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grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la vida con orientación en Microbiología Celular y Molecular 
 
Biosíntesis de nanopartículas de óxido de cobre a partir de Trichoderma spp. y su efecto contra hongos 

patógenos de vid 
 

Resumen aprobado por: 
  

____________________________________ 
Dra. Ernestina Castro Longoria 

Codirectora de tesis 

____________________________________ 
Dra. Rufina Hernández Martínez 

Codirectora de tesis 
 
 
La muerte regresiva por Botryosphaeria en vid es causada por hongos de la familia Botryosphaeriaceae. 
Estos patógenos pueden ocasionar pérdidas económicas importantes, por lo que es necesario buscar 
alternativas para controlar de manera eficiente estos patógenos.  En las últimas décadas se ha acrecentado 
el uso de agentes de biocontrol que, gracias a sus mecanismos de acción, son capaces de controlar a 
algunas especies patógenas en los cultivos de la vid. Un ejemplo son las especies de Trichoderma las cuales 
tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios tóxicos y enzimas degradadoras de la pared 
celular de algunos hongos. Con el uso de la nanotecnología es posible sintetizar nanopartículas, las cuales 
pueden inhibir el crecimiento de algunos microorganismos, sin embargo, los métodos de síntesis pueden 
llegar a ser tóxicos y de alto costo; es por ello que se propone el uso de especies de Trichoderma para 
realizar biosíntesis de nanopartículas, las cuales al ser acopladas a los metabolitos secundarios y enzimas 
que posee Trichoderma, podrían tener una inhibición mejorada en el control de los hongos patógenos. 
Este trabajo tuvo como objetivo, sintetizar nanopartículas de óxido de cobre (CuONPs) por medio de las 
cepas de Trichoderma y evaluar su inhibición contra patógenos de la vid. Se evaluaron tres especies de 
Trichoderma asperellum, EF09, T11 y T15, las cuales fueron cultivadas en distintos medios para elegir el 
que promoviera mayor producción de metabolitos secundarios. A partir de esto, se eligieron las cepas T15 
(PT15) y EF09 en medio PDB (PQ09). Por medio de ensayos por envenenamiento, se evaluó la inhibición in 
vitro de las CuONPs de la T15 y EF09. La caracterización de las nanopartículas indicó una forma cuasi-
esférica, un potencial Z de -28mV y con absorción de longitud de onda en 320 nm, correspondiente al CuO 
de las nanopartículas. Con base a los resultados obtenidos, la mayor inhibición fue observada con las 
CuONPs EF09 contra el hongo patógeno Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Botryosphaeria, Trichoderma, Nanopartículas, Inhibición, Patógenos de la vid.  
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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: 

 
____________________________________ 
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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 (PQ09) 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 EF09 against 
the pathogenic fungus Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Botryosphaeria, Trichoderma, Nanoparticles, Inhibition, Grapevine pathogens.  
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Capítulo 1.  Introducción 

En México, el cultivo de uva es de gran importancia, debido al volumen de producción de 453,519 

toneladas según datos del Panorama Agroalimentario 2021, lo cual se traduce a una gran derrama 

económica en el país. Baja California y Sonora son de los estados de la república con mayor producción de 

vid. Baja California produce cerca del 90% de los vinos del país, y Sonora por su parte, produce alrededor 

del 95% de la uva de mesa mexicana (González-Andrade, 2015). Las enfermedades en el cultivo de vid 

ocasionan pérdidas económicas importantes, llegando a significar hasta el 20% o más del costo de 

producción (Serrano et al., 2019), por lo que es imprescindible buscar alternativas efectivas para su 

control.  

Algunas de las enfermedades más problemáticas 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 patógenos, sin embargo, la superfamilia de la 

Botryosphaeriaceae incluye algunos de los patógenos más relevantes, como lo son el género de 

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

Las técnicas de control actuales para enfermedades de la madera se basan en estrategias preventivas a 

través de prácticas culturales como: utilizar material de propagación libre de enfermedades, esterilizar las 

herramientas de poda, aplicar pintura protectora en los cortes de poda y retirar las plantas infectadas de 

los viñedos para evitar daños (Mondello et al., 2018). También existen otras alternativas para el control 

de enfermedades, como lo es el uso de químicos y agentes de biocontrol. El uso de químicos resulta 

perjudicial a largo plazo, debido a los efectos en el medio ambiente que pueden generar contaminación 

del suelo, bioacumulación, lixiviación y contaminación de mantos acuíferos, entre otras cosas (Tudi et al., 

2021).  

En el uso de agentes de biocontrol, las especies de Trichoderma han tenido un rol protagónico debido a su 

actividad antagónica y micoparasitismo contra algunos hongos patógenos, por los metabolitos 

secundarios que produce, además 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 utilización para la biosíntesis de nanopartículas y así aumentar el efecto 
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inhibitorio de las nanopartículas contra microorganismos patógenos (Abdel-Kareem et al., 2018). La 

síntesis de nanopartículas puede realizarse por métodos físicos, químicos o biológicos. En este último 

método, se usa el material biológico que es el encargado de la oxidación/reducción de los metales para 

formar las nanopartículas (Prabhu y Poulose, 2012). El método biológico posee algunas ventajas con 

respecto a los métodos físicos y químicos, por ser más amigable con el medio ambiente y no usar químicos 

durante el proceso (Salem y Founda, 2021). Las nanopartículas de plata han sido las más estudiadas por 

sus propiedades antimicrobianas, sin embargo, el uso del cobre como metal precursor en la síntesis de 

nanopartícula se caracteriza por ser más ecológico, seguro y rentable, que, aunado a su actividad 

antimicrobiana, lo hace un buen candidato para la síntesis de nanopartículas (Waris et al., 2020). Las 

aplicaciones de las nanopartículas de óxido de cobre van desde el uso biomédico, como antibiótico o 

entrega de fármacos, hasta su uso en industrias textiles o de remediación en medio ambiente.  

En este trabajo, mediante el uso de la nanotecnología, se biosintetizaron nanopartículas de óxido de cobre 

utilizando cepas de Trichoderma asperellum. Las nanopartículas se caracterizaron fisicoquímicamente y se 

evaluó su efecto en ensayos in vitro e in planta contra hongos fitopatógenos 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 estípulas (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 producción agrícola en el país. Sus productos son de 

calidad de exportación. Las pérdidas y el combate de enfermedades, llega a representar el 20% o más del 

costo de producción (Serrano et al., 2019), por lo que es de suma importancia controlar a los 

microorganismos fitopatógenos que las ocasionan. Según 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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producción de uva fruta y segundo en uva industrial. La uva bajacaliforniana se destina principalmente a 

la producción de vinos.  

