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RESUMEN

La aplicacién de la nanotecnologia en la agricultura ha permitido resolver problemas
a través de sus compositos al aumentar la retencién de agua, disminuir la lixiviacion
y volatilizacion de nutrientes, y atenuar los dafios causados por plagas y/o
enfermedades. El propésito de este trabajo fue evaluar los efectos de los
nanomateriales de carbono sobre el desarrollo y control de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (FOL) en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.), ademas de
determinar su rendimiento y capacidad antioxidante en hoja. Se utilizaron cuatro
tratamientos de nanomateriales aplicados via suelo, nanotubos de carbono 50 mg
L1y 100 mg L asi como grafeno 250 mg L'y 500 mg L. Los resultados mostraron
que la concentracién de 100 mg L' de CNT obtuvo el menor porcentaje de
incidencia (44 %) y a su vez redujo la severidad en un 56 %. Por otra parte, se
incrementd 25 % el peso de frutos tras la aplicaciéon de 50 mg L't de CNT y a su vez
24 % la actividad de la enzima SOD. De igual manera el tratamiento de 250 mg L
aumento el contenido de clorofilas totales en un 28 %. Los nanomateriales de
carbono actdan como bioestimulantes mitigando los dafios causados por agentes

patdgenos.

Palabras clave: Capacidad antioxidante; bioestimulacién; estrés bidtico.



1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) de la familia Solanaceae, es el segundo cultivo
con mayor explotacion en todo el mundo, precedido por la papa (Solanum
tuberosum L.) (Morris y Taylor, 2017). De 2010 a 2019 el cultivo tuvo un promedio
de produccion mundial de 170,740,696.7 toneladas y un rendimiento promedio de
35.49 toneladas por hectarea (FAO, 2021a). Ademas de su importancia alimentaria,
la planta de tomate se ha utilizado como modelo biologico para la experimentacion
en los campos de nutricion, fisiologia, ecologia, genética y ciencias émicas (Causse
et al., 2016; OECD, 2017; Zorzoli et al., 2007).

Los problemas fitosanitarios en el cultivo de tomate representan una pérdida
econdmica significativa para los productores ya que disminuye el rendimiento y
calidad del fruto (Gatahi, 2020). Algunas de los principales agentes de
enfermedades dentro del cultivo son: Botrytis cinerea, Phytophtora infestans,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Xanthomonas spp., Clavibacter

michiganensis, Pseudomonas corrugata y Fusarium oxysporum (Blancard, 2012a).

La nanotecnologia ofrece un panorama prometedor para el sector agricola,
incrementando la eficiencia del agroecosistema con menor entrada de insumos y
elevando el rendimiento (Duhan et al., 2017; Fraceto et al., 2016). Ejemplos de los
usos de la nanotecnologia en la agricultura incluyen: formulacién de
nanofertilizantes y nanopesticidas, el disefio-construccion de nanosensores y
cubiertas para cultivos, asimismo, el uso de nanomateriales para remediacion de
agua y suelo contaminados (lavicoli et al., 2017; Shojaei et al., 2018; Verma et al.,
2019).



Los nanomateriales de carbono (CNMs) son un tipo de nanocompositos alotropos
del carbono que poseen propiedades particulares, tales como: alta conductividad
térmica y eléctrica, alta relacion superficie-volumen y biocompatibilidad (Speranza,
2021; Zaytseva y Neumann, 2016). En el sector agricola se han utilizado los CNMs
en las plantas como bioestimulantes y/o elicitores para inducir la germinacion,
incrementar la biomasa y aumentar la tolerancia a diferentes tipos de estrés (Juarez-
Maldonado et al., 2021; Khan et al., 2021; Mukherjee et al., 2016).

Los bioestimulantes son sustancias de origen natural o sintético que se aplican a
las plantas en diferentes etapas fenoldgicas con el objetivo de influir positivamente
en su crecimiento y desarrollo (du Jardin, 2015; Yakhin et al., 2017). En
concentraciones bajas permiten que las plantas logren una mayor eficiencia en su
metabolismo traducido en un aumento de rendimiento (Feitosa de Vasconcelos y
Garofalo Chaves, 2020).

En adicion al concepto anterior, el fendmeno de bioestimulacion comprende la
respuesta bioldgica de estimulos fisicos, quimicos y bioldgicos que inducen cambios
metabolicos y fisioldgicos en las plantas para hacer un uso eficiente de los recursos
(Juarez-Maldonado etal.,, 2019). Los nanomateriales actian como agentes
ambientales capaces de ejercer la bioestimulacion gracias a sus propiedades fisicas
y quimicas (Juarez-Maldonado et al., 2021) considerando dos fases: la primera de
caracter fisicoquimico y la segunda, respuestas bioquimicas como resultado de la

interaccion agente-receptor (Poschenrieder et al., 2013; Zuverza-Mena et al., 2017).



1.1. Objetivo general
Evaluar el efecto del grafeno y los nanotubos de carbono como bioestimulantes en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculadas con el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.

1.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto de los nanomateriales de carbono sobre la incidencia y

severidad de Fusarium oxysporum en plantas de tomate.

Evaluar los cambios en el sistema de defensa antioxidante de las plantas de tomate.

Cuantificar el rendimiento agronéomico de las plantas de tomate infestadas con

Fusarium oxysporum.

1.3. Hipotesis

La aplicacién de nanomateriales de carbono inducira respuestas que incrementaran

la capacidad de tolerancia a Fusarium oxysporum en el cultivo de tomate.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y taxonomia del cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) fue descrito por primera vez en el siglo XVI por
el naturalista Pietro Andrea Matthioli (Peralta et al., 2006). Es una planta perenne
que pertenece a la familia Solanaceae, de igual manera que la papa (Solanum
tuberosum L.) y la berenjena (Solanum melongena L.). Se encuentra entre las cinco
hortalizas mas cultivadas en todo el mundo (FAO, 2021a; OECD, 2017).

Es una especie nativa del oeste de Sudamérica y Mesoameérica que incluye los
paises de Ecuador, Peru, Chile, Colombia, Bolivia y México (Jenkins, 1948; Peralta

y Spooner, 2007), su clasificacion taxonémica se extiende en el Cuadro 1:

Cuadro 1. Taxonomia de la planta de tomate

Reino Plantae
Division Angiospermae
Clase Equisetopsida C. Agardh
Orden Solanales Juss. Ex Bercht. Y J. Presl
Familia Solanaceae Juss.
Género Solanum L.
Especie Solanum lycopersicum L.

Fuente: Missouri Botanical Garden, 2021



2.2. Descripcion botanica

La planta de tomate es de origen nativo del continente americano y de longevidad
perenne, sin embargo se le trata (en la mayoria de los casos) como un cultivo anual,
de hasta tres ciclos en un afio, dependiendo de las condiciones climaticas en las
que se encuentre (Blancard, 2012b). Es una especie diploide con 24 cromosomas
(Singh et al., 2016).

Las hojas de la planta de tomate son imparipinnadas que contienen de 7 a 9 foliolos
con margen dentado; el tipo de inflorescencia que presenta es el racimo, con un
namero de flores que oscila entre 5 a 12, tiene una disposicion ciclica, simetria
actinomorfa y flor hermafrodita, perianto formado por el caliz de 5 sépalos soldados
y corola de 5 pétalos soldados, androceo de 5 estambres y gineceo de ovario supero
bicarpelar (Segui-Simarro, 2016). Los frutos se clasifican botanicamente como
bayas, pasan por varios colores para llegar a la maduracion, desde un verde oscuro

hasta llegar al rojo intenso (Esguerra et al., 2018).

