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Resumen de la tesis que presenta Jose Uriel Tolama Sosa como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la vida con orientacién en Microbiologia Celular y Molecular

Biosintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre a partir de Trichoderma spp. y su efecto contra hongos
patégenos de vid

Resumen aprobado por:

Dra. Ernestina Castro Longoria Dra. Rufina Herndndez Martinez
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

La muerte regresiva por Botryosphaeria en vid es causada por hongos de la familia Botryosphaeriaceae.
Estos patdgenos pueden ocasionar pérdidas econdmicas importantes, por lo que es necesario buscar
alternativas para controlar de manera eficiente estos patégenos. En las Ultimas décadas se ha acrecentado
el uso de agentes de biocontrol que, gracias a sus mecanismos de accion, son capaces de controlar a
algunas especies patdgenas en los cultivos de la vid. Un ejemplo son las especies de Trichoderma las cuales
tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios téxicos y enzimas degradadoras de la pared
celular de algunos hongos. Con el uso de la nanotecnologia es posible sintetizar nanoparticulas, las cuales
pueden inhibir el crecimiento de algunos microorganismos, sin embargo, los métodos de sintesis pueden
llegar a ser toxicos y de alto costo; es por ello que se propone el uso de especies de Trichoderma para
realizar biosintesis de nanoparticulas, las cuales al ser acopladas a los metabolitos secundarios y enzimas
que posee Trichoderma, podrian tener una inhibicion mejorada en el control de los hongos patégenos.
Este trabajo tuvo como objetivo, sintetizar nanoparticulas de éxido de cobre (CUONPs) por medio de las
cepas de Trichoderma y evaluar su inhibicidon contra patégenos de la vid. Se evaluaron tres especies de
Trichoderma asperellum, EF09, T11 y T15, las cuales fueron cultivadas en distintos medios para elegir el
gue promoviera mayor produccién de metabolitos secundarios. A partir de esto, se eligieron las cepas T15
(PT15) y EFO9 en medio PDB (PQ09). Por medio de ensayos por envenenamiento, se evalud la inhibicién in
vitro de las CUONPs de la T15 y EF09. La caracterizacion de las nanoparticulas indicé una forma cuasi-
esférica, un potencial Z de -28mV y con absorciéon de longitud de onda en 320 nm, correspondiente al CuO
de las nanoparticulas. Con base a los resultados obtenidos, la mayor inhibicién fue observada con las
CuONPs EF09 contra el hongo patdgeno Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28.

Palabras clave: Botryosphaeria, Trichoderma, Nanoparticulas, Inhibicion, Patégenos de la vid.



Abstract of the thesis presented by Jose Uriel Tolama Sosa as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Sciences with orientation in Molecular and Cellular Microbiology

Biosynthesis of copper oxide nanoparticles from Trichoderma spp. and its effect against grapevine
fungi pathogens.

Abstract approved by:

Dra. Ernestina Castro Longoria Dra. Rufina Herndndez Martinez
Thesis Codirector Thesis Codirector

Botryosphaeria dieback in grapevines is caused by fungi of the Botryosphaeriaceae family. These
pathogens can cause significant economic losses, so it is necessary to search for efficient alternatives to
control these pathogens. In recent decades, the use of biocontrol agents has increased, due to their
mechanisms of action, which allow to control some pathogenic species in grapevines. An example is
Trichoderma which can produce toxic secondary metabolites and cell wall degrading enzymes affecting
some pathogenic fungi. By using nanotechnology, it is possible to synthesize nanoparticles, which can
inhibit some microorganisms; however, the methods of synthesis of these particles can become toxic and
expensive. To overcome this disadvantage, Trichoderma species are proposed to be used as carriers of the
biosynthesis of nanoparticles, thus coupling the intrinsic advantageous properties of nanoparticles with
the secondary metabolites and enzymes from Trichoderma to enhance the inhibition and control of
pathogenic fungi. The objective of this work was to synthesize copper oxide nanoparticles (CuONPs) by
Trichoderma strains and to evaluate their inhibition against grapevine pathogens. Three species of
Trichoderma asperellum, EF09, T11 and T15, were cultivated in different media, aiming to choose the one
that promoted the highest production of secondary metabolites. From this survey, the strains T15 (PT15)
and EF09 in PDB medium (PQQ09) were chosen. Throughout poisoning assays, the in vitro inhibition of the
CuONPs of T15 and EF09 was evaluated. The characterization of the nanoparticles indicated a spherical
shape, a Z potential of -28mV and a wavelength absorption of 320nm, corresponding to the CuO of the
nanoparticles. Based on the results obtained, the highest inhibition was observed with CUONP EFQ9 against
the pathogenic fungus Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28.

Keywords: Botryosphaeria, Trichoderma, Nanoparticles, Inhibition, Grapevine pathogens.
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Capitulo 1. Introduccion

En México, el cultivo de uva es de gran importancia, debido al volumen de producciéon de 453,519
toneladas segln datos del Panorama Agroalimentario 2021, lo cual se traduce a una gran derrama
econdmica en el pais. Baja California y Sonora son de los estados de la republica con mayor produccion de
vid. Baja California produce cerca del 90% de los vinos del pais, y Sonora por su parte, produce alrededor
del 95% de la uva de mesa mexicana (Gonzdlez-Andrade, 2015). Las enfermedades en el cultivo de vid
ocasionan pérdidas econdmicas importantes, llegando a significar hasta el 20% o mas del costo de
produccién (Serrano et al., 2019), por lo que es imprescindible buscar alternativas efectivas para su

control.

Algunas de las enfermedades mas problematicas que afectan a la vid son las causadas por los hongos de
la madera (Florence et al.,, 2016). Dentro de las enfermedades de la madera podemos encontrar el
complejo de la Esca, la muerte regresiva por Botryosphaeria y la muerte regresiva por Eutypa. Todas estas
enfermedades son ocasionadas por distintos patégenos, sin embargo, la superfamilia de la
Botryosphaeriaceae incluye algunos de los patégenos mds relevantes, como lo son el género de

Botryosphaeria, Diplodia, Lasiodiplodia, Dothiorella, entre otros (Urbez-Torres 2014; Carlucci et al., 2015).

Las técnicas de control actuales para enfermedades de la madera se basan en estrategias preventivas a
través de practicas culturales como: utilizar material de propagacion libre de enfermedades, esterilizar las
herramientas de poda, aplicar pintura protectora en los cortes de poda y retirar las plantas infectadas de
los vifiedos para evitar dafios (Mondello et al., 2018). También existen otras alternativas para el control
de enfermedades, como lo es el uso de quimicos y agentes de biocontrol. El uso de quimicos resulta
perjudicial a largo plazo, debido a los efectos en el medio ambiente que pueden generar contaminacién
del suelo, bioacumulacion, lixiviacion y contaminacion de mantos acuiferos, entre otras cosas (Tudi et al.,

2021).

En el uso de agentes de biocontrol, las especies de Trichoderma han tenido un rol protagénico debido a su
actividad antagdnica y micoparasitismo contra algunos hongos patégenos, por los metabolitos

secundarios que produce, ademads de enzimas degradadoras de pared celular (Florence et al., 2016).

La capacidad de especies de Trichoderma para producir metabolitos secundarios y enzimas degradadoras

de pared celular ha resultado en su utilizacion para la biosintesis de nanoparticulas y asi aumentar el efecto
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inhibitorio de las nanoparticulas contra microorganismos patégenos (Abdel-Kareem et al., 2018). La
sintesis de nanoparticulas puede realizarse por métodos fisicos, quimicos o bioldgicos. En este ultimo
método, se usa el material biolégico que es el encargado de la oxidacidén/reduccion de los metales para
formar las nanoparticulas (Prabhu y Poulose, 2012). El método bioldgico posee algunas ventajas con
respecto a los métodos fisicos y quimicos, por ser mas amigable con el medio ambiente y no usar quimicos
durante el proceso (Salem y Founda, 2021). Las nanoparticulas de plata han sido las mas estudiadas por
sus propiedades antimicrobianas, sin embargo, el uso del cobre como metal precursor en la sintesis de
nanoparticula se caracteriza por ser mas ecoldgico, seguro y rentable, que, aunado a su actividad
antimicrobiana, lo hace un buen candidato para la sintesis de nanoparticulas (Waris et al., 2020). Las
aplicaciones de las nanoparticulas de 6xido de cobre van desde el uso biomédico, como antibiético o

entrega de farmacos, hasta su uso en industrias textiles o de remediacién en medio ambiente.

En este trabajo, mediante el uso de la nanotecnologia, se biosintetizaron nanoparticulas de éxido de cobre
utilizando cepas de Trichoderma asperellum. Las nanoparticulas se caracterizaron fisicoquimicamente y se
evalud su efecto en ensayos in vitro e in planta contra hongos fitopatégenos del género Lasiodiplodia,

agentes causales de muerte regresiva en la vid.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Cultivo de vid

La planta de vid (Vitis vinifera) se caracteriza por ser un arbusto trepador con zarcillos que le permiten
sujetarse a la superficie de crecimiento, un tallo con crecimiento simpodial, nudos hinchados y hojas
alternas y simples con estipulas (Bibiloni et al., 2002). La vid crece de forma controlada con sus brazos

extendidos hacia los costados de manera que se puedan anclar a los soportes.

