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Introduccion

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno que causa la podredumbre gris, una
enfermedad de postcosecha que afecta una amplia variedad de frutas [1]. Ademas, el
crecimiento de este hongo es dificil controlar, debido a que ha desarrollado resistencia a
muchos fungicidas efectivos utilizados para su control [2]. Para vencer esta resistencia, es
importante investigar nuevos agentes antifingicos, que puedan sustituir a las estrategias
actuales de control. Recientes trabajos indican que la sintesis bioldgica, en particular
micosintesis de nanoparticulas de plata (Ag NPs), es confiable, respetuosa del medio
ambiente y han recibido una atencion especial debido a sus propiedades antimicrobianas
[3.4].

El objetivo del presente trabajo fue sintetizar extracelularmente Ag NPs a partir de
Aspergillus niger, caracterizar las mismas y evaluar su actividad antifingica contra el
fitopatégeno Botrytis cinerea.

Metodologia

Se inocul6 100 mL de A. niger NRRL 1419 (2 x 10° esporas mL™) en un medio liquido
que contenia 2,0 NaNO3; 0,1 KH,PO,; 0,5 MgSO, 7H,0; 0,5 KCI; 3,0 sacarosa; 0,03
estreptomicina (g L™) y se lo incub6 a 28+1 T con agitacion orbital a 100 rpm. Luego de
72 h de incubacién, la biomasa flngica se filtrd a través de un papel de filtro Whatmann
N°1 y se lavo con agua destilada. A continuacién, 20 g de biomasa flngica se transfirié a
un Erlenmeyer que contenia 150 mL de agua destilada y se incubé durante 72 h (28+1 C,
100 rpm). Posteriormente, la biomasa se filtr6 nuevamente, al filtrado se le adicion6 100
mL de AgNO; (ImM) y se lo incubé por 72 h (28+1 C, 100rpm) en oscuridad. El filtrado
de la biomasa (sin el agregado de AgNO3) y el AgNO; en solucién se utilizaron como
controles negativos y positivos respectivamente. Posteriormente, las Ag NPs sintetizadas
fueron caracterizadas por espectrofotometria UV-visible y por microscopia electrénica de
transmisién (MET). Ademas, se determind la presencia de la enzima nitrato reductasa
obtenida a partir del filtrado de la biomasa de A. niger siguiendo el procedimiento
propuesto por Harley [5] y Saifuddin [6]. Para esto, 5 mL de alicuotas del filtrado se
mezclaron con 5 mL de medio de ensayo (30 mM KNO; y 5% propanol en tampdn fosfato,
0,1 M, pH 7,5) y se lo incubé en oscuridad durante 1 h. Luego de la incubacion, los nitritos
formados se estimaron mediante la adicién de 2,5 mL de sulfanilamida y N-etileno (1-
naftil)-diamina dihidrocloruro. El color desarrollado se midié en un espectrofotdmetro UV-
vis. La actividad de la enzima se expresé finalmente en nmoles de nitrito h* mL™
Finalmente, la actividad antifingica de las Ag NPs fue evaluada por inhibicion del
crecimiento de B. cinerea BNM 0527 en placas de cultivo Agar-Papa-Dextrosa. Para esto,
se sembraron 200 pL del fitopatbgeno a una concentraciéon de 10° esporas mL*,



posteriormente se practicaron orificios de 3x3 mm de diametro y se adicionaron a los
mismos 60 uL de Ag NPs, el control negativo y el positivo, respectivamente. Luego, las
placas se incubaron a 28+1 € durante 7 dias y finalmente, se midieron los halos de
inhibicion expresando los resultados en mm.

Resultados

El objetivo principal del presente trabajo fue la produccion, caracterizacion y aplicacion de
una nueva estrategia para obtener Ag NPs por sintesis biolégica. Estas Ag NPs fueron
aplicadas al control de B. cinerea. La biosintesis de Ag NPs se realiz6 a partir de una
cepa pura de A. niger (NRRL 1419). Esta cepa de A. niger se cultivé y se obtuvo el filtrado
del hongo, el cual se lo incubd a continuacién con AgNO;3; apareciendo un color marrén
oscuro, mientras que los frascos que contenian los controles permanecieron sin cambios
durante el periodo de incubacion de 72 h. El color marrén oscuro, luego de la sintesis,
indica la presencia de Ag NPs, las cuales fueron confirmadas por espectrofotometria
mostrando una banda de absorcién alrededor de los 440 nm para la cepa de A. niger
estudiada (Figura 1). Ademas, las Ag NPs fueron caracterizadas por MET, mostrando una
distribucién de tamafios de 40+20 nm (Figura 2).
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La actividad de nitrato reductasa desde el filtrado de A. niger fue medida por la prueba de
nitrato reductasa, donde su concentracion fue de 267 nmol h*mL™, lo que confirma el
mecanismo de sintesis fangica propuesto por Durdn et al. (2010). Las Ag NPs
biosintetizadas ocasionaron halos de inhibicién en el crecimiento de B. cinerea “in vitro”
después de 7 dias de incubacién. Los diametros obtenidos fueron de 14,6+0,24 mm para
las Ag NPs y de 7,55+0,31 mm para el control positivo. El control negativo no presento
halos de inhibicion.

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que las Ag NPs sintetizadas por A. niger presentaron
actividad antifingica frente a B. cinerea en ensayos in-vitro, demostrando que podria ser
utilizado como un eficaz fungicida frente a este peligroso fitopatégeno. Por otra parte, se
deberan realizar mas estudios para investigar la viabilidad de la incorporacion de estas
nanoparticulas en films, papeles y otros materiales de embalaje de frutas, lo cual puede
ser de gran interés para la industria fruticola.
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