,008 ug/mL), pero frente a F.
graminearum mejora su actividad (PchNPs 0, 026 pg/mL, NHPch 0,002 pg/mL). Para el caso
de los NHPa la CIM baja frente A. niger (PaNPs 0.180 pg/mL, NHPa, 0,025 pg/mL) y fue muy

similar frente a F. graminearum (PaNPs 0.046 pg/mL, NHPa 0,025 ug/mL). En el caso de las
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ThNPs y los NHTh los resultados fueron muy similares frente a ambos fitopatégenos (ThNPs
0,044 pg/mL, NHTh 0,027 pg/mL; ThNPs 0,023 ug/mL, NHTh 0,027 pg/mL). En resumen, los
resultados de este estudio indican que los NHs, exhiben propiedades antifungicas
prometedoras contra A. nigery F. graminearum vy, especialmente los NHPch y NHPa, con CIM

menores que las AgNPs solas.

Por otra parte, dado que no hubo diferencias significativas en la actividad antifungica en las
tres condiciones de sintesis de los NHs con cada Ag/AgCINPs, para continuar la investigacion
se seleccionaron, en base a los resultados de caracterizacion y para comparar NHs en iguales
condiciones de sintesis, los tres NHs sintetizados con menor concentraciéon de CS (NHPch1,
NHPal y NHTh1). Para ello se amplid la evaluacion de actividad antifungica frente a otros

fitopatégenos como se describe a continuacion.

En la Tabla 13, se muestran los resultados obtenidos de la eficacia antifungica de los NHs,
frente a P. oryzae y P. expansum, mostrando nuevamente valores de CIM muy bajos (entre
0,008 y 0,028 ug/mL). Aunque NHPal presenta una eficacia ligeramente inferior frente a P.

expansum, no se observan diferencias significativas entre los NH.

Tabla 13. Concentracién Inhibitoria Minima de los NHPch1, NHPaly NHTh1, frente a P. oryzae y P.
expansum.

. . CIM NH Pch1l CIMNHPal CIM NHThl
Microorganismos

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pyricularia oryzae 0,008 0,014 0,010
Penicillium expansum 0,008 0,028 0,015

Asimismo, al comparar las actividades antifungicas de los NHs (Tabla 13) con las de las
Ag/AgCINPs solas (Tabla 10) se observan algunas diferencias. Si bien en el caso de los NHPch1
la actividad frente a P. oryzae no muestra diferencia (PchNPs 0,007 pg/mL, NHPch 0,008
ug/mL), frente a P. expansum aumenta levemente la actividad para los NH (PchNPs 0,015

ug/mL, NHPch 0,008 ug/mL). Para NHPa la CIM baja frente a P. oryzae (PaNPs 0,091 pg/mL,
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NHPa 0,014 pg/mL) y levemente frente a P. expansum (PaNPs 0,046 ug/mLy NHPa 0,028
ug/mL). En el caso de los NHTh los resultados fueron muy similares frente a ambos
fitopatdgenos, mostrando CIM levemente mas bajas que las ThNPs (ThNPs 0,023 ug/mL,
NHTh 0,010 pug/mL frente a P. oryzae; ThNPs 0,022 ug/mL, NHTh 0,015 pg/mL frente a P.

expansum).

En resumen, teniendo en cuenta todos los resultados (Tabla 12 y Tabla 13), los NHs
seleccionados son adecuados para aplicaciones que requieren un amplio espectro de
actividad antifdngica, siendo NHPch1 el que mostrd mayor actividad antifungica.Finalmente,
al enfrentar los fungicidas comerciales (Tabla 14) a las NPs biogénicas y los NHs, se destaca
gue tanto los nanosistemas como los fungicidas comerciales exhiben actividad antifungica
contra los fitopatégenos evaluados. Sin embargo, los nanosistemas, especialmente las NPs
biogénicas y los NHs de CS-NPs (en especial los NHPch y NHPa), muestran CIM
considerablemente mas bajos en comparacion con los fungicidas comerciales. Esto sugiere
que los nanosistemas pueden ser mas efectivos para inhibir el crecimiento de los patégenos
en concentraciones mas bajas. Este logro resalta el potencial innovador de las NPs biogénicas
y los NHs como soluciones altamente efectivas para combatir enfermedades en plantas,

superando en eficacia a los fungicidas tradicionales.

Tabla 144. CIM de fungicidas comerciales frente A. niger, F. graminearum, P. oryzae y P. expansum.

CIM Aspergillus CIM Fusarium  CIM Pyricularia CIM Penicillium

Fungicidas niger graminearum oryzae expansum
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Tebuconazole 1,953 1,953 1,953 7,813
Metconazole 0,391 0,391 0,195 0,391

Determinacién de inhibicién de crecimiento del micelio de hongos patégenos de arrozy

cebolla de los NMs

De acuerdo a los promisorios resultados obtenidos en los ensayos de CIM, se examind la

capacidad de los NMs (Ag/AgCINPs biogénicas, CSNPs y NHs) de inhibir el crecimiento en
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placa del micelio de los patégenos no esporulados del arroz (Rhizoctonia oryzae-sativae y
Sclerotium oryzae) y de la cebolla (Botrytis squamosa). Con este fin, se sembraron placas con
diferentes concentraciones de NMs incorporados en el medio sélido, utilizando un disco de
micelio fresco como indculo. El didmetro del crecimiento micelial en el medio PDA (sin NMs)
se tomdé como control, representando el 100% de crecimiento (0% de inhibicion), como se

explicé en Métodos.

