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Resumen

El presente estudio tuvo como objeti-
vo evaluar la eficiencia de soluciones de
nanocobre como fungicida en el control
de Fusarium sp., en pifias para exportacion
de Ecuador. Las soluciones inhibidoras
se obtuvieron mediante ionizacion elec-
troquimica. Se aisl6 el Fusarium sp. de
muestras de epicarpio de pifa, para pos-
teriormente medir el anillo de inhibicion
en placas Petri. Se prepararon soluciones
de nanocobre a 3, 6 y 9 ppm. Las pifias se
sometieron a desinfeccion mediante in-
mersion en estas soluciones durante 3, 6
y 9 min, siguiendo un disefio experimen-
tal de 32, con triplicados y controles con
agua destilada. En este sentido, se evaluo
el nimero de UFC/mL del hongo en la su-
perficie de la fruta a los O dias de inmer-
siony 5 dias después de la inmersion. Los
resultados muestran que, en lo referente
al crecimiento del anillo de inhibicion de
Fusarium sp. en agar PDA, se redujo hasta
un 53% cuando se utilizé una solucion de
nanoparticulas de cobre a una concen-
tracion de 9 ppm, en comparacion con el
tratamiento control. En lo referente a la
inhibicion de Fusarium sp. en la superficie
de las pifias mediante desinfeccién por
inmersion, los mejores tratamientos para
el dia 0 de inmersion resultaron ser la
desinfeccion durante 9 min en la solucion
de nanocobre a concentraciones de 6 y
9 ppm. Por su parte, para la desinfeccion
de las pifias después del dia 5 de la des-
infeccion por inmersion, se establecieron
cuatro opciones estadisticamente via-
bles: desinfectar las pifias durante 9 min
en soluciones de nanocobre a 6 0 9 ppm,
o sumergir las pifas en solucion a 9 ppm
de nanocobre durante 6 0 9 min.
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Copper ion nanoparticles
against Fusarium sp. in
pineapple for export

Abstract

The aim of this study was to evaluate
the efficiency of nanocopper solutions
as a fungicide in the control of Fusarium
sp. on pineapples for export in Ecua-
dor. Inhibitory solutions were obtained
by electrochemical ionisation. Fusarium
sp. was isolated from pineapple epicarp
samples and the inhibition ring caused by
nanocopper solutions at 3, 6 and 9 ppm
was measured in Petri dishes. Pineapples
were also subjected to disinfection by im-
mersion in these solutions for 3, 6 and 9
min, following an experimental design of
32, with triplicates and controls with dis-
tilled water. In this sense, the number of
CFU/mL of the fungus on the surface of
the fruit was evaluated the day of immer-
sion (0 days) and 5 days after immersion.
The results show that the growth of the
inhibition ring of Fusarium sp. on PDA agar
was reduced 53% when a solution of co-
pper nanoparticles at a concentration of
9 ppm was used, compared to the control
treatment. Regarding the inhibition of
Fusarium sp. on the surface of disinfec-
ted pineapples by immersion, the best
treatments in day O of immersion were
disinfection for 9 min in the nanocopper
solution with concentrations of 6 and 9
ppm. For the disinfection of the pinea-
pples after 5 days of immersion, four sta-
tistically viable options were established:
disinfecting the pineapples for 9 min in
nanocopper solutions at 6 or 9 ppm, or
immersing the pineapples in 9 ppm nano-
copper solution for 6 or 9 min.

Keywords: Fusarium; hygienization;
innocuousness; postharvest quality;
nanocopper.
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Nanoparticulas de ions
de Cobre para o controle
de Fusarium sp. em
abacaxi para exportacao

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a efi-
cacia de solugdes de nanocobre como
fungicida no controlo de Fusarium sp. em
abacaxis para exportacdo do Equador. As
solugdes inibidoras foram obtidas por
ionizagdo eletroquimica. O Fusarium sp.
foi isolado de amostras de epicarpo de
abacaxi e o anel de inibi¢do causado por
solugdes de nanocobre a 3, 6 e 9 ppm foi
medido em placas de Petri. Os abacaxis
foram também submetidos a desinfe¢do
por imersdo nestas solu¢des durante 3,
6 e 9 min, seguindo um desenho experi-
mental de 32, com triplicados e controlos
com agua destilada. Neste sentido, foi
avaliado o nimero de UFC/mL do fungo
na superficie do fruto no dia da imersao
(0 dias) e 5 dias apds a imersdo. Os re-
sultados mostram que o crescimento do
anel de inibi¢do de Fusarium sp. em agar
PDA foi reduzido em até 53% quando se
utilizou uma solu¢do de nanoparticulas
de cobre a uma concentracdo de 9 ppm,
em comparagdo com o tratamento de
controlo. Relativamente a inibi¢ao de Fu-
sarium sp. na superficie dos abacaxis atra-
vés da desinfe¢do por imersao, os melho-
res tratamentos para o dia O de imersao
foram a desinfecdo durante 9 min na so-
lugdo de nanocobre nas concentragdes de
6 e 9 ppm. Para a desinfe¢do dos abacaxis
ap6s 5 dias da desinfecdo por imersdo,
foram estabelecidas quatro opgdes es-
tatisticamente viaveis: desinfectando os
abacaxis durante 9 min em solugdes de
nanocobre a 6 ou 9 ppm, ou imergindo
os abacaxis em solu¢do de nanocobre a 9
ppm durante 6 ou 9 min.

