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Resumen del proyecto

La sostenibilidad de la produccién agropecuaria depende, en gran medida, del desarrollo de soluciones

tecnoldgicas novedosas, de impacto reducido en el ambiente, que permitan sustituir parcialmente el uso de

agroquimicos y reducir los efectos negativos asociados a su uso continuado. Hongos del genero

Trichoderma son reconocidos por tener multiples interacciones positivas con los vegetales incluyendo

promocidn del crecimiento, disponibilizacion de nutrientes del suelo y defensa contra patégenos. Sin

embargo, si bien existen en la actualidad productos formulados en base a cepas de varias especies de este

género, los sistemas de produccién son artesanales, presentan dificultades para su escalamiento y control

de calidad, y por lo tanto dificultan la expansién de la tecnologia. En este trabajo, se buscé investigar dos

alternativas tecnoldgicas confluyentes que permitiesen la expresién del potencial de cepas de este hongo: por

un lado, lograr el microencapsulamiento de esporas del hongo para la obtencién de un prototipo formulado, y

por otro explorar la biosintesis, en base a Trichoderma, de nanoparticulas de cobre y/o plata, y su efecto

sobre la planta al ser utilizadas junto con el formulado del hongo, o en forma independiente.

Se selecciond la cepa ILB397 (TA9) de T. asperellum para la formulacién mediante encapsulado en una matriz conteniendo quitosano y a la cepa
ILB395 (TA2) de T. harzianum para la biogenesis de nanoparticulas de plata y cobre. Los productos obtenidos demostraron actividad en la proteccion
de los cultivos de trigo y arroz y se prevee su inclusidon en proyectos futuros que permitan confirmar su actividad en diferentes condiciones
agroecoldgicas.

Ciencias Agricolas / Biotecnologia Agropecuaria / Biotecnologia Agricola y Biotecnologia Alimentaria / Microbiologia agricola

Palabras clave: microencapsulado / nanoparticulas / coating /
Antecedentes, problema de investigacién, objetivos y justificacién.

El uso de microorganismos en la agricultura se ha proyectado como un drea de investigacion y desarrollo que busca
complementar las herramientas disponibles para el manejo de ecosistemas productivos de forma sustentable. Las funciones deseadas en hongos y
bacterias estan relacionadas al control biolégico, promocién del desarrollo vegetal y

su nutricion a través del ciclado de nutrientes y el aumento de su fitodisponibilidad. Si bien se reconoce que las
funciones de interés son cepa-especifica, existen géneros y especies que han sido particularmente estudiados en su
ecologia y en su funcionalidad, y que han concentrado los esfuerzos por desarrollar productos microbianos. Entre estos
géneros, se destaca el género Trichoderma, con cepas de varias especies que han sido seleccionadas por un rango de
actividades benéficas hacia los vegetales (1, 2). La investigacion y desarrollo de cepas de Trichoderma, ya sea como
biofungicidas o como promotores del crecimiento cuenta con investigaciones que cubren la biologia, ecologia y
seleccion de diferentes especies (1,2,3), y otras que se concentran en su produccion y desarrollo como un producto
formulado y utilizable (4), incluyendo el microencapsulado de esporas como principio activo (5). Recientemente, se ha
estudiado la posibilidad de producir biolégicamente nanoparticulas de Plata, Cobre y otros elementos, que han
demostrado tener actividad antifingica y también como promotoras del crecimiento vegetal. Entre las diversas
estrategias para producirlas, se ha explorado la biogénesis a partir de hongos, y en particular Trichoderma (6,7).
Existen mds de 50 formulados de biofungicidas basados en cepas de Trichoderma, que constituyen el 60% de los
hongos usados como biofungicidas (28). Los formulados pueden contener diferentes estructuras del hongo, obtenidas
por variados métodos. La produccién industrial de Trichoderma en sustrato sélido y en medio liquido ha sido estudiada
y optimizada para algunas cepas (4) y la conservacién de esporas deshidratadas y contenidas o no en granulos,
logrados mediante micorencapsulado, ha sido explorada (29).

