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INTRODUCCION

El cultivo del tomate es vulnerable a ataques de plagas y enfermedades que
pueden causar la pérdida total del producto, una de las enfermedades que tiene un
importante impacto econdmico en este cultivo es el moho gris causado por el hongo
Botrytis cinerea, ya que afecta a la planta durante su desarrollo y al fruto, durante el
ciclo del cultivo asi como en poscosecha. Para el control de esta agresiva enfermedad
normalmente se recurre al uso de fungicidas sintéticos de diferentes caracteristicas,
pero que siempre ocasionan un severo impacto en los humanos y los ecosistemas
(Chen et al.,, 2001). Sin embargo, las nuevas estrategias de control se enfocan a
emplear inductores de resistencia (Bayers et al., 2014) y nuevos biocompuestos de bajo

o nulo impacto ambiental (Lira-Saldivar et al., 2012).

Una nueva herramienta para el control de enfermedades en humanos y plantas
es mediante el uso de la nanotecnologia y especificamente con el uso de
nanoparticulas, ya que se ha demostrado que diversos materiales logran la inhibicién
del crecimiento de muchos microorganismos patogénicos de humanos y de algunos
fitopatdgenos (Betancourt et al., 2014). El creciente desarrollo en las ultimas décadas
de la nanotecnologia ha abierto nuevas posibilidades en el campo de la ciencia y la
técnica, que abarcan desde aplicaciones en electronica y comunicaciones, hasta

biologia, bioquimica y medicina (Ghormade et al., 2011).

Estas técnicas tienen un gran potencial en agricultura, por ejemplo para la
formulacion de nanocapsulas con insecticidas, fungicidas, herbicidas o fertilizantes, algo
que ya estan intentando desarrollar las multinacionales mas importantes del sector
(Bruna et al., 2012). El desarrollo de estas tecnologias en ciencias agrarias podria
permitir su explotacién aplicada en sanidad vegetal o su uso en estudios de interaccion
planta-patégeno, por lo tanto esta tesis tiene como objetivo evaluar la efectividad in vivo
e in vitro de NPsCu y NPsZnO como alternativas de prevencion de B. cinerea en frutos

de tomate, para prolongar la vida de anaquel.



Palabras clave: nanotecnologia, nanoparticulas de cobre, nanoparticulas de 6xido de

zinc, Botrytis cinerea, tomate.

REVISION DE LITERATURA

El Cultivo de tomate

El tomate cultivado (Lycopersicon esculentum Mill.) es un cultivo alimentario de
adopcién reciente que se ha popularizado fundamentalmente durante el siglo pasado.
Su versatilidad para consumo en fresco 0 en conserva y su adaptabilidad han jugado un

papel fundamental en su rapida y extensa utilizacion.

La produccion y consumo de tomate en el mundo ha crecido dramaticamente en
las dos décadas pasadas. A pesar de la significacion nutricional del tomate como fuente
de vitaminas A y C, su consumo per capita es aproximadamente cuatro veces mayor en
los paises desarrollados comparados con los paises en desarrollo. En muchas partes
del mundo, el tomate sigue siendo un cultivo menos de consumo de lujo, y existen
todavia importantes oportunidades para incrementar su contribucion al bienestar en la

nutricion de la humanidad.

Origen del tomate

El tomate, y las plantas mas relacionados con él, tienen su centro de origen en
una region montafiosa, estrecha y alargada de los Andes en Peru, Ecuador y Chile.
Ademas, algunas plantas claramente emparentadas con el tomate cultivado son parte
de la flora nativa de las islas Galapagos. Estos parientes primitivos del tomate ocupan
muchos ambientes diversos y distintos, y representan una fuente de genes casi
inagotable para la mejora genética de la especie. La domesticacion y cultivo del tomate
fuera de su centro de origen parece que tuvo lugar inicialmente en las primeras

civilizaciones de México. El nombre tomate deriva aparentemente de la legua Nahuat!



de México y variantes de este nombre han seguido al tomate en su distribucion a través

del mundo.