1.1.2 Enfermedades de la vid  

Existen diferentes patógenos 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 aparición de tumores en las partes leñosas 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 púrpura intenso. Las vides afectadas carecen 

de vigor y tienen una vegetación retrasada y esto ocasiona que la maduración 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 económicas. Los hongos del género Phaeacremonium spp. y Phaeomoniella chlamidospora son 

causantes de la enfermedad de Petri (Agustí et al., 2013) que provoca crecimiento débil y lento, una menor 

masa foliar, necrosis y defoliación temprana. También aparecen lesiones necróticas en las raíces. Al 

realizar cortes transversales y longitudinales en los tallos y ramas puede observarse necrosis interna en 

forma de puntos negros concéntricos y estrías de marrón oscuro a negro.    

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae se encuentran dentro del grupo de los Ascomicetos (Schoch 

et al., 2006).  Alrededor de 32 especies de esta familia causan la enfermedad del decline o muerte regresiva 

por Botryospheria, que ocasiona un crecimiento reducido, hojas pequeñas y cloróticas. 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 más avanzados tienden a morir (Castillo-Pando et al., 2001). De forma externa en el tronco 

aparecen partes necróticas en las que la corteza aparece suelta y cuando se hacen cortes en la madera se 

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

Los hongos penetran a las plantas a través de las heridas de poda. El patógeno puede entrar de forma 

directa al xilema de la planta a través de heridas, especialmente las de poda, por lo que algunas de las 

prácticas más comunes para evitar el riesgo de infección es reducir las fuentes de inóculo, así como el uso 

de fungicidas u organismos de control biológico 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 más frecuentemente aislada en Baja California y Sonora, mientras 

que L. brasiliensis fue la especie más 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 daño ambiental generado por el uso de sustancias químicas para el 

control de enfermedades en cultivos, se ha motivado el uso de alternativas biológicas, como el uso de 

especies del género Trichoderma. Este hongo es capaz de producir elicitores que inducen la defensa 

vegetal contra patógenos e insectos, ayudan a la solubilización de fósforo y propician la síntesis 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, además de competir contra otros patógenos 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 orgánicos sólidos, por lo que puede coadyuvar en la mineralización y en la 

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

Adicionalmente, Trichoderma tiene la capacidad de secretar enzimas extracelulares y proteínas como 

glucanasas, proteasas y quitinasas que degradan las paredes celulares de los hongos. Estas moléculas son 

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

A partir de los metabolitos secundarios, proteínas, y enzimas producidos de forma natural por 

Trichoderma, que se obtienen en forma de un sobrenadante del cultivo líquido del hongo, es posible llevar 

a cabo una síntesis verde de nanopartículas, las cuales se espera que tengan capacidad antifúngica 

mejorada.  
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1.1.4 Nanopartículas  

Las nanopartículas se ubican dentro del rango de tamaño de 1 – 100 nm (Farias et al., 2014), y este tamaño 

es el que les confiere sus características únicas de toxicidad y biocontrol. La síntesis de las nanopartículas 

puede realizarse por procedimientos físicos y químicos, pero estos producen subproductos tóxicos que 

son peligrosos para el medio ambiente (Muhammad y Rida, 2017), por lo que se ha propuesto el uso de la 

síntesis verde de nanopartículas debido a que son más amigables con el medio ambiente (Li et al., 2011), 

además de proveer características mejoradas de biocontrol con base al extracto del organismo que se 

utilice.  

Como ha sido reportado en diversos artículos, las nanopartículas tienen la capacidad de reducir o eliminar 

microorganismos patógenos, y una de las aplicaciones de las NPs metálicas es como agentes 

antimicrobianos, ya que los elementos ZnO, Cu, Ag y Fe son antagonistas de una diversidad de 

microorganismos, como hongos y bacterias fitopatógenos (Saharan et al., 2015). De todos estos 

elementos, la plata y el cobre tienen mayor relevancia en cuanto a propiedades antifúngicas y 

antibacterianas (Ingle et al., 2014), por lo que, para combatir a especies patógenos de la vid se podrían 

emplear nanopartículas de cobre (CuNPs), las cuales tienen un menor impacto ecológico (Ahmed et al., 

2016).  Además, el cobre es más barato y se puede disponer más fácil por lo que realizar su síntesis es más 

sencillo. Otra ventaja de las CuNPs es que pueden mezclarse con mayor facilidad y estabilidad con 

polímeros y macromoléculas (Cioffi et al. 2005). 

1.1.5 Propiedades antifúngicas de las nanopartículas 

En las últimas décadas, las CuNPs han sido investigadas para su uso en aplicaciones biotecnológicas para 

el combate de distintos patógenos. 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 H1N1, ya que el virus disminuyó con una concentración 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 tóxicas para los seres humanos y 

trabajan de forma selectiva contra algunos microorganismos (Savithramma et al., 2011). Su uso como 

agente antifúngico ha sido estudiado contra Aspergillus flavus, Aspergillus niger, y Candida albicans, donde 
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la mayor inhibición fue reportada contra Candida albicans y la mínima contra Aspergillus flavus 

(Ramyadevi et al., 2012).   

También se ha reportado que con una concentración del 1.5% de CuNPs, se logra una inhibición máxima 

de Aspergillus niger y que la inhibición es dependiente de la dosis o concentración que se use (Mali et al., 

2020). Las CuNPs biosintetizadas con extractos de hoja de Celastrus paniculatus de 2 – 10 nm, con 

morfología esférica y monodispersas, fueron efectivas frente a hongos fitopatógenos como Fusarium 

oxysporum a una concentración de 0.24%, logrando inhibición en placa del 76.29 ± 1.52 (Mali et al., 2020). 

Nanopartículas de óxido de cobre (CuONPs) con un tamaño medio de 80 ± 15 nm y de forma irregular, 

demostraron tener inhibición contra Alternaria mali, Diplodia seriata y Botryosphaeria dothidea, con una 

tasa de reducción de crecimiento proporcional a la fracción utilizada en el medio (Ahmad et al., 2020). En 

particular, las CuONPs mostraron una actividad mejorada en combinación 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 antifúngica contra levaduras. La mejor inhibición se observó 

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 evaluó la actividad antifúngica de CuNPs sintetizadas por Streptomyces griseus 

contra Poria hypolateritia, causante de la pudrición de la raíz roja en las plantas de té, se obtuvieron 

nanopartículas polidispersas de tamaño entre 5 a 50 nm de diámetro y de forma esférica, las cuales 

tuvieron un control máximo con una dosis de 2.5 ppm con una reducción de la enfermedad del 52.7%. 

Además, en ese trabajo evaluaron el efecto de las NPs en la rizosfera en plantas de té, donde después de 

12 meses, hubo una disminución del 10% en la densidad de población de microorganismos debido a la 

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

1.1.6 Obtención de nanopartículas por medio de especies de Trichoderma   

La síntesis verde por hongos para la fabricación de nanopartículas proporciona un método de escalado 

fácil y sencillo, además de ser más económico, proporciona una mayor cantidad de biomasa y obtención 

óptima de micelio del hongo (Varshney et al., 2012). Las especies de Trichoderma han sido ampliamente 

utilizadas para realizar síntesis de nanopartículas, de las cuales dependiendo del método que se utilice, se 
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obtienen nanopartículas de distintas características tanto morfológicas como fisicoquímicas (Varshney et 

al., 2012). 