Los resultados fueron expresados como CE50 (la concentracién que inhibe el 50% del
crecimiento de micelio) obtenido mediante regresion lineal (coeficiente de correlacion >
0.95) del valor de inhibicidn relativa transformado por probit y el log10 de la concentracién

del antifungico (Tian et al., 2019).

CS y CSNPs

Los resultados de CE50 de la solucidon de CS frente a los tres fitopatégenos se muestran en

la Tabla 15.

Tabla 15. CE50 de la solucion de CS frente a fitopatdgenos de arroz y cebolla.

CE50

FITOPATOGENOS
sin CS

Sclerotium oryzae 0,05 mg/mL

Rhizoctonia

. 3,96 mg/mL
oryzae-sativae
Botrytis
Y 3,02 mg/mL
squamosa

Para la seleccion de las CSNPs a utilizar en este ensayo (CSNPs C) se tuvieron en cuenta los
resultados de CIM (que no mostraron diferencias en la actividad antifungica) y los resultados
de caracterizacion de las CSNPs como se explicd anteriormente (por ejemplo, tamafio, menor
PDI). Se observod que dichas CSNPs solamente causaron inhibicién del crecimiento del hongo

S. oryzae (15 % de inhibicién a 0,4 mg/ml). Debido al bajo porcentaje de inhibicion observado
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por las CSNPs no se logré determinar la CE50. A modo comparativo, la solucién de CS a dicha

concentracion (0,4 mg/ml) produjo 60 % de inhibicién del crecimiento de S. oryzae.

Ag/AgCINPs y NHs

Enla Tabla 16 se muestran los CE50 de las NPs biogénicas PchNPs, PaNPs, ThNPs y de los NHs

NHPch, NHPa y NHTh, frente a los tres fitopatdgenos.

Tabla 16. CE50 de las AgNPs biogénicas y de los NH frente a fitopatdgenos de arroz y cebolla.

CE50 CE50 CE50 CE50 CE50 CE50
FITOPATOGENOS [g/mL] [ng/mL] [ug/mL] [ng/mL] [ng/mL] [g/mL]
PchNPs PaNPs ThNPs NH Pch NH Pa NH Th
Sclerotium oryzae NI ND 0,28 0,05 0,26 0,30
Rhizoctonii
izoctonia 0,62 3,80 ND 0,60 1,27 0,69
oryzae-sativae
Botrytis squamosa 0,5 NI 0,72 0,20 ND 0,13

ND: no determinado.

NI: no inhibié.

Similar a lo obtenido en algunos resultados de actividad antifungica de CS, debido al bajo
porcentaje de inhibicién observado, en algunos casos no se logré determinar por regresion
lineal la CE50. Por ejemplo, las PaNPs a 0,73 pg/mL mostraron una inhibicién del 6% frente
a Sclerotium oryzae. En el caso de ThNPs a 0,09 pug/mL mostraron inhibicién del 13% frente
a Rhizoctonia oryzae-sativae. Y, por ultimo, los NHPa a 0,11 pg/mL mostraron inhibicion del

17% frente a Botrytis squamosa.

Por otro lado, las PchNPs y las PaNPs no mostraron a las condiciones evaluadas inhibicion del

crecimiento de S. oryzae ni de B. squamosa, respectivamente.

Para realizar una mejor comparacion de la actividad antifungica de las Ag/AgCINPs y los NHs
frente a los tres fitopatégenos se decidid expresar el porcentaje de inhibicidn alcanzado a

una misma concentracién de nanomaterial (= 0,10 pg/mL) como se muestra en la Tabla 17.
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Tabla 17. Comparacién de porcentajes de inhibicidon producidos por los nanosistemas a la misma
concentracion (= 0,10 ug/mL) frente a los fitopatdgenos de arroz y cebolla.

FITOPATOGENOS PchNPs PaNPs ThNPs NH Pch NH Pa NH Th
Sclerotium oryzae 0% 0% 21+0% 61+49% 33+1,4% 31x1,4%
Rhizoctoni

rzoctonia 25+0,7% 5:t1,4% 31£7,1% 31471% 18+14%  28+0%
oryzae-sativae
Botrytis squamosa  31+4,2% 0% 4+78% 44+78% 18+14% 35t1,4%

+ indica la desviacion estandar

La efectividad de los NMs frente a Sclerotium oryzae, nos muestra que los NHs NHPch y NHPa
muestran una alta actividad inhibitoria con porcentajes de inhibicion del 61% y 33%,
respectivamente. Las ThNPs también muestran una notable actividad, con un porcentaje de
inhibicion del 21%. Por otro lado, las PaNPs y PchNPs no muestran actividad contra este

fitopatégeno a esta concentracion.

Con respecto a la efectividad de los NMs frente a Rhizoctonia oryzae-sativae, se observa que
casi todos los sistemas evaluados presentan una efectividad en el rango de 18 a 31 %,

excepto las PaNPs que mostraron sélo un 5% de inhibicion.

Por otro lado, frente a Botrytis squamosa, las ThNPs y los NHPch muestran una efectividad
similar con porcentajes de inhibicion del 44%. Las PchNPs y los NHTh también inhibieron el
crecimiento fungico 31% y 35%, respectivamente. Como ya se menciono previamente, las
PaNPs no mostraron actividad contra este fitopatdgeno en ninguna de las condiciones

evaluadas.

En general, los resultados obtenidos demuestran que tanto las Ag/AgCINPs como los NHs son
capaces de inhibir el crecimiento de los fitopatdgenos. Estos resultados sugieren que los NHs
y las NPs biogénicas podrian ser prometedores para su uso como agentes antifungicos en la
agricultura, especialmente en la gestién de enfermedades causadas por estos fitopatégenos

especificos.