Ubicacion taxondmica

La clasificacion taxondmica ha sido tema de numerosos debates recientes, a
medida que nueva informacion y colecciones de la vasta diversidad en el género han
obligado a reevaluar los tratamientos taxondémicos anteriores. El tomate cultivado es
referido comunmente como Lycopersicon esculentum Mill.; sin embargo, también se
han utilizado nombres alternativos (Solanum lycopersicon L. y L. lycopersicon (L.)

Karsten).

El debate actual sobre la nomenclatura es resultado de una desviacion de las
reglas del Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica en la determinacion del
ampliamente utilizado nombre L. esculentum. Propuesto por Miller en 1768 para
remplazar el nombre conferido por Linneo S. lycopersicon. De acuerdo con el convenido
en el Cddigo, el nombre de la especie Lycopersicum, deberia haber sido retenido
después de la aceptacion del nuevo género Lycopersicon; sin embargo y con objeto de
evitar mas confusion en la nomenclatura, el razonamiento de muchos sistematicos para
denominar al tomate cultivado se ha basado mas en la tradicién que en el respeto a lo
convenido y han propuesto la adopcion de la prolongadamente utilizada nomenclatura

de Lycopersicon esculentum.

Importancia del cultivo del tomate

La demanda del fruto del tomate tanto en fresco como para la industria aumenta

continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio. El incremento anual de la
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produccion de los ultimos afios se debe, principalmente, al aumento en el rendimiento y,
en menor proporcion, al aumento de la superficie cultivada (FAO, 2009). México se
encuentra en el décimo lugar a nivel mundial en la produccion de tomate, sin embargo,
ocupa el primer lugar en exportacion del fruto segun datos de la (SAGARPA 2011); su
principal mercado es Norteamérica (Estados Unidos y Canada) con 95%. Los estados
con mayor aportacion son Sinaloa, Baja California, Michoacan, Zacatecas y Jalisco
(SIAP, 2011); juntos totalizan 68% de la produccion nacional (FAOSTAT, 2011).

Dada la importancia que tiene el cultivo de hortalizas en México el cual
representa alrededor del 3 al 5% de la superficie agricola, el 18% del valor total de la
produccion nacional asi como el 50% del valor de las exportaciones (SIAP, 2012), El
tomate es la segunda especie horticola mas importante por la superficie sembrada, que
es de aproximadamente 121,688 ha ubicadas principalmente en los estados de Sinaloa,
Baja California, San Luis Potosi y Michoacan; registrando un volumen de produccion de
2,134,839 ton/afio.

Fruto del tomate

El fruto de tomate contiene de 94% a 95% de agua; siendo el 5 a 6% restante
una mezcal compleja en la que predominan componentes organicos que dan al fruto su
textura y sabor caracteristicos. Los principales determinantes del sabor del tomate son
los azucares libres y acidos organicos: sin embargo, también parecen contribuir al tipico
sabor del tomate la textura del fruto y otros componentes organicos complejos. El
ambiente del cultivo puede influir marcadamente sobre la tasa de crecimiento, el

cuajado delos frutos, el rendimiento y la calidad del fruto.

La Nanotecnologia en la agricultura



La nanotecnologia trabaja con materiales y estructuras cuyas magnitudes se
miden en nandmetros, lo cual equivale a la milmillonésima parte de un metro. Un nano
material tiene propiedades morfolégicas mas pequefias que una décima de micrémetro
en, al menos, una dimension; en otras palabras, considerando que los materiales deben
tener alto, ancho y largo, una de estas tres dimensiones es menor a la décima parte de
un metro dividido en 1 millon (Liu et al., 2009). La nanotecnologia (NT) representa una
de las mas novedosas innovaciones cientificas, y en muchos sentidos, la de mayor
alcance en lo referente a la alta tecnologia para la agricultura y los alimentos frescos
(Gruere, 2012).