Guilger y colaboradores (2019) realizaron una biosíntesis de nanopartículas 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 nanopartículas, las que se 

obtuvieron con cultivos estimulados (AgNP-TS) y con cultivos no estimulados (AgNP-T). Mediante ensayos 

de inhibición en placa determinaron que las AgNP-TS tenían una mayor inhibición de crecimiento miceliar. 

También realizaron un ensayo de inhibición de crecimiento de T. harzianum en placa contra las AgNPs, en 

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

En otro estudio, se utilizó la biomasa de Trichoderma viridie obtenida después de mantenerse a 25˚C a 150 

rpm por siete días, del cual se extrajo un filtrado crudo libre al que se agregó AgNO3 para sintetizar las 

AgNPs. Estas nanopartículas fueron utilizadas para medir el efecto antibacterial contra Acinetobacter 

baumannii, Shigella sonnei, Shigella boydii y Salmonella typhimurium. Las bacterias Gram-negativas 

tuvieron zonas de inhibición más grandes en comparación de las Gram-positivas (Andallah et al., 2016).  

Trichoderma longibrachiatum fue usada para la síntesis de AgNPs en contra de los hongos patógenos 

Alternaria alternata, Fusarium verticillioides, Fusarium moniliforme, Aspergillus flavus, Aspergillus 

heteromorphus, Penicillium glabrum, Penicillium brevicompactum, Heterodera oryzae y Pyricularia grisea. 

Para la biosíntesis de las AgNPs se utilizaron los filtrados de la biomasa fúngica, usando como metal 

precursor nitrato de plata (AgNO3). Con las AgNPs obtenidas, se realizó un ensayo de inhibición contra los 

hongos patógenos, donde la mayor eficiencia de inhibición 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 características que tiene Trichoderma, se pretende utilizar como productor de nanopartículas 

de cobre, las cuales en conjunto con los metabolitos que produce, actuarán en sinergia permitiendo un 

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

1.2 Justificación 

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

el mundo, ya que una vez que infectan la planta es difícil 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 nanotecnología se pretende desarrollar una alternativa contra los 

patógenos de la madera de la vid, aprovechando las propiedades antifúngicas de las nanopartículas de 

óxido de cobre y el potencial antifúngico de Trichoderma. 

1.3 Hipótesis 

Las nanopartículas de óxido 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 nanopartículas de óxido 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 específicos 

• Estandarizar un protocolo de síntesis para biosintetizar nanopartículas de óxido de cobre 

utilizando Trichoderma spp. 

• Obtener la caracterización y determinar la estabilidad de las nanopartículas de óxido de cobre 

obtenidas a partir de Trichoderma spp.  

• Evaluar el efecto de las nanopartículas de óxido de cobre sobre cultivos in vitro del hongo 

patógeno Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3. 

• Evaluar el efecto de las nanopartículas de óxido de cobre in planta sobre el hongo patógeno 

Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Crecimiento de especies de Trichoderma y Lasiodiplodia 

Las cepas de Trichoderma asperellum que se eligieron para este experimento fueron la Trichoderma EF09, 

Trichoderma T11 y Trichoderma T15 (Fig. 1). La EF09 se obtuvo de vid cv. Misión 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 diámetro, inoculando en el centro con un disco de micelio. Se sellaron y 

mantuvieron en incubación por tres días a 30°C y dos días en luz para la formación de conidios. 

Transcurridos los cinco días, 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. Características generales de Trichoderma spp. que lo hacen un buen organismo de biocontrol contra hongos 
fitopatógenos. 

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 
fructíferos periteciales. 

Orden Hipocreales - Hongos con esferáceas 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 acción Micoparasitismo por medio de enzimas que 
pueden degradar la pared celular de algunos 
hongos. Antibiosis por la secreción de 
metabolitos secundarios que afectan a otros 
hongos parásitos y por competencia en la 
rizosfera contra otros microorganismos. 
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Figura 1. Morfología en placa de cepas de Trichoderma asperellum EF09, Trichoderma asperellum T11 y Trichoderma 
asperellum T15, recuperadas y sembradas para utilizar durante el experimento. Foto a caja abierta en el que se ve 
color verdoso debido a esporulación densa. 

 

Como patógeno, se eligió la cepa de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 (Figura 2), y la Lasiodiplodia 

brasiliensis MXBCL28, previamente aisladas de viñedos de Baja California (Rangel-Montoya et al., 2021). 

Se inoculó con un disco de micelio en el centro de una caja Petri con agar papa dextrosa (PDA) y se mantuvo 

durante cinco días en incubación a 30 °C. Transcurridos los cinco días, se colocó micelio en un tubo 

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

 

Figura 2. Morfología en placa de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 crecida en medio agar papa dextrosa (PDA) 
utilizada en este trabajo.  
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2.2 Preparación de la biomasa fúngica para la elección de medio y biosíntesis 

de CuONPs  

Se utilizaron dos medios de cultivo líquido para seleccionar aquel que indujera una mayor producción 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 µL de las cepas de 

Trichoderma (EF09, T11 y T15), a una concentración de 1x104 esporas/100 mL y se mantuvieron en 

agitación por nueve días 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 días, se separó el sobrenadante de la biomasa decantando el líquido en tubos de 

50 mL y se centrifugó a 4,000 rpm a temperatura ambiente (TA) por 10 min. Esto se hizo para separar los 

restos de micelio que aún permanecían en el sobrenadante y que, al momento de realizar el filtrado no se 

taponara el filtro.  

Después de centrifugar todos los sobrenadantes, se procedió a filtrar las muestras usando un filtro de 0.22 

µm con una jeringa de 20 mL, para así obtener los sobrenadantes filtrados (S1). Las muestras obtenidas se 

resguardaron en refrigeración para su uso posterior. 

2.3 Elección del medio de cultivo para producción de metabolitos secundarios  

A partir de los S1 obtenidos de las tres especies de Trichoderma, se realizó un experimento de inhibición 

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 formación de burbujas que podrían interferir en el crecimiento del hongo 

patógeno en la caja. A continuación, se vertieron los 9 mL de líquido en la caja Petri, colocando la tapa a 
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la mitad en lo que el agar se endurecía, evitando la formación de vapor de agua que interfiriera con el 

experimento.  

Después de 20 min, sobre el agar sólido se colocó un disco de micelio de 5 mm de diámetro del patógeno 

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 realizó con mechero y en campana de 

flujo laminar. 