Las plantas de tomate pueden ser de crecimiento indeterminado donde una yema
lateral se extiende en una rama principal y se sigue desarrollando, a diferencia de
los cultivares de crecimiento determinado, que poseen un hébito autopodante con
ramas simpodiales que forman hasta cuatro racimos florales (Ohta y Ikeda, 2015).

2.3. Importancia en el mercado internacional y nacional

El tomate es el segundo cultivo mas importante en todo el mundo después de la
papa, debido a su consumo para satisfacer la demanda nacional e internacional
(FAO, 2021a; SIAP, 2020). La parte de la planta utilizada para consumo humano es
el fruto y manejado en fresco para utilizarse en ensaladas y jugos, o cocida para
catsup, sopas y salsas, todo esto por las caracteristicas organolépticas y

nutracéuticas que posee (Garcia Alonso et al., 2020).



En 2019, de acuerdo a los datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2021a), la produccion neta de tomate fueron
180,766,329 toneladas, teniendo un aumento de 2,949,800 toneladas con respecto
al 2017. El primer pais productor de tomate fue China, seguido de India, Turquia,
Estados Unidos de América (EUA) y Egipto (Cuadro 2). La superficie cosechada en
2019 fue de 5,030,545 hectareas, incrementando un 2.14 % con respecto al afio

anterior.

Cuadro 2. Produccién mundial de tomate

Lugar Pais Produccion (t)
1 China 62,869,502
2 India 19,007,000
3 Turquia 12,841,990
4 Estados Unidos de América 10,858,990
5 Egipto 6,751,856
6 Italia 5,252,690
7 Iran 5,248,904
8 Espaina 5,000,560
9 México 4,271,914
10 Brasil 3,917,967

Es la hortaliza de mayor produccion en México y el consumo anual per capita entre
2012 y 2020 oscil6 en los 15.2 kg (SIAP, 2020) mientras que el consumo a nivel
mundial fue de 20.4 kg entre los afios 2011 y 2013 (FAO, 2021b). En el afio 2019
se produjeron 3,441,639 toneladas de tomate en territorio nacional (SIAP, 2020), los
primeros cinco estados que se muestran en Cuadro 3 son lo que aportaron casi el

53 % del volumen total.



Cuadro 3. Produccién nacional de tomate

Lugar Estado Produccion (t)
1 Sinaloa 764,435
2 San Luis Potosi 391,719
3 Michoacan 280,478
4 Zacatecas 180,319
5 Jalisco 175,999
6 Baja California Sur 159,423
7 Puebla 140,425
8 Baja California 137,632
9 Morelos 134,093
10 Coahuila 121,580

Fuente: SIAP, 2020.

2.4. Composicion nutricional

El tomate es un componente importante en una dieta balanceada por el contenido
de minerales, vitaminas, fibras, carotenoides y polifenoles (Cuadro 4) (Chaudhary
et al., 2018), por lo que se recomienda una ingesta de 250 gr diariamente (DGAC,
1995). El valor antioxidante del tomate esta directamente relacionado con el

contenido de licopeno, B-caroteno, y vitamina C (Viskelis et al., 2015).

Los carotenoides, la vitamina C y los compuestos fendlicos regulan la reactividad
de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) por su naturaleza antioxidante
protegiendo a las células de dafio a proteinas, acidos nucleicos y muerte celular
programada (Kelebek et al., 2017). Los compuestos antioxidantes que se muestran

en el Cuadro 5 intervienen en la prevencion de enfermedades cronico-



degenerativas, asi como en mantener en buen estado las funciones fisiolégicas y el
sistema nervioso del cuerpo humano (Alam et al., 2019; Ali et al., 2021; Pinela et
al., 2012).

Cuadro 4. Composicion porcentual en fruto de tomate

Ingredientes principales Peso fresco (%) Peso seco (%)

Agua 95 10
Proteinas 0.82 14.7
Grasas 0.18 3.3
Carbohidratos 2.24 40.3
Glucosa 0.93 16.8
Fructuosa 1.17 21.1
Fibra 0.82 14.7
Minerales 0.53 9.5

Fuente: Muhlbauer y Miiller, 2020.

Cuadro 5. Contenido de antioxidantes en el fruto de tomate

Antioxidante Cantidad (ug 100 g?)

Licopeno 2860
Betacaroteno 276
a-tocoferol 540
Vitamina A 24
Vitamina B1 56
Vitamina B2 <0.1 mg
Vitamina C 17,800

Fuente: USDA, 2021.



2.5. Antioxidantes

Las ROS son moléculas de radicales libres (Oz., Oz, HO", HO2., RO") y formas no
radicales (H202, O2) que actian como sefializadores primarios en la célula de la
planta a causa de cambios ambientales y/o presencia de fitopatdbgenos (Cheng
et al., 2018; Das y Roychoudhury, 2014; Nafees et al., 2019). En concentraciones
excesivas pueden llegar a causar dafios en la membrana celular y los organelos,

como en las proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Sharma et al., 2012).

En la maquinaria celular al presentarse un alto contenido de ROS a causa de
factores de estrés se activa el sistema de defensa para tratar de neutralizar dichas
moléculas por medio de la produccion de antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos y asi garantizar la homeostasis en la célula (Das et al., 2015).

Los antioxidantes son compuestos que atenuan los efectos de las ROS y ayudan a
restaurar el estado redox de la célula (Papalia et al., 2018); los organelos con mayor
flujo de electrones (cloroplasto, peroxisoma y mitocondria) son los lugares que

contienen los porcentajes mas altos de ROS (Das y Roychoudhury, 2014).

2.5.1. Antioxidantes enziméaticos

El sistema antioxidante enzimético se integra por las enzimas ascorbato peroxidasa
(APX), catalasa (CAT), deshidroascorbato reductasa (DHR), glutation peroxidasa
(GPX), glutation reductasa (GR), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR),
superdxido dismutasa (SOD) y peroxidasa (POD); cada una de estas enzimas
cataliza una reaccion para volver menos reactiva una molécula (Cuadro 6) (Bhatla
y Lal, 2018; Bhattacharjee, 2019).



Cuadro 6. Reacciones de antioxidantes enzimaticos

Enzima Reaccidn catalizada
SOD 02"+ 02" + 2H" - 2H202 + O2
CAT 2H202 - O2 + 2H20
GPX 2GSH + R-OOH —» GSSG + R-OH + H20
APX AA + H202 - DHA + 2H20
POD Donador + H202 - Donador oxidado + 2H20
GR NADPH + GSSG —» NADPH* + 2GSH
PHGPX 2GSH + PUFA-OOH - GSSG + PUFA-OH + 2H20

GSSG: glutation oxidado; GSH: glutation reducido; AA: acido ascoérbico; PUFA: acido graso

poliinsaturado; DHA: deshidroascorbato.
Fuente: (Bhatla y Lal, 2018)

La enzima SOD es una metaloenzima que actia como primera linea de defensa
para la proteccion contra ROS. De manera natural existen tres formas de SOD en
la célula dependiendo de su cofactor: Mn-SOD, Fe-SOD y Cu/Zn-SOD, ubicadas en
la mitocondria, cloroplasto y peroxisoma, respectivamente (Fukai y Ushio-Fukai,
2011).

La CAT es una enzima tetramérica que tiene una elevada afinidad por el peréxido
de hidrégeno y se encuentra en mayor proporcién en los peroxisomas; CAT
remueve y desintoxica el peroxido de hidrogeno (H202) de la célula sin requerir un
gasto excesivo de energia y no requiere de ningun reductor para catalizar la

reaccion (Anjum et al., 2016).