Se estima que en la actualidad en todo el mundo hay mas de 300 nano
productos alimenticios disponibles en el mercado y se prevé que para el 2015 la NT se
utilizard en el 40% de las industrias alimentarias, asi como para una amplia gama de
sectores industriales de consumo (Ghormade et al.,, 2011). Acorde con reciente
informacion de la FAO, el advenimiento de la NT ha desatado enormes perspectivas
para el desarrollo de nuevos productos y aplicaciones para una amplia gama de

sectores industriales y de consumo.

Los nuevos desarrollos tecnolégicos han abierto ya una industria de billones de
dolares durante los ultimos afos, cuyo impacto sobre el mercado global se espera que
llegue a $1 billon de USD para el afio 2015 y con alrededor de 2 millones de
trabajadores involucrados en esta nueva area tecnoldgica. Mientras la mayoria de la
manufactura y uso de los materiales a nano escala sucede en los Estados Unidos, la
Union Europea, con cerca del 30% global del sector, no esta muy rezagada en este
campo. Al igual que en otros sectores, la NT promete revolucionar y eficientar toda la
cadena alimentaria, desde la produccion hasta el procesamiento, almacenamiento,
industria de telecomunicaciones y desarrollo de materiales innovadores, productos y
aplicaciones entre muchas otras areas del conocimiento humano (Markovic et al.,
2012).



A pesar de que las posibles aplicaciones de la NT son muy vastas, las
aplicaciones actuales en el sector alimentario y agricola son relativamente pocas,
debido a que la nanociencia se encuentra en un estado emergente. Una vision general
de mas de 800 productos de consumo basados en NT que estan actualmente
disponibles a nivel mundial, sugiere que sélo alrededor del 10% de ellos son alimentos,
bebidas y productos de envasado de alimentos. Sin embargo, los productos y
aplicaciones derivados de la NT de estos sectores han ido en constante aumento en los
altimos afos, y se prevé que siga creciendo rapidamente en el futuro (Mendoza-Uribe y
Rodriguez-Lépez, 2007). Esto se debe a que las nuevas tecnologias tienen un gran

potencial para hacer frente a muchas de las necesidades actuales de la industria.

Uso de las Nanoparticulas

La exitosa aplicacion de varios nano productos en la medicina en condiciones in
vitro han generado interés en la agro-nanotecnologia. Procesos como la
nanoencapsulacion muestran el beneficio de un uso mas eficiente y un manejo mas
seguro de los plaguicidas con menor exposicion al medio ambiente que garantiza la eco

proteccién (Chinnamuthu y Boopathi, 2009)

La aceptable eficiencia y efectos de varias nanoparticulas en el crecimiento y
funciones metabdlicas varian entre las plantas. La transformacion de plantas mediada
por nanoparticulas tiene el potencial para la modificacion genética de las plantas para
su posterior mejora. Especificamente, la aplicacion de tecnologia de nanoparticulas en
los objetivos de patologia de plantas, problemas agricolas especificos e interacciones
planta-patégeno, y ofrecen nuevas formas de proteccién de los cultivos (Nair et al.,
2010).

La nanotecnologia abarca una serie de diferentes tecnologias basadas en la

manipulacion de la materia a escala atomica y molecular. La National Nanotechnology
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Initiative de los Estados Unidos define: “nanotecnologia es la manera en que los
descubrimientos en la nano escala son puestos a trabajar. La nanotecnologia es mas
gue juntar nanomateriales requiere la habilidad de manipular y controlar esos materiales
de forma util” (NNI, 2007). Las nanoparticulas son gran relevancia en la investigacion
cientifica, debido a que tienen una amplia variedad de aplicaciones potenciales en los
campos biomédico, bioldgico, éptico y electrdnico, entre otros.