Las cajas se sellaron y colocaron en incubación a 30 °C para ser evaluadas a las 24 y 48 h para medir el 

crecimiento del hongo patógeno sobre la caja Petri. A partir de este experimento se eligieron los 

sobrenadantes con mayor inhibición para la formación de nanopartículas. De este experimento se 

seleccionó el medio en donde se observó mayor inhibición del hongo patógeno, considerando que la 

inhibición se debe a una mayor producción de metabolitos secundarios. 

2.4 Biosíntesis de CuONPs a 5 mM 

Con los sobrenadantes S1 de las especies de Trichoderma con mayor inhibición, se prepararon 36 mL de 

nanopartículas para hacer posteriores ensayos de inhibición y caracterización.Como precursor metálico 

de las nanopartículas de óxido de cobre (CuONPs), se utilizó sulfato de cobre pentahidratado 

(CuSO4·5H2O). Se preparó una solución de sulfato de cobre a 5 mM, y una solución de hidróxido de sodio 

(NaOH) a 5 mM para realizar el ajuste de pH pertinente. A cada S1, se le agregó la solución de CuSO4·5H2O 

en proporción de 1:3 (sobrenadante:sulfato de cobre), por lo que, para cada síntesis de nanopartícula, se 

agregaron 9 mL del sobrenadante y 27 mL CuSO4·5H2O. El pH para la formación 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 antifúngica de las CuONPs sintetizadas en ensayos in vitro 

Para medir la actividad antifúngica de las nanopartículas de cobre, se realizó un ensayo in vitro en placa 

en contra de L. gilaniensis CHCS3-3.  Se prepararon placas de Petri con medio PDA, que contenían por 

separado; 1.  Las nanopartículas de cobre biosintetizadas con los S1 de Trichoderma seleccionados, 2. El 
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sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4·5H2O) a una concentración de 5 mM, 3. El control del 

experimento, con el medio de cultivo PDA sin las nanopartículas ni el CuSO4·5H2O.  

Una vez se tuvieron listas las placas de Petri, se inoculó en el centro de la placa con el hongo patógeno L. 

gilaniensis CHCS3-3 para cada ensayo y se mantuvieron en incubación a 28 °C por 30 h. Durante las 30 h 

que duró el experimento, se midió el crecimiento de micelio para todos los ensayos y elaboró una tabla 

con los datos obtenidos. 

2.6 Preparación de cultivo de Trichoderma 

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

experimentos. 

Usando 100 mL de medio de cultivo previamente seleccionado se inocularon esporas de Trichoderma a 

una concentración de 1x104, en matraces de 250 mL. Posteriormente, se mantuvieron en incubación por 

nueve días a 150 rpm a 30 °C. Transcurridos los nueve días, se separó la biomasa del sobrenadante con 

ayuda de un filtro de tela tipo magitel estéril. La biomasa se pesó y resguardó para utilizarla más adelante.  

El sobrenadante obtenido, se filtró utilizando un filtro estéril de 0.22 µm usando una jeringa de 20 mL, 

para así obtener los sobrenadantes filtrados (S1). Las muestras se resguardaron en refrigeración para su 

posterior uso. 

La biomasa previamente obtenida, se lavó y se pesó y por cada 10 g de micelio, se añadieron 100 mL de 

H2O desionizada estéril en matraces de 250 mL, para ser nuevamente incubada por tres días a 150 rpm a 

30 °C. Transcurridos los tres días, se filtró el sobrenadante obtenido por filtro Whatman del 0.22 µm con 

una jeringa de 20 mL, para así obtener los sobrenadantes a partir de micelio limpio (i.e. libre de restos de 

nutrientes) (S2). Las muestras se resguardaron en refrigeración para su uso posterior. 

2.7 Biosíntesis de CuONPs a 10 mM 

Los S1 y S2 se usaron para sintetizar nanopartículas a partir de una concentración de 5 mM, se decidió 

aumentar a 10mM para ver si se podía lograr mayor inhibición de los hongos patógenos.  
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De los dos sobrenadantes previamente obtenidos (S1 y S2), se realizó la síntesis de nanopartículas con 

CuSO4·5H2O como precursor a 10 mM y se realizó el ajuste de pH a 11 con NaOH 1M. 

Para los S1, se realizó la síntesis con una relación de 1:3 como se había realizado anteriormente, donde 

por cada 1 mL de S1 se agregaban 3 mL del metal precursor. Para los S2, la síntesis se realizó con una 

relación de 1:1 debido a que en esa relación las nanopartículas mantenían mayor estabilidad, e igualmente 

el ajuste de pH se realizó con NaOH 1M. La formación de NPs se confirmó con el cambio de viraje de un 

amarillo pálido a un azul que varió dependiendo de la muestra. Al final se obtuvieron seis tipos de 

nanopartículas, las obtenidas por los S1 (S1 CuONPs), y las obtenidas por S2 (S2 CuONPs). Las 

nanopartículas obtenidas se resguardaron en viales de vidrio y se mantuvieron en oscuridad por 24 h a TA 

para ver su estabilidad. 

2.8 Actividad antifúngica de las CuONPs a 10 mM 

Se probó la actividad antifúngica de las CuONPs en un experimento en conjunto con los S1 y 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 contenían por separado; 1. El S1 obtenido previamente, 

2. El sobrenadante de S2, 3. Las CuONPs biosintetizadas con los S1 de T. asperellum PQ09, PT15 y PQT15, 

4. Las CuONPs biosintetizadas con el S2 de T. asperellum PQ09, PT15 y PQT15, 5. El sulfato de cobre 

pentahidratado (CuSO4·5H2O) a una concentración de 10 mM, y 6. El control del experimento, con el medio 

de cultivo PDA sin las nanopartículas ni el CuSO4·5H2O.  

Una vez se tuvieron listas las placas de Petri, se inoculó en el centro de la placa con el hongo patógeno L. 

gilaniensis CHCS3-3 para cada ensayo y se mantuvieron en incubación a 30 °C. Cada 24h, se observaron las 

placas para medir el crecimiento de micelio en todos los ensayos y así poder realizar una tabla con los 

datos obtenidos y poder comparar los resultados. 

2.9 Preparación de muestras para caracterización y estabilidad de las CuONPs 

Se realizaron tres métodos para caracterizar y ver la estabilidad de las CuONPs EF09. De un vial con 

nanopartículas, se tomó 1 mL en un microtubo de 1.5 mL y se hizo una dilución 1:10 en agua desionizada 
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para no cambiar el pH del medio. Posteriormente, la suspensión de nanopartículas se sonicó por 40 

minutos a temperatura ambiente. A partir de esta suspensión, se determinó el potencial z de las 

nanopartículas por dispersión de luz dinámica (DLS), lo cual permite saber la carga superficial de las 

nanopartículas, y con ello, determinar su estabilidad, si se aglomeran o tienen repulsión entre ellas. 