Mds alld de la busqueda de cepas superiores, existen limitantes que reducen la efectividad de cualquier cepa,
incluyendo la sensibilidad a la luz ultravioleta, temperaturas y humedad no adecuadas que atentan contra la
persistencia en ambientes desfavorables. Varias estrategias han sido sugeridas para superar estas limitantes, como el
uso de mezclas de microorganismos, mejora fisioldgica y genética de los mecanismos de biocontrol, manipulacién de la
formulacién e integracion sinérgica con otras estrategias de control que por si solas pueden no ser efectivas (2).
Herramientas basadas en la micro y nanotecnologia, como el desarrollo de técnicas para el encapsulamiento de
Trichoderma como ingrediente activo en diferentes matrices y también su uso para la biosintesis de nanoparticulas de
metal para el control de fitopatégenos y otros efectos benéficos sobre las plantas, pueden resultar instrumentales en
levantar las limitantes. El proyecto buscd desarrollar micro y nanotecnologias a partir de cepas locales de Trichoderma, que se encontraban
preseleccionadas por su capacidad para el control biolégico y la promocién del desarrollo vegetal, para ser

aplicadas en cultivos de alto interés econdmico e impacto ambiental, de forma de maximizar la respuesta de los cultivos
a las propiedades benéficas de estas cepas, mejorando la sustentabilidad del sistema.

Metodologia/Disefio del estudio

La estrategia general de investigacion en el desarrollo de un bioinsumo se aplica tanto para la obtencién de
microencapsulados de Trichoderma como en la biosintesis de nanoparticulas de Plata y Cobre, y ambos caminos se
recorrieron en paralelo, confluyendo al final en ensayos conjuntos con los productos obtenidos. El objetivo final fue
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obtener al menos un microencapsulado y un tipo de nanoparticula que puedan ser usadas separadamente o en
conjunto, para maximizar su efecto positivo sobre la planta, ya sea a través de un mejor control bioldgico de las
enfermedades o de una mejor germinacion, implantacién y desarrollo vegetal.

Objetivo 1 Habilidad industrial de las cepas:

Para determinar la habilidad industrial de cepas preseleccionadas de Trichoderma, se evalué la capacidad de las
mismas de producir esporas en arroz suplementado o no con quitosano.

Se evalud cantidad de esporas producidas y % de esporas germinables como indicador de su viabilidad (4).

La produccidn en sustrato sélido se realizd en bolsas autoclavables con un filtro que permite el pasaje de

gases. Para ello, se esterlizaron bolsas conteniendo arroz pre-hidratado, que luego

fueron inoculados con una suspensidn de esporas obtenidas en placas de Petri (57) de las cepas preseleccionadas.
Las bolsas se incubaron a 28°C durante 7-12 dias. Las esporas fueron cosechadas en el

momento de mayor nimero de esporas germinables/g de sustrato, mediante colecta

en agua con Tween, y posteriormente deshidratadas y conservadas a varias temperaturas.

Las esporas fueron separadas de la biomasa por filtracién, deshidratadas y encapsuladas mediante Spray Drying.

Objetivo 2 y 3: Microencapsulado

Para el microencapsulado, diferentes tipos de microparticulas pueden ser producidas a partir de un rango de agentes
encapsuladores y mediante varios métodos de encapsulamiento, siendo interdependiente la elecciéon de ambos (58).

Los agentes encapsuladores a evaluar fueron polimeros naturales como el quitosano, almidon, agar,

sacarosa y otras sustancias usadas para el encapsulado de microorganismos (29, 59). Se verific6 mediante pruebas

en placa de Petri, en medio suplementado con los polimeros, que las cepas de Trichoderma no fuesen negativamente

afectadas. Los métodos de encapsulamiento utilizados fue spray drying o secado por aspersion. En Spray Drying, la suspensién de
sacarosa y otros aditivos protectores y las esporas es atomizada y deshidratada, formandose en simultaneo la cdpsula protectora en torno a las
esporas (60,61). En ambos casos se evalud la eficiencia del proceso (esporas efectivamente encapsuladas), viabilidad

de las esporas encapsuladas al momento de su produccién y durante su conservacion a diferentes temperaturas

durante 12 meses (29).