El uso principal de las NPs en la industria alimentaria se debe a su actividad
antimicrobiana, por ejemplo el dioxido de titanio, es un colorante alimentario que puede
utilizarse como barrera de proteccion en el envasado de alimentos o las NPs de plata
utilizadas como agentes antimicrobianos en los paneles de los refrigeradores y
frigorificos, asi como en los recipientes de almacenamiento, lineas de envasado y otras
superficies destinadas a entrar en contacto con los alimentos (Allhoff y Lin, 2008). Las
NPs organicas se emplean principalmente para mejorar el valor nutritivo de los
alimentos, utilizdndose como vehiculo para la liberacién de vitaminas y otros nutrientes

en nanocapsulas (Zhang et al., 2006).

La nanociencia y nanotecnologia estan fijando nuevas fronteras en este siglo y
cambiando paradigmas. Su aplicacion a la agricultura y al sector de alimentos es
relativamente reciente comparado con el uso de nanotecnologia en la sector
farmacéutico. Aplicaciones de nutrientes, bioseparacion de proteinas, el rapido
muestreo de contaminantes biolégico y quimicos, y la nanoencapsulacién de
nutracéuticos son algunos de los temas emergentes de la nanotecnologia para la

industria de alimentos y la agricultura (Garcia et al., 2010).

Agroquimicos con nano formulaciones son empleados para incrementar la
eficacia de los agroguimicos comparados con las formulaciones convencionales. Solo
algunos pesticidas con nano formulaciones fueron identificados con disponibilidad en el

mercado. Residuos de estos productos puedes estar presentes en productos
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consumibles. Ademas, las nanoparticulas son usadas para propdsitos de limpieza en
agua y suelos, aun asi, los cultivos no estan excluidos, resultando en la exposicién

potencial para el consumidor (Bouwmeester et al., 2009).

Comparado con los convencionales u otros contaminantes, las Nanoparticulas
dan un nuevo reto ambiental para los cientificos y para los ambientalistas en todo el
mundo, el uso de nanotecnologia en la agricultura ha sido mas teorica, pero ha
empezado a tener un efecto significante en las principales areas de la industria de
alimentos, en plantas se ha utilizado para combatir las infecciones patogénicas,
suplementos de nutrientes y como reguladores de crecimiento (Thul et al., 2013).

Nanoparticulas de Cobre (NPs Cu)

Las nanoparticulas de diferentes metales han sido aplicadas en optoelectronica,
nanoelectronica, nanosensores, almacenamiento de informacién y la catélisis. Entre las
diversas particulas de metal, las nanoparticulas de cobre han tenido mas atencién
debido a sus aplicaciones antibacterianas y antifungicas (Ramyadevi et al., 2011). Las
nanoparticulas de 6xido de cobre de acuerdo a recientes investigaciones ( Ren et al.,
2008) resultaron efectivas matando un rango de bacterias patogénicas involucradas en
infecciones contraidas en hospitales, en comparacién con nanoparticulas de plata y
nanoparticulas de cobre, altas concentraciones de nanoparticulas de 6xido de cobre

fueron requeridas para tener un efecto bactericida (Ren et al., 2008).

Los metales plata y cobre son tradicionalmente bien conocidos como materiales
antimicrobiales. Se ha considerado que estos metales reaccionan con proteinas
combinando el grupo de enzimas SH, dada esta reaccion se hace la inactivacion de
proteinas (Jeon et al., 2003). Cuando estos materiales son preparados en la forma de
muy pequefias particulas, se espera que resulten con mejores caracteristicas

antimicrobiales porque tienen un area de aplicacion especifica (Yoon et al., 2006).



Nanoparticulas de Oxido de Zinc (NPs ZnO)

Comparado con materiales organicos, los materiales inorganicos como lo es el
oxido de zinc poseen una superior durabilidad, una mejor selectividad y resistencia al
calor. Ademas el zinc es un elemento mineral esencial para la salud humana. El ZnO es
una forma en diaria de suplemento del zinc. Ademas las nanoparticulas de 6xido de
zinc tienen también una biocompatibilidad con las células humanas (Padmavathy y

Vijayaraghavan 2008).