Palavras-chave: Fusarium; higienizacao;
inocuidade; qualidade pos-colheita.
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Introduccién

Actualmente, aproximadamente el 40% de la produccion de alimen-
tos no se consume debido a la accion de patogenos, animales y pla-
gas, lo que afecta gravemente la seguridad alimentaria. Las pérdidas
mas significativas se dan en productos horticolas durante la etapa
de poscosecha, principalmente debido a hongos y bacterias que, si
no se controlan, provocan la descomposicion de los productos [1].

La fusariosis es una infeccion patégena provocada por el género Fu-
sarium sp. que causa pérdidas significativas en plantaciones a nivel
mundial [2]. Esto hace necesario el uso de fungicidas en la industria
agricola para reducir las pérdidas en los cultivos e incrementar la
produccion de la materia prima esencial para la industria alimen-
taria. Estos fungicidas pueden ser de amplio espectro o especificos
para determinados patogenos [3].

Desde elafno 2000 a. C., el cobre se ha utilizado como antimicrobiano
y ha sido fundamental como componente de fungicidas inorganicos
que frenan el crecimiento de patogenos y previenen enfermedades
[4]. Khatami et al. [5] indican que soluciones de nanoparticulas de
oxido de cobre (CuO) pueden inhibir hasta un 90% el crecimiento
de Fusarium solani con una concentracion de 50 ppm, y un 20% con
5 ppm. Por su parte, Pham et al. [6] afirman que una concentra-
cion de 30 ppm de cobre puede inhibir completamente a Fusarium
oxysporum en tres dias y una de 7 ppm puede inhibir a Phytophthora
capsici en un dia.

Durante siglos, los iones metalicos, debido a sus propiedades anti-
microbianas, se han utilizado para tratar quemaduras, heridas croéni-
cas, sepsis, enfermedades venéreas y abscesos perianales; también
se han utilizado para la conservacién de alimentos y la desinfeccion
de dispositivos médicos. Ademas, gracias a la nanotecnologia, se ha
incrementado la capacidad antimicrobiana de los iones metalicos al
transformarlos en nanoparticulas [7].

La capacidad antimicrobiana de los iones metalicos se basa en la
deshidratacion de la célula que ocurre debido a la unién delion a la
membrana celular del microorganismo, lo cual afecta su potencial
dipolar [8]. Entre los usos de las nanoparticulas metalicas se en-
cuentra el tratamiento de aguas residuales y la desinfeccion de agua
potable, en la cual se utilizan nanoparticulas de cobre [9]. Algunos
estudios han demostrado la capacidad de las nanoparticulas de 6xi-
do de zinc (ZnO-NP) para controlar enfermedades flngicas como
Fusarium oxysporum, debido a su capacidad para distorsionar el mi-
celio en crecimiento e inhibir directamente el crecimiento flingico,
también al eliminar micotoxinas como el acido fusarico. Asimismo,
la eficacia de ZnO-NP como antiflingico y antimicotoxina contra
Fusarium sp. puede deberse al aumento de la peroxidacion lipidica,
los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el cambio en el
contenido de ergosterol que altera la integridad de la membrana y
la morfologia de las macroconidias [10].

Ademas, muchos autores [11-14] sostienen que los iones de plata
liberados por nanoparticulas de plata (AgNPs) a través de la oxida-
cion superficial son el mecanismo principal que induce citotoxicidad,
genotoxicidad, respuestas inmunolodgicas en sistemas bioldgicos e
incluso la muerte celular. Sambalé et al. [15] demostraron que el
mecanismo de muerte celular es diferente cuando las células se cul-
tivan con particulas o iones de plata. Las células tratadas con par-
ticulas experimentaron apoptosis, mientras que aquellas cultivadas
con iones murieron de necrosis. También informaron que las AgNPs
que se desplazan al citoplasma a través de la difusion o las protei-
nas de canal son oxidadas por enzimas citoplasmaticas, liberando
asi iones de plata. Estos iones pueden interactuar con los grupos
tiol de las proteinas de la membrana mitocondrial, causando dis-
funcion mitocondrial, produciendo ROS y provocando la descom-
posicion de la funcion celular y el dafo a los microorganismos [16].
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Por otro lado, los iones de cobre también han demostrado su capa-
cidad antiftingica. Se ha informado que el 6xido de cobre biosinte-
tizado con Streptomyces para el desarrollo de tejidos antimicrobia-
nos en hospitales puede ayudar a prevenir o minimizar la infeccién
por bacterias patoégenas. Ademas, el cobre y el 6xido de cobre con
efectos antimicrobianos y antiftingicos pueden ser usados durante
el envasado de alimentos para retrasar el crecimiento de gérmenes
y hongos [17].

La aplicacion de nanoparticulas metalicas en la desinfeccion de fru-
tas exportadas se ha aplicado durante muchos afios. Por ejemplo,
para el caso de la pifia (Ananas comosus), que es una fruta econ6-
micamente significativa en paises latinoamericanos, la fusariosis
puede ocasionar pérdidas de entre el 30 y el 40% del fruto, o de
aproximadamente el 20% de las plantaciones. Esto representa un
problema grave para los paises productores de pifia como Ecuador,
que se deben someter a estrictos controles sanitarios durante los
procesos de exportacion [18].