Baja California es uno de los estados con mayor produccién agricola en el pais. Sus productos son de
calidad de exportacion. Las pérdidas y el combate de enfermedades, llega a representar el 20% o mas del
costo de produccidon (Serrano et al., 2019), por lo que es de suma importancia controlar a los
microorganismos fitopatdgenos que las ocasionan. Segun datos del Panorama Agroalimentario 2021, el

estado de Baja California destaca entre los mayores productores de vid, siendo el cuarto estado con mayor
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produccién de uva fruta y segundo en uva industrial. La uva bajacaliforniana se destina principalmente a

la produccion de vinos.

1.1.2 Enfermedades de la vid

Existen diferentes patdgenos que pueden provocar distintas enfermedades a los cultivos de la vid, desde
las bacterias, como Xylella fastidiosa que causa la enfermedad de Pierce (Szegedi y Civerolo, 2011), y
Allorhizobium vitis y Agrobacterium tumefaciens causantes de la enfermedad de la agalla de la corona
(Szegedi y Civerolo, 2011), que ocasionan la aparicién de tumores en las partes lefiosas de las vides
infectadas y pueden cubrir toda la superficie del tronco o solo aparecer como heridas localizadas. Los
virus, como los Closterovirus, relacionados con el enrollamiento de las hojas de vid que, en casos graves
ocasionan que toda la superficie de la hoja adquiera un color purpura intenso. Las vides afectadas carecen
de vigor y tienen una vegetacion retrasada y esto ocasiona que la maduracion de la baya sea irregular. Los
Nepovirus son causantes de la hoja en abanico de la vid, que causan clorosis de las hojas y disminuyen la
calidad del fruto (Martelli, 2001). Las enfermedades causadas por hongos son las que provocan mayores
pérdidas econdmicas. Los hongos del género Phaeacremonium spp. y Phaeomoniella chlamidospora son
causantes de la enfermedad de Petri (Agusti et al., 2013) que provoca crecimiento débil y lento, una menor
masa foliar, necrosis y defoliacién temprana. También aparecen lesiones necréticas en las raices. Al
realizar cortes transversales y longitudinales en los tallos y ramas puede observarse necrosis interna en

forma de puntos negros concéntricos y estrias de marrén oscuro a negro.

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae se encuentran dentro del grupo de los Ascomicetos (Schoch
etal., 2006). Alrededor de 32 especies de esta familia causan la enfermedad del decline o muerte regresiva
por Botryospheria, que ocasiona un crecimiento reducido, hojas pequefas y clordticas. En las hojas
provoca necrosis foliar de manera sectorial y de forma central en la madera. Los brazos de la vid en estados
de enfermedad mas avanzados tienden a morir (Castillo-Pando et al., 2001). De forma externa en el tronco
aparecen partes necréticas en las que la corteza aparece suelta y cuando se hacen cortes en la madera se

pueden apreciar cancros en forma de cufia (Van Nierkerk et al., 2002).

Los hongos penetran a las plantas a través de las heridas de poda. El patdgeno puede entrar de forma
directa al xilema de la planta a través de heridas, especialmente las de poda, por lo que algunas de las
practicas mas comunes para evitar el riesgo de infeccidn es reducir las fuentes de indculo, asi como el uso

de fungicidas u organismos de control bioldgico sobre las heridas de poda.
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En México se han identificado varias especies de la familia Botryosphaeriaceae de cancros de plantas de
vid. Lasiodiplodia exigua fue la especie mas frecuentemente aislada en Baja California y Sonora, mientras

que L. brasiliensis fue la especie mas virulenta en los ensayos de patogenicidad (Rangel-Montoya et al.,

2021).

1.1.3 Trichoderma spp. como agentes de biocontrol

Los hongos del género Trichoderma se clasifican dentro de los Ascomicetos, en el orden Hypocreales de la
familia Hypocreaceae (Waghunde et al., 2016). Se han usado ampliamente como agentes de biocontrol
desde 1920. Recientemente, debido al daifio ambiental generado por el uso de sustancias quimicas para el
control de enfermedades en cultivos, se ha motivado el uso de alternativas bioldgicas, como el uso de
especies del género Trichoderma. Este hongo es capaz de producir elicitores que inducen la defensa
vegetal contra patdgenos e insectos, ayudan a la solubilizacion de fésforo y propician la sintesis de

sustancias promotoras del crecimiento vegetal (Djonovic et al., 2007; Hohmann et al., 2011).

También, mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas, y tiene la capacidad de crecer en condiciones
adversas, ademas de competir contra otros patégenos por nutrientes en la rizosfera y establecerse por
encima de ellos (Harman et al., 2004; Pandya et al., 2011). Trichoderma no solo se ha caracterizado por su
uso como bioinoculante y como agente de biocontrol, sino también por su capacidad de generar enzimas
capaces de degradar residuos orgdnicos sdlidos, por lo que puede coadyuvar en la mineralizacidon y en la

reutilizacion de los residuos (Diorio et al., 2003; Idris et al., 2017).

Adicionalmente, Trichoderma tiene la capacidad de secretar enzimas extracelulares y proteinas como
glucanasas, proteasas y quitinasas que degradan las paredes celulares de los hongos. Estas moléculas son

importantes en el proceso de parasitar a hongos patégenos (Harman et al., 2004).

A partir de los metabolitos secundarios, proteinas, y enzimas producidos de forma natural por
Trichoderma, que se obtienen en forma de un sobrenadante del cultivo liquido del hongo, es posible llevar
a cabo una sintesis verde de nanoparticulas, las cuales se espera que tengan capacidad antifungica

mejorada.



1.1.4 Nanoparticulas

Las nanoparticulas se ubican dentro del rango de tamafo de 1 — 100 nm (Farias et al., 2014), y este tamafio
es el que les confiere sus caracteristicas Unicas de toxicidad y biocontrol. La sintesis de las nanoparticulas
puede realizarse por procedimientos fisicos y quimicos, pero estos producen subproductos téxicos que
son peligrosos para el medio ambiente (Muhammad y Rida, 2017), por lo que se ha propuesto el uso de la
sintesis verde de nanoparticulas debido a que son mas amigables con el medio ambiente (Li et al., 2011),
ademas de proveer caracteristicas mejoradas de biocontrol con base al extracto del organismo que se

utilice.

Como ha sido reportado en diversos articulos, las nanoparticulas tienen la capacidad de reducir o eliminar
microorganismos patdgenos, y una de las aplicaciones de las NPs metdlicas es como agentes
antimicrobianos, ya que los elementos ZnO, Cu, Ag y Fe son antagonistas de una diversidad de
microorganismos, como hongos y bacterias fitopatégenos (Saharan et al., 2015). De todos estos
elementos, la plata y el cobre tienen mayor relevancia en cuanto a propiedades antifingicas vy
antibacterianas (Ingle et al., 2014), por lo que, para combatir a especies patdgenos de la vid se podrian
emplear nanoparticulas de cobre (CuNPs), las cuales tienen un menor impacto ecolégico (Ahmed et al.,
2016). Ademas, el cobre es mas barato y se puede disponer mas fécil por lo que realizar su sintesis es mas
sencillo. Otra ventaja de las CuNPs es que pueden mezclarse con mayor facilidad y estabilidad con

polimeros y macromoléculas (Cioffi et al. 2005).

1.1.5 Propiedades antifungicas de las nanoparticulas

En las ultimas décadas, las CuNPs han sido investigadas para su uso en aplicaciones biotecnoldgicas para
el combate de distintos patdgenos. Como antibacterial, han probado ser efectivas contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas (Schrand et al. 2010). También se han propuesto como antivirales, como por
ejemplo contra el virus HIN1, ya que el virus disminuyé con una concentracion de 17 g/mL al 50% durante

60 minutos, siendo esta la dosis efectiva (Fujimori, et al., 2012).

También se ha utilizado como anti-algal, contra algunas cepas de algas verdes, cianobacterias y diatomeas
(Anyaogu et al., 2008). En concentraciones bajas, las CuNPs no son tdxicas para los seres humanos y
trabajan de forma selectiva contra algunos microorganismos (Savithramma et al., 2011). Su uso como

agente antifungico ha sido estudiado contra Aspergillus flavus, Aspergillus niger, y Candida albicans, donde
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la mayor inhibicion fue reportada contra Candida albicans y la minima contra Aspergillus flavus

(Ramyadevi et al., 2012).