La actividad antibacteriana y antifangicas del uso de nanoparticulas en especial
el uso de nanoparticulas de 6xido de zinc, se han demostrado en las investigaciones
recientes. Es cierto que entre mas pequefio sea el tamafo de la particula de ZnO, mas

fuerte es su actividad antimicrobial (Yamamoto, 2001)

Métodos como el ensayo de conductividad indirecta se han usado para
investigar la minima actividad antibacterial de polvos cerdmicos, entre estos las
Nanoparticulas de éxido de zinc se encentran en la vanguardia de la investigacion
debido a sus propiedades Unicas y aplicaciones generalizadas. La ventaja de usar
nanoparticulas de o6xido de zinc es que estas inhiben fuertemente la accion de
microbios patogénicos cuando se usan en concentraciones pequefias, puesto que las
nanoparticulas de 6xido de zinc poseen actividades antifungicas y antibacteriales a
bajas concentraciones, ademas el uso de nanoparticulas de 6xido de zinc no afecta la
fertilidad del suelo en comparacion con los agentes antifingicos tradicionales (Ruparelia
et al., 2008).

Enfermedades del tomate



Las enfermedades constituyen el factor limitante en la produccion de tomate en
muchas partes del mucho cando no se utilizan las medidas debidas para su control,
existen cerca de 200 enfermedades del tomate de diversas causas Yy etiologias, para
cuyo control se utilizan cultivares resistentes, microorganismos antagonistas asi como
medidas de exclusién, erradicacion y proteccién en el contexto de un programa de
control integrado. (Robles-Carrion et al., 2011; Nuez, 2001). Las enfermedades
parasiticas son aquellas que son causadas por bacterias, fitoplasmas, hongos, virus y
viroides, nematodos, insectos y plantas fanerdgamas parasitas. Para que la
enfermedad pueda desarrollarse en necesaria la presencia de un huésped, un agente
patogénico, y del ambiente adecuado.

Patégenos en poscosecha

Uno de los agentes patogénicos que ataca a este cultivo y sus frutos son los
hongos, las esporas de los hongos son diseminadas facilmente por el viento la lluvia,
las salpicaduras de agua, por personas, animales y plantas. Los hongos sobreviven en
plantas vivas o muertas, en suelo y en o sobre insectos, como son: El chancro negro
(Alternaria alternata, A.lycopersici), antracnosis (Colletotrichum spp.), podredumbre del
fruto (Phytophthora parasitica), fusariosis (Fusarium oxysporum), mildiu (P. infestans)
entre otras una de las enfermedades que mas dafio provoca en la poscosecha es el

moho gris o podredumbre causado por el hongo B. cinerea (Ruiz-Martinez et al., 2012)

Botrytis cinerea

El género Botrytis constituye un grupo de hongos fitopatdgenos de gran
importancia ya que se encuentran ampliamente distribuidos. Este género cuenta con 22
especies, dentro de las cuales tenemos a B. tulipae, B. squamosa y B. fabae, que
afectan al tulipan, cebolla y haba respectivamente. Otra especie conocida es B.cinerea,
la cual es capaz de infectar a innumerables especies de plantas, causando la

enfermedad conocida como “podredumbre gris” (Buitrén, 2012)
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B. cinerea es uno de los patdgenos fungicos mas importantes, debido a s
naturaleza patogénica que le permite realizar su ciclo infectivo sobre las plantas y su
naturaleza saprofita que le permite vivir sobre material vegetal senescente, muerto o

previamente infectado por otros patdégenos (Chase, 2000).

RossenlInboich y Stuebler (2000) publicaron que después de la infeccion y de la
muerte de los tejidos vegetales, B. cinerea puede sobrevivir y esporular produciendo
estructuras de resistencia como los esclerocios, conidios y clamidosporas. Estas

estructuras se forman en superficies y restos vegetales e incluso en el suelo.