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 75

b7z, FACULTAD DE
z.:= CIENCIAS

fcien.edu.uy



b7z, FACULTAD DE
z.:= CIENCIAS

Seccion Il ‘/1\g

POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

Teniendo en cuenta el objetivo de esta tesis es relevante destacar que los NHPa y NHPch
mostraron mayores porcentajes de inhibicién del crecimiento que las PaNPs y las PchNPs,
respectivamente, para los tres fitopatdgenos evaluados. Esta mejora en la actividad de los

NH no fue observada para el caso de los NHTh y las ThNPs.

5.2.2 Discusion

Las infecciones por hongos en los cultivos representan una amenaza significativa para la
seguridad alimentaria a nivel mundial. Esto se debe a la disminucion en la produccién y
calidad de los granos, asi como a la contaminacion de piensos para animales y productos
destinados al consumo humano (Mondéjar-Lopez et al., 2023). Dada la dificultad asociada
con el control quimico y la creciente presion social para reducir el uso de pesticidas, se ha
observado un aumento en la atencién global hacia métodos y estrategias alternativas de
proteccion integrada. A pesar de los numerosos esfuerzos de investigacion, los productos de
control bioldgico contra fitopatégenos a menudo son limitados. Histéricamente, el control
bioldgico de enfermedades en plantas se consideraba un eslabdén débil en las estrategias de
manejo integrado en ciertos cultivos. Sin embargo, en los ultimos afios, ha habido un impulso

significativo en el desarrollo y uso de biopesticidas.

En este contexto, el uso de NPs es una alternativa novedosa para controlar hongos
fitopatdgenos en la agricultura, ya que han demostrado una alta actividad antifungica frente
a una amplia diversidad de hongos fitopatdgenos (Arciniegas-Grijalba et al., 2017; Medda et
al., 2015). Varios factores influyen en su actividad antifungica, como la distribucién del
tamafio, la forma, la composicion, la cristalinidad, la aglomeracion y la quimica de la

superficie de las NPs (Kasana et al., 2017; Koduru et al., 2018).

En este trabajo se evalud la actividad antifungica in vitro de las AgNPs biogénicas, las CSNPs
y los NH frente a fitopatégenos de interés agricola, como Fusarium graminearum, Penicillium
expansum, Pyricularia oryzae, Aspergillus niger, Sclerotium oryzae, Rhizoctonia oryzae-

sativae y Botritis squamosa, mostrando resultados prometedores.

Las AgNPs biogénicas y los NHs mostraron alta actividad antifungica con bajas

concentraciones de tratamiento. Las ThNPs fueron capaces de inhibir el crecimiento de los
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siete hongos evaluados demostrando un amplio espectro de accién antifungico, y ademas
confirmando los resultados obtenidos previamente frente a los fitopatdégenos F.

graminearum, P. oryzae, S. oryzae y R. oryzae-sativae (Sanguifiedo et al., 2023).

En particular, los NHPch y NHPa mostraron un mayor potencial antifungico que las PchNPs y
las PaNPs. Esto se puede atribuir a multiples caracteristicas de los NMs, como la carga o el
tamafio, que determinan sus interacciones con las células fungicas. Por ejemplo, las
diferencias en la carga positiva superficial de los NHs podrian permitirles una mayor
interaccion con la carga negativa de las membranas celulares fungicas, alterando su
estructura, segun informes anteriores (Barabadi et al., 2020; Fan et al., 2018; Kulikouskaya
et al.,, 2022; Mondéjar-Lopez et al., 2023; Vasquez et al.,, 2023). Kulikouskaya et al. ,
consideran que la atraccion electrostdtica entre las células microbianas cargadas
negativamente y los NMs cargados positivamente es importante para su actividad
antimicrobiana. Esta union del CS a la pared celular microbiana cargada negativamente
puede causar la alteracién de la célula, asi como mejorar la eficacia del antimicrobiano en el
nanocompuesto. Ademas, uno de los posibles mecanismos de accién antimicrobiano de las
AgNPs implica su unidn a la superficie de la membrana celular perturbando la permeabilidad,
integridad y funciones de respiracién de la célula. Por lo tanto, alterar la permeabilidad de la
membrana bajo la accién de las NPs de CS-plata promueve la penetracién en la célula

microbiana, lo que resulta en un efecto antimicrobiano mejorado (Kulikouskaya et al., 2022).

En el caso de la evaluacién antifungica de las CSNPs sintetizadas en esta tesis, estas no
mostraron inhibicion del crecimiento de los fitopatdgenos en las condiciones evaluadas. Sin
embargo, es relevante considerar que las concentraciones de CSNPs evaluadas en esta tesis
fueron iguales o menores a 0,090 mg/ml, muy inferiores a lo reportado en bibliografia. Por
ejemplo, Ing et al. (2012b) investigaron la actividad antifingica de CSNPs derivadas de CS de
bajo peso molecular (70 kDa) y alto peso molecular (310 kDa) contra Candida albicans,
Fusarium solani y Aspergillus niger. Encontraron que las concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) de CSNPs de bajo y alto peso molecular contra C. albicans y F. solani fueron
de 0,3-1,2 mg/mLy 0,6-1,2 mg/mL, respectivamente. Sin embargo, la CIM para ambos tipos