También se ha reportado que con una concentracion del 1.5% de CuNPs, se logra una inhibicién méxima
de Aspergillus niger y que la inhibicién es dependiente de la dosis o concentracién que se use (Mali et al.,
2020). Las CuNPs biosintetizadas con extractos de hoja de Celastrus paniculatus de 2 — 10 nm, con
morfologia esférica y monodispersas, fueron efectivas frente a hongos fitopatégenos como Fusarium
oxysporum a una concentracion de 0.24%, logrando inhibicidn en placa del 76.29 + 1.52 (Mali et al., 2020).
Nanoparticulas de 6xido de cobre (CuONPs) con un tamafio medio de 80 + 15 nm y de forma irregular,
demostraron tener inhibicion contra Alternaria mali, Diplodia seriata y Botryosphaeria dothidea, con una
tasa de reduccion de crecimiento proporcional a la fraccion utilizada en el medio (Ahmad et al., 2020). En
particular, las CUONPs mostraron una actividad mejorada en combinacién con el extracto de hoja de Neem

(Ahmad et al., 2020).

En otro trabajo, CuNPs estabilizadas con quitosano tuvieron actividad antibacteriana contra bacterias
Gram-positivas, bacterias Gram-negativas y antifungica contra levaduras. La mejor inhibicidn se observé
contra las especies Staphylococcus aureus, resistente a meticilina (99.65%) y Candida albicans, (82.2%)

usando CuNPs con quitosano al 0.05% y 0.1% de peso (Usman et al., 2013).

En un estudio en el que se evalué la actividad antiflingica de CuNPs sintetizadas por Streptomyces griseus
contra Poria hypolateritia, causante de la pudricidon de la raiz roja en las plantas de té, se obtuvieron
nanoparticulas polidispersas de tamafio entre 5 a 50 nm de didmetro y de forma esférica, las cuales
tuvieron un control maximo con una dosis de 2.5 ppm con una reduccién de la enfermedad del 52.7%.
Ademas, en ese trabajo evaluaron el efecto de las NPs en la rizosfera en plantas de té, donde después de
12 meses, hubo una disminucion del 10% en la densidad de poblacidn de microorganismos debido a la

presencia de las NPs (Ponnusamy et al., 2016).

1.1.6 Obtencién de nanoparticulas por medio de especies de Trichoderma

La sintesis verde por hongos para la fabricacion de nanoparticulas proporciona un método de escalado
facil y sencillo, ademas de ser mas econdmico, proporciona una mayor cantidad de biomasa y obtencion
Optima de micelio del hongo (Varshney et al., 2012). Las especies de Trichoderma han sido ampliamente

utilizadas para realizar sintesis de nanoparticulas, de las cuales dependiendo del método que se utilice, se
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obtienen nanoparticulas de distintas caracteristicas tanto morfoldgicas como fisicoquimicas (Varshney et

al., 2012).

Guilger y colaboradores (2019) realizaron una biosintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs), a partir de
un cultivo de Trichoderma harzianum del que se obtuvieron discos de micelio que transfirieron a caldo de
papa-dextrosa. Realizaron dos cultivos, uno que estimularon con 0.5% de pared celular de Sclerotinia
sclerotium y otro sin estimular. De esta manera obtuvieron dos tipos de nanoparticulas, las que se
obtuvieron con cultivos estimulados (AgNP-TS) y con cultivos no estimulados (AgNP-T). Mediante ensayos
de inhibicidén en placa determinaron que las AgNP-TS tenian una mayor inhibicion de crecimiento miceliar.
También realizaron un ensayo de inhibicidn de crecimiento de T. harzianum en placa contra las AgNPs, en

el que demostraron que no causaban ningun efecto en el crecimiento de T. harzianum.

En otro estudio, se utilizé la biomasa de Trichoderma viridie obtenida después de mantenerse a 25°Ca 150
rpm por siete dias, del cual se extrajo un filtrado crudo libre al que se agregd AgNOs para sintetizar las
AgNPs. Estas nanoparticulas fueron utilizadas para medir el efecto antibacterial contra Acinetobacter
baumannii, Shigella sonnei, Shigella boydii y Salmonella typhimurium. Las bacterias Gram-negativas

tuvieron zonas de inhibicién mas grandes en comparacién de las Gram-positivas (Andallah et al., 2016).

Trichoderma longibrachiatum fue usada para la sintesis de AgNPs en contra de los hongos patégenos
Alternaria alternata, Fusarium verticillioides, Fusarium moniliforme, Aspergillus flavus, Aspergillus
heteromorphus, Penicillium glabrum, Penicillium brevicompactum, Heterodera oryzae y Pyricularia grisea.
Para la biosintesis de las AgNPs se utilizaron los filtrados de la biomasa fungica, usando como metal
precursor nitrato de plata (AgNOs). Con las AgNPs obtenidas, se realizd un ensayo de inhibicidn contra los
hongos patégenos, donde la mayor eficiencia de inhibicidn se obtuvo contra P. grisea del 98.9%, seguida
del 93% contra A. alternata, y la menor eficiencia fue de 75.7% contra P. glabrum (Elamawi et al., 2018).
Debido a las caracteristicas que tiene Trichoderma, se pretende utilizar como productor de nanoparticulas
de cobre, las cuales en conjunto con los metabolitos que produce, actuardn en sinergia permitiendo un

control mas efectivo de especies del género Lasiodiplodia en cultivos de la vid.

1.2 Justificacion

Los hongos causantes de la muerte regresiva en vid ocasionan pérdidas econdmicas importantes en todo

el mundo, ya que una vez que infectan la planta es dificil controlar la enfermedad. Estos hongos infectan
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a la planta principalmente penetrando por las heridas de poda y, actualmente no existe un método de
control efectivo. Con el uso de la nanotecnologia se pretende desarrollar una alternativa contra los
patdgenos de la madera de la vid, aprovechando las propiedades antifingicas de las nanoparticulas de

oxido de cobre y el potencial antifungico de Trichoderma.

1.3 Hipétesis

Las nanoparticulas de 6xido de cobre sintetizadas utilizando extractos de Trichoderma spp. tienen

capacidad inhibitoria contra los hongos causantes de la muerte regresiva en vid.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Obtener nanoparticulas de dxido de cobre a partir de extractos de Trichoderma spp. y evaluar su efecto

sobre especies de hongos causantes de la muerte regresiva en vid.

1.4.2 Objetivos especificos

e Estandarizar un protocolo de sintesis para biosintetizar nanoparticulas de o6xido de cobre

utilizando Trichoderma spp.

e Obtener la caracterizaciéon y determinar la estabilidad de las nanoparticulas de éxido de cobre

obtenidas a partir de Trichoderma spp.

e Evaluar el efecto de las nanoparticulas de d6xido de cobre sobre cultivos in vitro del hongo

patdgeno Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3.

e Evaluar el efecto de las nanoparticulas de dxido de cobre in planta sobre el hongo patégeno

Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Crecimiento de especies de Trichoderma y Lasiodiplodia

Las cepas de Trichoderma asperellum que se eligieron para este experimento fueron la Trichoderma EFQ9,
Trichoderma T11y Trichoderma T15 (Fig. 1). La EF09 se obtuvo de vid cv. Mision del Valle de Guadalupe.
La T11 fue obtenida de clavel y la T15 se obtuvo de una vid y fue aislada en Sonora. Las cepas se colocaron
en una caja Petri de 120 mm de didmetro, inoculando en el centro con un disco de micelio. Se sellaron y
mantuvieron en incubacidon por tres dias a 30°C y dos dias en luz para la formacién de conidios.

Transcurridos los cinco dias, se colocaron los conidios de las tres cepas de Trichoderma en un tubo

Eppendorf con glicerol para mantener un resguardo de las cepas.

Tabla 1. Caracteristicas generales de Trichoderma spp. que lo hacen un buen organismo de biocontrol contra hongos

fitopatdégenos.

Trichoderma spp.

Filo

Ascomicota - Hongos que se caracterizan por
sus ascas, una estructura en forma de saco que
se desarrolla en su fase sexual.

Clase

Sordariomicetes - Los sordariomicetos
generalmente producen sus ascos en cuerpos
fructiferos periteciales.

Orden

Hipocreales - Hongos con esferdceas de colores
brillantes en sus estructuras que producen
esporas.

Familia

Hipocreaceae - Contiene especies con ascomas
periteciales de colores brillantes (rojo, amarillo,
etc.).

Género

Trichoderma

Modo de accidn

Micoparasitismo por medio de enzimas que
pueden degradar la pared celular de algunos
hongos. Antibiosis por la secrecién de
metabolitos secundarios que afectan a otros
hongos parasitos y por competencia en la
rizosfera contra otros microorganismos.
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Figura 1. Morfologia en placa de cepas de Trichoderma asperellum EFQ9, Trichoderma asperellum T11y Trichoderma
asperellum T15, recuperadas y sembradas para utilizar durante el experimento. Foto a caja abierta en el que se ve
color verdoso debido a esporulacion densa.

Como patdgeno, se eligid la cepa de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 (Figura 2), y la Lasiodiplodia
brasiliensis MXBCL28, previamente aisladas de vifiedos de Baja California (Rangel-Montoya et al., 2021).
Se inoculé con un disco de micelio en el centro de una caja Petri con agar papa dextrosa (PDA) y se mantuvo
durante cinco dias en incubacién a 30 °C. Transcurridos los cinco dias, se colocé micelio en un tubo

Eppendorf con glicerol y se mantuvo en resguardo hasta su uso.