La APX actua en la reduccion del H202 en agua y deshidroascorbato (CsHsOs)
empleando como reductor al acido ascorbico (CeHsOs), su actividad enzimatica se
lleva a cabo sobre todo en el citosol y los cloroplastos. La APX puede tener
secuencias diferentes de aminoacidos y sitios de accién como los son: peroxisoma,

estroma, tilacoide, citosol y mitocondria (Pandey et al., 2017).

10



GPX es una enzima que reduce el H202 en agua y los acidos grasos a alcoholes,
utilizando como sustratos al glutation y tiorredoxina (Bela et al., 2015); en los sitios
activos de las enzimas del reino vegetal se encuentra el aminoacido cisteina a
diferencia de los animales que poseen selenio-cisteina (Lennarz y Lane, 2013;

Passaia y Margis-Pinheiro, 2015).

2.5.2. Antioxidantes no enziméticos

Los antioxidantes no enzimaticos se componen de vitaminas A, C y E, glutation,
ascorbato, tocoferol, carotenoides y fenoles, que en complemento con los
antioxidantes enzimaticos mitigan el dafio oxidativo y ayudan en la tolerancia contra

estrés bidtico y abidtico (Waskiewicz et al., 2014).

El glutation reducido es una proteina a base de tiol que se localiza en cloroplastos,
citosol, reticulo endoplasmatico, peroxisomas, mitocondrias, vacuolas y apoplasto
(Hasanuzzaman et al.,, 2017); es un excelente antioxidante reduciendo las
moléculas de Oz, H202 ,HO" o formando aductos organicos de radicales libres
(Khan et al., 2020).

El ascorbato es el antioxidante que se encuentra en mayor proporcion que otros
dentro de la célula, y también se le considera la primera linea de defensa contra
ROS al reducir las moléculas reactivas como el Oz.", HO y H202 (Akram et al., 2017),
las concentraciones mas altas estan dentro del cloroplasto, citosol y peroxisoma en

comparacion del apoplasto (Fenech et al., 2019).

Los compuestos fendlicos son un grupo de sustancias que contienen por lo menos
un anillo de fenol en su estructura e incluye a los flavonoides, antocianinas, taninos
y acidos fendlicos (Abu Khalaf et al., 2019). Como antioxidantes, gracias a la

naturaleza quimica del grupo OH" permite la eliminacion y estabilizacion de los
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radicales libres, ademas de la capacidad de quelacién de metales (Pandey et al.,
2012);

Los carotenoides son tetraterpenos formados por unidades multiples de isopreno
con un anillo de ciclohexano reemplazado e insaturado en cada uno de sus
extremos (Garcia Alonso et al., 2020). Se clasifican en dos grupos: las xantofilas
que contienen oxigeno como grupo funcional y los carotenos, que solo poseen
cadenas de carbono y ausencia de grupo funcional (Saini et al., 2015). Su
mecanismo de accién es la inactivacion de moléculas reactivas por reacciones

fotosensibles (Carranco et al., 2011).

2.6. Bioestimulaciéon

Un bioestimulante es una sustancia (organica o inorganica) u organismo que
aplicado a la planta o rizosfera le confiere una mayor aclimatacion (Gonzalez-
Morales et al., 2021; Ricci et al., 2019). Algunas de las ventajas de esta aclimatacion
incluyen la tolerancia a diferentes tipos de estrés, aumentar la eficiencia en el uso
de recursos, incrementar la disponibilidad de nutrientes y promover el crecimiento y
desarrollo en las plantas (Juarez-Maldonado etal., 2019). Por otra parte, la
bioestimulacion implica la modificacion de los procesos metabdlicos de un
organismo a causa de un estimulo de caracter fisico, fisico-quimico o biolégico
(Juarez-Maldonado et al., 2019).

du Jardin (2015) clasifica a los bioestimulantes en siete categorias: acidos humicos
y fllvicos, hidrolizados de proteinas, extractos de algas, quitosano y otros
biopolimeros, compuestos inorganicos, hongos beneficiosos y bacterias
beneficiosas. Los bioestimulantes intervienen en la produccién de compuestos
antioxidantes, estabilidad y funcionamiento de la membrana, produccion de
metabolitos secundarios y la produccion de pigmentos fotosintéticos (Wozniak et al.,
2020).
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2.7. Patégenos del cultivo de tomate

El término patégeno se define como un organismo que provoca alteraciones en el
funcionamiento de un hospedero, siendo de caracter facultativo u obligado (Balloux
y van Dorp, 2017). Los patdgenos en el sector agricola representan uno de los mas
importantes factores limitantes de la produccion al causar pérdidas de rendimiento

y calidad del producto (Savary et al., 2012).

En el cultivo de tomate se pueden distinguir cuatro tipos de patégenos de acuerdo
a Blancard (2012a): bacterias transmitidas por el aire y suelo, hongos transmitidos
por el aire, patdgenos transmitidos por el suelo y los virus. La colonizacion y
severidad de las enfermedades son producto de la interaccién de tres factores:

ambiente adecuado, planta huésped y virulencia del patégeno (Xiang et al., 2020).

Las principales enfermedades causadas por bacterias incluyen: mancha negra
(Pseudomonas corrugata), mancha bacteriana (Xanthomonas spp.) y cancro
bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis); por otro lado, las
enfermedades fangicas méas importantes son: tizén temprano del tomate (Alternaria
solani), tizon tardio del tomate (Phytophthora infestans), moho gris (Botrytis
cinerea), pudricion de la raiz (Rhizoctonia solani) y marchitez vascular del tomate
(Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici). Otros patdégenos asociados al cultivo del
tomate son: virus del mosaico del tomate (Tobamovirus), virus del mosaico del
pepino (Potexvirus), nematodo del nudo de la raiz (Meloidogyne incognita) y
nematodo del quiste de la raiz (Globodera spp.) (Blancard, 2012b; Flores et al.,
2012; Pavan Kumar et al., 2018).

2.8. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) es un hongo patdégeno que causa dafio
en numerosas especies de importancia agricola incluyendo el tomate, causando la

enfermedad de la pudricion de la raiz o marchitez vascular cuando las plantas son
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adultas (Srinivas et al., 2019). La abreviatura de formae specialis (f. sp.) se utiliza
en hongos parasitos que tienen caracteristicas semejantes en su fisonomia y
adaptacion fisiologica exclusiva a un huésped (Boix-Ruiz et al., 2015), se extiende

la taxonomia de FOL en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Taxonomia de FOL

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género Fusarium
Especie Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi

(Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hansen

Fuente: Schoch et al., 2020

FOL esta presente en la microbiota del suelo, por lo tanto, comienza a colonizar la
raiz causando dafio en el tejido vascular, ademas de presentar clorosis y necrosis
en las hojas maduras, el tallo y las raices, como resultado existe un retardo en el
crecimiento hasta llegar a la muerte de la planta (Vasquez Ramirez y Castafio
Zapata, 2017). La infecciébn comienza con el reconocimiento de huésped-patégeno,
para luego dar lugar a la union superficial de las hifas y los pelos radiculares,
después, se propaga por el tejido vascular habitando en los vasos del xilema,
obstruyendo los mismos y causando estrés hidrico que deriva a los sintomas de
marchitez y por dltimo la exudacién de micotoxinas (Singh et al., 2017).

En el mundo se reconocen 3 razas de FOL (rl, r2 y r3) de acuerdo a la virulencia
que expresen en el cultivo del tomate (genes I-1, I-2, I-3 e I-7) (Biju et al., 2017); la
raza 1 no presenta virulencia en plantas con gen I-1, la raza 2 es virulenta con el

14



gen I-1, pero no es virulenta en genotipos I-2, por ultimo la raza 3 es virulenta en los

genotipos I-1 e I-2, pero avirulenta en aquellos con I-3 e I-7 (Adhikari et al., 2020).