En 2020, el Ministerio de Produccion, Comercio Exterior, Inversio-
nes y Pesca informé que Ecuador fue el principal exportador de pi-
fias en América del Sur y el octavo proveedor mas grande a nivel
mundial. Ecuador pasé de exportar 75.573 t en 2020 a 90.186 t
para noviembre de 2021, por lo que la pérdida poscosecha de la
pifia es un problema sustancial para su mercado.

La descomposicion fungica es la principal causa del fracaso pos-
cosecha de la pifa. Esta descomposicion depende de las condicio-
nes climaticas y del sistema de manipulacion poscosecha. La alta
incidencia de enfermedades poscosecha en la pifa se debe princi-
palmente al hongo Ceratocystis paradoxa y Fusarium sp. Los hongos
penetran principalmente por medio de las heridas causadas por el
descabezado en los sistemas de manipulacion poscosecha antes de
la exportacion [19].

El objetivo de este estudio es determinar el efecto de las nanopar-
ticulas de iones cobre para el control de Fusarium sp. con el fin de
disminuir las pérdidas de pina de exportacion por degradacion fun-
gica. Para ello, se aplicd una solucion de nanoparticulas de iones
de cobre como desinfectante en pifias durante la poscosecha y se
evalu¢ la efectividad de las nanoparticulas de cobre para inhibir el
crecimiento y desarrollo de este hongo.

Materiales y métodos

La materia prima utilizada en el presente estudio consisti6é en mues-
tras de pifia (Ananas comosus) hibrida conocidas como “pifia miel”,
que se caracteriza por su color, dulzura y textura [20]. Los espe-
cimenes en buen estado fueron proporcionados por una empresa
exportadora de pifa en Ecuador y se seleccionaron segtn la nor-
mativa ecuatoriana NTE INEN 1836: FRUTAS FRESCAS. PINA [21].
Cuya clasificacion es la siguiente:

« Nivel de madurez: 0

- Grado: extra

« Peso: mediano 1000 < m <1500 g

« Diametro: mediano 110 <d < 120 mm

Preparacion de muestras

Las soluciones de nanocobre se prepararon mediante un proceso de
ionizacion electroquimica utilizando un equipo NEC-4000. Para el
desarrollo del estudio se seleccionaron pifias en buen estado visual
y con caracteristicas homogéneas en términos de madurez y tama-
fo. Las cascaras de pifa para el aislamiento del hongo Fusarium sp.
se retiraron utilizando cuchillos esterilizados después de lavar las
frutas con agua potable para eliminar cualquier residuo superficial.
Una vez aislado el hongo se evalué el anillo de inhibicion causado
por las soluciones de nanocobre a 3, 6 y 9 ppm de concentracion,
midiendo el didametro promedio del mismo.
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Adicionalmente, las soluciones de nanocobre en concentraciones de
3, 6 y 9 ppm se utilizaron para desinfectar las pifias mediante un
proceso de inmersion de 3, 6 y 9 min (tiempo de residencia). Luego
de cada tratamiento y un tiempo determinado de dias posterior a
la inmersion se tomé una porcion de la superficie de cada muestra
de pifa y se sembré en medios de cultivo para cuantificar el Fusa-
rium sp. EL modelo de la investigacion siguié un disefio experimental
de 3? que incluyé diferentes combinaciones de concentraciones y
tiempos de inmersion para evaluar su efectividad en la inhibicion
del crecimiento del hongo en la superficie del fruto. Como grupo de
control se emplearon pifias tratadas con agua destilada para su des-
infeccion, el tratamiento de la muestra fue similar a las que fueron
tratadas con las soluciones de nanocobre.

Aislamiento de cepas

Castro y Umaiia [22] mencionan la presencia de una gran variedad
de hongos en la superficie de las frutas, por lo que, en esta inves-
tigacion, se aislo el Fusarium sp. presente en las pifas visiblemente
sanas proporcionadas por una empresa exportadora. Para ello se si-
guio6 la metodologia mencionada por Umana et al. [23], quienes se-
fialan que para aislar el hongo se deben extraer 5 cm? de cascara de
pifia y colocarla en un beaker que contenga 30 mL de agua destilada
estéril con una gota de Tween 20 (polisorbato 20 que facilita la dis-
persion de tejidos y células evitando la aglomeracion de particulas),
y agitar durante 5 min con el objetivo de liberar los microorganis-
mos presentes en la superficie. Posteriormente se utiliz6 el método
de dilucion seriada estandar con dos diluciones (10%) y se tomé de
cada dilucion una muestra de 100 pL para distribuir uniformemente
sobre la caja Petri con medio de cultivo de agar de papa y dextrosa
(PDA), utilizando un asa de Digralsky.

Tincion de placas

Se prepararon laminillas (portaobjeto con cubreobjeto) siguiendo
la metodologia de Lopez-Jacome et al. [24] para identificar micros-
copicamente las cepas flingicas. Se coloco una gota de azul de lac-
tofenol en un portaobjetos, se selecciond la cepa a analizary, con la
ayuda de un asa esterilizada, se tom6 una muestra de micelio de la
placa de Petri y se deposito6 en la gota mencionada anteriormente.
Finalmente, se observo la estructura del hongo en el microscopio,
los macroconidios y los microconidios, para determinar a qué géne-
ro pertenecia [25].

