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Resumen

Las nanoparticulas muestran una amplia gama de propiedades quimicas, opticas, eléctricas y bioldgicas,
en este aspecto se ha reportado que las Nanoparticulas de cobre (NPsCu) presentan un amplio espectro
de actividad antibacterial y antifangica. El género Pestalotiopsis spp., es un hongo fitopatégeno causante
de cancer de tallo en Vaccinium corymbosum (Arandano azul), México ocupa el cuarto lugar como pais
productor a nivel mundial. En este estudio, Pestalotiopsis spp. fue expuesto por 24 -120h a NPsCu.
Después del tratamiento, se observaron alteraciones morfoldgicas en las hifas (Tincion Blanco de
Calcofluor) y la actividad metabdlica mitocondrial (ensayo XTT) fue dependiente de la concentracion y el
tiempo de exposicién. Por otra parte, plantulas de V. corymbosum se expusieron a concentraciones de
0.125y 2 g/L de NPsCu en medio Hoagland por 8 dias con ciclos de luz/oscuridad a 28°C. Posteriormente,
se determind el contenido de la clorofila (SPAD-502) y la longitud del tallo, indicando que no existen
cambios significativos independientemente de la concentracion de las NPsCu. Estos datos sugieren, que
las NPsCu pueden ser una alternativa como fungicida contra Pestalotiopsis spp. para sostener la
produccion comercial de arandano azul.

Abstract

Nanoparticles show a wide range of chemical, optical, electrical and biological properties, in this aspect it has been
reported that the copper nanoparticles (NPsCu) have a broad spectrum of antibacterial and antifungal activity. The
genus Pestalotiopsis spp., is a phytopathogenic fungus that causes leaf spot and branch blight in Vaccinium
corymbosum (Blueberry), Mexico ranks fourth as a producer country worldwide. In this study, Pestalotiopsis spp. was
exposed for 24 -120h to NPsCu. After treatment, morphological alterations were observed in hyphae (Calcofluor White
Stain) and mitochondrial metabolic activity (XTT assay) was dependent on concentration and time of exposure. On the
other hand, V. corymbosum seedlings were exposed to concentrations of 0.125 and 2 g / L of NPsCu in Hoagland
medium for 8 days with light / dark cycles at 28 °C. Subsequently, the content of chlorophyll (SPAD-502) and stem
length were determined, indicating that there are no significant changes independently of the concentration of NPsCu.
These data suggest, that NPsCu may be an alternative as fungicide against Pestalotiopsis spp. to sustain the
commercial production of blueberry.
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INTRODUCCION

Nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCu) han
recibido gran atencion debido a sus interesantes
propiedades fisicoquimicas y sus amplias
aplicaciones que van desde su uso en fotocatalisis
[1], sensores de gas [2], biosensores [3],
fotodetectores [4] y como antifingico, entre otras.
Recientes reportes muestran el excelente poder
antifingico de estos nanomateriales en la
preservacion de alimentos, en la reduccién del bio-
deterioro de monumentos histéricos [5, 6], asi como
en la eliminacion de cepas patégenas vy
fitopatdgenos resistentes que impactan la salud
publica y veterinaria [7], y mas recientemente en la
agricultura [8].

Especificamente el género Pestalotiopsis spp., es
un patégeno que ha sido reportado en cultivos de
importancia agronémica, por ejemplo, en el
aguacate, Persea americana, provoca una necrosis
marrén oscuro de la pulpa a medida que maduran
los frutos [9]. En el ardndano azul, Vaccinium
corymbosum, causa la mancha foliar [10] y el tizon
de larama [11]. Esta enfermedad ha sido reportada
en 2016, como un problema emergente en la
provincia de Anhui en China [12].

México ocupa el cuarto lugar como pais productor
de arédndano azul a nivel mundial, con una
produccion total de 10,160.32 toneladas. Jalisco,
Colima, Baja California y Michoacan aportan el 96
% de la produccién total nacional de arandano azul
en el pais, el cual es exportado principalmente a
Estados Unidos (SAGARPA, 2014).

En el presente trabajo se reporta los resultados
preliminares del efecto antifingico de NPsCu en
Pestalotiopsis spp.

MATERIALES Y METODOS
Nanoparticulas de cobre

Las nanoparticulas de o6xido de cobre fueron
sintetizadas por la Dra. Nikte M. Gomez Ortiz (CIO,

A.C. Leon, Gto.). Las NPsCu tienen un tamafio de
8 £ 2.8nm.