de CS fue de 3 mg/mL, lo que sugiere una actividad significativamente menor en
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comparacién con las CSNPs (Ing et al., 2012b). Es relevante sefialar que las CSNPs derivadas
de CS de alto peso molecular inhibieron el crecimiento de A. niger, mientras que las de bajo
peso molecular no tuvieron efecto. Los tamafios de las CSNPs a partir de CS de bajo peso
molecular variaron de 174 a 255 nm, con un potencial zeta de +39 a +48 mV, mientras que
las de alto peso molecular variaron de 201 a 301 nm, con un potencial zeta de +40 a +54 mV.
Solo una clase de CSNPs, con un tamafio de 300 nm y un potencial zeta de +54 mV, inhibid
el crecimiento de A. niger (Ing et al., 2012b). Estos resultados concuerdan con el trabajo
previo de Qi et al. (2004) , que demostraron que las CSNPs exhiben una mayor actividad
antimicrobiana debido a su tamafio reducido, alta carga superficial y capacidad para
interactuar eficazmente con la membrana plasmatica de los hongos. La capacidad de las
CSNPs para penetrar en las células fungicas y perturbar la sintesis de ADN y ARN se ha
destacado como un mecanismo clave de su actividad antifungica (Qi et al., 2004). Nguyen
Van et al. (2013) evaluaron las CSNPs frente a hongos fitopatégenos y encontraron una
inhibicion significativa del crecimiento micelial in vitro. Las CSNPs mostraron una mayor
efectividad en comparacion con la solucién de CS, atribuyéndolo al pequefio tamafio de las
CSNPs vy su capacidad de atravesar las membranas bioldgicas (Nguyen Van et al., 2013).
Asimismo, Saharan et al. (2013) observaron que las CSNPs inhibieron el crecimiento de
Alternaria alternata, Macrophomina phaseolina y Rhizoctonia solani de manera mas efectiva
que el CS en solucidn, siendo la concentracién mas efectiva de CSNPs 1mg/ml (Saharan et

al.,, 2013).

Enresumen, segln lo informado en estudios previos es esperable que las CSNP tengan mayor
actividad antifungica que el CS en solucion. Sin embargo, de acuerdo a algunos resultados
comparables obtenidos (MIC frente a F. graminearum o porcentaje de inhibicion del
crecimiento de S. oryzae) la solucion de CS seria mas activa que las CSNPs sintetizadas en
esta tesis. Esto podria deberse a multiples factores tales como las caracteristicas del CS (por
ejemplo, peso molecular), o de las CSNPs sintetizadas (por ejemplo, carga superficial). Los
potenciales Z medidos para las CSNPs fueron alrededor de +20 mV (menores a los
reportados), lo que puede significar una menor interaccién con las células fungicas (Kheiri et

al.,, 2016).
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Otro aspecto de gran relevancia, abordado en la Introduccion de esta tesis, es el desarrollo
de resistencia a los fungicidas comerciales debido a su uso indiscriminado y generalizado, lo
gue contribuye a la problematica mundial de la resistencia a antimicrobianos con impacto
en la salud humana, animal y ambiental. Es en parte por este motivo que existen numerosas
investigaciones las cuales evallan los efectos de los fungicidas comerciales sobre los
fitopatégenos emergentes en cultivos. Por ejemplo, Kafle et al. (2021), evaluaron 10
diferentes fungicidas contra el patégeno Pyricularia oryzae que causa la enfermedad de la
podredumbre en el arroz. Evaluaron dos concentraciones 50 pg/mL y 100 pug/mL, de los
siguientes fungicidas, a saber, Dithane M-45 (Mancozeb 75%W.P), Bavistin (Carbendazim
50% W.P), Antracol (Propineb 70%W.P), Diamethmorph 50%WP, Sectin (Fenamidona 10% +
Mancozeb 50% W.G), Protector ZN (Clorotalonil 75% W.P), Safaya (Carbendazim 12% +
mancozeb 63% W.P), Nativo 75% W.G (Tebuconazol 50% + Trifloxistrobin 25% W.G) y
Topcare (Azoxistrobin 50% W.D.G), obteniendo resultados entre 13 % (50 ug/mL) y 100 %
(100 pg/mL) de inhibicion del crecimiento del patdégeno. Asimismo, Ivi¢ et al. (2011)
evaluaron cinco fungicidas (carbendazim, tebuconazol, flutriafol, metconazol y procloraz) en
la inhibicién del crecimiento micelial de 25 aislados de Fusarium spp.. Se compararon las
EC50 entre especies y fungicidas, mostrando los siguiente resultados: frente al F.
graminearum: carbendazim (390-1410 pg/mL), tebuconazol (850-2570 pg/mL), metconazol
(1660 pg/mL). F. avenaceum: carbendazim (910-1350 ug/mL), tebuconazol (850-11580
ug/mL), metconazol (560 pg/mL). F. verticillioides: carbendazim (470-600 pg/mL),
tebuconazol (220-850 ug/mlL) metconazol (170 pg/mL). Otro ejemplo recientemente
publicado por Mondéjar-Lopez et al. (2023), fue el estudio del efecto del fungicida
tebuconazol frente a cuatro fitopatégenos, obteniéndose los siguientes resultados de CIM:

500 pg/mL frente a F. oxysporumy A. versicolor, 1000 pg/mL frente a A. nigery A. brasiliensis.