También se realizó espectroscopía ultravioleta – visible (UV – Vis). Se realizó la medición de 250 nm a 600 

nm. Por último, para ver la morfología y el tamaño de las nanopartículas, se realizó microscopía electrónica 

de transmisión.  

2.10 Actividad antifúngica de las CuONPs en planta 

Se realizó un primer experimento utilizando plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon y se seleccionó la cepa 

MXBCL28 de L. brasiliensis como patógeno. Se evaluó el efecto del sulfato de cobre pentahidratado 

(CuSO4·5H2O) a 10 mM, el sobrenadante previamente obtenido de T. harzianum EF09 (S1), las esporas de 

la EF09 a una concentración de 1x106/mL, las CuONPs EF09, tanto por separado como en combinación con 

el patógeno L. brasiliensis. Para las plantas control se usó agua estéril. Las plantas se inocularon con 10 µL 

de cada tratamiento en una herida mecánica de 2 mm de diámetro realizada con un taladro en el tejido 

leñoso de la planta y se dejó transcurrir 1 h hasta que las soluciones se absorbieron en el interior de la 

planta. Posteriormente, el patógeno se inoculó usando un disco micelial de un cultivo de tres días 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 cortó 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 inoculación, 

así como el efecto de los tratamiento por separado. Después, se recuperó un trozo de la zona de la planta 

infectada, se flameó con etanol al 95%, se inoculó con PDA y se incubó a 30 °C. Al día siguiente, se 

observaron los diferentes tratamientos recuperados en las cajas con PDA para ver si se había recuperado 

al hongo L. brasiliensis.  



16 

 

Capítulo 3.   Resultados 

3.1 Preparación de la biomasa fúngica  

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

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

Figura 3. Producción de biomasa observado en la cepa de Trichoderma asperellum EF09 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 observó mayor producción de biomasa. E) PDB+Q. B) Medio de cultivo MEB. C) Medio de cultivo MEB+Q.  

 

La producción de biomasa en los cultivos con MEB y MEB+Q en las tres especies de Trichoderma fue mayor 

a comparación de los cultivos con PDB y PDB+Q, sin embargo, entre estos últimos dos, el medio PDB+Q 

produjo más biomasa que el PDB. 
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Figura 4. Producción 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 observó mayor producción de biomasa. E) PDB+Q. B) Medio de cultivo MEB. C) Medio de cultivo MEB+Q. 

 

Figura 5. Producción 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 observó mayor producción de biomasa. E) PDB+Q. B) Medio de cultivo MEB. C) Medio de cultivo MEB+Q. 
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3.2 Selección del medio de cultivo para producción de metabolitos secundarios  

Todos los S1 mostraron actividad antifúngica, retardando el crecimiento de micelio con respecto al control. 

El sobrenadante filtrado con mayor actividad antifúngica fue el de la PT15, seguido de la PQ09. Los 

sobrenadantes (S1): P09, PT11 sin quitina y PQT11, PQT15, MQT11 y MQT15 (con quitina), mostraron una 

inhibición similar del patógeno. Los S1: M09, MQ09, MT15 y MT11, tuvieron la menor inhibición. Este 

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

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 Incubación. Los círculos rojos indican tratamientos con mayor 
inhibición, mientras que los círculos azules indican tratamientos con menor inhibición. 
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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 incubación. Los círculos rojos indican tratamientos con mayor 
inhibición, mientras que los círculos azules indican tratamientos con menor inhibición. 

 

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

sobrenadante PT15 fue el que tuvo la mayor inhibición 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 inhibición que los S1 con el 

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

Tabla 2. Área promedio de crecimiento (media ± desviación estándar, N=3), a diferentes tiempos de incubación de 
Lasiodiplodia CHCS3-3 en los distintos S1 de las cepas de Trichoderma asperellum. 

3.3 Biosíntesis de CuONPs 

La formación de las nanopartículas fue observada por el cambio de coloración de los sobrenadantes con 

el CuSO4·5H2O, de un amarillo pálido a azul. Debido a que el pH ideal para la formación de las CuONPs es 

de 11, en la tabla 2 se muestra el pH inicial, final y cantidad de NaOH agregado para cada síntesis.  

 

Área (mm2) 

Tratamientos 18 horas 24 horas 34 horas 

PDB 873 ± 11 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 

PQ09 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 

MQ09 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 
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Figura 8. Crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 durante 34 h de incubación en los distintos sobrenadantes 
(S1) de las cepas de Trichoderma asperellum. A) Controles. B) Sobrenadante de la cepa T. asperellum EF09. 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 P y el MEB con M. La presencia de quitina se indica con una Q. (N=3, media ± desviación 
estándar).  

 

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 formación de las nanopartículas fue necesario subir el pH hasta un valor de 11 donde ocurrió la 

formación de nanopartículas y el cambio de coloración en las soluciones, llegando a un azul intenso o azul 

verdoso dependiendo de la cepa utilizada. Este cambio de coloración fue más evidente tras 24 horas de 

permanecer a temperatura ambiente en oscuridad. Las nanopartículas de la P09 y PT11 se aglomeraron 

en la parte inferior de vial de vidrio mostraron color similar. Por su parte, la coloración de la PT15 y PQT15 

fue más azul verdoso y tuvieron menor precipitación en el fondo (Tabla 3). 
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Tabla 3. Sobrenadantes seleccionados para realizar la síntesis de las CuONPs. Se muestra el pH inicial y final, además 
de la colorimetría de las muestras antes y después de llegar al pH de formación de las CuONPs. 

Sobrenadante Color inicial 
pH 

inicial 
NaOH 0.5M 

agregado 
pH final Color final 

P09 

 

T. asperellum 
EF09 

cultivada en 
PDB 

Amarillo pálido 

3.40 700µL 11.60 

Azul 

PT11 

 

T. asperellum 
T11 cultivada 

en PDB 

Amarillo pálido 

3.49 700µL 11.81 

Azul 

PT15 

 

T. asperellum 
T11 cultivada 

en PDB 

Amarillo pálido 

5.58 600µL 11.57 

Azul verdoso 

PQT15 

 

T. asperellum 
T15 cultivada 
en PDB con 

0.3% de 
quitina 

Amarillo pálido 

3.12 700µL 11.59 

Azul verdoso 
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3.4 Actividad antifúngica de las CuONPs sintetizadas en ensayos in vitro  

Se realizó un ensayo por envenenamiento para el cual se seleccionaron las CuONPs de la PT15, PT11, 

PQT15 y PQ09. Los resultados obtenidos fueron similares entre las CuONPs seleccionadas, sin embargo, 

las nanopartículas de PT11 y PT15 mostraron más inhibición de la morfología de crecimiento del hongo 

patógeno (Figuras 9 y 10). El control negativo (C-) mostró 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 duró el experimento (Figuras 9A y 10A). El ensayo del control positivo (C+) con el 

metal precursor CuSO₄ apenas tuvo crecimiento de micelio, sin extenderse por la placa (Figura 9B y 10B). 