Caracterizacion de los sintomas de fusariosis en las
pifias

Mediante la inspeccidn visual, se realiz6 una caracterizacion deta-
llada de la sintomatologia asociada a la fusariosis en los frutos de
pifia. Esto permitié confirmar la infeccion por Fusarium sp. en las pi-
fas utilizadas en esta investigacion, asegurando que los frutos ana-

lizados presentaban la enfermedad y eran adecuados para su uso en
el estudio.

Preparacion de las muestras de estudio

Para reducir los microorganismos competidores en la superficie de
las muestras de pifa, se desinfectaron y eliminaron los restos de la
corona y el pedtnculo, también se lavo y se retird toda la materia
extrafia con una solucién jabonosa. Finalmente, se sumergieron en
un recipiente que contenia alcohol etilico a 99° GL durante 3 min,
utilizando movimientos rotativos para que el alcohol estuviera en
contacto permanente con toda la superficie. Las pifias se dejaron
reposar en una camara de flujo laminar con luz natural y ventilacion
durante 15 min para evaporar el exceso de alcohol [26].

Inoculacién del hongo

Las pifias que se sometieron a inhibicion por inmersion en las solu-
ciones de nanocobre se colocaron en una camara de flujo laminar
para proceder con la inoculacion del hongo previamente aislado.
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Con la ayuda de una aguja se realizaron unas heridas, se tomé una
muestra del hongo (Fusarium sp.) aislado de las placas de Petri y se
colocé en la superficie de la pina. ELl procedimiento se repitid en
otro lugar de la fruta paralelo al primero ya inoculado, uno cerca de
la corona y otro cerca del pedtinculo. Se dej6 una pifa no inoculada
como muestra de control. Las pifias inoculadas se almacenaron en
una camara hiimeda, donde el hongo pudo crecer bajo condiciones
de humedad y temperatura ambiente durante un periodo minimo de
4 dias, después de este tiempo se procediod a las pruebas de inhibi-
cion durante diferentes tiempos de inmersion y evaluando el creci-
miento de hongo a los Oy 5 dias de inmersion.

Preparacion de soluciones de nanoparticulas de cobre

Las soluciones de nanoparticulas de iones de cobre se generaron
utilizando el sistema de ionizacion electroquimica NEC-4000, di-
sefado para la produccion de agua ionizada con cobre. El proceso
empled agua destilada, que fue ionizada mediante la transferencia
controlada de iones de cobre en el equipo, siguiendo la metodologia
especificada por el fabricante. El sistema electroquimico cuenta con
un microprocesador electrénico y electrodos de intercambio, que
libera iones de cobre bajo la aplicacion de una corriente continua.
Con el objetivo de asegurar un flujo constante y uniforme de agua a
través del equipo se utiliz6 una bomba peristaltica, lo que permitid
la ionizacion precisa del agua a las concentraciones deseadas de 3, 6
y 9 ppm de nanocobre, utilizando un espectrofotometro ultraviole-
ta visible para cuantificar su concentracion.

Evaluacién del nanocobre en la inhibicién del hongo

De acuerdo con las indicaciones descritas por Gutiérrez et al. [25],
con algunas variaciones, se llevo a cabo esta parte de la evaluacion.
Una vez obtenidas las soluciones en las tres concentraciones de
nanocobre, se calculd la cantidad de PDA para la inoculacion. Se
utiliz6 una marca comercial de agar TM MEDIA con certificacion I1SO
9001:2015, que establece que deben usarse 39 g para preparar 1 L
de cultivo liquido, y se realizo la practica por triplicado para cada
una de las tres concentraciones de nanocobre, por lo tanto, para
calcular la cantidad de agar liquido requerido se sigui6 la informa-
cion de la tabla 1.

Tabla 1. Datos para la preparacion del medio de cultivo.

Concentracion Replicas Cantidad de agar Cantidad total de
de cobre (ppm) P liquido por placa (mL) | agar liquido (mL)
3 3 20 60
6 3 20 60
9 3 20 60

Las muestras de control no fueron sometidas a inmersion en solu-
ciones de nanocobre, fueron tratadas Ginicamente con agua destila-
da para establecer un marco referencial con el objetivo de evaluar la
eficiencia de las soluciones de 3, 6 y 9 ppm en el anillo de inhibicion
del crecimiento de Fusarium sp. Cada placa Petri requirié 20 mL de
agar liquido, por lo que se utilizaron 60 mL para cada concentracion
de nanocobre.

Todos los medios preparados, junto con los testigos, se esteriliza-
ron en autoclave para eliminar cualquier presencia de microorga-
nismos y obtener un cultivo estéril. Inmediatamente después de la
esterilizacion, se realiz6 el plaqueo para evitar que los medios se
solidificaran antes de tiempo.

Siembra del hongo

Se aplico la metodologia descrita por Nieto y Bailon [28], tomando
como referencia 20 mL de medio de cultivo PDA por placa de Petri.
Una vez que se plaquearon todas las concentraciones de nanocobre
en las placas Petri, se permitid que el medio de cultivo se solidi-
ficara, evitando movimientos bruscos y con contacto minimo para
evitar cualquier contaminacion.
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Con la ayuda de un asa se extrajo un disco de micelio del hongo y
se sembro en el centro de la placa, evitando el contacto con la su-
perficie restante del agar, con el fin de obtener buenos resultados y
evitar la propagacion del hongo. Durante cada siembra se esterilizd
el asa mediante la llama del mechero para evitar la contaminacion
por contacto.

