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Resumen

Los hongos fitopatdgenos son uno de los mayores problemas que afecta al sector agricola, causando pérdidas
gue sobrepasan miles de millones de délares al afio. Aunado a esto, la resistencia antifiingica dificulta el control
de los hongos fitopatdgenos y es necesario encontrar alternativas de control de bajo costo y no contaminen el
ambiente. Por lo anterior, el objetivo principal de este proyecto fue sintetizar nanoparticulas de cobre (NPs-Cu)
y evaluar su actividad antifingica contra diferentes hongos fitopatdégenos. Las NPs-Cu se sintetizaron por el
método de reduccion y se caracterizaron mediante la técnica de Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia
Electronica de Barrido (MEB). La evaluacién de actividad antifungica de las NPs-Cu se realizaron contra cinco
especies de hongos fitopatégenos (Fusarium solani, Fusarium verticillioides, Verticillium dahlie, Neofusicoccum
sp. y Fusarium oxysporum). Los resultados demostraron que el efecto antifingico de las NPs-Cu depende de
la concentracion utilizada y especie de hongo. Por lo tanto, las NPs-Cu obtenidas tienen potencial aplicacion el
control de agentes fitopatdgenos.

Descriptores: Nanoparticulas, antifangicos, Fusarium.
Abstract

Phytopathogenic fungi are one of the biggest problems affecting the agricultural sector, causing losses that
exceed billions of dollars per year. In addition to this, antifungal resistance hinders the control of phytopathogenic
fungi and it is necessary to find control alternatives of low cost that do not contaminate the environment.
Therefore, the main objective of this project was to synthesize copper nanoparticles (NPs-Cu) and evaluate their
antifungal activity against different phytopathogenic fungi. NPs-Cu were synthesized by the reduction method
and characterized by X-Ray Diffraction (XRD) and Scanning Electron Microscopy (SEM). The antifungal activity
evaluation of the NPs-Cu was carried out against five species of phytopathogenic fungi (Fusarium solani,
Fusarium verticillioides, Verticillium dahlie, Neofusicoccum sp, and Fusarium oxysporum). The results showed
that the antifungal effect of NPs-Cu depends on the concentration used and species of fungus. Therefore, the
NPs-Cu obtained have potential application to control phytopathogenic agents.

Keywords: Nanopatrticles, antifungal, Fusarium.

1. Introduccion estructuras, dispositivos y sistemas mediante el

control de la forma y tamafio a escala nanométrica.
La nanotecnologia estudia el disefo, Entre los nanomateriales, las nanoparticulas
caracterizacion, produccion y aplicaciones de metélicas debido a sus propiedades fisico-quimicas
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Unicas han llamado la atencion en diferentes
campos, tales como la medicina (marcadores
celulares, acarreadores de farmacos), industria
energética (mejoramiento de las celdas
fotovoltaicas), electrénicos (detectores) y agricola
[1]. Enlos Ultimos afios, la sintesis y la utilizacién de
nanoparticulas (NPs) metalicas han demostrado ser
excelentes agentes antimicrobianos de amplio
espectro contra bacterias, hongos y virus, ello
debido a su gran relacién superficie a volumen y
estructura  cristalina,  provocan  respuestas
biologicas diferentes de las producidas por la forma
idbnica tradicional de los metales. Ademas, se
reporta que las NPs metdlicas tienen efecto 7-50
veces menos téxico para las células de mamifero
gue sus correspondientes formas ionicas y efecto
prolongado como fuente de elementos en un
organismo [2]. En los Ultimos afios, la agricultura es
uno de los campos donde las nanoparticulas
metalicas tienen posibilidades de aplicaciébn como
fertilizantes, herbicidas, fotocatalizadores para la
degradacioén de pesticidas y fungicidas/bactericidas
[3]. Se ha reportado que entre las nanoparticulas
metalicas, las nanoparticulas de plata, cobre, zinc,
magnesio y titanio tienen  propiedades
antimicrobianas, lo cual se debe posiblemente a la
gran superficie de contacto de la nanoparticulas y a
los iones metalicos que liberan y generan especies
reactivas de oxigeno [3,4]. Asi mismo, de acuerdo a
la literatura, las nanoparticulas de zinc, magnesio y
hierro tienen efectos positivos en el crecimiento de
las plantas, ello debido a que son parte de los
nutrientes esenciales para la planta [3,5]. Las
nanoparticulas de cobre son de gran interés debido
a sus propiedades antimicrobianas [6], ademas de
ser mas econOmicos en comparacion con otros
metales con propiedades antimicrobianas similares
[7]. En literatura se ha reportado ampliamente el
efecto bactericida de las nanoparticulas de cobre
contra Escherichia coli, Bacillus subtilis vy
Staphylococcus aureus [8]. Sin embargo, son pocos
los estudios de la actividad antifingica de las
nanoparticulas de cobre. Por ejemplo: Kanhed et al.
demostraron la actividad antifingica de las
nanoparticulas de cobre contra algunos hongos
fitopatbgenos Phoma distructiva, Curvularia lunata,
Alternaria alternata y Fusarium oxysporum, [6]. Por
ello, el objetivo del presen te trabajo fue sintetizar
nanoparticulas de cobre con propiedades
antifungicas para el control de hongos
fitopatdgenos.