Figura 2. Morfologia en placa de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 crecida en medio agar papa dextrosa (PDA)
utilizada en este trabajo.
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2.2 Preparacion de la biomasa fuingica para la eleccion de medio y biosintesis

de CuONPs

Se utilizaron dos medios de cultivo liquido para seleccionar aquel que indujera una mayor produccién de
metabolitos secundarios en las cepas de Trichoderma. Los medios fueron caldo de extracto de malta (MEB)
y caldo de papa dextrosa (PDB), con y sin quitina, por lo tanto, se obtuvieron cuatro medios en total: caldo
de papa dextrosa (PDB), caldo de papa dextrosa con quitina al 0.3% (PDB+Q); caldo de extracto de malta
(MEB), caldo de extracto de malta con quitina al 0.3% (MEB+Q). Se colocaron 100 mL del medio
correspondiente en matraces de 250 mL, cada medio fue inoculado con 100 pL de las cepas de
Trichoderma (EF09, T11 y T15), a una concentracion de 1x10* esporas/100 mL y se mantuvieron en
agitacion por nueve dias a 150 rpm a 30 °C. Como controles para los experimentos se utilizaron 100 mL de

cada medio (PDB, PDBQ, MEB y MEBQ), sin inocular.

Transcurridos los nueve dias, se separd el sobrenadante de la biomasa decantando el liquido en tubos de
50 mLy se centrifugd a 4,000 rpm a temperatura ambiente (TA) por 10 min. Esto se hizo para separar los
restos de micelio que aun permanecian en el sobrenadante y que, al momento de realizar el filtrado no se

taponara el filtro.

Después de centrifugar todos los sobrenadantes, se procedié a filtrar las muestras usando un filtro de 0.22
Km con una jeringa de 20 mL, para asi obtener los sobrenadantes filtrados (S1). Las muestras obtenidas se

resguardaron en refrigeracidn para su uso posterior.

2.3 Eleccion del medio de cultivo para produccion de metabolitos secundarios

A partir de los S1 obtenidos de las tres especies de Trichoderma, se realizé un experimento de inhibicién
por envenenamiento. Para ello, en una placa Petri de 60 mm se agregaron en total 9 mL de medio
conteniendo 30% fue sobrenadante y 70% de PDA. Debido a que se necesitaba tener una homogeneidad
en toda la placa de agar y sobrenadante, antes de ser colocados sobre la caja Petri, se agregaron 2.7 mL
de sobrenadante y 6.3 mL de agar en un tubo de 15 mL y se mezclaron agitando levemente el tubo de un
lado al otro, para evitar la formacion de burbujas que podrian interferir en el crecimiento del hongo

patdgeno en la caja. A continuacién, se vertieron los 9 mL de liquido en la caja Petri, colocando la tapa a
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la mitad en lo que el agar se endurecia, evitando la formacidn de vapor de agua que interfiriera con el

experimento.

Después de 20 min, sobre el agar sdélido se colocd un disco de micelio de 5 mm de didmetro del patégeno
Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3, en el centro de la placa para que tuviera crecimiento equitativo hacia
los extremos. Para mantener la esterilidad de las muestras, todo se realizd con mechero y en campana de

flujo laminar.

Las cajas se sellaron y colocaron en incubacién a 30 °C para ser evaluadas a las 24 y 48 h para medir el
crecimiento del hongo patégeno sobre la caja Petri. A partir de este experimento se eligieron los
sobrenadantes con mayor inhibiciéon para la formaciéon de nanoparticulas. De este experimento se
seleccioné el medio en donde se observé mayor inhibicion del hongo patégeno, considerando que la

inhibicion se debe a una mayor producciéon de metabolitos secundarios.

2.4 Biosintesis de CUONPs a 5 mM

Con los sobrenadantes S1 de las especies de Trichoderma con mayor inhibicién, se prepararon 36 mL de
nanoparticulas para hacer posteriores ensayos de inhibicién y caracterizacion.Como precursor metalico
de las nanoparticulas de o6xido de cobre (CuONPs), se utilizé sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04-5H,0). Se preparé una solucidn de sulfato de cobre a 5 mM, y una solucién de hidréxido de sodio
(NaOH) a 5 mM para realizar el ajuste de pH pertinente. A cada S1, se le agregd la solucién de CuSO4-5H,0
en proporcion de 1:3 (sobrenadante:sulfato de cobre), por lo que, para cada sintesis de nanoparticula, se
agregaron 9 mL del sobrenadante y 27 mL CuSQO4-5H,0. El pH para la formacién de las CUONPs ronda los
entre los 8-11, por lo que fue necesario realizar ajustes de pH con el NaOH. Posteriormente las CUONPs se

resguardaron en oscuridad en un vial de vidrio de 20 mL hasta su uso.

2.5 Actividad antifungica de las CuONPs sintetizadas en ensayos in vitro

Para medir la actividad antifungica de las nanoparticulas de cobre, se realizé un ensayo in vitro en placa
en contra de L. gilaniensis CHCS3-3. Se prepararon placas de Petri con medio PDA, que contenian por

separado; 1. Las nanoparticulas de cobre biosintetizadas con los S1 de Trichoderma seleccionados, 2. El
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sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4-5H,0) a una concentracion de 5 mM, 3. El control del

experimento, con el medio de cultivo PDA sin las nanoparticulas ni el CuSO4-5H,0.

Una vez se tuvieron listas las placas de Petri, se inoculé en el centro de la placa con el hongo patdgeno L.
gilaniensis CHCS3-3 para cada ensayo y se mantuvieron en incubacién a 28 °C por 30 h. Durante las 30 h
que durd el experimento, se midid el crecimiento de micelio para todos los ensayos y elabord una tabla

con los datos obtenidos.

2.6 Preparacion de cultivo de Trichoderma

A partir de las cepas de Trichoderma seleccionadas, se obtuvo mds sobrenadante para los siguientes

experimentos.

Usando 100 mL de medio de cultivo previamente seleccionado se inocularon esporas de Trichoderma a
una concentracion de 1x10% en matraces de 250 mL. Posteriormente, se mantuvieron en incubacién por
nueve dias a 150 rpm a 30 °C. Transcurridos los nueve dias, se separd la biomasa del sobrenadante con
ayuda de un filtro de tela tipo magitel estéril. La biomasa se pesd y resguardd para utilizarla mas adelante.
El sobrenadante obtenido, se filtré utilizando un filtro estéril de 0.22 um usando una jeringa de 20 mL,
para asi obtener los sobrenadantes filtrados (S1). Las muestras se resguardaron en refrigeracion para su

posterior uso.

La biomasa previamente obtenida, se lavd y se pesd y por cada 10 g de micelio, se afiadieron 100 mL de
H,0 desionizada estéril en matraces de 250 mL, para ser nuevamente incubada por tres dias a 150 rpm a
30 °C. Transcurridos los tres dias, se filtré el sobrenadante obtenido por filtro Whatman del 0.22 um con
una jeringa de 20 mL, para asi obtener los sobrenadantes a partir de micelio limpio (i.e. libre de restos de

nutrientes) (52). Las muestras se resguardaron en refrigeracion para su uso posterior.

2.7 Biosintesis de CUONPs a 10 mM

Los S1y S2 se usaron para sintetizar nanoparticulas a partir de una concentracidon de 5 mM, se decidio

aumentar a 10mM para ver si se podia lograr mayor inhibicion de los hongos patdgenos.
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De los dos sobrenadantes previamente obtenidos (S1 y S2), se realizd la sintesis de nanoparticulas con

CuS04:5H,0 como precursor a 10 mM y se realizd el ajuste de pH a 11 con NaOH 1M.

Para los S1, se realizod la sintesis con una relacion de 1:3 como se habia realizado anteriormente, donde
por cada 1 mL de S1 se agregaban 3 mL del metal precursor. Para los S2, la sintesis se realizd con una
relacidon de 1:1 debido a que en esa relacidn las nanoparticulas mantenian mayor estabilidad, e igualmente
el ajuste de pH se realizd con NaOH 1M. La formacion de NPs se confirmd con el cambio de viraje de un
amarillo palido a un azul que varié dependiendo de la muestra. Al final se obtuvieron seis tipos de
nanoparticulas, las obtenidas por los S1 (S1 CuONPs), y las obtenidas por S2 (S2 CuONPs). Las
nanoparticulas obtenidas se resguardaron en viales de vidrio y se mantuvieron en oscuridad por 24 ha TA

para ver su estabilidad.

2.8 Actividad antifungica de las CUONPs a 10 mM

Se probd la actividad antifingica de las CUONPs en un experimento en conjunto con los S1y S2 por medio

de ensayos in vitro en placa en contra de una especie de L. gilaniensis CHCS3-3.

Se prepararon placas de Petri con medio PDA, que contenian por separado; 1. El S1 obtenido previamente,
2. El sobrenadante de S2, 3. Las CuONPs biosintetizadas con los S1 de T. asperellum PQQ9, PT15 y PQT15,
4. Las CuONPs biosintetizadas con el S2 de T. asperellum PQQ9, PT15 y PQT15, 5. El sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4-5H,0) a una concentracion de 10 mM, y 6. El control del experimento, con el medio

de cultivo PDA sin las nanoparticulas ni el CuSO4-5H,0.