Este hongo, ubicuo y muy polifago, es observado en tomate en practicamente
todas las zonas productoras del mundo, donde puede ser origen de dafios puntalmente
importantes. Aunque ataca tanto al aire libre como bajo cubierta, en algunos
invernaderos, hasta el 25% de las plantas puede verse afectadas. Las podredumbres
en fruto son también muy perjudiciales, tanto en invernadero como al aire libre, durante
el cultivo y después de la recolecciéon (durante el almacenamiento, transporte y
comercializacion). Todos los érganos aéreos del tomate pueden verse afectados, en
cualquier momento de su desarrollo (Blancard, 2011).

La esporulacion puede comenzar 3 dias después de las primeras
contaminaciones. La diseminacion se efectla sobre todo por medio del viento y de las
corrientes de aire, y en menor grado por la lluvia y salpicaduras de agua. También es
transmitida por los obreros durante las operaciones culturales. El micelio es origen de
contaminaciones por contacto de tejidos enfermos a tejidos sanos B. cinerea puede
acabar por producir en los tejidos alterados pequefios esclerocios lisos, que permiten
también su conservacion. En condiciones favorables, la duracion de un ciclo es

bastante corta, del orden de 4 dias (Blancard, 2011).

Ubicaciéon taxondmica
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De acuerdo con la clasificacion, B. cinerea es el nombre que recibe el estado
conidial imperfecto de la especie, mientras que al estado sexual se le denomina
B.fuckeliana. En efecto, el binomio latino Botrytis cinerea es el mas usado, debido a que
se encuentra ampliamente reconocido por micologos y fitopatélogos, ya que es el
estado imperfecto el mas extendido en la naturaleza (Fernandez, 2006).

En relacion a lo anterior mencionado Fernandez (2006), ubica taxonGmicamente
a B. cinerea de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotiniaceae

Género: Botryotinia

Especie: B. fuckeliana.

Descripcion morfologica

B. cinerea se caracteriza por desarrollar un ciclo de vida asexual y uno sexual.
Es la reproduccion asexual la que mas frecuentemente se encuentra en la naturaleza vy,
por tanto, la que estd mas ligada al desarrollo del hongo (Fernandez, 2006). La

presencia de B. cinerea es determinada mediante la identificacion de abundantes
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micelios grises, conidiéforos largos y ramificados, células apicales redondeadas que
producen racimos de conidios ovoides o esféricos unicelulares hialinos o levemente
coloreados. La principal caracteristica de los conidioforos y los racimos de conidios de

la especia B. cinerea es su semejanza a un racimo de uvas (Ribera, 2007).

Las colonias del hongo tienen un crecimiento moderado, pueden ser blancas o
grises dependiendo del medio de cultivo y, ademds, estas puede ser de tipo micelial o
esporulante. El crecimiento micelial es abundante, algodonoso y de color pardo. El
crecimiento esclerocial es lento, posee un micelio escaso de color blanco que luego se
torna de color gris pardo con abundantes esclerocios de color negro distribuidos

irregularmente en el medio (Martinez, 2008)

Dafos causados por Botrytis cinerea

Los sintomas provocados por este patdgeno, incluyen: pudricion en frutos y
tubérculos, marchitez del tejido, pustulas y manchas foliares, caida de plantulas,
chancros en los tallos, y tizones en inflorescencias (Ribera, 2007). El micelio del hongo
produce numerosos conidios que ocasionan mas infecciones, pero el micelio también
se desarrolld, penetra e invade al resto de la inflorescencia, la cal se llena y cubre con
moho intrincado de color gris blanquizco o café claro. En caso de que algun fruto llegue
a desarrollarse, el hogo se propaga desde los pétalos hacia los frutos verdes o maduros
y ocasiona la pudricion basal del fruto, la cual puede destruir todo el fruto o bien se

puede propagar hacia otros frutos que estan en contacto con él (Agrios, 1995).