En las nanopartículas de PT15, el micelio parecía abultado y anormal (Figuras 9E, 9F, 10E y 10F). Por otra 

parte, con las nanopartículas de PT11 no se observó micelio aéreo de igual forma, el micelio presentaba 

estrés, creciendo en forma de “zigzag” (Figuras 9D y 10D), de manera más notable que con las 

nanopartículas de PT15. Tanto la P09 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 

áreas de crecimiento del patógeno con las nanopartículas, las nanopartículas de P09 fueron  las que más 

redujeron el crecimiento de L. gilaniensis, seguida de las nanopartículas de PT15, PT11 y por último la 

PQT15.  Debido a que las nanopartículas de PT15 y PQ09 mostraron la mayor inhibición en el ensayo de 

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

Figura 9. Inhibición del crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 por nanopartículas de óxido de cobre 
(CuONPs), medido a las 18 horas de haber inoculado con el patógeno. A. Control. B. Sulfato de cobre 5 mM. C. 
CuONPs PQ09. D. CuONPs PT15. E. CuONPs PT15. F. CuONPs PQT15. 
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Figura 10. Inhibición del crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 por nanopartículas de óxido de cobre 
(CuONP), medido a las 30 horas de haber inoculado con el patógeno. A. Control. B. Sulfato de cobre 5 mM. C. CuONP 
PQ09. D. CuONP PT15. E. CuONP PT15. F. CuONP PQT15. 

 

Tabla 4. Crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 (media ± desviación estándar, N=3), en diferentes 
tratamientos. Áreas medidas con ImageJ. 

 Área (mm2) 

Tratamientos 18 horas 30 horas 

Control 1726 ± 191 2658 ± 118 

CuSO4 50 ± 9 82 ± 33 

CuONP PQ09 198 ± 26 473 ± 48 

CuONP PT11 257 ± 48 552 ± 108 

CuONP PT15 257 ± 25 541 ± 64 

CuONP PQT15 277 ± 5 576 ± 73 
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Figura 11. Crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 en ensayo de inhibición con nanopartículas. A. Control: 
L. gilaniensis CHCS3-3 en PDA. B. Sulfato de plata 5 mM. C. CuONP PQ09. D. CuONP PT15. E. CuONP PT15. F. CuONP 
PQT15. (N=3, media ± desviación estándar). 

3.5 Biosíntesis de CuONPs 

La formación de las nanopartículas se confirmó con el cambio de viraje de amarillo pálido a un azul más 

fuerte que varió dependiendo la especie con su respectivo medio. Las nanopartículas producidas con el 

sobrenadante (S2), tuvieron un viraje más tenue en comparación con las producidas con S1. Al realizar la 

síntesis, las S2 – NP adquirieron un color azul el cual tras 24h, cambió a azul más claro. Por su parte, las S1 

– NP tuvieron un viraje más intenso donde, la S1 NP – PQT15 fue la que mostró un color azul más intenso 

(Figura 12). 

Figura 12. Viraje de las nanopartículas de óxido de cobre (CuONPs), sintetizadas con los sobrenadantes S1 y S2. A. S2 
CuONP PQ09. B. S2 CuONP PT15. C. S2 CuONP PQT15. D. S1 CuONP PQ09. E. S1 CuONP PT15. F. S1 CuONP PQT15. 
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3.6 Actividad antifúngica de las CuO NPs a 10mM 

Figura 13. Inhibición  del crecimiento de L. gilaniensis por nanopartículas 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) Nanopartículas del sobrenadante (S2) de T. asperellum 
EF09 con quitina al 0.3%. H) Nanopartículas del sobrenadante (S2) de T. asperellum T15. I) Nanopartículas 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) Nanopartículas del sobrenadante (S1) de T. asperellum EF09 con quitina al 0.3%. N) Nanopartículas del 
sobrenadante (S1) de T. asperellum T15. O) Nanopartículas del sobrenadante (S1) de T. asperellum T15 con quitina 
al 0.3%. 
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Transcurridas las 24 horas de incubación de los tratamientos, los controles de PDA y PDA+Q habían llenado 

la caja. El CuSO4·5H2O logró inhibir el crecimiento del hongo tal y como había 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 – PQ09. En cuanto a los tratamientos de S1, todos 

los tratamientos tuvieron menor crecimiento del hongo en comparación con los controles de PDA y 

PDA+Q. Sólo el tratamiento con S1 – PT15 logró una inhibición similar al CuSO4·5H2O. 

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

respecto a los S1 NP, donde estos últimos tuvieron inhibición de crecimiento similar al de CuSO4. 

Figura 14. Inhibición  del crecimiento de L. gilaniensis por nanopartículas de cobre medido a las 48 horas en medio 
PDA. A) Control CuSO4. B) Nanopartículas del sobrenadante (S1) de T. asperellum EF09 con quitina al 0.3%. C) 
Nanopartículas del sobrenadante (S1) de T. asperellum T15 con quitina al 0.3%. D) Nanopartículas del sobrenadante 
(S1) de T. asperellum T15. E) Sobrenadante (S1) de T. asperellum T15. 

 

Tras 48 horas, solo los tratamientos con el S1 mantuvieron inhibición de crecimiento del hongo. En 

particular, los tratamientos de S1 – NP mostraron inhibición similar a la del CuSO4, y el S1 – PT15 mantuvo 

una buena inhibición del hongo (Figura 14).  
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Figura 15. Inhibición  del crecimiento de L. gilaniensis por nanopartículas de cobre medido a las 72 horas en medio 
PDA. A) Control CuSO4. B) Sobrenadante (S1) de T. asperellum T15. C) Nanopartículas del sobrenadante (S1) de T. 
asperellum EF09 con quitina al 0.3%. D) Nanopartículas del sobrenadante (S1) de T. asperellum T15. 

 

Tras 72 horas, el tratamiento S1 – NP PQ09 y el S1 – PT15 mantuvieron una buena inhibición, la cual fue 

mejor en el tratamiento de nanopartículas (Figura 15).  

Figura 16. Inhibición  del crecimiento de L. gilaniensis por nanopartículas de cobre medido a las 96 horas en medio 
PDA. A) Control CuSO4·5H2O.  B) Nanopartículas del sobrenadante (S1) de T. asperellum EF09 con quitina al 0.3%. 



29 

 

Tabla 5. Crecimiento (media ± desviación estándar, N=3), del hongo Lasiodiplodia gilaniensis CHCS3-3 con los 
diferentes tratamientos, monitoreados cada 24 horas. 