Una vez se tuvieron listas las placas de Petri, se inoculé en el centro de la placa con el hongo patdgeno L.
gilaniensis CHCS3-3 para cada ensayo y se mantuvieron en incubacién a 30 °C. Cada 24h, se observaron las
placas para medir el crecimiento de micelio en todos los ensayos y asi poder realizar una tabla con los

datos obtenidos y poder comparar los resultados.

2.9 Preparacion de muestras para caracterizacion y estabilidad de las CUONPs

Se realizaron tres métodos para caracterizar y ver la estabilidad de las CuONPs EFQ9. De un vial con

nanoparticulas, se tomé 1 mL en un microtubo de 1.5 mL y se hizo una dilucidn 1:10 en agua desionizada
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para no cambiar el pH del medio. Posteriormente, la suspensién de nanoparticulas se sonicé por 40
minutos a temperatura ambiente. A partir de esta suspensidn, se determind el potencial z de las
nanoparticulas por dispersiéon de luz dindmica (DLS), lo cual permite saber la carga superficial de las
nanoparticulas, y con ello, determinar su estabilidad, si se aglomeran o tienen repulsién entre ellas.
También se realizé espectroscopia ultravioleta — visible (UV — Vis). Se realizé la medicién de 250 nm a 600
nm. Por Ultimo, para ver la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas, se realizé microscopia electrénica

de transmision.

2.10 Actividad antifungica de las CUONPs en planta

Se realizd un primer experimento utilizando plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon y se seleccioné la cepa
MXBCL28 de L. brasiliensis como patdgeno. Se evalud el efecto del sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04-5H,0) a 10 mM, el sobrenadante previamente obtenido de T. harzianum EF09 (S1), las esporas de
la EFO9 a una concentracion de 1x10%/mL, las CUONPs EF09, tanto por separado como en combinacién con
el patégeno L. brasiliensis. Para las plantas control se usé agua estéril. Las plantas se inocularon con 10 plL
de cada tratamiento en una herida mecanica de 2 mm de diametro realizada con un taladro en el tejido
lefioso de la planta y se dejo transcurrir 1 h hasta que las soluciones se absorbieron en el interior de la
planta. Posteriormente, el patégeno se inoculé usando un disco micelial de un cultivo de tres dias en PDA
de L. brasiliensis en la herida. Las heridas se cubrieron con Parafilm y se mantuvieron en condiciones de
invernadero por dos meses. Transcurrido el tiempo, se corté la base de la planta y se realizaron cortes
longitudinales para observar y medir las lesiones causadas por la L. brasiliensis en la zona de inoculacion,
asi como el efecto de los tratamiento por separado. Después, se recuperd un trozo de la zona de la planta
infectada, se flamed con etanol al 95%, se inoculé con PDA y se incubd a 30 °C. Al dia siguiente, se
observaron los diferentes tratamientos recuperados en las cajas con PDA para ver si se habia recuperado

al hongo L. brasiliensis.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Preparacion de la biomasa flingica

Después de los nueve dias de incubacion de los cultivos se obtuvo la biomasa. En los medios PDB, PDB+Q,

MEB y MEB+Q, se observé un buen crecimiento de las tres cepas de Trichoderma (Figuras 3,4y 5).

Figura 3. Produccion de biomasa observado en la cepa de Trichoderma asperellum EFO9 en medios PDB y MEB con y
sin quitina. A) Medio PDB. B) Medio PDB+Q. C) Medio de cultivo MEB. D) Medio de cultivo MEB+Q. E-G) Medios en
donde se observé mayor produccién de biomasa. E) PDB+Q. B) Medio de cultivo MEB. C) Medio de cultivo MEB+Q.

La produccion de biomasa en los cultivos con MEB y MEB+Q en las tres especies de Trichoderma fue mayor
a comparacion de los cultivos con PDB y PDB+Q, sin embargo, entre estos ultimos dos, el medio PDB+Q

produjo mas biomasa que el PDB.
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Figura 4. Produccién de biomasa observado en la cepa de Trichoderma asperellum T11 en medios PDB y MEB con y
sin quitina. A) Medio PDB. B) Medio PDB+Q. C) Medio de cultivo MEB. D) Medio de cultivo MEB+Q. E-G) Medios en
donde se observé mayor produccion de biomasa. E) PDB+Q. B) Medio de cultivo MEB. C) Medio de cultivo MEB+Q.

Figura 5. Produccién de biomasa observado en la cepa de Trichoderma asperellum T15 en medios PDB y MEB con y
sin quitina. A) Medio PDB. B) Medio PDB+Q. C) Medio de cultivo MEB. D) Medio de cultivo MEB+Q. E-G) Medios en
donde se observé mayor produccién de biomasa. E) PDB+Q. B) Medio de cultivo MEB. C) Medio de cultivo MEB+Q.
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3.2 Seleccion del medio de cultivo para produccion de metabolitos secundarios

Todos los S1 mostraron actividad antifingica, retardando el crecimiento de micelio con respecto al control.
El sobrenadante filtrado con mayor actividad antifungica fue el de la PT15, seguido de la PQ09. Los
sobrenadantes (S1): P09, PT11 sin quitinay PQT11, PQT15, MQT11y MQT15 (con quitina), mostraron una
inhibicién similar del patégeno. Los S1: M09, MQ09, MT15 y MT11, tuvieron la menor inhibicién. Este

comportamiento se mantuvo durante el tiempo que duré el experimento (Figuras 6y 7).

Medios de cultivo

PDB PDB+Q MEA MEA+Q

Control

EF09

Tratamientos

Ti1

Figura 6. Efecto de los sobrenadantes de las distintas cepas de Trichoderma asperellum sobre el crecimiento de
Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 a las 24 horas de Incubacion. Los circulos rojos indican tratamientos con mayor
inhibicidn, mientras que los circulos azules indican tratamientos con menor inhibicion.
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Medios de cultivo

Control

EF09

Tratamientos

T11

T15

Figura 7. Efecto de los sobrenadantes de las distintas cepas de Trichoderma asperellum sobre el crecimiento de
Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 a las 34 horas de incubacién. Los circulos rojos indican tratamientos con mayor
inhibicidn, mientras que los circulos azules indican tratamientos con menor inhibicién.

Con base en el area promedio medida en los diferentes tratamientos con los sobrenadantes S1, el

sobrenadante PT15 fue el que tuvo la mayor inhibicién de crecimiento, seguido por el S1 PQ09, y PQT15.
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Los sobrenadantes con el medio PDB — PDB+Q en promedio tuvieron mayor inhibicién que los S1 con el

medio MEB — MEBQ (Tabla 2 y Figura 8).

Tabla 2. Area promedio de crecimiento (media * desviacién estandar, N=3), a diferentes tiempos de incubacién de

Lasiodiplodia CHCS3-3 en los distintos S1 de las cepas de Trichoderma asperellum.

Area (mm?)

Tratamientos 18 horas 24 horas 34 horas
PDB 87311 1823 +70 2808 + 20
PDBQ 900 £ 10 1836+ 34 2746 £ 49
MEB 929+11 1857 +47 2763 £ 23
MEBQ 769 £ 14 1655 + 30 2828 £19
P09 559 +17 1382 + 81 2310+ 64
PQO9 380+4 1094 + 74 1894 + 90
PT11 538 +36 1615+ 130 2522 +163
PQT11 552 +109 1450 + 181 2408 £ 235

PT15 203 +26 544 + 53 874 53
PQT15 434 £ 4 1138 £+ 117 2027 £181
M09 960 + 29 2071+73 2768 £ 46
MQO09 738 £98 1801 + 136 2734 £135
MT11 574 £ 35 1612 £ 219 2630+ 123
MQT11 416+ 12 1406 + 159 2281 +141
MT15 705 £ 29 1571 £ 157 2613 + 183
MQT15 506 + 24 1461 £ 85 2500 £ 30

3.3 Biosintesis de CuONPs

La formacion de las nanoparticulas fue observada por el cambio de coloracién de los sobrenadantes con

el CuS04-5H,0, de un amarillo palido a azul. Debido a que el pH ideal para la formacién de las CUONPs es

de 11, en la tabla 2 se muestra el pH inicial, final y cantidad de NaOH agregado para cada sintesis.
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Figura 8. Crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 durante 34 h de incubacidn en los distintos sobrenadantes
(S1) de las cepas de Trichoderma asperellum. A) Controles. B) Sobrenadante de la cepa T. asperellum EFQ9. C)
Sobrenadante de la cepa T. asperellum T11. D) Sobrenadante de la cepa T. asperellum T15. En los tratamientos el
medio PDB se indica con una Py el MEB con M. La presencia de quitina se indica con una Q. (N=3, media  desviacion
estandar).