2. Metodologia

2.1 Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas
de cobre (NPs-Cu)
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La sintesis de las nanoparticulas se realizé por el
método de reduccion. Para ello, se disolvio 0.1M de
citrato de sodio en 100 ml de agua MiliQ, luego se
agregd 0.2 M de sulfato de cobre y se dejo en
agitacion por 20 min. Luego se adicion6 0.2 M de
acido ascoérbico diluido en 50 ml de agua MiliQ,
luego 30 ml de hidréxido de sodio 1M fue afadido y
se dej6 en agitacién a 90 °C por 1h.

La caracterizacion de tamafo y morfologia de las
NPs-Cu se realizdO mediante la técnica de
microscopia electrénico de barrido (MEB) JEOL
modelo JSM5800LV. Para la preparacion de las
muestras, las NPs se pulverizaron en mortero de
Agata. Seguido, estas fueron dispersadas sobre un
soporte de carbon especial para la observacion al
microscopio. Las fases cristalinas de las NPs-Cu se
determinaron por el método de difraccion de rayos
X (DRX). Para ello, se utiliz6 un difractometro
PANalytical X'Pert PRO MPD, el cual posee un
detector PW3011/20 X'celerator y una fuente de
radiacion A (CuKoa) de 1.54 A. El rango de medida
fue de 30 a 90° (20).

2.2 Evaluaciéon in vitro de la actividad
antifingica de las NPs-Cu

La evaluacion de la actividad antifungica de las
NPs-Cu se realizaron contra 5 cepas de hongos
fitopatdgenos tales como: Fusarium solani, es un
hongo que afecta especies de importancia forestal y
agricola, Fusarium verticillioides, el cual es
altamente  patogénico (productor de FB1;
micotoxinas que pueden afectar a humanos y
animales) y afecta a cultivos de importancia agricola
[9]. Verticillium dahlie, es un hongo de suelo
patogénico que afecta a cultivos agricolas [10].
Neofusicoccum sp (hongo del género
Botryosphaerie), hongo que por lo general afecta a
especies arbdreas de importancia forestal [11] y
Fusarium oxysporum, el cual es un hongo que
afecta a cultivos agricolas [12] y esta cepa en
particular fue caracterizado e identificado con un
gen patogénico para el tomate.

Para la evaluacion in vitro, se utilizaron cajas Petri
de 60 mm de diametro conteniendo medio agar
papa dextrosa (APD) suplementadas con diferentes
concentraciones (0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1 mg/mL) de
NPs-Cu, en el cual una suspension de esporas (10°
ufc/mL) de cada cepa de hongo fitopatdégeno fue
inoculada en el centro de cada caja Petri. Para el
control de cada cepa solo se adicion6 agua estéril.
Cada tratamiento fue realizado por triplicado y se
incubaron a 29 °C durante 6 dias. El registro
fotografico y la medicion del radio o diametro de
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crecimiento del micelio se realizaron a los 6 dias.
Asi  mismo, el porcentaje de inhibicién del
crecimiento (PIC) fue calculado con la siguiente
formula:

(1)

PIC (%) = 100 [dc‘dt]

dc

Donde dc (mm) es el didmetro promedio de la
colonia en el control y dt (mm) es el dimetro
promedio de la colonia de cada tratamiento.