2.9. Métodos de control de patégenos

El control de FOL en el cultivo de tomate es complejo debido a la capacidad de las
clamidosporas de mantenerse en sustrato por hasta diez afios y comportarse como
hongo saprofito en ausencia de hospederos (Akhter et al., 2016). FOL representa
del 40 % al 80 % de pérdidas de produccion en tomate, es por eso que se buscan
nuevas estrategias para evitar su dispersién y colonizacion, tanto en ambientes

protegidos como el cultivares a cielo abierto (Nirmaladevi et al., 2016).

Dentro del control cultural se sugiere la rotacion de cultivos, con la intencién de
enriquecer la microbiota del suelo, promover la competencia y que FOL se abstenga
de parasitar a las plantas de tomate, dejando reposar el suelo por lo menos cinco
afos de solanaceas (De Corato et al., 2020). Otra practica util es el acolchado de
suelo al crear un microclima desfavorable para las malezas y organismos patégenos

del suelo (Maurya et al., 2019).

La solarizacion del suelo disminuye la densidad de patdgenos al elevar su
temperatura en una profundidad aproximada de 20 cm (Kanaan et al., 2015), se
produce el incremento de microorganismos que toleran temperaturas altas y la
inactivacién térmica (McGovern, 2015). Por otro lado, la desinfeccién de agua de
riego por radiacion ultravioleta (240-280 nm) es efectiva en hongos, bacterias y

virus, al causar dafios en material genético (Scarlett et al., 2016).

La aplicacién de fungicidas se puede realizar en la base de las plantas o en el
sistema de riego; algunos ingredientes activos para el control especifico de FOL
son: fludioxonil , carbendazim, benomilo, bromuconazo, azoxistrobina y procloraz

(Amini y Sidovich, 2010; Baloch et al., 2021), sin embargo se recomienda combinar
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el método quimico con el fisico, cultural o bioldgico para evitar inducir resistencia a

las razas o cepas (Bawa, 2016).

El control biolégico por medio de microorganismos promotores de crecimiento
vegetal (PGPM, por sus siglas en inglés) suprimen a los microorganismos
antagonistas al establecer la relacion de competencia, ademas de la exudacion de
sustancias inhibidoras (Jiao et al., 2021); algunos ejemplos de PGPM comprenden
los géneros de Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma y Paenebacillus
(Ajilogba y Babalola, 2013; Al-Askar et al., 2021; McGovern, 2015).

2.10. Nanotecnologia

La nanotecnologia es definida como "el disefio, caracterizacion, fabricacion y
aplicacion de formas y tamafios controlados de materias en la nanoescala"
(Nasrollahzadeh et al., 2019). Es la creacion y manipulacion de compositos
organicos o inorgénicos a una escala de 1 a 100 nanémetros (nm). Al disminuir las
dimensiones de los materiales, aumenta la relacion volumen-superficie, proveyendo

la interfaz entre el material en si y su ambiente (Razura-Carmona et al., 2020).

Desde 1960 que se acufid el término nanotecnologia por el fisico Richard P.
Feynman se ha vuelto un tema de interés la nanoescala y sus aplicaciones, tanto
en la fabricacion de nuevos materiales y aparatos, asi como en los sistemas
biolégicos (Nasrollahzadeh et al., 2019). También se han tomado como ejemplo los
modelos biologicos (estructura y comportamiento) para la creacion de algoritmos
que a su vez ayuden en la invencion de compuestos cada vez mas pequefios con

propiedades fisicas, quimicas y electronicas més utiles (Ghorbanpour et al., 2017).

2.10.1. Nanomateriales de Carbono
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El carbono es un elemento quimico de numero atdmico 6 y masa atémica de 12.01
Da, perteneciente al grupo de los no metales. Es esencial para que se desarrolle la
vida, pues todas las biomoléculas estan compuestas de él. Ocupa el 18 % de la
masa del cuerpo de los seres humanos (Chang, 2008). Venosta (2019) menciona
que el carbono se puede mostrar naturalmente en dos estados alotropicos: el
diamante y el grafito; estas dos formas son factibles gracias a la hibridacion de sus
orbitales, teniendo la oportunidad de dar origen a diferentes estructuras estables
(Figura 1) como los fullerenos con 0 dimension, nanotubos de carbono (CNT)
unidimensionales y el grafeno (GP) bidimensional (Ebrahimi y Heidari, 2015;

Jagadeesan et al., 2020).

Figura 1. Grafeno como base de otros nanomateriales

a) Fullereno; b) Nanotubos; c) Grafito.

Fuente: Geim y Novoselov, 2007.
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El GP es una pelicula de atomos de carbono con hibridacién sp? que estan
dispuestos de manera hexagonal (Figura 2.) (Ameen et al., 2020); es el material
mas delgado y fuerte que se ha conocido, ademas de poseer gran superficie
especifica (2630 m? g1), excelente conductividad térmica (5000 W m? K7),
estabilidad quimica, alta resistencia mecénica, flexibilidad y una excelente
propiedad de transporte con una movilidad de carga muy alta (200,000 cm? V-1 s1)
(Ebrahimi y Heidari, 2015; Phiri et al., 2017; Rudrapati, 2020; Takai et al., 2020).

Figura 2. Estructura del grafeno

Fuente: Phiri et al., 2017

Los CNT son cilindros de enlaces carbono- carbono e hibridaciéon sp? con un
diametro de entre 4-30 nm y longitud de hasta 1um (Figura 3) (Bepete et al., 2018).
De acuerdo al numero de laminillas que posean se clasifican en nanotubos de pared
simple (SWCNT) y nanotubos de pared mdaltiple (MWCNT), ambos tienen una
excelente elasticidad, propiedades de transporte Utiles, resistencia media de
fractura (>100GPa), alta conductividad térmica (3,000 WK-* m'!) y gran densidad de
corriente (10° A cm) (Anzar et al., 2020; Qiu y Yang, 2017).
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Figura 3. Nanotubos de carbono de pared simple y multiple

Fuente: Zhang et al., 2010.

2.10.2. Nanotecnologia en la agricultura

La nanotecnologia ofrece ventajas en el sector agricola al reducir insumos,
maximizar rendimientos, inocuidad y no causar disturbios en el ecosistema (Acharya
y Pal, 2020).

La utilizacion de nanofertilizantes disminuye las pérdidas por volatilizacién y
lixiviacion, ya que la planta va tomando los compuestos conforme los demande
(Chhipa, 2017), las formulaciones incluyen macroelementos, microelementos y
elementos benéficos. Los nanopesticidas ofrecen la capacidad de liberacion
controlada del ingrediente activo, conservando su estabilidad por periodos
prolongados con dosis bajas, reduciendo de manera considerable el costo

econdémico y ambiental por contaminacion de agroquimicos (Bratovcic et al., 2021).

Los biosensores en los agroecosistemas facilitan el monitoreo de factores bioticos
y abidticos ya que pueden ser manejados a distancia y ser programados
dependiendo de lo que se desee controlar (e.g. temperatura, viento, humedad
relativa) (Malhotra y Ali, 2018), su forma de operacién consiste en la traduccion de
un estimulo producido por un agente biolégica en uno de caracter fisico-quimico o
eléctrico (Su et al., 2017).
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Otra aplicacion importante es la remediacion de suelos contaminados por medio de
reacciones redox, adsorcion, fotocatalisis, filtracion e intercambio i6nico gracias al
tamafio de particula de los nanomateriales (Usman et al., 2020). Se clasifica a la
remediacion por nanomateriales en dos grupos: agentes que promueven la

movilizacion y agentes inmovilizadores (Zhu et al., 2019).