En general, los valores medidos de pH de los sobrenadantes de las Trichodermas fueron bajos, siendo el
sobrenadante de la PQT15 el de menor pH con 3.12, y el mayor de la PT15 con 5.58 (Tabla 3). Para llevar
a cabo la formacidn de las nanoparticulas fue necesario subir el pH hasta un valor de 11 donde ocurrid la
formacién de nanoparticulas y el cambio de coloracidn en las soluciones, llegando a un azul intenso o azul
verdoso dependiendo de la cepa utilizada. Este cambio de coloracidn fue mas evidente tras 24 horas de
permanecer a temperatura ambiente en oscuridad. Las nanoparticulas de la P09 y PT11 se aglomeraron
en la parte inferior de vial de vidrio mostraron color similar. Por su parte, la coloraciéon de la PT15y PQT15

fue mas azul verdoso y tuvieron menor precipitacidn en el fondo (Tabla 3).
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Tabla 3. Sobrenadantes seleccionados para realizar la sintesis de las CUONPs. Se muestra el pH inicial y final, ademas
de la colorimetria de las muestras antes y después de llegar al pH de formacién de las CUONPs.

Sobrenadante

Color inicial

pH
inicial

NaOH 0.5M
agregado

pH final

Color final

POS

T. asperellum
EF09
cultivada en
PDB

Amarillo palido

3.40

700pL

11.60

Azul

PT11

T. asperellum
T11 cultivada
en PDB

3.49

700uL

11.81

Azul

PT15

T. asperellum
T11 cultivada
en PDB

Amarillo palido

5.58

600uL

11.57

Azul verdoso

PQT15

T. asperellum
T15 cultivada
en PDB con
0.3% de
quitina

Amarillo palido

3.12

700uL

11.59

Azul verdoso
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3.4 Actividad antifungica de las CUONPs sintetizadas en ensayos in vitro

Se realizé un ensayo por envenenamiento para el cual se seleccionaron las CuONPs de la PT15, PT11,
PQT15 y PQOY. Los resultados obtenidos fueron similares entre las CUONPs seleccionadas, sin embargo,
las nanoparticulas de PT11 y PT15 mostraron mas inhibicion de la morfologia de crecimiento del hongo
patégeno (Figuras 9 y 10). El control negativo (C-) mostré mayor cantidad de micelio aéreo, con un
crecimiento de las hifas ramificado y lineal, apuntando hacia la parte superior y llenando en su totalidad
la placa en las 30 h que durd el experimento (Figuras 9A y 10A). El ensayo del control positivo (C+) con el
metal precursor CuSO, apenas tuvo crecimiento de micelio, sin extenderse por la placa (Figura 9B y 10B).
En las nanoparticulas de PT15, el micelio parecia abultado y anormal (Figuras 9E, 9F, 10E y 10F). Por otra
parte, con las nanoparticulas de PT11 no se observd micelio aéreo de igual forma, el micelio presentaba
estrés, creciendo en forma de “zigzag” (Figuras 9D y 10D), de manera mas notable que con las
nanoparticulas de PT15. Tanto la PO9 como la PQT15 tuvieron ligero crecimiento de hifas aéreas, con
crecimiento anormal y desorganizado (Figura 9C, 9E, 9F, 10C, 10E y 10F). Con base en los resultados de las
areas de crecimiento del patégeno con las nanoparticulas, las nanoparticulas de P09 fueron las que mas
redujeron el crecimiento de L. gilaniensis, seguida de las nanoparticulas de PT15, PT11 y por ultimo la
PQT15. Debido a que las nanoparticulas de PT15 y PQ09 mostraron la mayor inhibicién en el ensayo de

seleccidn de medio, se eligieron para realizar el ensayo en plantas (Tabla 4 y Figura 11).

Figura 9. Inhibicidon del crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 por nanoparticulas de 6xido de cobre
(CuONPs), medido a las 18 horas de haber inoculado con el patégeno. A. Control. B. Sulfato de cobre 5 mM. C.
CuONPs PQO9. D. CUONPs PT15. E. CuONPs PT15. F. CUONPs PQT15.
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Figura 10. Inhibicidn del crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 por nanoparticulas de 6xido de cobre
(CuONP), medido a las 30 horas de haber inoculado con el patégeno. A. Control. B. Sulfato de cobre 5 mM. C. CuUONP
PQO9. D. CUONP PT15. E. CUONP PT15. F. CUONP PQT15.

Tabla 4. Crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 (media * desviacion estandar, N=3), en diferentes
tratamientos. Areas medidas con Imagel.

Area (mm?)

Tratamientos 18 horas 30 horas
Control 1726 £ 191 2658 + 118
CuSO4 50+9 82+33

CuONP PQO9 198 + 26 473 £48

CuONP PT11 257 +48 552 +108

CuONP PT15 257 +25 541 + 64

CuONP PQT15 2775 576 +73
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Figura 11. Crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 en ensayo de inhibicidon con nanoparticulas. A. Control:
L. gilaniensis CHCS3-3 en PDA. B. Sulfato de plata 5 mM. C. CUONP PQQ9. D. CuONP PT15. E. CUONP PT15. F. CUONP

PQT15. (N=3, media * desviacién estandar).

3.5 Biosintesis de CUONPs

La formacion de las nanoparticulas se confirmé con el cambio de viraje de amarillo palido a un azul mas
fuerte que varidé dependiendo la especie con su respectivo medio. Las nanoparticulas producidas con el
sobrenadante (S2), tuvieron un viraje mas tenue en comparacion con las producidas con S1. Al realizar la
sintesis, las S2 — NP adquirieron un color azul el cual tras 24h, cambid a azul mas claro. Por su parte, las S1

— NP tuvieron un viraje mas intenso donde, la S1 NP — PQT15 fue la que mostré un color azul mas intenso

(Figura 12).

Figura 12. Viraje de las nanoparticulas de éxido de cobre (CuONPs), sintetizadas con los sobrenadantes S1y S2. A. S2
CuONP PQQ9. B. S2 CuONP PT15. C. S2 CuONP PQT15. D. S1 CuONP PQOS9. E. S1 CuONP PT15. F. S1 CuONP PQT15.
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3.6 Actividad antifangica de las CuO NPs a 10mM

Figura 13. Inhibiciéon del crecimiento de L. gilaniensis por nanoparticulas de cobre medido a las 24 horas en medio
PDA. A) Control sulfato de cobre 5 mM. B) L. gilaniensis CHC3-3 en PDA. C) L. gilaniensis CHC3-3 con quitina al 0.3%.
D) Sobrenadante (S2) de T. asperellum EF09 con quitina al 0.3%. E) Sobrenadante (S2) de T. asperellum T15. F)
Sobrenadante (S2) de T. asperellum T15 con quitina al 0.3%. G) Nanoparticulas del sobrenadante (S2) de T. asperellum
EF09 con quitina al 0.3%. H) Nanoparticulas del sobrenadante (S2) de T. asperellum T15. 1) Nanoparticulas del
sobrenadante (S2) de T. asperellum T15 con quitina al 0.3%. J) Sobrenadante (S1) de T. asperellum EF09 con quitina
al 0.3%. K) Sobrenadante (S1) de T. asperellum T15. L) Sobrenadante (S1) de T. asperellum T15 con quitina al 0.3%.
M) Nanoparticulas del sobrenadante (S1) de T. asperellum EF09 con quitina al 0.3%. N) Nanoparticulas del
sobrenadante (S1) de T. asperellum T15. O) Nanoparticulas del sobrenadante (S1) de T. asperellum T15 con quitina
al 0.3%.
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Transcurridas las 24 horas de incubacion de los tratamientos, los controles de PDA y PDA+Q habian llenado
la caja. El CuSO4-5H,0 logré inhibir el crecimiento del hongo tal y como habia ocurrido anteriormente. En
cuanto a los tratamientos con S2, los tratamientos S2 — PQT15 y S2 — PT15 tuvieron crecimiento promedio
muy similar y en menor medida que el tratamiento S2 — PQQ9. En cuanto a los tratamientos de S1, todos
los tratamientos tuvieron menor crecimiento del hongo en comparaciéon con los controles de PDA y

PDA+Q. Sélo el tratamiento con S1 — PT15 logrd una inhibicion similar al CuSQO4-5H,0.

En cuanto a las NP, hubo diferencia de inhibicion evidente en todos los tratamientos de S2 — NP con

respecto a los S1 NP, donde estos ultimos tuvieron inhibicion de crecimiento similar al de CuSO..

Figura 14. Inhibicion del crecimiento de L. gilaniensis por nanoparticulas de cobre medido a las 48 horas en medio
PDA. A) Control CuSOs. B) Nanoparticulas del sobrenadante (S1) de T. asperellum EF09 con quitina al 0.3%. C)
Nanoparticulas del sobrenadante (S1) de T. asperellum T15 con quitina al 0.3%. D) Nanoparticulas del sobrenadante
(S1) de T. asperellum T15. E) Sobrenadante (S1) de T. asperellum T15.

Tras 48 horas, solo los tratamientos con el S1 mantuvieron inhibicién de crecimiento del hongo. En
particular, los tratamientos de S1 — NP mostraron inhibicidn similar a la del CuSQ,, y el S1 — PT15 mantuvo

una buena inhibicidn del hongo (Figura 14).