Cdlculo del porcentaje de inhibicion

Para calcular el porcentaje de inhibicion se tomo como referencia el
diametro de crecimiento de la cepa inoculada y se contrasto6 con el
didametro de la muestra de control o sin tratar, para ello se utilizd
la Ec. (1) [29]:

o b oo DC-DT

% Inhibicion = ~oc X 100
Donde DC es el diametro de la muestra de control y DT el diametro
de la muestra inoculada. Las mediciones a los diametros de las colo-
nias se hicieron cada dos dias utilizando un calibrador. La medicion
finaliz6 cuando la muestra de control cubri6 toda la superficie de la
placa de Petri.
Desinfeccion de pifias por inmersion
Se utilizaron tres tiempos de inmersion (3, 6 y 9 min) y tres con-
centraciones (3, 6 y 9 ppm) para el proceso de desinfeccion por in-
mersion de las pifias. Se emplearon nueve recipientes para lavar y
desinfectar diferentes frutas con tres diferentes concentraciones y
en tres tiempos de inmersion. Cada uno contenia una concentra-
cion determinada en orden ascendente. De esta manera, una piia se
sumergia en el recipiente correspondiente con una concentracion y
durante el tiempo establecido hasta que se utilizaron nueve pifias,
ademas de la muestra de control, que fue sumergida inicamente en
agua destilada, en duplicado, como se describe en la tabla 2.

Una vez finalizada la desinfeccion por inmersién durante los tiem-
pos antes mencionados (3, 6 y 9 min), se realiz6 un enjuague bre-
ve con agua destilada esterilizada, 100 mL para cada tratamiento,
sobre toda la superficie de la pifna, considerando que el agua esta-
ba en contacto con el tallo, la corona y la cascara. Después de este
procedimiento se realizé inmediatamente (O dias) un hisopado de
la superficie de las pifias para contar el hongo, luego cada pina se
almacené herméticamente para volver a cuantificar el hongo en la
superficie de las nueve pifias después de 5 dias.

Tabla 2. Niimero de pifias por tratamiento aplicado.

Concentracién (ppm)
Tiempo (min) 3 6 9
3 1 ek 3k
6 4% gk grx
9 7xx gk g

Cada nimero indica el nimero del tratamiento o unidad de pifia utilizada. Se deben
contar dos pifas adicionales utilizadas en el tratamiento de control (0). Los asteris-
cos (*) sefalan diferencias significativas entre los tratamientos.

Control del hongo en la superficie de las pifias median-
te placas Petrifilm ®

Se utilizaron placas 3M Petrifilm® para colocar el hisopado de las
superficies de las pifias y poder contar las unidades formadoras de
colonias (UFC) del hongo durante el dia 0, en los diferentes tiempos
de inmersidn y concentraciones de nanocobre, siguiendo la Guia de
Informacion de 3M Petrifilm® [30]. El conteo del hongo se volvié a
realizar 5 dias después de la inmersion de las pifias en las soluciones
tratadas con nanocobre.
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Resultados y discusion

Se identific6 macro y microscopicamente la presencia del hongo
Fusarium sp., de acuerdo a las caracteristicas reportadas por Salazar
et al. [31] y Hernandez et al. [32], quienes mencionan que sus co-
lonias aisladas en medio PDA al comienzo son lisas y algodonosas,
posteriormente se tornan un poco lanosas, de coloracion blanca en
la parte superior y en la parte inferior de coloracion grisacea, tal
como se observa en la figura 1 (identificacion macroscépica). Por su
parte, a nivel microscopico las colonias presentaron conidios abun-
dantes.

N
Figura 1. Aislamiento del hongo Fusarium sp. obtenido de la superficie de la pifia.

Los sintomas de la enfermedad que presentaron los frutos consis-
tieron en pequefias manchas irregulares de color café claro en el
pericarpio y un color miel claro en la pulpa. A medida que la en-
fermedad progresaba, las manchas se volvieron color café oscuro,
el area necrosada aumento y el tejido afectado adquirié una apa-
riencia flacida y hiumeda. Se observé que las lesiones fueron super-
ficiales, aunque algunas se extendieron hasta el centro de la fruta,
provocando la pérdida de rigidez y la decoloracion de la pulpa. Con
el avance de la enfermedad, las manchas se extendieron y la pulpa
mostr6 una clara maceracion de los tejidos. En los tejidos lesiona-
dos apareci6é un micelio de color blanco.

El analisis de los datos obtenidos se realizo con ayuda al softwa-
re Statgraphics Centurion version 19.3.03, en donde se llevaron a
cabo pruebas de varianza ANOVA, de las que se esperaba un valor
p < 0,05. Se obtuvieron las desviaciones estandar y se realizaron
pruebas de multiples rangos por el método de 95% de LSD. La ela-
boracion de graficas de las dos superficies de respuesta se realiz6
en el Minitab 20, version 20.3.0; también se uso el procesador de
graficas de Excel Profesional Plus 2016 para el analisis de las curvas
de comportamiento del crecimiento del hongo.

En este sentido, la figura 2 muestra la comparacién del crecimiento
de los micelios de Fusarium sp. in vitro durante la evaluacion del ani-
Llo de inhibicion cuando se pusieron en contacto con las soluciones
de nanocobre, con cada una de las tres concentraciones.