De la misma manera, se han utilizado CNMs y nanohibridos para control de
patdbgenos en agroecosistemas  (Alghuthaymi etal.,, 2021) gracias a las
propiedades antimicrobianas causando dafio en las membranas de
microorganismos por contacto directo, inducir estrés oxidativo y provocar
plasmoélisis (Maksimova, 2019). Se ha demostrado el control sobre Fusarium
graminearum (Wang et al.,, 2014), Ralstonia solanacearum (Wang et al., 2013),
Alternaria solani (Gonzélez-Garcia et al., 2021), Sclerotinia sclerotiorum (Min et al.,

2009), Plasmopara viticola (Wang et al., 2017) entre otras especies.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Establecimiento del experimento

El experimento se realiz6 en el vivero de patdgenos perteneciente al Departamento
de Botanica, en las instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN). Ubicado en las coordenadas N 25° 21’ 01.22” W 101° 01’ 27.59” a una
altura de 1805 msnm, en un invernadero tipo tunel con cubierta de polietileno,

ventilacién natural y orientacion norte-sur.

3.2.  Material vegetal

Se utilizaron semillas de tomate saladette de la variedad El Cid F1 (Harris Moran,

Davis, CA, EE. UU.) de crecimiento indeterminado.

3.3. Caracteristicas de los Nanomateriales de Carbono

Los CNMs fueron proporcionados por el Centro de Investigacidon en Quimica
Aplicada (CIQA). Se utilizaron MWCNT con pureza de 95 %, diametro de 40 nm y
largo de 15 pm, y laminas de GP con una pureza de 97 %, didmetro de 2 umy

grosor de 10 nm.

3.4. Desarrollo del cultivo

El experimento se realiz6 mediante el trasplante de plantulas de tomate en bolsas
de poliestireno de 20 L, con un total de 6 repeticiones por cada tratamiento como se

muestra en Cuadro 8:
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Cuadro 8. Tratamientos y concentracion de CNM

Tratamiento F. oxysporum GP CNT
UFC mgL? mglL?
TO 0 0 0
FOL 1x107 esporas mL™* 0 0
CNT 50 1x107 esporas mL™* 0 50
CNT 100  1x107 esporas mL? 0 100
GP 250 1x107 esporas mL* 250 0
GP 500 1x107 esporas mL* 500 0

TO: Testigo absoluto; FOL: Fusarium oxysporum; CNT: Nanotubos de carbono; GP:

Grafeno.

Se utilizé como sustrato una mezcla de peat moss-perlita en proporcion 1:1 con
base a volumen. Para la aplicacion del riego se utilizé un sistema de riego dirigido
con solucion Steiner (Steiner, 1961) de acuerdo a cada etapa fenolégica. El pH de
la solucion nutritiva se ajusté con acido sulfurico (H2S0O4) concentrado a un valor de
6.5 para favorecer la absorcion de nutrimentos. El cultivo se desarrollé durante 120

dias.

La inoculacién de F. oxysporum se realiz6 al momento del trasplante sumergiendo

la raiz de las plantas en una solucién que contenia 1x107 esporas por mL.

La primera aplicacion de los tratamientos de CNMs se realiz6 a dos semanas
después del trasplante (ddt), posteriormente las siguientes aplicaciones se

realizaron en intervalos de cada 15 dias, para un total de cinco aplicaciones.
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Las aplicaciones se realizaron via suelo tomando 10 mL de cada solucién y se
colocé de manera uniforme alrededor de la base del tallo de cada planta (Figura 4).
El testigo absoluto se tratd con agua.

Figura 4. Aplicacién de CNMs en plantas de tomate

3.5. Evaluacién deincidenciay severidad de F. oxysporum

La severidad en las plantas de tomate (Figura 5) se determind de acuerdo a la

escala de Diener y Ausubel (2005) donde la sintomatologia es:

Sin sintomas visibles (0 %).

Peciolos de hojas con crecimiento detenido (20 %)

Hojas viejas con clorosis vascular y hojas jovenes con crecimiento detenido (40 %)
Hojas viejas cloroticas y hojas jovenes con crecimiento detenido (60 %)

Hojas viejas muertas y hojas jovenes con clorosis vascular (80 %)
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Planta muerta (100 %)

Figura 5. Plantas de tomate afectadas por FOL

3.6. Variables agronémicas

Para la evaluacion del crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate se
realizaron mediciones, cada 15 dias (ddt). Se medi6 altura de planta (flexémetro),

didametro de tallo (vernier digital) y se contabilizé el nimero de hojas.

Al momento de la cosecha se evalué la biomasa fresca, peso fresco de tallo y hojas
(9), se utilizé una balanza digital (OHAUS Modelo Adventurer Pro). El peso seco de
tallo y hojas (g) se obtuvo al secar las muestras, en una estufa de secado marca

Drying Oven modelo DHG9240A durante 72 h a una temperatura constante de 90°C.

3.7. Antioxidantes enziméticos
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A los 71 dias (ddt) se tomaron muestras al azar de la cuarta hoja completamente
expandida y se trasladaron inmediatamente en hielo a 4°C y se conservaron a -20°C

en ultra congelador para detener la actividad enzimatica.

Posteriormente las muestras se sometieron a liofilizacion a -20 °C y 20 KPa durante

una semana.

Para la extraccion de biocompuestos se pesaron 200 mg de tejido liofilizado y se
colocaron en un microtubo de 2 mL. A este se le afadieron 20 mg de
polivinilpirrolidona y 1.5 mL de buffer de fosfatos, (pH de 7.0-7.2). El extracto
obtenido se centrifugd a 12,000 repeticiones por minuto (rpm) durante 10 minutos a
4 °C en una microcentrifuga (OHAUS Frontier Modelo FC5515 R). Se recolect6 el
sobrenadante y se filtr6 con una membrana de nylon (Ramos et al., 2010) y se
realizé una dilucion 1:20 con buffer de fosfatos pH 7.0-7.2 (0.1 M).

Con este extracto se determinaron las enzimas ascorbato peroxidasa (APX),
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX), superoxido dismutasa (SOD) y

fenilalanina amonio liasa (PAL).

3.8. APX Ascorbato peroxidasa

La medicién de la actividad enzimatica ascorbato peroxidasa se llevd a cabo de

acuerdo a lo establecido por Nakano y Asada, (1987) con algunas modificaciones.

La medicién se realiz6 en 2 tiempos (tiempo 0 (TO) y tiempo 1 (T1). Para el TO, en
un microtubo se adicionaron 125 pL de extracto, 625 pL de ascorbato (10 mg L) y
1.25 mL de H202 (100 mM), se agitd durante 30 segundos en un vortex y se midio
la absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS (UNICO Spectrophotometer
Modelo UV2150) a 266 nm con celdilla de cuarzo.
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Para el T1 se agité durante un minuto en vortex a una temperatura de 26°C,
transcurrido el tiempo se midi6 la absorbancia. Para el blanco se utilizo buffer de
fosfatos (pH 7.0-7.2; 0.1 M) mas los reactivos utilizados. La determinacion de
ascorbato peroxidasa se basa en la cuantificacion de la tasa de oxidacion del

ascorbato mediante la disminucién de la absorbancia (TO-T1).