Estos resultados, juntos con los obtenidos en este trabajo de tesis, nos muestra el potencial
gue tiene las NPs biogénicas, pero sobre todo los NHs, para inhibir el crecimiento de
fitopatdgenos a muy bajas concentraciones. Ademas, estos productos biotecnolégicos estan

constituidos de compuestos naturales. Esta diferencia en la naturaleza de los agentes y de
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las muy bajas concentraciones a emplear, pueden influir en su eficacia, seguridad y potencial

impacto ambiental.
5.3 Evaluacion del efecto de los NMs en la germinacion de semillas de trigo y arroz.

5.3.1 Resultados

Los ensayos de semillas in vitro permitieron evaluar el efecto de NPs en la germinacién de
semillas de trigo y arroz, proporcionando datos valiosos para su potencial aplicacion en el

sector agricola.

Al comparar los porcentajes de germinacion de semillas de trigo tratadas con las semillas
control, no se encontrd un efecto negativo (de toxicidad) debido a los tratamientos (Figura
34, Figura 35 y Figura 36). Aunque no hubo diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos, en algunos se observan leves diferencias en los porcentajes de germinacion.
Por ejemplo, las semillas tratadas con NHTh1 mostraron una tendencia a incrementar la
germinacion (Figura 34), lo que indica un posible efecto beneficioso de este tratamiento en

particular.

A

10096
1 1
80%

60%

Germinacién

40%

20%

0%
Control NH Pal NHThl

Tratamientos

Figura 34. Tratamientos a las semillas de trigo con los NHPal y NHTh1, comparados con el control.

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p>0.05).

]
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Figura 35. Tratamientos a las semillas de trigo con NHPch1, PchNPs y PaNPs, comparados con el
control. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Figura 36. Tratamientos a las semillas de trigo con la solucién de CSy las CSNPs, comparados con el
control. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Los porcentajes de germinacién de semillas de arroz se muestran en las Figura 37 y 38,
observandose que, al igual que en semillas de trigo, ninguno de los tratamientos mostré
diferencias significativas con respecto al control. Para el caso del arroz, solo se mostraron los
resultados de las nanoparticulas de plata biogénicas y de los nanohibridos, no fue necesario
realizar el ensayo con las nanoparticulas de quitosano, debido a que, en los ensayos con

semillas de trigo, no se observd efectos negativos. Ademas, los ensayos en semillas

]
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principalmente se realizaron para evaluar el efecto de los nanosistemas a base de plata,

debido a que este elemento suele ser téxico a ciertas concentraciones.

Los resultados de estos estudios son promisorios ya que una vez mas demuestran que los
NMs no producen efecto negativo en la germinacion de la semilla, pudiendo contribuir al

control de fitopatégenos como se demostro en la seccion 5.3 de esta tesis.
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Figura 37. Tratamientos a las semillas de arroz con los NHPal y NHTh1, comparados con el control
(sin tratamiento). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Figura 38. Tratamientos a las semillas de arroz con NHPch1, PchNPs y PaNPs, comparados con el
control (sin tratamiento). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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5.3.2 Discusion

Para el uso de antifungicos novedosos en agricultura y en particular NMs que contienen
plata, es imprescindible descartar sus posibles efectos fitotdxicos. En este sentido, el uso de
NMs provenientes de recursos verdes surge como una alternativa promisoria. En este
estudio se evaluo el efecto de los nanosistemas sobre la germinacién de semillas de arroz y
trigo, comparando las semillas tratadas con los NMs (a concentraciones que en general
mostraron un efecto antifungico), con las semillas no tratadas (control). En todos los casos,
los porcentajes de germinacion fueron superiores al 98 %, no encontrandose diferencias
significativas entre los tratamientos y los controles. Estos indicios demuestran que no hay un
efecto fitotoxico observable del tratamiento durante la germinacion. Resultados similares
fueron reportados en semillas de trigo tratadas con NHs de CS-Ag (Mondéjar-Lopez et al.,
2023), preparados con AgNPs biogenicas sintetizadas con extractos de hoja de trigo y luego
recubiertas con CS. En los resultados no se observaron efectos fitotdxicos en ensayos de
germinacion de semillas tratadas con 200 pg/mL de CS-AgNPs, v, en las primeras etapas de
desarrollo de la planta se observé un aumento en los niveles de clorofila. Los autores
concluyeron que el uso de NH CS-Ag podria ser una alternativa potencial para la prevencion

de infecciones fungicas en las primeras etapas del desarrollo del cultivo de trigo.

Aungue en los resultados de esta tesis no hubo diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos, las semillas tratadas con NHTh1 mostraron una tendencia a incrementar la
germinacion, lo que indica un posible efecto beneficioso de este tratamiento en particular.
Este resultado es comparable al obtenido previamente por el grupo, donde si bien no
observaron diferencias significativas en el estudio en semillas in vitro, si se obtuvo un
incremento de la germinacién de plantas a partir de semillas de trigo tratadas con ThNPs

(Sanguifiedo et al., 2023).

Por otro lado, algunos estudios han demostrado que el tratamiento de semillas con CSNPs
puede generar efectos positivos en el desarrollo de la planta. Por ejemplo, Sathiyabama &
Parthasarathy (2016) reportaron que semillas de garbanzo tratadas con CSNPs mostraron un

aumento en el porcentaje de germinacion, longitud de la raiz y del brote, indice de vigor de
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la semilla y biomasa vegetativa de las plantulas. Divya et al. (2019) estudiaron el efecto del
tratamiento de semillas de arroz con 500 a 2000 pg/mL de CSNPs en la germinacion,
observando que la capacidad de induccién del crecimiento de las plantulas estaba asociado
a la concentracion y al tiempo de exposicion de las semillas a las CSNPs. Si bien en esta tesis
las CSNPs sintetizadas no mostraron ni actividad antifdngica ni un incremento de la
germinacion de semillas en las condiciones evaluadas, no se descarta la posibilidad de
obtener mejores resultados en futuros ensayos con CSNPs obtenidas en otras condiciones
de sintesis (como, por ejemplo: empleando CS de muy bajo peso molecular) y realizando

nuevos ensayos de germinacion de semilla y desarrollo de plantas.