Cultivo de Pestalotiopsis spp

Pestalotiopsis spp. fue crecido durante 10 dias a
25°C en medio agar papa dextrosa natural, para la
obtencién de conidios. Posteriormente, los conidios
fueron contados en cdmara de Neubauer para los
experimentos.

Exposicién de Pestalotiopsis spp. alas NPsCu

Se sembraron 1x10° conidios/mL en medio Marthur
en una placa de 96 pozos, posteriormente se realizd
una dilucibn seriada iniciando con una
concentracién de 2 g/L. El control, consistié en
conidios no expuestos a las NPsCu. La exposicion
a las NPsCu se analizé a 24, 48, 72, 96 y 120h
/25°C. Posterior a la exposicibn se realizaron
analisis bioquimicos y morfolégicos, como a
continuacion se describe.

Determinacion de la Actividad Metabdlica
por el Método de XTT

La actividad metabdlica de Pestalotiopsis spp.
expuesto a las NPsCu, se realiz6 por el método de
XTT. Para esto, se adicionaron 100 pL de una
solucién de 0.25 mg/mL XTT por cada pozo y se
incub6 a 25°C por 90 minutos. Después, el
formazan fue cuantificado a 490nm
(Espectrofotometro Epoch BioTek).

Analisis morfoldgico de Pestalotiopsis spp.
expuesto a las NPsCu

La diferenciacion de conidios a micelio de
Pestalotiopsis spp. y el efecto de las NPsCu sobre
la morfologia, fueron analizados en campo claro
(Microscopio invertido Primo Vert, Carl Zeiss),
ademéds, se realizd una tincién con Blanco de
Calcofluor y las muestras fueron observadas en un
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microscopio de epifluorescencia (Leica, DMLS) con
una camara AxioCam ICcl (Carl Zeiss) usando el
filtro B (450-490nm).

Exposicion de plantulas de V. corymbosum
(Aréndano azul) a las NPsCu

Se utilizaron plantulas de ardndano azul de 8 meses
de edad, crecidas en medio Murashige & Skoog.
Las plantulas fueron expuestas a 0.125y 2 g/L de
NPsCu en medio Hoagland durante 7 dias, con
ciclos de luz/oscuridad a 28°C (Camara
Bioclimatica Biotronette Mark Ill, Lab-Line).
Plantulas no expuestas fueron usadas como
control.

Determinacion de clorofila y longitud del tallo

Después de la incubacion con las NPsCu, se
determiné el contenido relativo de clorofila (SPAD-
502) en la zona apical, media y basal de la planta.
Asi mismo, se determiné la longitud del tallo de
cada plantula.

RESULTADOS Y DISCUSION
Morfologia de Pestalotiopsis spp.

La colonia de Pestalotiopsis spp. es de color
blanco-amarillento (Fig. 1A), con produccion de
micelio denso, el cual tiene un aspecto algodonoso
y un crecimiento radial cubriendo casi la totalidad
de la placa, ademas es evidente destacar la
presencia de acérvulos (puntos de color negro y de
consistencia dura) (Fig. 1A). La morfologia de los
conidios utilizados en este estudio, presentan tres
apéndices apicales y uno basal (Fig. 1B y C), es
versicolor, fusiforme, con algunas partes negras y
otras hialinas (Fig. 1C).

Figura 1. Morfologia de Pestalotiopsis spp.

A. Cultivo monospérico, B. Conidio teiiido con Blanco de
Calcofluor, C. Campo claro

Determinacion de la actividad metabdlica de
Pestalotiopsis spp. expuesto a las NPsCu

El andlisis de medias de la actividad metabdlica de
Pestalotiopsis spp., indica una disminucion de la
viabilidad celular del hongo a partir de Ila
concentracion de 7.8x103g/L, la cual fue
dependiente del tiempo, siendo mas evidente a las
72h (Fig. 2). Estos resultados estan de acuerdo con
previos reportes, donde indican la actividad
antimicrobiana de NPsCu contra un amplio espectro
de bacterias y hongos de importancia en medicina,
agricultura y la industria [6, 7, 8, 9].
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Figura 2. Actividad metabdlica de Pestalotiopsis spp. expuesto a
NPsCu.
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Andlisis del efecto de las NPsCu en la
morfologia de Pestalotiopsis spp.

Se ha reportado, que los efectos de las NPsCu en
microroganismos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Candida albicans, es a
nivel de la pared celular, sugiriendo la participacién
de los componentes celulares de la pared en la
respuesta diferencial antimicrobiana ante las
NPsCu [13].