3.9. CAT Catalasa

La medicion de la actividad enzimatica de catalasa se cuantificé por el método
espectrofotométrico de Dhindsa et al., (1981) con algunas modificaciones. La

medicion se realizo en 2 tiempos, tiempo 0 (TO) y tiempo 1 (T1).

Para el TO, en un microtubo se adicionaron 182 pyL de extracto y 1.818 mL de
peroxido de hidrogeno (H202, 100 mM) se agité durante 30 segundos en un vortex
y se midi6 la absorbancia en un espectrofotbmetro UV-VIS (UNICO

Spectrophotometer Modelo UV2150) a 270 nm con celdilla de cuarzo.

Para el T1 se agité durante un minuto en vortex a una temperatura de 26°C,
transcurrido el tiempo se midié la absorbancia. Para el blanco se utilizé buffer de
fosfatos (pH 7.0-7.2; 0.1 M) mas los reactivos utilizados. La determinacién de
catalasa se basa en la cuantificacion de la tasa de oxidacion del H202 mediante la
disminucion de la absorbancia (TO-T1). El estandar de calibracién se prepar6 con

H202 (0-100 mM). Los resultados se expresan en U por g proteinas totales.

3.10. GPX Glutation peroxidasa

Fue determinado por el método modificado por Flohé y Ginzler, (1984) y adaptado

por Xue et al., (2001) con algunas modificaciones.
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En un microtubo se colocaron 200 uL de extracto, 400 pL de glutation (GSH, 0.1
mM) y 200 pL de fosfato disédico (Na2HPO4, 0.067 M).

La mezcla se precalent6 en bafio de agua a 25 °C durante 5 minutos, posteriormente
se afiadieron 200 pL de peréxido de hidrégeno (H202, 1.3 mM) para iniciar la
reaccion catalitica. Transcurridos 10 min a una temperatura de 26 °C, se detuvo la
reaccion mediante la adicién de 1 mL de acido tricloroacético (C2HCIzO2, 1 %), y la
mezcla se introdujo en un bafio de hielo durante 30 min. Posteriormente se

centrifugd a 3,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Para la cuantificacion se colocaron en un microtubo 0.320 mL del extracto, 1.46 mL
de fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4, 0.32 M) y 0.213 mL del colorante acido 5,5'-
ditiobis-2- nitrobenzoico (DTNB, 1 mM). Se mezcl6 en un vortex y se tomo la lectura
en un espectrofotdmetro UV-Vis (UNICO Spectrophotometer Modelo UV2150) a 412
nm usando una celdilla de cuarzo. El blanco fue buffer de fosfatos (pH 7.0-7.2; 0.1
M). Los valores se obtienen de la curva de calibracion previamente elaborada con
GSH (0-0.8 mM). Los resultados se expresan en U por g de proteinas totales.

3.11. SOD Superoéxido dismutasa

La determinacion de la actividad enzimética de SOD se realiz6 usando el kit de SOD
Cayman 706002®. En una microplaca se colocaron 20 pL de extracto, 200 yL del
detector radical (sal de tetrazolio) y 20 yL de solucion de xantina oxidasa. Se
protegio la microplaca con una cubierta transparente (kit), se agité durante 10
segundos para mezclar y se incub6 a una temperatura de 26 °C durante 30 minutos.
Transcurrido el tiempo se midi6 la absorbancia a una longitud de 450 nm usando un
lector de placas (BioTek EL x 808).

El blanco fue buffer de fosfatos mas los reactivos, donde la xantina oxidasa se

sustituy6 por buffer del kit. La curva de calibracion se realizo con la preparacion de
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estandares de SOD del mismo Kit que contenian eritrocitos bovinos SOD (Cu / Zn)
en un rango de 0-0.05 U mL™. El principio del ensayo se basa en el uso de una sal
de tetrazolio para la deteccion de los radicales superoxido generados por la xantina
oxidasa y la hipoxantina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima
necesaria para exhibir 50 % de dismutacién del radical superéxido. Los resultados

se expresan en U mL por proteinas totales (mg g).

3.12. PAL Fenilalanina amonio liasa

Se determiné de acuerdo a Sykiowska-Baranek et al.,, (2012) con algunas
modificaciones. En un microtubo se agregaron 32 pL del extracto, 288 pL de L-
Fenilalanina (6 mM) y se incub6 en bafio maria durante 30 min a 40°C. Transcurrido
el tiempo se detuvo la reaccion con 80 pL de acido clorhidrico (HCI, 5 N), se

colocaron en bafio de hielo y se adicionaron 1.6 mL de agua destilada.

Finalmente se tomdé la lectura en espectrofotometro UV-Vis (UNICO
Spectrophotometer Modelo UV2150) a una longitud de onda de 290 nm en una
celdilla de cuarzo. Para el blanco se utilizé buffer de fosfatos (pH 7.0-7.2; 0.1 M)
mas los reactivos utilizados. Los valores se obtuvieron a partir de la curva de
calibracién preparada con &cido transcinamico (0- 60 mg L*). Los resultados se
expresan como U por g de proteinas totales.

3.13. Clorofilas

De acuerdo al método de Nagata y Yamashita, (1992) con algunas modificaciones.
Para realizar la extraccion se pesaron 200 mg de tejido liofilizado y se colocaron en
un microtubo de 2 mL, se afiadieron 1.5 mL de hexano:acetona (3:2). El extracto
obtenido se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C en una
microcentrifuga (OHAUS Frontier Modelo FC5515 R). Se recolect6 el sobrenadante

Con este extracto se determinaron clorofilas.
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El contenido de clorofila a y clorofila b se determiné6 mediante espectrofotometria
(UNICO Spectrophotometer Modelo UV2150) usando la absorbancia (A) leida a 663
nm y 645 nm en las ecuaciones 1y 2. La clorofila total se obtiene con la ecuacion
3. El blanco fue hexano:acetona (3:2). Los resultados se expresaron en mg 100 g+

de peso seco.

Clorofilaa = 25.38 * A 663 + 3.64 645 (1D
Clorofilab = 30.38 x A 645 - 6.5 x A 663 (2)
Clorofila total = 18.8 x A 663 + 34.02 * A 645 3)

3.14. Andlisis estadistico

Para la evaluacién de las variables agronémicas se consideraron seis repeticiones
por tratamiento usando un disefio en cuadro latino y para las variables bioquimicas
seis repeticiones por tratamiento, utilizando un disefio completamente al azar. El
analisis de varianza y prueba de medias de Fisher LSD (p < 0.05) se realizaron en
el software Infostat version 2018. Ademas, se realiz6 un analisis multivariado de
varianza (MANOVA) y la prueba de Hotelling (a = 0.05) sobre la incidencia y

severidad de F. oxysporum.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Incidenciay severidad de F. oxysporum

La incidencia de F. oxysporum en plantas de tomate disminuy6 con la aplicacion de
CNMs (Figura 6A). EI menor porcentaje de incidencia se observo en el tratamiento
con CNT 100 mg L seguido del GP 250 mg Ly CNT 50 mg L con 44 %, 50 % y
56 % respectivamente. La concentracion alta de GP (500 mg L) obtuvo la mayor
tasa de incidencia 67 % de los tratamientos evaluados. Mientras que el control
positivo tuvo una incidencia del 100 %.

La severidad de F. oxysporum en plantas de tomate disminuy6 con la aplicacion de
ambos CNM (Figura 6B). Todos los tratamientos fueron significativamente inferiores
al control positivo. El tratamiento con CNT 100 mg L fue un 56 % menos severo

que el control positivo; seguido de CNT 50 mg L con un 47 % menos de gravedad
que el control positivo.
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Figura 6. Incidencia (A) y Severidad (B) de F. oxysporum en el cultivo de tomate. TO:
control; CNT: nanotubos de carbono; GP: grafeno; FOL: Control positivo inoculado con F.
oxysporum; 50, 100, 250 y 500 representan los mg L-! aplicados de cada nanomaterial de
carbono. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun la

prueba de Hotelling (a = 0.05).