5.4 Evaluacion de induccidn de resistencia a Botrytis squamosa en plantas de cebolla

por los NMs

5.4.1 Resultados

Para la evaluacion de induccién de resistencia se asperjaron las plantas (con los inductores a
evaluar y con agua). Luego de 72 hs se inocularon con B. squamosa, como se describid en

Materiales y métodos.

Los inductores evaluados fueron CSNPs, NHPch (NH seleccionado por su promisorio
potencial antifungico en los resultados presentados previamente), solucién de CS (CS-Sigma
y CS en Biorend®CS). Se incubd a 17°C con un régimen de luz de 12 horas. Se tomaron
muestras de 6 0 5 plantas por tratamiento a los 8 dias. Se realizd evaluacion de sintomas

segln area afectada en tercera y cuarta hoja mas joven, 8 dias después de la inoculacion.

En la Figura 39, se muestran las manchas foliares producidas por el patégeno B. squamosa
en las hojas (tercera hoja) de plantas de cebollas. Se observa que el control tiene mayor
numero de manchas en comparacion al resto, presentando las tratadas con Biorend® menos
manchas que los demas tratamientos. Al determinar el porcentaje de area infectada en cada
una de las hojas (Figura 39f) los resultados muestran que el control tuvo el mayor porcentaje,
seguido por las tratadas con CSNPs con 1,9 %. Sin embargo, las tratadas con NHPch

presentaron solo un 1,2 % mientras que las tratadas con Biorend® fue de 0,8 %.
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Figura 39. Comparacion de manchas foliares de la tercera hoja de plantas de cebollas infectadas
con el patégeno B. squamosa y tratadas con b) Biorend®, c) solucion de CS, d) CSNPs y e) NHPch. El
porcentaje promedio de area infectada por cada tratamiento y su desviacion estandar se muestra
en f).

En la Figura 40, se muestra la comparacion de los datos recolectados del porcentaje de area
infectada de cada uno de los tratamientos con las plantas control y su evaluacion estadistica.
Se observa que todos los tratamientos evaluados, excepto el tratamiento con CSNPs,

muestran diferencias significativas en el porcentaje de area infectada.

. __________ __ ___________________ ___________ ________ _________________________________}
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Figura 40. Comparacion del % de area infectada con B. squamosa de cada uno de los tratamientos
en la hoja 3. Se indican con * diferencias estadisticamente significativas (*p<0,05, **p<0,01).

Los resultados obtenidos para la cuarta hoja de las plantas de cebollas infectadas, se
muestran en las Figura 41y 42. En este caso se observa que todos los tratamientos aplicados,
incluyendo las CSNPs, redujeron el porcentaje de area infectada en comparacién con el
grupo control (Figura 41). Los datos muestran que el tratamiento con NHPch presentd el
porcentaje mas bajo de infeccion, con un valor medio de 2,1 + 1,2. Esto sugiere que la
combinacién de CS-NPs biogénicas podria tener un efecto altamente efectivo en la supresion

de la infeccion por Botrytis squamosa en las plantas de cebolla.
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Figura 41. Comparacion de manchas foliares de la cuarta hoja de plantas de cebollas infectadas con
el patégeno B. squamosa vy tratadas con b) Biorrend, c) solucion de CS, d) CSNPs y e) NHPch, f)
muestra el porcentaje de area infectada por cada tratamiento.
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Figura 42. Comparacion del % de area infectada con B. squamosa de cada uno de los tratamientos
en la hoja 4. Se indican con * diferencias estadisticamente significativas (*p<0,05, **p<0,01).
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El analisis estadistico realizado se muestra en la Figura 42. El mismo reveld diferencias
significativas entre el grupo control (B. squamosa) y cada uno de los tratamientos aplicados.
Ademas, se encontraron diferencias entre los tratamientos, ya que las plantas tratadas con
los NMs CSNPs y NHPch presentaron mayor diferencia significativa en el porcentaje de area

afectada con respecto a las plantas control que el resto de los tratamientos.

Estos hallazgos respaldan la eficacia de los tratamientos probados en la reduccion de la
infeccion por Botrytis squamosa en plantas de cebolla. Ademas, sugieren que los NHs de CS-
NPs biogénicas (NHPch) podrian ser una opcién especialmente prometedora para el control
de esta enfermedad debido al bajo porcentaje de infeccion observado en estos

experimentos.

Con respecto a la comparacion entre hojas, el porcentaje de infeccion fue mayor en la hoja

4 (Figura 41) que en la hoja 3 (Figura 39) tanto en las plantas control como en las tratadas.