Objetivos 4,5 Nanoparticulas

El ensayo de biosintesis de nanoparticulas de plata y cobre se realizé en base al realizado en Sanguifiedo et al. (55).
Se realizé el seguimiento de la biosintesis mediante de espectros de absorcién (incluyendo el control)

entre 250 y 800 nm, y midiendo el incremento de absorcidn en el pico de longitud de onda maximo (correspondiente a

la Resonancia de Plasmén de Superficie de las nanoparticulas sintetizadas) a lo largo del tiempo. Para evaluar la
incidencia de las variables de la reaccidén en la biosintesis de las nanoparticulas se modificaron las siguientes
condiciones experimentales: tiempo y temperatura de incubacién del micelio con el agua, con o sin agitacién,
temperatura y concentracion de nitrato de plata o cobre en la reaccién de sintesis. Las nanoparticulas fueron separadas
del extracto fungico por centrifugacion, y sucesivos lavados, de manera de obtener las nanoparticulas purificadas para
los ensayos posteriores.

Para la caracterizacién de las nanoparticulas biosintetizadas (estructura cristalina, forma, tamano, topografia) ademds
de la espectroscopia UV-visible, se utilizaron utilizar diversas metodologias: AFM, Difraccion de rayos X (XRD), SEM,
potencial Z, DLS, TEM. Para estudiar la composicién de la capa orgdnica de las NPs biosintetizadas (agente
estabilizante) se utilizé Microscopia Raman Confocal.

Se estudi6 la estabilidad de las nanoparticulas luego de someterlas a diferentes pH, fuerza idnica, liofilizacion,
mediante la realizacion del espectro de absorciéon de la solucién de nanoparticulas y estudios complementarios tales
como Microscopia Raman Confocal, AFM o DRX.

Se evalud la actividad antimicrobiana in vitro de las nanoparticulas biogénicas, frente a fitopatégenos de interés
agricola (Fusarium graminearum, Sclerotium oryzae y Rhizoctonia oryzae-sativae), mediante ensayo de difusion en
agar y determinacion de concentracién inhibitoria minima mediante la técnica de microdilucion.

Objetivo 6 Evaluacién en planta: invernaculo y campo

Las micro y nanoparticulas seleccionadas fueron aplicadas mediante coating sobre la semilla (63) de arroz y trigo. Para ello,
se aplicaron junto a polimeros de uso habitual a diferentes concentraciones en bolsas de nylon.

Los tratamientos consistieron en semilla tratada sélo con nanoparticulas y sélo con microencapsulados de
Trichoderma. Los controles fueron 5 y consistieron en semilla tratada

con la particula de Plata o Cobre (sin exposicién a Trichoderma), con los polimeros usados para el
microencapsulamiento, con los polimeros usados para el coating de la semillas, esporas del Trichoderma sin formular,
y semilla sin ningun aditivo.

La evaluacién inicial de promocién del crecimiento fué en condiciones de inverndculo. Se plantaron 5 semillas tratadas
con cada tratamiento (3) y cada control (5) en 10 macetas de 1 litro conteniendo una mezcla en partes iguales de

arena y vermiculita, totalizando 80 macetas y 400 semillas. Se registré diariamente el nimero de semillas
germinadas. Finalmente, a los 60 dias, se evalu6 el peso seco de la parte aérea y raiz de cada pldntula.

Ensayos de control bioldgico se realizaron en inverndculo (7), con la misma metodologia y tratamientos, pero
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desafiando a las semillas tratadas y sus controles con cepas de hongos patdgenos Fusarium graminearum (Trigo) y

Sclerotium oryzae y Rhizoctonia oryzae-sativae (arroz) de las colecciones de INIA Treinta y Tres, INIA Las Brujas, INIA

Estanzuela y Laboratorio de Micologia de la Facultad de Ciencias.