El alto valor de la relacion superficie-volumen de los SWCNT y MWCNT les permite
tener una adhesién firme a la pared o membrana celular de los microorganismos y
de esta manera poder alterar su integridad celular y metabolismo (Aslam et al.,
2016). El estrés oxidativo causado por el contacto de GP en la pared o membrana
celular resulta en la muerte microbiana y reduccion de su resistencia (Xie et al.,
2019).

En el estudio de Gonzalez-Garcia et al. (2021) la aplicaciéon foliar de MWCNT en
dosis de 100 mg L™ en cultivo de tomate (S. lycopersicum L.) se obtuvo el porcentaje
de incidencia del patdogeno Alternaria solani con 80 %, y una disminucion de la
severidad del 44 % en comparacion al control positivo.

El uso de nanoparticulas de cobre (NP CuO/10 mg L) y nanolaminas de trihidrato
de fosfato de cobre [Cu3(POa)2 * 3H20/1000 mg L] por medio de la inmersién de
raiz en el cultivo de sandia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai] suprimieron
los efectos de Fusarium oxysporum f. sp. niveum hasta en un 58 % con una Unica

aplicacion de los nanomateriales en etapa de plantula (Borgatta et al., 2018).

4.2. Variables agrondémicas

La altura de plantas de tomate aumento con la aplicacion de GP y CNT (Figura 7A).
La mayor altura dentro de los CNM se observé en el tratamiento de CNT 50 mg L2,
seguido de GP 250 mg Lty GP 500 mg L%, con un aumento del 13 %, 11 %y 8 %
respectivamente en comparacion al control positivo. El testigo absoluto obtuvo la
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mayor altura en comparacion a todos los tratamientos con una media de 228 cm, en

comparacion con el control positivo que tuvo 208 cm.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el diametro de tallo
(Figura 7B), encontrando que el tratamiento CNT 100 mg L superé al testigo
absoluto y el control positivo en un 10 %y 14 %, respectivamente. El menor diametro
lo tuvieron el testigo absoluto y el control positivo con una media de 8 mm. Los otros

tratamientos de CNM tuvieron un comportamiento estadistico similar.

La biomasa aérea final se vio afectada positivamente con la aplicacion de CNM
(Figura 7C). Los tratamientos de CNT 100 mg L' y GP 250 mg L obtuvieron un
incremento de 33 % en comparacion con el control positivo. El testigo absoluto fue
el que obtuvo mayor biomasa final con una media de 1366 g, en comparacion del

control positivo que fue el de menor biomasa final con 798 g.

Para el nimero de frutos se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(Figura 7D) en los tratamientos CNT 50 mg L™, CNT 100 mg L'y GP 500 mg L* ya
gue se incrementaron 17 %, 15 % y 14 % mayor namero de frutos, respectivamente
en comparacion del control positivo. El testigo absoluto obtuvo el valor mas alto de
la variable con una media de 47 frutos, en contraste con el control positivo, teniendo

una media de 36.

El peso de frutos se influencié con la aplicacién de nanomateriales (Figura 7E). Los
tratamientos de CNMs fueron estadisticamente diferentes al control positivo,
obteniendo un incremento en la variable de 25 % en CNT 50 mg L* y CNT 100 mg
L%; por otra parte, GP 500 mg L' y GP 250 mg L™ lograron aumentar en un 22 %y
18 %, respectivamente, el peso de fruto en comparacion al control positivo. El testigo

absoluto fue el que obtuvo el valor mas alto con una media de 5532 g.
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La producciéon de biomasa esta directamente relacionada con la eficiencia
fotosintética de la planta, ya que los fotosintatos seran los compuestos utilizados
para su crecimiento y desarrollo (Ayub et al., 2019). Los nanomateriales pueden
ejercer una mejora en la eficiencia fotosintética y de esta manera producir mayor
cantidad de biomasa, o en su defecto, provocar un desbalance en la planta por
estrés oxidativo y generar menos biomasa al gastar energia en la fabricacion de

compuestos antioxidantes (Juarez-Maldonado et al., 2021).

Los CNM penetran la pared y membrana celular gracias a la union que hacen con
las acuaporinas, o que permite que se pueda absorber mayor cantidad de agua y
nutrientes por el incremento de poros en la célula (Martinez-Ballesta et al., 2016).
De igual manera, aumentan el rendimiento de las plantas al influir en la asimilacion
neta de CO2, permeabilidad de la membrana, division celular y formacion de la pared
celular (Husen y Siddigi, 2014; Taha et al., 2016).

Al-rekaby (2018) utiliz6 MWCNT (500 mg L** y 1000 mg L*) via suelo en plantas de
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), los resultados de la concentracion baja de MWCNT
logré un incremento del 29.8 % en longitud de raiz y 59.6 % en numero de frutos en
comparacion al tratamiento control, por otro lado, la dosis alta de MWCNT aumenté

16.7 % la altura de planta, 58.4 % la longitud de raiz y 114 % el numero de frutos.

Se ha observado que los MWCNT en concentracion de 40 mg L producen mas
poros o regulan la actividad de las acuaporinas, aumentando la permeabilidad de
las semillas de tomate (S. lycopersicum L.) lo que permite acortar el tiempo de

germinacion y aumentar la produccion de biomasa (Khodakovskaya et al., 2009).

En otro estudio, Khodakovskaya et al., 2013 demostrd que las concentraciones de
MWCNT a 50 mg L?* y 200 mg L aplicadas via suelo en plantas de tomate (S.
lycopersicum L.) obtuvieron ejemplares con mayores alturas y cantidad de flores en

comparacion al testigo.
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Mcgehee et al. (2017) experimentd con plantas de tomate (S. lycopersicum L.) y

MWCNT en dosis de 50 mg L por suministro hidropénico encontrando que los

nanomateriales provocaron 65 % mayor numero de frutos a comparacion del

tratamiento control, y a su vez, un aumento del 15.5 % del peso de peso fresco de

fruto.
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Figura 7. Variables agron6micas evaluadas en el cultivo de tomate. Altura de planta (A),
Diametro de tallo (B), Biomasa fresca (C), Numero de frutos (D) y Peso de Frutos (E). TO:
control; CNT: Nanotubos de Carbono; GP: Grafeno; FOL: F. oxysporum; 50, 100, 250 y 500
representan los mg L-! aplicados de cada nanomaterial de carbono. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de LSD de Fisher (a =

0.05). n = 6 % error estandar.

4.3. Antioxidantes enzimaéticos

No se modifico la actividad de la enzima APX por los tratamientos de CNM (Figura
8A). Su rango tuvo una variacion de entre 13.98 y 10.05 U g* de Proteinas Totales,
correspondiente a los tratamientos de CNT 50 mg L' y el testigo absoluto,

respectivamente.

Para la variable CAT no se encontraron diferencias estadisticas significativas
(Figura 8B). La actividad enzimatica oscilé entre 17.89 (GP 500 mg L?) y 11.43
(CNT 50 mg L) U g de Proteinas Totales.