28

Figura 15. Inhibicion del crecimiento de L. gilaniensis por nanoparticulas de cobre medido a las 72 horas en medio
PDA. A) Control CuSOa. B) Sobrenadante (S1) de T. asperellum T15. C) Nanoparticulas del sobrenadante (S1) de T.
asperellum EF09 con quitina al 0.3%. D) Nanoparticulas del sobrenadante (S1) de T. asperellum T15.

Tras 72 horas, el tratamiento S1 — NP PQO9 y el S1 — PT15 mantuvieron una buena inhibicién, la cual fue

mejor en el tratamiento de nanoparticulas (Figura 15).

Figura 16. Inhibicion del crecimiento de L. gilaniensis por nanoparticulas de cobre medido a las 96 horas en medio
PDA. A) Control CuSO4-5H20. B) Nanoparticulas del sobrenadante (S1) de T. asperellum EF09 con quitina al 0.3%.
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Tabla 5. Crecimiento (media + desviacion estandar, N=3), del hongo Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 con los
diferentes tratamientos, monitoreados cada 24 horas.

Area (mm?)
Tratamientos 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

PDA 2078 £ 27 - - -
PDAQ 1811 +51 - - -

CuS0O4-5H,0 269 +45 1212 +111 1481 + 87 2077 + 188

S1 - NP PQO9 200+91 960 + 102 1460 + 61 1491 + 43
S1- NP PQT15 156 + 26 1014+ 129 - -
S1 - NP PT15 153 +12 1259 + 535 1651+ 614 -
S2 — NP PQO9 830+74 - - -
S2 — NP PQT15 826 +59 - - -
S2 — NP PT15 1090 + 212 - - -
S2 - PQO9 1748 + 159 - - -
S2 -PQT15 1076 + 277 - - -
S2 - PT15 1100 + 117 - - -
S1-PQO9 1622 + 146 - - -
S1-PQT15 1381+ 108 - - -
S1-PT15 262 +38 740 £59 1634 + 159 -

(-) Indica que el hongo llend la caja.

En la dltima medicion realizada tras 96 horas, solo el control con CuSO4-5H,0 y el tratamiento S1 — NP
PQO9 fueron los Unicos en los que en sus tres réplicas en donde el hongo no llené por completo la placa.
El tratamiento con nanoparticulas detuvo casi en su totalidad el avance del hongo patdgeno alas 72 horas,
en comparacién con el sulfato de cobre el cual si aumentd su diametro con respecto a su anterior medicion

(Figura 16 y Tabla 5).

3.7 Caracterizacion y estabilidad de las CuONPs

Las nanoparticulas biosintetizadas por T. asperellum EFQ9 se caracterizaron fisicoquimicamente. Tras

obtener la medida del potencial zeta de las nanoparticulas, se observé un Unico pico con distribuciéon
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negativa de -28.5 mV. Esto indica que la suspension de nanoparticulas tiene una carga negativa que

permite que haya repulsidn entre las nanoparticulas y evita aglomeracion (Figura 17

Zeta Potential Distribution
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[—— Record 6 CuONP 3

Figura 17. Distribucion del potencial zeta de las CUONP EF09. La distribucion se encuentra del lado negativo con un
valor de -28.5 mV. El eje Y representa el recuento total de particulas en la muestra, mientras que el eje X el potencial

zeta (mV).

El UV — Vis se realizé de los 250 nm a 600 nm. El espectro muestra un pico a los 320 nm, correspondiente

al 6xido de cobre (CuO) de las nanoparticulas (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de UV-Vis de las CUONPs EF09. El pico se encuentra en los 320 nm.
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Figura 19. Imagen obtenida a través de microscopia electronica de transmisidn. Se muestra la morfologia y el tamafio
de las CUONPs EFQ9. Las flechas rojas sefialan algunas de las nanoparticulas con forma cuasi-esférica presentes en la
muestra.
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Figura 20. Distribucién del tamafio de las CUONPs EF09. El tamafio promedio fue de 5.94 nm con una desviacion
estandar de + 2.98. Este valor se obtuvo después de la medicién de 1.000 nanoparticulas.



32

La imagen de TEM permitié determinar el tamafio de las nanoparticulas y su morfologia. El tamafio promedio fue de
5.94 nm, con morfologia cuasi-esférica (Figurasl9 y 20). También, se pudo observar que las nanoparticulas se
encuentran embebidas en una matriz de material biolégico derivado del sobrenadante de la T. harzianum EF09. Las
nanoparticulas que se encuentran en un mayor cumulo de esta matriz tuvieron un tamafio mayor a las que no lo
estan. Esto puede indicar que, en esa zona, las nanoparticulas tienen mayores componentes biolégicos acoplados a

su estructura, formando la corona proteica (Figura 19)

3.8 Actividad antifungica de las CuONPs en plantas de vid cv. Cabernet

Sauvignon

Transcurridos los dos meses, las plantas fueron cortadas para medir la lesidn generada por el hongo L.
brasiliensis con los tratamientos utilizados para este experimento. Las plantas que fueron inoculadas con
agua no presentaron dafio evidente mas que el generado por la misma lesién, en general presentaban
tejido verde en todo el xilema y la coloracién de la médula era café intensa, como en una planta sana. Las
plantas inoculadas con L. brasiliensis MXBCL28, presentaron lesiones de hasta 6.6 cm de longitud,
alrededor de la zona de inoculacién. Como caracteristicas que aparecen debido al daino por el hongo, el

xilema se torna necrdético, oscuro y mas seco.

El tratamiento inoculado con nanoparticulas sin el patégeno presentaba tejido verde, sin lesion y las
plantas eran visiblemente mas sanas. Sobre la herida generada por el taladro, incluso se pudo observar
tejido verde regenerado. Esto es algo positivo debido a que indica que no hay dafio aparente de las

nanoparticulas en la planta (Figura 21).

El tratamiento que fue inoculado con las nanoparticulas y el patdgeno, presentd lesién promedio de 4.1
cm. En el tratamiento con el sulfato de cobre no se observé tejido verde alrededor de la lesidn, pero en
los extremos de la planta. Las plantas tratadas con sulfato de cobre con el patédgeno presentaron una lesiéon
promedio de 3.9 cm alrededor de la herida. Ademads, no se vio tejido verde alrededor de la lesién o hacia

los extremos del tronco de la planta, pero si lesidon necrdtica alrededor de la herida.

Los resultados de las plantas tratadas con sobrenadante y esporas de la Trichoderma tuvieron
caracteristicas similares de longitud y aspecto de la lesidn, con una longitud de lesién promedio de 5.04
cm alrededor de la herida. Ademas, los troncos de la vid se notaban mas secos debido a los efectos del

hongo L. brasiliensis MXBCL8 (Figura 21)
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Figura 21. Lesiones generadas después de 2 meses de tratamiento en plantas de vid. p: indica tratamientos
inoculados con Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28.
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Figura 22. Longitud de lesién causada por Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28 en plantas de vid 2 meses después de
la inoculacién bajo condiciones de invernadero. Las barras indican la desviacién estandar en cada tratamiento. El
andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Tukey (diferentes letras
indican significancia estadistica en P < 0.05).
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Capitulo 4. Discusion

En el presente estudio, se biosintetizaron nanoparticulas de 6xido de cobre a partir de cepas de
Trichoderma y se evalué su efecto contra dos especies de Lasiodiplodia. Para llevar a cabo la biosintesis de
las nanoparticulas se usaron sobrenadantes de Trichoderma asperellum obtenidos a los nueve dias de
incubacidn. Este trabajo es el primero en el que se evalian nanoparticulas de cobre en plantas de vid en
condiciones de invernadero. Con base en la hipdtesis del proyecto, los resultados sugieren que no hubo
diferencias significativas con respecto a otros tratamientos utilizados para inhibir a Lasiodiplodia
brasiliensis MXBCL28 y Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3. Es importante destacar que al realizar una
sintesis biolégica de nanoparticulas, el uso de metales téxicos se reduce a comparacion de otros métodos
de sintesis donde se implica el uso de sustancias quimicas téxicas y solventes orgdnicos (Guilger y Lima,

2020).

Para aumentar la produccidon de metabolitos en los sobrenadantes de Trichoderma, en algunos cultivos se
utilizé quitina al 0.3% como suplemento y se evaluaron los sobrenadantes obtenidos en ensayos
antifungicos, comparandolos con los no suplementados. Se esperaba en los cultivos suplementados con
quitina se promoviera la sintesis de enzimas degradadoras de pared celular y por consecuencia, tuvieran
mayor actividad antifiingica. Sin embargo, en el ensayo antifungico el sobrenadante PT15 (sin suplemento
de quitina), fue el que mostré mayor inhibicion en comparacion al resto. Las especies de Trichoderma
producen quitinasas, enzimas encargadas de degradar la pared celular de algunos hongos. Debido a esto,
en algunos trabajos han utilizado quitina como inductor de estas enzimas. Por ejemplo, Baldoni y
colaboradores (2020), evaluaron la produccion de quitinasas por Trichoderma koningiopsis UFSMQ40
usando distintas fuentes de quitina; encontrando que la quitina coloidal aumentd la produccion de
quitinasas, ademas de tener la mayor actividad enzimdtica; mientras que el uso de quitina proveniente de
cascara de camarodn triturada tuvo el menor impacto en sus experimentos. Similarmente, Nampoothiri y
colaboradores (2004), lograron inducir una alta concentracidon de quitinasa en Trichoderma harzianum
usando quitina coloidal como inductor enzimatico. Con base en los reportes anteriores, la fuente ideal
para inducir la produccidn de quitinasas es la quitina coloidal. Dado que en este trabajo usamos quitina
proveniente de camardn triturado para suplementar los cultivos, esto explica que no hubiera diferencias
significativas entre los tratamientos con quitina y sin quitina. Una vez obtenido el sobrenadante, se Illevd
sintesis de nanoparticulas con sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4-5H,0) como precursor en una

relacidn 1:3, donde se utilizé 1mL de sobrenadante por cada 3mL de sulfato de cobre pentahidratado.