5.4.2 Discusion

Como se menciond en la Introduccion, el uso excesivo e indiscriminado de agroquimicos para
el control de fitopatégenos en cultivos como cebolla, ha generado preocupaciones sobre su
impacto negativo en el medio ambiente, la salud humana vy la resistencia de los patdgenos
(Steentjes et al.,, 2021). La infeccidon por Botrytis squamosa representa una amenaza
significativa para la produccién de cebolla en todo el mundo, causando pérdidas econémicas
importantes debido a la disminucién del rendimiento y la calidad del cultivo (Tanovi¢ et al.,
2019). En este sentido, la evaluacidon de los NMs sintetizados en esta tesis representa una
promisoria alternativa. Ademas, para este estudio en plantas de cebolla se incluyd el
tratamiento con Biorend®, un producto comercial basado en CS que demostré ser eficaz
como inductor de defensa en planta de cebolla para el control de Botrytis squamosa
(Galeano et al., 2017). El CS ha demostrado ser efectivo contra una amplia gama de
patogenos, incluidos hongos, bacterias y virus, y su uso en la agricultura puede contribuir a
la reduccién del uso de fungicidas sintéticos y sus impactos negativos asociados (Yan et al.,

2023). Ademas de su eficacia en el control de enfermedades, estos tratamientos pueden
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tener otros beneficios para la agricultura. Por ejemplo, el CS se ha demostrado que estimula
el crecimiento de las plantas, mejora su resistencia al estrés abiotico y promueve la actividad
de microorganismos benéficos del suelo (De Vega et al., 2021). Esto puede conducir a
cultivos mas saludables y resistentes, con un menor riesgo de pérdidas por enfermedades y

condiciones ambientales desfavorables (De Vega et al., 2021).

En este estudio, se evaluaron varios tratamientos (CS, NHs, CSNPs) basados en CS, con el
objetivo de determinar su efecto en la reduccion de la infeccidn por Botrytis squamosa en

plantas de cebolla.

Los resultados obtenidos revelan que, en general, todos los tratamientos mostraron una
disminucion significativa en el porcentaje de area infectada en comparaciéon con el control

sin inductor.

Estos hallazgos son prometedores, ya que indican que los tratamientos utilizados podrian

tener un potencial efecto positivo en el manejo de la enfermedad en cultivos de cebolla.

Para el caso de Biorend®, los resultados fueron consistentes con estudios previos realizados
en el patosistema B. squamosa-cebolla donde se observd la induccidn de resistencia en la
planta frente al fitopatdgeno no solo por la disminucion de area afectada, sino también por
la mayor produccién de enzimas involucradas en dicha defensa (Galeano et al., 2017). Si se
compara con los resultados del CS puro (CS-Sigma) se observa que el efecto en la hoja 3 no
es tan marcado, sugiriendo que otros componentes presentes en el Biorend® diferentes al

CS pueden estar contribuyendo también a inducir el sistema de defensa de la planta.

Por otro lado, los NMs sintetizados en esta tesis, CSNPs y NHPch también mostraron una
reduccién en el % de area afectada por Botrytis squamosa, a muy bajas concentraciones de
inductor. EI CS se ha reconocido ampliamente por sus propiedades antifungicas y
estimulantes del sistema inmunoldgico en plantas. La aplicacion de CS y CSNPs podria estar
actuando directamente sobre el patdgeno, inhibiendo su crecimiento, o fortaleciendo la
resistencia de la planta a la infeccion. En la literatura se ha reportado que los NMs basados
en CS tienen una amplia gama de aplicaciones en agricultura sostenible, como proteccion de

cultivos (Campos et al., 2018; Chauhan et al., 2017) y mejora del crecimiento de las plantas

2,

Desarrollo de NMs de CS'y plata para el control de fitopatégenos. 89

/T\

FACULTAD DE
CIENCIAS

fcien.edu.uy



POSCRADO EMN

BIOTECNOLOGIA

R
=

‘'

Seccion lll

(Pereira, Sandoval-Herrera, et al., 2017; Pereira, Silva, et al., 2017). Por ejemplo, se evalud la
aplicacién de NPs de CS cargadas con tiamina en cuanto al crecimiento y proteccién de un
cultivo de garbanzo. El tratamiento de las semillas aumentd la germinacién, el crecimiento y
la produccién de acido indolacético de las plantulas de garbanzo, en comparacion con las
semillas no tratadas. Ademas, se observd la induccion de enzimas de defensa en las hojas y
raices de las plantas después del tratamiento foliar con las NPs sintetizadas (Muthukrishnan

et al., 2019).

Por otro lado, los NHPch podrian estar aprovechando las propiedades de induccion de
respuesta de defensa frente al fitopatdgeno, potenciando su accién. De hecho, al comparar
los resultados de los dos NMs evaluados (CSNPs y NHPch), los NHPch mostraron mayor
eficacia, ya que el tratamiento produjo menor % promedio de afeccion y ademas diferencias
significativas con el control para ambas hojas analizadas (hoja 3 y hoja 4), mientras que el
tratamiento con CSNPs mostré diferencias significativas solo en la hoja 4. Se ha reportado
gue las NPs metdlicas pueden proteger, asi como favorecer el crecimiento y desarrollo de
cultivos (Sanguifiedo et al., 2023). Por ejemplo, AgNPs sintetizadas con el hongo Trichoderma
viride se evaluaron in vivo para el control de Alternaria solani, el agente causal de la
enfermedad de tizén temprano en plantas de tomate. La aplicacién foliar de las AgNPs (en
condiciones de invernadero) condujo a una disminucion del 48,57% en el recuento de
esporas fungicas, mientras que el peso fresco y el contenido total de clorofila de las plantas
aumentaron en un 32,58 y 23,52%, respectivamente, en comparacion con las plantas

infectadas no tratadas (Ponmurugan, 2017).