Métodos de control de Botrytis cinerea

Durante las ultimas décadas en control de este patdgeno se ha basado
fundamentalmente en el uso desmedido de fungicidas quimicos, sin embargo el uso de
este método se ha vuelto cada vez menos eficaz debido al desarrollo de cepas con
resistencia a estos productos, dado a este problema se han desarrollado nuevas

técnicas para el control y la erradicacion de este y otros patégenos en poscosecha
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entre las cuales destacan el uso de temperatura, CO, y la utilizacién del biopolimero

quitosan para el control en post cosecha (Qin et al.,2012)

La reciente investigacion del uso de las nanoparticulas de diferentes productos
para el uso como control de la propagacion de esta enfermedad es una de las nuevas
opciones para la erradicacion del hongo en poscosecha. El tomate se considera el
producto horticola de mayor importancia econdmica en México, por lo tanto, los
recubrimientos de diversos tipos incluyendo las NPs pueden ser una opcion para
controlar y/o prevenir las mermas que se tienen durante la etapa de poscosecha que
oscilan entre 11.4 y 14.2%. Estas pérdidas en su mayor parte son debidas al efecto
adverso de los agentes patogénicos, principalmente hongos, y en menor proporcion a
dafios mecanicos, lesiones durante el cultivo y efecto adverso por bajas temperaturas
(Nuez, 2001).

MATERIALES Y METODOS

Sitio de Estudio

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Agroplasticultura del Centro
de Investigacién en Quimica Aplicada (CIQA) en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México,
que esta ubicado 25°27°36.16” N, 100°58°06.08”0. Este experimento se realiz6 durante
los meses de Octubre a Diciembre del afio 2013 y Enero del 2014, se hizo en dos

etapas la primera etapa fue in vitro y la segunda in vivo.

Obtencién del material biolégico

Para la ejecucion del presente estudio tanto para la prueba de in vitro como

para in vivo se utilizé una cepa de B. cinerea aportada por el laboratorio de
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Agroplasticultura del CIQA y para incrementar el inoculo se siguid el siguiente

procedimiento:

Primero se prepar6 el medio de cultivo, papa dextrosa agar (PDA) en cantidad
suficiente para reproducir el hongo B. cinerea y tener suficiente material biol6gico como
fuente de inoculo para el desarrollo del estudio. Después, se lavo el material para asi
preparar el medio de cultivo que se utilizaria; luego se peso6 el PDA y se mezclé con
agua destilada en matraces de 500 mL; una vez preparado el medio, se puso a
esterilizar en autoclave por 15 minutos a 120°C. Ya que transcurrié el tiempo de
esterilizacion, se dej6 enfriar el medio para vaciarlo en cajas Petri con
aproximadamente 20 mL por caja, se dejé solidificar para posteriormente colocar el
explante con el hongo y permitir su desarrollo, para lo que se llevaron a incubar a una

camara para su desarrollo por tres a cuatro dias.

Fuente de nanoparticulas

Para este estudio se utilizaron nanoparticulas de cobre y de 6xido de zinc, las
nanoparticulas de cobre se obtuvieron de dos fuentes diferentes, las primeras se
sintetizaron en los laboratorios del CIQA y las otras identificadas con las letras Tx se
adquirieron de manera comercial en Sky Spring Nanotecnomaterials INC. Houston,
Texas, las nanoparticulas de 6xido de zinc también se desarrollaron en los laboratorios
del CIQA.