35
Para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas, el pH jugd un papel determinante en la sintesis y en la
capacidad de inhibicién de las nanoparticulas, ya que puede influir en la formacidén, tamafio, forma y
propiedades de las nanoparticulas obtenidas. El control del pH durante la sintesis de nanoparticulas
también es esencial para obtener nanoparticulas con las caracteristicas deseadas y para garantizar que
pueda ser una sintesis reproducible y controlada (Kareem et al., 2020). Para este trabajo, se eligié un pH

de 11, siendo este el pH ideal en el que las nanoparticulas mostraron mayor estabilidad.

A partir de cepas de Trichoderma asperellum aisladas en la regién de Baja California, se obtuvo
satisfactoriamente la biosintesis de nanoparticulas de éxido de cobre con dos distintas concentraciones
(5mM y 10mM). La formacidn de nanoparticulas metdlicas se evidencid por el cambio de coloracién tras
modificar el pH de sintesis en la suspensién que contenia al sulfato de cobre y el sobrenadante de las cepas
de T. asperellum. El cambio fue de amarillo a azul, que tras 24h en oscuridad y a temperatura ambiente
llegd a un azul mds intenso. En un estudio donde se utilizd Trichoderma harzianum para la biosintesis de
nanoparticulas de plata, éxido de cobre y éxido de zinc, modificaron su pH de sintesis de 6 — 12 y
encontraron diferencias en morfologia y tamafio dependiendo qué tan alcalino era el pH de que se
utilizaba (Consolo et al., 2020). En otro estudio donde se utilizaron especies de Streptomyces para la
biosintesis de nanoparticulas de éxido de cobre para aplicaciones biotecnoldgicas, se reportd que usando
pH 9 se obtenian nanoparticulas esféricas y con tamafios promedio de 80nm (Hassan et al., 2019). Como
puede observarse, cambios en el pH de sintesis, aunado al metal precursor que se utilice da como

resultado diferencias en morfologia y tamafo de las nanoparticulas resultantes.

En cuanto a la caracterizacién fisicoquimica, el espectro de UV-Vis mostrd un Unico pico de absorcion
correspondiente a las nanoparticulas de CuO a los 320 nm. El pico de absorcién puede variar dependiendo
de factores como la temperatura, tipo de extracto y el metal precursor que se utilice (Weldegebrieal 2020),
sin embargo, el espectro obtenido fue similar a los reportados en la literatura (Kayalvizhi et al., 2019;
Mohamed et al., 2020). Otro punto importante en la caracterizacion de las nanoparticulas fue el potencial

Zeta, que tuvo un valor de -28.5mV.

Un potencial zeta ya sea positivo o negativo, provoca que exista repulsidn entre las nanoparticulas y evita
su aglomeracion (Kosmulski, 2004). Un valor negativo en sintesis biolégica de nanoparticulas se asocia a la
presencia de grupos funcionales amino(-NH.) y el grupo carboxilo (-COOH) (Pihlasalo et al., 2012), lo que
indicaria la presencia de proteinas y enzimas en la corona proteica de la nanoparticula. Esto podria indicar

que se logré el objetivo de sintetizar nanoparticulas a partir de sobrenadantes de Trichoderma.
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La caracterizacion por TEM reveld que las nanoparticulas tuvieron forma cuasi-esférica, con un tamafo
promedio de 5.94 nm. SegUn otros reportes de sintesis de CuO por método bioldgico, Thekkae y Cernik
(2013), biosintetizaron nanoparticulas de CuO con forma esférica y de tamafios promedios de 4.8 £ 1.6
nm, 5.5+ 2.5 nm, y 7.8 £ 2.3 nm usando gum karaya, un hidrocoloide natural no téxico y probaron su
efecto contra bacterias Gram-negativas. Por su parte, Gopinath y colaboradores (2016), a partir de
extracto acuoso de fruto seco de Tribulus terrestres, sintetizaron nanoparticulas de CuO, de forma esférica
y alta estabilidad, con un rango en tamafio de 5-22 nm. Asi, el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas
en este trabajo es similar a los reportados en literatura, las diferencias en el tamafio y la forma de las
nanoparticulas puede deberse al método de sintesis empleado, al microorganismo usado para realizar la

sintesis, el pH de formacidn de las nanoparticulas, entre otras cosas (Huang et al., 2015).

El cobre es uno de los fungicidas mas usados en vid, especialmente para controlar enfermedades foliares
como el mildia velloso (Berkelmann-Lohnertz et al., 2012). Los productos a base de cobre (fungicidas
cupricos) tienen un amplio espectro de actividad; sin embargo, se pretende reducir su uso en la agricultura
a un maximo de 28 kg/ha de cobre metélico en un plazo de siete afios, o 4 kg/ha/afio en la comunidad
econdmica europea (1981/2018 EC regulation), debido a sus posibles efectos fitotdxicos y por el riesgo de
acumulacidn en el suelo y el agua (Rusjan et al., 2007; Brunetto et al., 2014). Por ello, se debe investigar
estrategias para disminuir el contenido de cobre de los pesticidas, como reducir el tamafio de sus
particulas. Con el uso de nanoparticulas se pretende disminuir el uso del cobre al desarrollar fungicidas

verdes a base de cobre que pueden ayudar a combatir los problemas actuales de los fungicidas sintéticos.

Aunque las nanoparticulas sintetizadas aqui mostraron efecto in vitro contra los hongos de la madera
evaluados, el efecto no fue altamente significativo. Esto puede deberse en parte a que la cepa usada para
los ensayos, Lasiodiplodia brasiliensis L28, ha probado ser altamente virulenta en vid (Rangel-Montoya et
al., 2021). En un trabajo en donde se sintetizaron nanoparticulas de éxido de cobre a partir de extracto
de hoja de Neem (Azadirachta indica A. Juss), las nanoparticulas tuvieron bioactividad significativa contra
los hongos patégenos de manzana Alternaria mali, Diplodia seriata y Botryosphaeria dothidea, sin
embargo, solo se probd su efecto in vitro, observandose una disminucion del crecimiento de los hongos,
lo que indica que el cobre no es lo suficientemente téxico para estos patdgenos. Por ello se sugiere probar
otros metales para realizar la sintesis de las nanoparticulas. En los tratamientos en planta que se aplico
las nanoparticulas, no se vio un efecto negativo en la planta durante el tiempo que duraron los
experimentos. Es importante evaluar con mas ensayos y con distintas nanoparticulas para poder definir si
el aplicarlas como producto para inhibir patégenos, no causa un efecto negativo en las plantas, asi como

el entorno.
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Por otro lado, el uso de nanoparticulas en cultivos agricolas es un tema cuestionado por los efectos
secundarios que podrian tener y que no se han evaluado, por ejemplo, la toxicidad al ser metales, su
bioacumulacién en la planta y en el entorno donde se apliquen. Debido a esto, es importante evaluar sus

efectos a largo plazo.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se llevd a cabo la sintesis exitosa de nanoparticulas de éxido de cobre mediante el uso de tres cepas de T.
asperellum (EF09, T11 y T15). Tras la evaluacidn de actividad antifungica in vitro de los sobrenadantes de
las diferentes cepas, se encontrd que el sobrenadante (S1) de T. asperellum T15 mostré mejor actividad

con respecto a los sobrenadantes de la EFO9 y T11.

En los ensayos in vitro, se observd que las nanoparticulas biosintetizadas con T. asperellum EFQ9,
mostraron mayor inhibicion del crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis. Posteriormente, estas
nanoparticulas se caracterizaron y se encontré que tenian un tamano promedio de 6.78 nm con forma

cuasi-esférica ademds de un potencial Z de -28.5mV, lo que indica su estabilidad.

En ensayos in vitro, se evalud la capacidad de las nanoparticulas parainhibir el crecimiento de Lasiodiplodia
brasiliensis MXBCL28. Los resultados mostraron que las nanoparticulas si inhibieron el crecimiento del
hongo en comparacién con el control en placa. Por ultimo, se evalud el impacto de las nanoparticulas en
plantas de vid, y se encontré que no hubo inhibicidn del hongo L. brasiliensis MXBCL28, sin embargo, es

importante destacar que las nanoparticulas no afectaron negativamente a la planta.
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