Resultados  similares se  encontraron en
Pestalotiopsis spp., en donde observamos una
respuesta  diferencial de las alteraciones
morfolégicas dependientes de la concentracion y el
tiempo. A concentraciones de 0.5 — 2 g/L NPsCu no
se determindé una diferenciacion del conidio a
micelio (Fig. 3B), sin embargo, a concentraciones
menores de 0.5 g/L se observé una diferenciacién,
pero las hifas se observaron cortas con
protuberancias (Fig.3C y D) a diferencia del control
(Fig. 3A).

Figura 3. Morfologia de Pestalotiopsis spp. expuesto a NPsCu por
72h. El micelio y conidios fueron tefidos con Blanco de
Calcofluor, las imagenes son representativas de las alteraciones
morfoldgicas, A. Control (no expuesto), B. 0.5 - 2g/L, C. 6.25x10-
2-0.25g/L, D. 3.12x10-2 - 9.75 x10-4 g/L

Andlisis del contenido de clorofila en las
plantulas de V. corymbosum expuestas a las
NPsCu

El cobre es uno de los micronutrientes necesarios
para las plantas. Se ha comprobado que el cobre
activa ciertas enzimas implicadas en la sintesis de
lignina y es esencial para diversos sistemas
enzimaticos. También es necesario en el proceso
de la fotosintesis, esencial para la respiracion de las
plantas y coadyuvante de éstas en el metabolismo
de carbohidratos y proteinas. Sin embargo, también
se han reportado efectos fitotéxicos de las NPsCu,
asi como el andlisis de la absorcion, acumulacion,
distribucion y efectos fisiol6gicos y bioquimicos de
las NPsCu en diferentes plantas [14, 15].
Especificamente, la disminucién en el contenido de
la clorofila, retardo en el crecimiento de la raiz y
tallo, aumento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno, clorosis, transpiracion
reducida, entre otros. Por lo que, en este estudio se
determino el efecto de las NPsCu (0.125 y 2g/L) en
V. corymbosum y se analizé el contenido de
clorofila en diferentes regiones de la plantula: basal,
media y apical (Fig. 4).

Figura 4. Determinacion de las zonas de la plantula de V.
corymbosum para la cuantificacion de la clorofila

El andlisis estadistico por el método de Tukey
revelo que los tres grupos pertenecen al mismo
grupo (Tabla 1). En el andlisis de las zonas de la
plantula se encuentran en el mismo grupo (Tabla 2).
Los resultados indican que no existe una diferencia
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significativa en el contenido de clorofila en las
plantulas.

ZONA
Apical Media Basal Media | Desviacicn | Agrupacion | Valor
Estandar P
0 12,9222 | 22.8333 | 19.0000 | 19.56 3.00 A 0.07

17.0000 | 19.8444 | 20.7444
20.8333 | 21.6556 | 21.2444
0.126 | 23.1000 | 17.9000 | 14.0000 | 20.30 3.25 A
18.6556 | 20.6333 | 19.1556
24,3000 | 23.3000 | 21.6556
2 18.2556 | 22.1111 | 21.6778 | 23.15 3.62 A
21.2556 | 24.7889 | 25.4333
18.8222 | 27.9000 | 28.1333

Tabla 1. Contenido de clorofila por grupos de exposicion a las
NPsCu

Zona Clorofila Media  Desviacién Grupo Valor
Estandar P
Apical 16.91852 A 0.22
22.0185° 19.46 3.41
19.4444°
Media 21.44442 A
20.6111° 22.33 2.90
24.9333°
Basal 20.3296° A
18.2703° 21.25 3.99
25.0814°

Tabla 2. Contenido de clorofila por zonas de la plantula. (a)
Control, (b) 0.125y (c) 2 g/L NPsCu

Determinaciéon de la longitud del tallo de
plantulas de V. corymbosum expuestas a las
NPsCu

La longitud del tallo en las plantulas control fue de
7.99 cm, en el grupo con la concentracion de 0.125
y 2 g/L NPsCu fue un promedio de 8.43 y 7.96 cm
respectivamente; indicando que no existe una
diferencia significativa en la longitud del tallo.

0.125
Concentracion de NPsCu (g/L)

Figura 5. Relacion entre la longitud del tallo de la plantula
respecto a dos concentraciones de NPsCu n=87, *p< 0.05

CONCLUSION

La inhibicion en la viabilidad celular de
Pestalotiopsis spp. por las NPsCu es dependiente
del tiempo y la concentracion. Por otra parte, no
existe un efecto fitotoxico en plantulas de V.
corymbosum.
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