2.3 Evaluacién in vivo de la actividad antifungica
de las NPs-Cu

La evaluacion in vivo de la actividad antifungica de
las NPs-Cu se determiné en un hongo con un gen
patogénico especifico a su hospedero y que
ademéas la planta a probar seria de rapido
crecimiento. Por lo anterior, se seleccion6 como
modelo de estudio a Fusarium oxysporum
caracterizado e identificado con un gen de
patogenicidad para el tomate. La evaluacion se
realizé en forma preventiva y curativa. Para ello, con
una suspension de 10° esporas/mL de Fusarium
oxysporum se inocularon charolas de siembra de 70
cavidades, las cuales contenian mezcla de suelo,
arena, vermiculita y Peat Moss (20:15:15:50)
esterilizada y se incubaron durante 7 dias a 28 °C
en la oscuridad. Para la prueba de efectos
preventivos, se prepararon suspension de NPs-Cu
en agua en concentraciones de 0.5 (DB), 0.75 (DM)
y 1 mg/mL (DA) y se afadié sobre el sustrato
inoculado, posteriormente se sembraron las
semillas de tomate. Para la prueba de efectos
curativos, se sembraron las semillas de tomate en
las charolas inoculadas con el patégeno, y la
aplicacion de las diferentes concentraciones de
NPs-Cu se realiz6 una vez que se haya evidenciado
infeccion por el hongo. Los tratamientos controles
fueron: control absoluto (CA) (sin inéculo del hongo
patdégeno) y control positivo (CI) (con in6culo del
hongo patégeno, pero sin tratamiento de
nanoparticulas) y un control comercial (CC)
(fungicida comercial de uso regional, Cupravit),
dentro de cada grupo de prueba se inocularon de
manera similar con agua destilada estéril. Las
charolas se incubaron en un invernadero con
fotoperiodo de 16 h durante 4 semanas. El riego fue
de manera regular para mantener el contenido de
humedad del suelo a una capacidad de retencién de
agua del 75 %. Se registraron los porcentajes de
germinacion. El experimento se realiz6 dos veces,
cada tratamiento con tres réplicas y cada réplica con
50 semillas. La evaluacion del porcentaje del efecto
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preventivo y curativo se obtuvo con la siguiente
formula:
Ic—I;
Efecto (%) = 100 [*—| )
C

Donde I.=incidencia de la enfermedad del control, |;
= incidencia de la enfermedad del tratamiento.

3. Resultados y discusion
3.1 Sintesis y caracterizacion de las NPs-Cu

La sintesis de las NPs-Cu se realizé mediante el
método de reduccidon quimica en solucién acuosa.

El patron de DRX registrado para las NPs-Cu se
muestra en la fig. 1. Los picos de DRX se indizaron
utilizando archivos JCPDS (numero de tarjeta: 89-
2838). Las posiciones de los picos XRD fueron
consistentes con el cobre metdlico. Los picos
delgados del patron XRD indican la naturaleza
cristalina. Asi mismo, los picos a 43.3165°, 50.4478°
y 74.1237° corresponden a los planos (111), (200) y
(220) respectivamente, correspondientes a una
estructura cubica centrada en las caras. Estos
resultados son consistentes con los previamente
reportados [13,14].

La morfologia de las NPs-Cu se estudié mediante la
técnica de MEB. En la Fig. 2 se puede observar que
las NPs-Cu son facetadas en forma de hexagonos
regulares con tamafos que van desde 150 a 320
nm.

3.2 Evaluacion in vitro de la actividad
antifungica de las NPs-Cu

Como se puede ver en los resultados (Fig.3 y 4),
NPs-Cu tiene un efecto antifingico sobre todas las
cepas de hongo fitpopatdgeno en la que se evalud.
Se puede observar que el porcentaje de inhibicién
incrementa  conforme  se  incrementa la
concentracion de NPs-Cu paratodas las cepas (Fig.
4). Sin embargo, también se puede ver que el efecto
de cada concentracién puede variar de cepa a cepa

(Fig. 3y 4).

Se puede observar que para la cepa F. solani desde
la concentracion mas baja (0.1mg/mL) de NPs-Cu,
esta ha inhibido el 58 % de crecimiento (Fig. 4), asi
mismo se nota un cambio de la morfologia de la
colonia comparada con el control (Fig. 3). Por otro
lado, para las cepas F. verticillioides, y V. dahlie, si
bien se puede observar que a concentraciones
bajas (0.1 y 0.25 mg/mL) no hay una gran inhibicion,
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pero a concentraciones de 0.75 y 1mg/mL el
porcentaje de inhibicion es de 74 y 78 %
respectivamente (Fig. 4) y la morfologia cambia
drasticamente conforme incrementa la
concentracion (Fig. 3). Las cepas mas sensibles a
NPs-Cu resultaron ser Neofusicoccum sp y F.
oxysporum., como se puede observar desde una