La actividad enzimatica de GPX en hojas de tomate indicé diferencias significativas
entre tratamientos (Figura 8C), siendo GP 500 mg L el que obtuvo un 5 %y 24 %
de aumento de la variable con respecto al control positivo y el testigo absoluto

respectivamente.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la actividad
enzimatica de SOD (Figura 8D) dado que hubo una disminucién de 13 %, 19 % y
21 % en los tratamientos CNT 100 mg L?, GP 250 mg L' y GP 500 mg L*
respectivamente. Sin embargo, se incrementd dicha enzima en CNT 50 mg Lty

CNT 100 mg L™t con un 24 % y 10 % con respecto al control positivo.
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En la actividad de la enzima PAL (Figura 8E) no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. El rango fluctlio entre 1.56 y 1.21 U g* de Proteinas

Totales.

Los CNM tienen la capacidad de producir cambios en la membrana y pared celular
através de la formacion de ROS, ademas de madificar el equilibrio redox de la célula
y dafiar el material genético (Bhattacharjee, 2019). A bajas concentraciones los
CNM actian como bioestimulantes, activando sistema de defensa y promueven la
elaboracion de compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Juarez-
Maldonado et al., 2021).

Se ha documentado la aplicacion de CNM como elicitores y bioestimulantes en la
expresion de genes que se encargan de la sintesis de metabolitos secundarios en
plantas (Ghassemi et al., 2015). La produccion de las enzimas APX, SOD, GPX y
CAT tiene una relaciéon directa con mantener la homeostasis de las células para
protegerlas de dafio ocasionado por los radicales libres producidos en sitios como
el cloroplasto, la mitocondria y el citosol (Biswas et al., 2020; Mittler, 2017).

La enzima PAL actla como catalizador en la liberacién de un grupo amino de la
fenilalanina, teniendo como producto al acido transcinamico (Heldt y Piechulla,
2011). Es una enzima fundamental para la sintesis de fenol, cuya acumulacion se
traduce en la primer sefalizacion contra estrés bidtico y abidtico, ademas se ha
documentado que la actividad de PAL esta relacionada en la defensa contra
infeccion de patdégenos, déficit de nutrientes, irradiacion UV y temperaturas
extremas al participar en la sintesis del acido salicilico (Kim y Hwang, 2014;

Romanazzi y Feliziani, 2016)

Khan y Siddiqui (2021) en su experimento con NPs de oxido de zinc (ZnO) a una
concentracién de 100 y 200 mg L* inoculadas con Rhizotocnia solani en betabel
(Beta vulgaris L.) obtuvieron un aumento de la actividad de las enzimas SOD y CAT
en un 36.5 % y 25.2 % con respecto al control; a diferencia de los datos obtenidos
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en el experimento con FOL, los autores indicaron el incremento en un 27.9 % de la

actividad de PAL en las plantas inoculadas con Pectobacterium betavasculorum.

Por otro lado, Ramos Cortez (2018) experimentd con plantas de alfalfa (Medicago
sativa L.) aplicando via foliar 100 mg L' de NPs de 6xido de cobre (CuQ) y 6xido
de zinc (ZnO) obteniendo un incremento del 110 % y 84.2 % de la enzima CAT en

comparacion al tratamiento al control. De igual manera aumento la actividad de APX

en el tratamiento NPs CuO en un 108 % con respecto al control.
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Figura 8. Antioxidantes enzimaticos evaluados en hojas de tomate. APX (A), GPX (B), CAT
(C), SOD (D) y PAL (E). TO: control; CNT: Nanotubos de Carbono; GP: Grafeno; FOL: F.
oxysporum; 50, 100, 250 y 500 representan los mg L-! aplicados de cada nanomaterial de
carbono. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun la

prueba de LSD de Fisher (a = 0.05). n = 6 + error estandar.

4.4. Clorofilas

La aplicacion de CNM influyeron positivamente en el contenido de clorofilas en el
cultivo de tomate (Figura 9). EI mayor porcentaje de contenido de clorofila a (Figura
9) se observo en los tratamientos GP 250 mg L'ty CNT 100 mg L con 27 % y 15
% en comparacion al testigo absoluto y el control positivo respectivamente. Por otra
parte, la baja concentracion de CNT disminuy6 en un 31% en comparacion con GP
250 mg L'ty CNT 100 mg L.

Los tratamientos GP 250 mg Ly CNT 100 mg Lt aumentaron en un 31 % y 28 %
respectivamente el contenido de clorofila b (Figura 9) en relacion al control positivo,
en contraste con 36 %y 33 % con el testigo absoluto. El menor contenido se observé
en el tratamiento GP 500 mg L con una disminucién del 32 % con respecto a GP
250 mg L1,

La aplicacion de CNMs aument6 el contenido de clorofilas totales (Figura 9) ya que
estas aumentaron en un 28 %y 27 % en los tratamientos GP 250 mg Ly CNT 100
mg L con respecto al testigo positivo, de igual manera se increment6 en un 20 %

y 19 % en comparacion con el testigo absoluto.

Las clorofilas estan directamente relacionadas con el proceso de fotosintesis ya que
es el pigmento que interviene en la absorcién y conversién de energia luminosa
(Nimir y Guisheng, 2018). Dadas las caracteristicas de los CNM estos pueden
adherirse o internarse dentro de la célula causando una serie de reacciones en

cadena, como parte de la sefializacion, e. g. modificacién de proteinas integrales,
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generacion de compuestos antioxidantes y alteracion en la expresion génica (Lipsa
et al., 2020).

Gonzalez-Garcia et al., (2019) encontraron que la aplicacion de GP a una
concentracion de 500 mg L increment6 el contenido de clorofila a en un 72 % en
relacion al grupo control via suelo y 66 % via foliar en un cultivo de tomate (S.
lycopersicum L.). En un estudio de 2015 Raliya et al. obtuvieron resultados
similares en frijol mungo (Vigna radiata L.) utilizando NPs de 6xido de titanio (TiOz2)
en aplicaciones foliares de 10 mg L con un aumento de clorofila de 46.4 % en

comparacion al tratamiento control.

El contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total incrementé en un 41 %, 44 %
y 42 %, respectivamente, con la aplicacion foliar de NPs de Selenio y Cobre (20 mg
Lt de NPs de Se + 10 mg L* de NPs de Cu) en plantas de tomate (S. lycopersicum

L.) en presencia del patégeno Alternaria solani (Quiterio-Gutiérrez et al., 2019).
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Figura 9. Contenido de clorofilas en hojas de tomate. TO: control; CNT: Nanotubos de
Carbono; GP: Grafeno; FOL: F. oxysporum; 50, 100, 250 y 500 representan los mg L-!
aplicados de cada nanomaterial de carbono. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos segun la prueba de LSD de Fisher (a = 0.05). n = 6 + error
estandar.
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5. CONCLUSIONES

El grafeno y los nanotubos de pared mudltiple aplicados via suelo disminuyen la
incidencia y severidad del patbgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en

plantas de tomate.

La aplicacibn de nanomateriales tuvo un impacto positivo en las variables
agrondmicas logrando un aumento significativo en altura de plantas, diametro de

tallo, biomasa final, nimero de frutos y peso de frutos.

De la misma manera, el sistema antioxidante de las plantas de tomate fue
influenciado de manera favorable con el suministro de grafeno y nanotubos de pared
multiple en sus diferentes dosis observandose un incremento en las enzimas GPX
y SOD.

El contenido de clorofilas obtuvo valores méas altos en presencia de CNM con un

mayor porcentaje en la clorofila a, clorofila b y clorofilas totales.

Este experimento demostro que los CNMs pueden ser de gran utilidad en parcelas
con problemas del patdogeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici al disminuir los
estragos producidos por la enfermedad. Aunque, si bien, los tratamientos de grafeno

y nanotubos no superaron al testigo absoluto, o hicieron con el control positivo.
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