En la figura 2 se puede observar que a partir del segundo dia existe
un aumento en el didmetro del micelio flngico en todos los trata-
mientos. El didametro mayor correspondi6 a la muestra control (sin
tratamiento con nanocobre, linea azul), con un didmetro maximo
promedio de 9,25 cm. Mientras que, para las muestras sometidas
a los tres tratamientos de nanocobre, se obtuvieron valores de dia-
metro promedio menores de 6,85; 5,94 y 5,34 cm de diametro para
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Figura 2. Diametro del anillo de inhibicion del Fusarium sp. durante ocho dias de
exposicion a las soluciones de nanocobre a diferentes concentraciones.

las concentraciones de 3, 6 y 9 ppm, respectivamente, con un valor
de p = 0,0002 para este conjunto de datos. La mayor inhibicion so-
bre el diametro del micelio fungico se obtuvo a partir de la solucion
de 9 ppm (linea verde). Los valores de diametro del anillo de inhi-
bicion permiten concluir que existen diferencias significativas entre
cada tratamiento y un mayor crecimiento del hongo en la muestra
de control. Los resultados también mostraron variaciones en los
diametros del anillo fungico de 3,8; 3,1y 2,8 cm en comparacion al
control para las concentraciones de 3, 6 y 9 ppm, respectivamente.

Observamos que a medida que aumentaba la concentracion de la
solucion de nanoparticulas de cobre, se redujo el crecimiento mi-
celial de Fusarium sp. El tratamiento de 9 ppm redujo el crecimiento
micelial de Fusarium sp. en un 50,7% en comparacion con la muestra
de control, el diametro micelial disminuy6 de 10,55 a 4,93 cm. Ade-
mas, la tabla 3 muestra diferencias significativas entre los parame-
tros de concentracion y los dias, ya que el valor p para cada variable
es < 0,005. Sin embargo, la figura 2 también evidencia que las con-
centraciones utilizadas no inhiben completamente el crecimiento
del micelio de Fusarium sp.

Tabla 3. Anélisis de varianza (ANOVA) para el crecimiento micelial realizada en
Statgraphics V. 19.3.03.

Fuente ci::raa::s GL c:::(rj:ia Ratio F | Valorp
A: concentracion 29,624 3 9,875 9,646 0,002
B: dias 125,567 4 31,392 30,657 | 0,000
Residuos 12,289 12 1,024
Total (corregido) 167,482 19

Por su parte, la tabla 4 presenta el analisis estadistico de las dife-
rencias entre las tres concentraciones de nanoparticulas de cobre
aplicadas. Seglin esta tabla, se pudo determinar que no hay diferen-
cias significativas en el crecimiento micelial entre los tratamientos
con 6y 9 ppm de nanocobre.

Tabla 4. Pruebas de rango mdiltiple para la concentraciéon de nanocobre.

Contraste Signi far.laa Diferencias Limites
estadistica
0-3 * 1,70 1
0-6 * 3,93 1
0-9 * 5,07 1
3-6 * 2,23 1
3-9 * 3,37 1
6-9 1,13 1

Contraste 0: muestra de control.
* indica diferencias significativas entre tratamientos.

Adicionalmente, las tablas 5 y 6 presentan las UFC/mL de Fusarium
sp. en la superficie de las pinas desinfectadas, a los Oy 5 dias después
de la inmersion en las soluciones de diferentes concentraciones de
nanoparticulas de cobre y con distintos tiempos de inmersion.

Tabla 5. UFC/mL de Fusarium sp. en las soluciones de inmersion de pifias durante el
dia 0 de desinfeccion.

Concentracién (ppm)
Tiempo (min) 3 6 9
3 183+ 14a 155+0,7a 95+0,7a
6 141+14b 11,0+14b 60+ 14b
9 95+0,7c 65+0,7c 3510,7b

Diferentes letras por columna indican una diferencia significativa (p < 0,05).

Tabla 6. UFC/mL de Fusarium sp. en las soluciones de inmersion de pifias después de
5 dias de la desinfeccion.

Concentracién (ppm)
Tiempo (min) 3 6 9
3 95+0,7a 70+00a 454+0,7a
6 70+00b 45+0,7b 25+07b
9 45+07c 20+00c 05+0,7b

Diferentes letras por columna indican una diferencia significativa (p < 0,05).

Por otro lado, la figura 3 muestra las variaciones en las UFC/mL de
Fusarium sp. en la superficie de las pifias durante el dia O de desin-
feccion a diferentes concentraciones de nanoparticulas de cobre y
tiempos de inmersion, mientras que la figura 4 muestra las UFC/mL
durante el dia 5 después de la desinfeccion. Se pueden evidenciar
las diferentes respuestas en el nimero de UFC obtenidas, hay un
comportamiento inversamente proporcional entre las UFC/mL y
la concentracion de nanoparticulas de cobre en conjunto con el
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Figura 3. Efecto de nanocobre a diferentes concentraciones y tiempos de inmersion
en la reduccion de UFC/mL de Fusarium sp. en la superficie de pifias durante el dia
0 de desinfeccion
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Figura 4. Efecto de nanocobre a diferentes concentraciones y tiempos de inmersién
en la reduccién de UFC/mL de Fusarium sp. en la superficie de pifias después del dia
5 de desinfeccion
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tiempo de inmersion. El mejor tratamiento resulto ser la inmersion
de las pifas en la solucion de nanoparticulas de cobre a una con-
centracion de 9 ppm. En este tratamiento se obtuvieron 3,5 X 103
y 0,5 X 10® UFC/mL a dia O y al dia 5, respectivamente, ambos con
o *+ 0,7 UFC/mL. Estos valores son inferiores a los obtenidos en
las pifias no sumergidas en las soluciones de iones de cobre, las
UFC/mL para la pifia no tratada tenian un valor de 27 X 10®* + 1,4
eneldiaOyde49,5Xx 10° + 0,7 en el dia 5. Es decir, se logré una
reduccion del 98,14% de las UFC/mL de Fusarium sp. sobre la super-
ficie de la pifia después de 5 dias de inmersion. Estos resultados
fueron consistentes con las pruebas obtenidas para el anillo de inhi-
bicion de crecimiento de Fusarium sp. a 9 ppm en placas Petri.