Los ensayos de inverndculo se repitieron al menos tres veces, con control de temperatura y luz, en distintos momentos

del afio (afio 3y 4 del proyecto) en INIA Las Brujas e INIA Treinta y Tres.

Los ensayos de campo se implementaron con los mismos tratamientos y controles que en inverndculo para verificar

promocién de germinacion, desarrollo vegetal y control biolégico en condiciones naturales. Se realizaron en las estaciones experimentales
INIA La Estanzuela e INIA Treinta y Tres.

Objetivo 7 Identificacion y Tipificacion de cepas

Se obtuvo ADN gendmico de aislamientos puros de cada cepa mediante kit Qiagen Plant and Tissue. EL ADN
obtenido fue usado como molde para amplificar parcialmente el gen que codifica para el Factor de Elongacién.
Los productos de PCR fueron secuenciados en ambos sentidos, y las secuencias usadas para identificar las
especies mediante andlisis filogenético con secuencias de especies tipo.

Resultados, andlisis y discusion

MICROENCAPSULADO DE ESPORAS DE TRICHODERMA

El presente estudio se centré en la caracterizacion y seleccidn de cepas de Trichoderma spp. con efectos benéficos sobre cultivos, especificamente en
arroz y trigo, para su posterior formulacién. Inicialmente, se realizaron ensayos en inverndculo para evaluar la promocién del crecimiento y la
capacidad de control de patégenos, observdandose que las cepas T. asperellum ILB397, ILB423 y T. harzianum ILB421 favorecieron el crecimiento de
arroz, mientras que en trigo destaco la cepa ILB397. Estos resultados concuerdan con estudios previos que demostraron la capacidad de Trichoderma
para inducir crecimiento en plantas de arroz y trigo, asi como la tolerancia a estrés abidtico. Ademds, se evalud la capacidad antagonista de las cepas
frente a patégenos de arroz y trigo, encontrando que todas las cepas evaluadas mostraron una inhibicién significativa del crecimiento de los
patdgenos, destacando la cepa T. asperellum ILB397 por su alta capacidad de control. Se determiné también la compatibilidad de las cepas con el
quitosano, un polimero natural usado como agente encapsulante. Se observé que ciertas cepas, como T. koningiopsis, presentaron mayor tolerancia al
quitosano, mientras que otras, como T. harzianum ILB421, fueron mads sensibles. La combinacién de Trichoderma y quitosano mostré una mayor eficacia
en el control de patégenos como Fusarium graminearum, especialmente con las cepas ILB397 y ILB423, aunque no siempre se evidencio sinergia. En
cuanto a la producciéon de esporas, se evalud el uso de arroz parboiled como sustrato sélido, obteniendo buenos resultados con T. harzianum ILB421y
T. asperellum ILB397 y ILB423. Tras evaluar todas las caracteristicas de las cepas, se seleccioné T. asperellum ILB397 como la mds adecuada para
la formulacidn debido a su rendimiento positivo en todas las pruebas. Se procedié a producir esporas en arroz suplementado con quitosano,
observdandose un aumento significativo en la produccién de esporas con concentraciones de quitosano al 0,015%. Posteriormente, se desarrollé un
formulado mediante spray drying. Se emplearon compuestos protectores como quitosano, PEG y maltodextrina para mejorar la viabilidad de las
esporas tras el secado, obteniendo una sobrevivencia de hasta un 68% con la combinacién de estos agentes protectores. Sin embargo, a pesar de los
resultados positivos, la estabilidad del producto durante el almacenamiento no fue 6ptima, lo que sugiere que se deben seguir investigando nuevas
formulaciones para mejorar la vida Gtil del producto. En cuanto a la actividad del formulado, se observé que este mantuvo sus efectos beneficiosos
sobre la germinacidén y el crecimiento de las plantas. En trigo, el formulado mostré un efecto positivo en la velocidad de germinacién y la sanidad de
las plantulas de trigo. No obstante, el formulado no mantuvo la misma capacidad de promocién de crecimiento observada con la cepa sin formular.
Estos resultados destacan el potencial de Trichoderma como biocontrolador, y la combinacién con quitosano podria mejorar adn mds sus efectos. Sin
embargo, se requieren ajustes en las proporciones de quitosano y en la concentracidn de esporas por semilla para optimizar la eficacia del formulado
en condiciones de campo. En general, el estudio subraya la importancia de la seleccion adecuada de cepas y la formulacién para la obtencidn de
productos bioldgicos efectivos para el control de patégenos y la promocidn del crecimiento en cultivos.