Es importante destacar que, si bien todos los tratamientos mostraron una reduccién en la
infeccidn, se observaron diferencias en su eficacia entre las hojas recolectadas. La hoja 4, en
general, presentd un mayor porcentaje de area infectada en comparacion con la hoja 3, lo
gue sugiere una mayor susceptibilidad a la infeccidon por B. squamosa a medida que la planta
madura. Ademas, que la variacién en la eficacia de los inductores entre las hojas podria
también estar relacionada con la edad, factor a tener en cuenta en el disefio de estrategias

de manejo de enfermedades.

\L//
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
6.1 Conclusiones.

Sintesis y caracterizacion de NMs.

Se sintetizaron Ag/AgCINPs biogénicas y CSNPs bajo condiciones controladas. Las NPs fueron
ampliamente caracterizadas por tamafio, carga, dispersidad, composicion quimica,

demostrando baja polidispersidad y estabilidad coloidal.

Se sintetizaron NHs evaluando distintas condiciones de reaccion. Los NHs resultantes
mostraron estabilidad y tamafios variables segln la concentracion de CS y el tipo de NPs
biogénicas utilizadas. Los estudios de caracterizacion complementarios demostraron,

ademas de sus propiedades fisicoquimicas, la exitosa formacién de NHs de CS y plata.

Evaluacién antifungica frente a fitopatégenos de interés agricola.

Tanto las AgNPs biogénicas como los NH CS-AgNPs presentaron actividad antifungica a bajas

concentraciones frente a la mayoria de los fitopatdégenos evaluados.

Los NHPch y NHPa mostraron mayor actividad antifungica que las PchNP y PaNP,
respectivamente, lo que demuestra el relevante aporte de esta tesis en el desarrollo de
nuevos NMs que podrian ser utilizados a muy bajas concentraciones para controlar hongos

fitopatégenos en la agricultura.

Evaluacion del efecto de los NMs en la germinacion de semillas de trigo y arroz.

Al evaluar el efecto de los NMs sobre la germinacion de semillas de arroz y trigo, no se
encontraron diferencias significativas entre las semillas tratadas con las no tratadas, lo que
descarta un efecto téxico de los NMs sobre las semillas, a concentraciones a las cuales

presentaron actividad antifungica.
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Evaluacion de induccién de resistencia a Botrytis squamosa en plantas de cebolla por los

NMs

Los tratamientos con los NMs desarrollados en esta tesis (CSNPs y NHPch) mostraron una
reduccion en el porcentaje de drea afectada por B. squamosa en plantas de cebolla a muy
bajas concentraciones de inductor. Ademds, los NHPch mostraron mayor eficacia
produciendo menor porcentaje promedio de afeccién y diferencias significativas con el
control en todas las evaluaciones. Estos resultados sugieren que estos inductores podrian
ser considerados como estrategias potenciales para el manejo de la enfermedad por B.

squamosa en cultivos de cebolla.

6.2 Perspectivas.

Teniendo en cuenta los resultados y las conclusiones de esta tesis se plantean las siguientes

perspectivas:

+» Realizar estudios de econanotoxicidad, evaluando los efectos de estos NMs en el
suelo, el agua y sobre los organismos no objetivo.

% Realizar estudios de campo para evaluar la eficacia a mayor escala y a largo plazo de
los nanosistemas en la prevencion y control de enfermedades fungicas que afectan
cultivos de nuestro pais como trigo, arroz y cebolla.

% Estudiar como estos sistemas afectan las respuestas fisiolégicas y bioquimicas de las
plantas, incluida la activacion del sistema de defensa de las plantas y posibles efectos
en el crecimiento, la produccién vy la calidad de los cultivos.

+» Realizar analisis econdmicos para evaluar la viabilidad de utilizar estos sistemas como
bioinsumos que contribuyan al manejo integrado de enfermedades fungicas en

cultivos.
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ANEXOS

Composicion de medios empleados
(Férmula aproximada por litro, en agua destilada)

Mueller Hinton Broth (HIMEDIA®)

INfusion de carne .....coccevevieecececceeece 300 g
Hidrolizado de acido de caseina ..................... 17.50 g
AIMIAON e 1.50¢g

pH7.4+0.23a25°C

Potato Dextrose Agar (OXOID"®)

EXtracto de papa ..cccoceeveeiiiiieceee e 40¢g
GlUCOSA e 200g
ABAE oottt 15.0¢g

pH 5.6+ 0.2 2 25°C

Potato Dextrose Broth (Sigma-Aldrich®)

Extracto de papa .cccceeeeeeeeeeeeeeeeeece e 40¢g
GlUCOSA ettt 200¢g
pH5.6+0.2a25°C

e e e T e ——
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Abstract

In the agricultural field, chitosan (CS) is of great interest due to their broad antimicrobial
activity and their ability to induce resistance mechanisms in plants against
phytopathogens. Likewise, the potential of silver nanoparticles in preventing microbial
infections has been demonstrated, including their broad antimicrobial activity against
phytopathogens. In this study, the synthesis and characterization of chitosan—silver
nanohybrids were performed. Firstly, mycosynthesis of biogenic silver nanoparticles
(PchNPs) was carried out. Subsequently, the nanohybrid (CS-PchNHs) synthesis involved
the addition of PchNPs, with continuous stirring, into a CS solution. For the first time,
stable CS-Pch NHs were produced using biogenic silver nanoparticles from the fungus
Phanerochaete chrysosporium, characterized by UV-visible spectroscopy (UV-Vis),
Dynamic Light Scattering, (DLS), ¢-Potential, and X- ray diffraction (XRD). Additionally,
CS-PchNHs exhibited high antifungal activity at low concentrations against four
phytopathogens, suggesting that these nanosystems may be used as an alternative to the

current hazardous antifungal agents in the integrated disease management.
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