Por otro lado, las tablas 7 y 8 muestran que los factores estudia-
dos, concentracion de nanocobre y tiempo de inmersion, tienen un
efecto estadisticamente significativo en el crecimiento del Fusarium
sp., ademas de ser iguales entre si, ya que tienen el mismo valor de
p = 0,00, utilizando un nivel de confianza del 95%.

Tabla 7. Efecto significativo de la concentracién de nanocobre en el crecimiento de
Fusarium sp. (p = 0,00 95% de confianza).

Suma de Media .
Fuente cuadrados GL cuadrada Ratio F | Valor p

A: concentracion 184,111 2 92,056 74,545 0,000

Abasteciendo un 95% de la Diferencia Minima Significativa (LSD) de Fisher

-
o

UFC/mL
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3 6 9
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Figura 6. Medias de las colonias (UFC/mL) de Fusarium sp. en la superficie de las pifias
durante el dia 5.

Ademas, los resultados presentados en este trabajo tienen una va-
lidez significativa, como se demostré anteriormente. Sin embargo,
al analizar las medias de cada grupo por factor de datos obtenidos,
notamos que algunas de ellas tenian un comportamiento estadisti-
camente similar al analizar mediante el método LSD 95%, como se
muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Heterogeneidad entre las medias de tratamiento.

B: dias 172,111 2 86,056 69,683 | 0,000

Tiempo (min)

Concentracién (ppm) | 3(+) | 6(4+) | 9(+) | 3() | 6(-) | 9()

Residuos 16,056 13 1,235

Total (corregido) 372,278 17

Tabla 8. Efecto significativo del tiempo de inmersion en el crecimiento de Fusarium
sp. (p = 0,00; 95% de confianza).

3 al al a2 al a2 a3
6 b1 b1 b2 b1 b2 b 3*
9 cl c2 b3 c1 c2* b2

Fuente ci:?ra;:::s GL ct?:::laiila RatioF | Valorp
A: concentracion 61,00 2 30,50 108,14 0,00
B: dias 65,33 2 32,77 115,82 0,00
Residuos 3,67 13 0,28
Total (corregido) 130,00 17

Esto se evidencia en los promedios generales mostrados en las
figuras 5 y 6, donde, al realizar el analisis para cada tiempo de in-
mersion, hay valores mayores a p = 0,05. El valor de p en el dia O
es de 0,0142; 0,0067 y 0,0211, y en el dia 5 de 0,0075; 0,0101 y
0,0139, en los tiempos de inmersion de las frutas a 3, 6 y 9 min, res-
pectivamente. Esto indica que la concentracion de nanocobre tiene
un efecto significativo entre cada tiempo de inmersion utilizado. Se
obtuvo un promedio de 6,33 4+ 2,80 X 103 UFC/mL para 3 ppmy de
2,33 + 1,86 X 103 UFC/mL para el tratamiento 9 (9 ppm durante
9 min), en cada una de las mediciones de tiempo de desinfeccion
realizadas (O y 5 dias).

Abasteciendo un 95% de la Diferencia Minima Significativa (LSD) de Fisher
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Figura 5. Medias de las colonias (UFC/mL) de Fusarium sp. en la superficie de las pifias
durante el dia 0.
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+: indica mediciones de UFC obtenidas en la superficie de pifias durante el dia 0.
—: indica mediciones tomadas el dia 5 después de la desinfeccion.
* mejores tratamientos.
Diferentes letras en la misma columna y diferentes niimeros en las filas indican

diferencias significativas p < 0.05.

Por lo tanto, los mejores tratamientos en el dia O fueron la desin-
feccion por inmersion de las pinas durante 9 min en la solucion de
cobre de 6 y 9 ppm. Por su parte, en el dia 5, se encontraron cuatro
opciones estadisticamente viables: desinfectar las pifas durante 9
min con 6 0 9 ppm, o sumergir las pifias en 9 ppm durante 6 0 9 min.

Comparamos los resultados obtenidos en la investigacion con los
obtenidos por Hernandez et al. [33], Betancour et al. [34] y Leyva
etal. [35], quienes describen que las colonias aisladas de Fusarium sp.
en medio PDA tienen un aspecto algodonoso blanco. Las coloracio-
nes en los contornos del asentamiento pueden ser amarillas, grises,
rojas, moradas o violetas (en nuestro caso eran gris blanquecino),
dependiendo de la especie analizada. Ademas, dependiendo del ni-
vel de purificacién y del material fuente, las cepas pueden mutar
de un tratamiento a otro. Microscopicamente, los mismos autores
describen que los hongos del género en cuestion se caracterizan por
formar macroconidias, microconidias y polifialides, que pueden o no
estar agrupadas.