BIOGENESIS DE NANOPARTICULAS A PARTIR DE CEPAS DE TRICHODERMA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA FRENTE A PATOGENOS

Se sintetizaron nanoparticulas de plata a partir de una coleccion de once cepas de Trichoderma spp. aisladas de cultivos de arroz del Uruguay.
Teniendo en cuenta la eficiencia de la reaccién y la estabilidad de las AgNPs al proceso de purificacién, se continué con la caracterizacién primaria y
la actividad antimicrobiana con ocho de ellas.

Se seleccionaron Trichoderma harzianum ILB 395 (TA2) y Trichoderma asperellum ILB 397 (TA9), por su eficiencia en la sintesis de AgNPs, para
evaluar la sintesis de nanoparticulas de cobre. Ademds, debido a la estabilidad coloidal y su potencial antifingico, las nanoparticulas producidas por
ambas cepas fueron utilizadas para realizar ensayos de tratamientos de semillas.

Se evaluaron condiciones de reaccion tanto para la sintesis de AgNPs como para la de CuONPs, siendo la concentraciéon de AgNO3 5mM y pH 7,
respectivamente, donde se obtuvo la mayor sintesis de nanoparticulas.

Las caracterizaciones complementarias por UV-vis, SEM, HR-TEM, EDS, DLS, potencial zeta y CRM de las nanoparticulas metdlicas sintetizadas
permitieron obtener informacién sobre su forma, tamano, carga y naturaleza del capping.

Las nanoparticulas biogénicas presentaron actividad antifingica frente a R. oryzae-sativae, S. oryzae, P. oryzae y F. graminearum, demostrando su
potencial aplicacién en el control de fitopatédgenos de interés agricola en el Uruguay.

Ademds, los resultados de citotoxicidad realizados con las AgNPs frente a la linea celular humana THP-1 indicaron que las concentraciones de
nanoparticulas que generaron un efecto de toxicidad en las células expuestas fueron en un valor superior al obtenido por la CIM.

Por dltimo, se estudié la posibilidad de realizar un tratamiento a las semillas de arroz y trigo con AgNPs y CuONPs. Los resultados de estos ensayos
fueron positivos, dado que no se observd un efecto negativo en la germinacién de las semillas producto del tratamiento. Asimismo, en el caso de las
semillas de trigo tratadas con AgNPs 395 y AgNPs 397 y sembradas en macetas, se observé mayor emergencia de plantines en comparacién con el
blanco.
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Conclusiones y recomendaciones

Las estrategias seguidas para obtener microencapsulados de esporas de Trichoderma y nanoparticulas de plata y cobre con actividad controladora
de patégenos de cultivos fue exitosa ya que al menos una cepa pudo ser encapsulada (ILB397) y otra demostré gran eficiencia para la produccién de
nanoparticulas (ILB395). Las evaluaciones in vitro y luego en invernaculo y campo permitieron verificar algunos efectos de estos productos en el
control y promocidén de crecimiento vegetal. Sin embargo, se deben continuar los estudios en campo para evaluar dosis y momentos de aplicacién en
diferentes condiciones agroecolégicas para poder tener resultados firmes de la aplicacion de estos desarrollos.
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