 
Área (mm2) 

Tratamientos 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 

PDA 2078 ± 27 - - - 

PDAQ 1811 ± 51 - - - 

CuSO4·5H2O 269 ± 45 1212 ± 111 1481 ± 87 2077 ± 188 

S1 – NP PQ09 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 PQ09 830 ± 74 - - - 

S2 – NP PQT15 826 ± 59 - - - 

S2 – NP PT15 1090 ± 212 - - - 

S2 – PQ09 1748 ± 159 - - - 

S2 – PQT15 1076 ± 277 - - - 

S2 – PT15 1100 ± 117 - - - 

S1 – PQ09 1622 ± 146 - - - 

S1 – PQT15 1381 ± 108 - - - 

S1 – PT15 262 ± 38 740 ±59 1634 ± 159 - 

(-) Indica que el hongo llenó la caja. 

 

En la última medición realizada tras 96 horas, solo el control con CuSO4·5H2O y el tratamiento S1 – NP 

PQ09 fueron los únicos en los que en sus tres réplicas en donde el hongo no llenó por completo la placa. 

El tratamiento con nanopartículas detuvo casi en su totalidad el avance del hongo patógeno a las 72 horas, 

en comparación con el sulfato de cobre el cual sí aumentó su diámetro con respecto a su anterior medición 

(Figura 16 y Tabla 5). 

3.7 Caracterización y estabilidad de las CuONPs 

Las nanopartículas biosintetizadas por T. asperellum EF09 se caracterizaron fisicoquímicamente. Tras 

obtener la medida del potencial zeta de las nanopartículas, se observó un único pico con distribución 
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negativa de -28.5 mV. Esto indica que la suspensión de nanopartículas tiene una carga negativa que 

permite que haya repulsión entre las nanopartículas y evita aglomeración (Figura 17 

Figura 17. Distribución del potencial zeta de las CuONP EF09. La distribución se encuentra del lado negativo con un 
valor de -28.5 mV. El eje Y representa el recuento total de partículas en la muestra, mientras que el eje X el potencial 
zeta (mV). 

 

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

al óxido de cobre (CuO) de las nanopartículas (Figura 18). 

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 microscopía electrónica de transmisión. Se muestra la morfología y el tamaño 
de las CuONPs EF09. Las flechas rojas señalan algunas de las nanopartículas con forma cuasi-esférica presentes en la 
muestra. 

 

Figura 20. Distribución del tamaño de las CuONPs EF09. El tamaño promedio fue de 5.94 nm con una desviación 
estándar de ± 2.98. Este valor se obtuvo después de la medición de 1.000 nanopartículas. 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

1 2 3 4 5 6 7

N
ú

m
er

o
 d

e 
n

an
o

p
ar

tí
cu

la
s

Tamaño (nm)

Distribución del tamaño de 
las CuONP EF09

ҧ𝑥 = 5.94 ± 2.98



32 

 

La imagen de TEM permitió determinar el tamaño de las nanopartículas y su morfología. El tamaño promedio fue de 

5.94 nm, con morfología cuasi-esférica (Figuras19 y 20). También, se pudo observar que las nanopartículas se 

encuentran embebidas en una matriz de material biológico derivado del sobrenadante de la T. harzianum EF09. Las 

nanopartículas que se encuentran en un mayor cúmulo de esta matriz tuvieron un tamaño mayor a las que no lo 

están. Esto puede indicar que, en esa zona, las nanopartículas tienen mayores componentes biológicos acoplados a 

su estructura, formando la corona proteica (Figura 19) 

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

Sauvignon 

Transcurridos los dos meses, las plantas fueron cortadas para medir la lesión generada por el hongo L. 

brasiliensis con los tratamientos utilizados para este experimento. Las plantas que fueron inoculadas con 

agua no presentaron daño evidente más que el generado por la misma lesión, en general presentaban 

tejido verde en todo el xilema y la coloración 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 inoculación. Como características que aparecen debido al daño por el hongo, el 

xilema se torna necrótico, oscuro y más seco. 

El tratamiento inoculado con nanopartículas sin el patógeno presentaba tejido verde, sin lesión y las 

plantas eran visiblemente más 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 daño aparente de las 

nanopartículas en la planta (Figura 21). 

El tratamiento que fue inoculado con las nanopartículas y el patógeno, presentó lesión promedio de 4.1 

cm. En el tratamiento con el sulfato de cobre no se observó tejido verde alrededor de la lesión, pero en 

los extremos de la planta. Las plantas tratadas con sulfato de cobre con el patógeno presentaron una lesión 

promedio de 3.9 cm alrededor de la herida. Además, no se vio tejido verde alrededor de la lesión o hacia 

los extremos del tronco de la planta, pero sí lesión necrótica alrededor de la herida. 

Los resultados de las plantas tratadas con sobrenadante y esporas de la Trichoderma tuvieron 

características similares de longitud y aspecto de la lesión, con una longitud de lesión promedio de 5.04 

cm alrededor de la herida. Además, los troncos de la vid se notaban más 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. 

Figura 22. Longitud de lesión causada por Lasiodiplodia brasiliensis MXBCL28 en plantas de vid 2 meses después de 
la inoculación bajo condiciones de invernadero. Las barras indican la desviación estándar en cada tratamiento. El 
análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de una prueba post hoc de Tukey (diferentes letras 
indican significancia estadística en P < 0.05).  
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Capítulo 4.  Discusión  

En el presente estudio, se biosintetizaron nanopartículas de óxido de cobre a partir de cepas de 

Trichoderma y se evaluó su efecto contra dos especies de Lasiodiplodia. Para llevar a cabo la biosíntesis de 

las nanopartículas se usaron sobrenadantes de Trichoderma asperellum obtenidos a los nueve días de 

incubación. Este trabajo es el primero en el que se evalúan nanopartículas de cobre en plantas de vid en 

condiciones de invernadero. Con base en la hipótesis 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 

síntesis biológica de nanopartículas, el uso de metales tóxicos se reduce a comparación de otros métodos 

de síntesis donde se implica el uso de sustancias químicas tóxicas y solventes orgánicos (Guilger y Lima, 

2020).  