Morais da Silva et al. [36] mencionan que 14 dias después de co-
menzar la incubacién, usando F. guttiforme, obtienen valores entre
4 3 10 cm de didmetro para una cepa de control, mientras que
Krzysko-tupicka et al. [37] describen valores promedio de control
de 8,5 cm para cepas de F. graminearum. Por su parte, Al-Rajhi et al.
[38] mencionan que su control tenia un didmetro de 8,2 cm para
F. incarnatum. Por lo tanto, los valores obtenidos en la investigacion
concuerdan con los encontrados por estos autores. Las ligeras dife-
rencias pueden deberse al comportamiento independiente de cada
especie en el género Fusarium.

Seguin Ahnert dos Santos et al. [39], al usar soluciones de CuSO, en
concentraciones de 10 a 20 mmol/L en F. solani, estas podrian inhi-
bir completamente el crecimiento de la colonia, teniendo un efecto
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fungistatico en el sexto dia de analisis al usar una concentracion
de 5 mmol/L. Por su parte, Galal et al. [40] estudiaron el impacto
de nanoparticulas de cobre en cepas de F. oxysporum, obteniendo
un resultado fungicida al usar concentraciones de 250 pug/mL. Esto
muestra que a concentraciones mas altas que las utilizadas en la
investigacion, se obtienen resultados letales en especies especificas
de Fusarium.

Otros autores como Leon y Mattos [41] investigaron el efecto de
la aplicacion de proteina de cobre en el crecimiento de Fusarium
verticillioides, donde lograron un porcentaje minimo de inhibicion
del 87,67%, con mejores resultados cuando la solucién de cobre
se combind con otros componentes biolégicos. Asimismo, Pariona
et al. [42] informaron que, utilizando concentraciones minimas de
0,1 mg/mL, se logré una inhibicion del 58%, mientras que con con-
centraciones de 1 mg/mL, la inhibicion fue del 78%. Se obtuvieron
resultados similares con un porcentaje de inhibicion del 72,25% uti-
lizando sulfato cliprico [43].

Ademas, Shivanad et al. [44] informaron propiedades antiflingicas
de nanoparticulas de cobre sintetizadas quimicamente contra Fusa-
rium sp. en condiciones ex vivo. Todas las nanoparticulas inhibieron
el crecimiento micelial de C. capsicin a 1000 ppm en comparacion
con el control. CuNP-M fue muy influyente en la inhibicion del cre-
cimiento micelial a 1000 ppm (99,78%), seguido de CuNP-E a 1000
ppm (93,75%). Los fungicidas estandar, oxocloruro de cobre al 50%
WP @ 2500 ppm, reportaron 85,19%, seguido de carbendazim al
50% WP a 500 ppm con una inhibicion del crecimiento del 72,69%.

La actividad antiftingica in vitro de las nanoparticulas de 6xido de
cobre (CuO) también se ha evaluado. Su mayor porcentaje de inhibi-
cion en el crecimiento radial del micelio de F. oxysporum se midié en
91,92 £+ 0,16% a 350 pg/mL, en contraste con el control no tratado
(p < 0,05) [45].

Es importante mencionar que se debe establecer la cantidad de re-
siduos de cobre (Cu) que queda en los alimentos, esto se debe a
que, aunque el cobre es un mineral esencial, en concentraciones ele-
vadas puede ser toxico y perjudicial para la salud. En este sentido,
Taylor et al. [46] reportaron que la concentracion de Cu que puede
ser ingerida por humanos es de 1,3-2,2 mg de Cu a través de su-
plementos. Por otro lado, Bost et al. [47] afirman que las dosis por
debajo de 0,8 mg tienden a tener pérdidas de absorcion, mientras
que lo opuesto ocurre con cantidades de 2,4 mg.

Conclusiones

El crecimiento del anillo de inhibicion de Fusarium sp. en agar PDA,
preparado con soluciones de nanoparticulas de cobre a una concen-
tracion de 9 ppm, se redujo hasta un 53% en comparacion con el
tratamiento de control.

Al comparar los valores de UFC/mL del hongo presentes en la su-
perficie de la pifia durante el dia O de desinfeccion con los UFC/mL
del dia 5 después de la desinfeccion de las pinas en las soluciones
de nanocobre a 3,6y 9 ppm, se logré un efecto antifiingico, debido
a la reduccion del nimero de colonias del hongo en la superficie de
las pifias sometidas a todos los tratamientos.

En este sentido, los mejores tratamientos para la piia en lo referen-
te al dia 0 de desinfeccion fueron la inmersion de las pifias durante 9
min en la solucioén de nanocobre a 6 y 9 ppm de concentracion. Por
su parte, para el dia 5 después de la desinfeccion por inmersion, se
establecieron cuatro opciones estadisticamente viables: desinfectar
las pifias durante 9 min en soluciones con concentraciones de 6 o
9 ppm, o sumergir las pifias en soluciones de 9 ppm de nanocobre
durante 6 0 9 min.

Ademas, existieron diferencias significativas entre las UFC/mL del
hongo en cada tratamiento de soluciones de nanocobre aplicado
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y mas aln cuando se comparé con el crecimiento del hongo en la
muestra de control. Por lo tanto, se demostr6 que la aplicacion
de nanocobre es efectiva como inhibidor del crecimiento de Fusa-
rium sp. en la superficie de pifias durante la poscosecha, pues dismi-
nuye significativamente su crecimiento y, por ende, las pérdidas de
produccion por degradacion fungica de esta fruta de exportacion.
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