(111)
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concentracion de 0.5 mg/mL logran inhibir el 95y 98
% respectivamente (Fig. 4). Los resultados nos
indican que el efecto antifungico dependera de la
especie de hongo, es decir posee especificidad [8].
Asi mismo, dependerd la concentracién de
nanoparticulas.
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Figura 1: Patrén de DRX de las NPs-Cu.
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Figura 2: Imagen MEB de las NPs-Cu.
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De acuerdo a la literatura, la actividad antifungica de
las NPs-Cu sobre los hongos se debe
principalmente a las especies de oxigeno reactivo
(ROS) generados por la superficie de las
nanoparticulas y los iones Cu*? [15]. Las ROS
producidos causan la peroxidacion de lipidos,
oxidacién de proteinas y degradacién del ADN [16].
Sin embargo, como se pueden observar en los
resultados que el efecto antifingico dependera de la
especie de hongo, es decir posee especificidad [8]
y de la concentracion de las NPs-Cu (Fig.3 y 4).

3.3 Evaluaciénin vivo de la actividad antifungica
de las NPs-Cu

El estudio de actividad antifiingica de las NPs-Cu a
nivel invernadero se llevé a cabo desde la
evaluacion en la germinacion de las semillas y el
crecimiento de las plantulas de tomate. La fig. 5
muestra los porcentajes de germinacion de las
semillas con los diferentes tratamientos, como se
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puede observar todos los tratamientos superan el
80% de germinacion de las semillas, tanto en el
actividades preventivas y curativas, lo que significa
gue a nivel de germinacién el hongo patégeno F.
oxysporum no afecta. Asi mismo, indica que no hay
un efecto fitotdxico con los respectivos tratamientos.

En la fig. 6 se muestra el porcentaje de incidencia
de la enfermedad ocasionado por el hongo F.
oxysporum, en el cual se puede observar que en los
tratamientos con las NPs-Cu, tanto preventivo como
curativo hay un bajo porcentaje de incidencia
comparado con el tratamiento comercial. En
tratamiento preventivo, se puede observar que con
conforme incrementa la dosis de NPs-Cu, baja el
porcentaje incidencia. Sin embargo, en el
tratamiento curativo, casi no importa la dosis de
aplicacion de la NPs-Cu, no hay diferencias
significativas entre las dosis aplicadas. Con esto
podemos decir que la aplicacibn de estas
nanoparticulas seria mejor de manera preventiva.

NPs-Cu (mg/mL)

0.1

Hongo Control

b)

d)

0.25

0.5

Figura 3: Evaluacion de la actividad antifangica de NPs-Cu contra diferentes cepas hongos fitopatégenos; a)
Fusarium solani, b) Fusarium verticillioides, c¢) Verticilium dahlie, d) Neofusicoccum sp y e) Fusarium

oxysporum.
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Figura 4: Porcentaje de inhibicion de NPs-Cu contra las diferentes cepas hongos fitopatogenos.
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Figura 5: Porcentaje de germinacion de las semillas de tomate con los diferentes tratamientos: CA=Control
absoluto (sin el hongo y sin NPs-Cu), Cl= Control positivo (con el hongo y sin NPs-Cu, CC=Control comercial
(con el hongo y con fungicida comercial Cupravit), DB= Dosis baja (Con hongo y con 0.5 mg/mL de NPs-Cu),
DM=Dosis media (Con hongo y con 0.75mg/mL de NPs-Cu) y DA=Dosis alta (Con hongo y con 1 mg/mL de
NPs-Cu).
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Figura 6: Porcentaje de incidencia del hongo (F. oxysporum) en plantulas de tomate con los diferentes
tratamientos: CA=Control absoluto (sin el hongo y sin NPs-Cu), Cl= Control positivo (con el hongo y sin NPs-
Cu, CC=Control comercial (con el hongo y con fungicida comercial Cupravit), DB= Dosis baja (Con hongo y con
0.5 mg/mL de NPs-Cu), DM=Daosis media (Con hongo y con 0.75mg/mL de NPs-Cu) y DA=Dosis alta (Con

hongo y con 1 mg/mL de NPs-Cu).
4. Conclusiones

Se encontr6 que la antifangica de las NPs-Cu
dependera de la cepa de hongo y concentracion. Asi
mismo, se observd que, en la evaluacion en
invernadero, el tratamiento con la NPs-Cu mostré un
bajo porcentaje de incidencia del hongo
fitopatdgeno en las plantulas de tomate, comparado
con el tratamiento comercial. Por lo tanto, las NPs-
Cu tienen potencial aplicacion en la agricultura para
el control de hongos fitopatégenos.
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