Para aumentar la producción de metabolitos en los sobrenadantes de Trichoderma, en algunos cultivos se 

utilizó quitina al 0.3% como suplemento y se evaluaron los sobrenadantes obtenidos en ensayos 

antifúngicos, comparándolos con los no suplementados. Se esperaba en los cultivos suplementados con 

quitina se promoviera la síntesis de enzimas degradadoras de pared celular y por consecuencia, tuvieran 

mayor actividad antifúngica. Sin embargo, en el ensayo antifúngico el sobrenadante PT15 (sin suplemento 

de quitina), fue el que mostró mayor inhibición en comparación 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 producción de quitinasas por Trichoderma koningiopsis UFSMQ40 

usando distintas fuentes de quitina; encontrando que la quitina coloidal aumentó la producción de 

quitinasas, además de tener la mayor actividad enzimática; mientras que el uso de quitina proveniente de 

cáscara de camarón triturada tuvo el menor impacto en sus experimentos. Similarmente, Nampoothiri y 

colaboradores (2004), lograron inducir una alta concentración de quitinasa en Trichoderma harzianum 

usando quitina coloidal como inductor enzimático. Con base en los reportes anteriores, la fuente ideal 

para inducir la producción de quitinasas es la quitina coloidal. Dado que en este trabajo usamos quitina 

proveniente de camarón 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 llevó 

síntesis de nanopartículas con sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4·5H2O) como precursor en una 

relación 1:3, donde se utilizó 1mL de sobrenadante por cada 3mL de sulfato de cobre pentahidratado.   
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Para llevar a cabo la síntesis de las nanopartículas, el pH jugó un papel determinante en la síntesis y en la 

capacidad de inhibición de las nanopartículas, ya que puede influir en la formación, tamaño, forma y 

propiedades de las nanopartículas obtenidas. El control del pH durante la síntesis de nanopartículas 

también es esencial para obtener nanopartículas con las características deseadas y para garantizar que 

pueda ser una síntesis reproducible y controlada (Kareem et al., 2020). Para este trabajo, se eligió un pH 

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

A partir de cepas de Trichoderma asperellum aisladas en la región de Baja California, se obtuvo 

satisfactoriamente la biosíntesis de nanopartículas de óxido de cobre con dos distintas concentraciones 

(5mM y 10mM). La formación de nanopartículas metálicas se evidenció por el cambio de coloración tras 

modificar el pH de síntesis en la suspensión que contenía 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 

llegó a un azul más intenso. En un estudio donde se utilizó Trichoderma harzianum para la biosíntesis de 

nanopartículas de plata, óxido de cobre y óxido de zinc, modificaron su pH de síntesis de 6 – 12 y 

encontraron diferencias en morfología y tamaño 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 

biosíntesis de nanopartículas de óxido de cobre para aplicaciones biotecnológicas, se reportó que usando 

pH 9 se obtenían nanopartículas esféricas y con tamaños promedio de 80nm (Hassan et al., 2019). Como 

puede observarse, cambios en el pH de síntesis, aunado al metal precursor que se utilice da como 

resultado diferencias en morfología y tamaño de las nanopartículas resultantes.  

En cuanto a la caracterización fisicoquímica, el espectro de UV-Vis mostró un único pico de absorción 

correspondiente a las nanopartículas de CuO a los 320 nm. El pico de absorción 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 caracterización de las nanopartículas fue el potencial 

Zeta, que tuvo un valor de -28.5mV.  

Un potencial zeta ya sea positivo o negativo, provoca que exista repulsión entre las nanopartículas y evita 

su aglomeración (Kosmulski, 2004). Un valor negativo en síntesis biológica de nanopartículas se asocia a la 

presencia de grupos funcionales amino(-NH2) y el grupo carboxilo (-COOH) (Pihlasalo et al., 2012), lo que 

indicaría la presencia de proteínas y enzimas en la corona proteica de la nanopartícula. Esto podría indicar 

que se logró el objetivo de sintetizar nanopartículas a partir de sobrenadantes de Trichoderma.  
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La caracterización por TEM reveló que las nanopartículas tuvieron forma cuasi-esférica, con un tamaño 

promedio de 5.94 nm. Según otros reportes de síntesis de CuO por método biológico, Thekkae y Černík 

(2013), biosintetizaron nanopartículas de CuO con forma esférica y de tamaños 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 tóxico 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 nanopartículas de CuO, de forma esférica 

y alta estabilidad, con un rango en tamaño de 5-22 nm. Así, el tamaño de las nanopartículas sintetizadas 

en este trabajo es similar a los reportados en literatura, las diferencias en el tamaño y la forma de las 

nanopartículas puede deberse al método de síntesis empleado, al microorganismo usado para realizar la 

síntesis, el pH de formación de las nanopartículas, entre otras cosas (Huang et al., 2015). 

El cobre es uno de los fungicidas más usados en vid, especialmente para controlar enfermedades foliares 

como el mildiú velloso (Berkelmann-Löhnertz et al., 2012). Los productos a base de cobre (fungicidas 

cúpricos) tienen un amplio espectro de actividad; sin embargo, se pretende reducir su uso en la agricultura 

a un máximo de 28 kg/ha de cobre metálico en un plazo de siete años, o 4 kg/ha/año en la comunidad 

económica europea (1981/2018 EC regulation), debido a sus posibles efectos fitotóxicos y por el riesgo de 

acumulación 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 tamaño de sus 

partículas. Con el uso de nanopartículas 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 nanopartículas sintetizadas aquí 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 nanopartículas de óxido de cobre a partir de extracto 

de hoja de Neem (Azadirachta indica A. Juss), las nanopartículas tuvieron bioactividad significativa contra 

los hongos patógenos de manzana Alternaria mali, Diplodia seriata y Botryosphaeria dothidea, sin 

embargo, solo se probó su efecto in vitro, observándose una disminución del crecimiento de los hongos, 

lo que indica que el cobre no es lo suficientemente tóxico para estos patógenos. Por ello se sugiere probar 

otros metales para realizar la síntesis de las nanopartículas.   En los tratamientos en planta que se aplicó 

las nanopartículas, no se vio un efecto negativo en la planta durante el tiempo que duraron los 

experimentos. Es importante evaluar con más ensayos y con distintas nanopartículas para poder definir si 

el aplicarlas como producto para inhibir patógenos, no causa un efecto negativo en las plantas, así como 

el entorno. 
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Por otro lado, el uso de nanopartículas en cultivos agrícolas es un tema cuestionado por los efectos 

secundarios que podrían tener y que no se han evaluado, por ejemplo, la toxicidad al ser metales, su 

bioacumulación 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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Capítulo 5.   Conclusiones 

Se llevó a cabo la síntesis exitosa de nanopartículas de óxido de cobre mediante el uso de tres cepas de T. 

asperellum (EF09, T11 y T15). Tras la evaluación de actividad antifúngica in vitro de los sobrenadantes de 

las diferentes cepas, se encontró que el sobrenadante (S1) de T. asperellum T15 mostró mejor actividad 

con respecto a los sobrenadantes de la EF09 y T11. 

En los ensayos in vitro, se observó que las nanopartículas biosintetizadas con T. asperellum EF09, 

mostraron mayor inhibición del crecimiento de Lasiodiplodia gilaniensis. Posteriormente, estas 

nanopartículas se caracterizaron y se encontró que tenían un tamaño promedio de 6.78 nm con forma 

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

En ensayos in vitro, se evaluó la capacidad de las nanopartículas para inhibir el crecimiento de Lasiodiplodia 

brasiliensis MXBCL28. Los resultados mostraron que las nanopartículas sí inhibieron el crecimiento del 

hongo en comparación con el control en placa. Por último, se evaluó el impacto de las nanopartículas en 

plantas de vid, y se encontró que no hubo inhibición del hongo L. brasiliensis MXBCL28, sin embargo, es 

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