Bioensayos in vitro

Parametros de evaluacion

En esta fase del estudio, se evaluaron dos parametros, el primero fue el
porcentaje de inhibicion del desarrollo del hongo, y el segundo parametro fue el

porcentaje de inhibicion de esporulacion del hongo. Una vez que el hongo crecié y
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contamos con suficiente material, se prepararon las nanoparticulas objeto de
evaluacion. Posteriormente, se prepar6 medio de cultivo (PDA) para evaluar el efecto
de las nanoparticulas sobre las diferentes variables en el hongo; durante la
esterilizacion, se prepararon las nanoparticulas tanto de cobre como de 6xido de zinc a
concentraciones de 500 y 1000 ppm, para preparar los tratamientos evaluados en este
estudio, que se muestran en el Cuadro 1. Estos tratamientos se aplicaron con 5

repeticiones cada uno.

Cuadro 1. Tratamientos a base de nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc evaluados
contra Botrytis cinerea in vitro.

N° Sustancia de prueba Concentracion
(Ppm)

1 Testigo sin aplicacion 0

2 NPsCu Tx 1000

3 NPsCu Tx 500

4 NPs Cu 1000

5 NPs Cu 500

6 NPs ZnO 1000

7 NPs ZnO 500

8 NPs Cu + ZnO 250 + 250

Los tratamientos antes citados fueron incorporados al medio de cultivo para su
respectiva evaluacion. Antes de mezclar las Nanoparticulas con el medio de cultivo, se
sonicaron para deshacer las particulas y que se mezclaran bien en el agua destilada.
Una vez realizado lo anterior se mezcld el medio de cultivo con las nanoparticulas y se
vaciaron en cajas Petri, se dej6 que solidificara el medio y después se puso un explante

del hogo en cada una de los tratamientos.

Ya que se inocularon todas las cajas con el hogo, a diferentes concentraciones

(Cuadro 1), se llevaron las cajas Petri previamente etiquetada con los tratamientos
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respectivos a una incubadora y se dejaron ahi para su desarrollo hasta que el testigo
alcanzo mas del 90% de la superficie de la caja Petri. Ya que el testigo llené la caja en
donde se inoculd, lo que ocurrio a los 5 dias después de la siembra, se midio el
diametro de crecimiento del hongo en todos las unidades experimentales y en este
mismo evento se hizo el conteo de esporas sacando un explante de cada unidad
experimental, se mezcldé en agua destilada, se agitdé aproximadamente por 30
segundos, se coloco una muestra en la camara de Neubauer y se realizo el conteo de
esporas con un microscopio compuesto, haciendo las anotaciones correspondientes en
la hoja de campo. Con los datos obtenidos se estimé el porcentaje de inhibicién de

crecimiento y esporulacion mediante la ecuacion de Abbott.

Bioensayo in vivo

Esta fase de estudio se realiz6 en dos condiciones climaticas diferentes, la
primera se realiz6 en temperatura controlada a 12 °C en una camara bioclimética y
alrededor de 60 % de humedad relativa, la segunda fase se realiz6 en temperatura
ambiente en el laboratorio a un 32 % de humedad relativa y una temperatura maxima
de 23 °C. En ambas fases de este estudio in vivo se tomaron como parametros de

evaluacion los siguientes.
Parametros de evaluacion

En esta segunda etapa del estudio se realizd utilizando frutos de tomate, los
parametros de evaluacion para este estudio, se clasificaron en tres apartados, el
primero contempla la evaluacion de los tratamientos sobre la incidencia y severidad de
B. cinerea, el segundo son efectos importantes en el fruto como peso, firmeza y grados
Brix y en el tercer apartado se evalu6 el efecto de los tratamientos sobre algunas
propiedades quimicas del fruto como licopeno, peroxidasa, catalasa y vitamina C. En

esta fase de estudio se utilizaron los tratamientos que se indican en los Cuadros 2 y 3.
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Cuadro 2. Tratamientos a base de nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc evaluados
contra Botrytis cinerea en frutos de tomate en condiciones de temperatura controlada.

Tratamientos  Tipo de Tratamientos  Concentracion

(ppm)
1 Testigo sin aplicacion 0
2 Testigo con explante 0
3 NPs Cu 2000
4 NPs Cu Tx 2000
5 NPs ZnO 2000

Cuadro 3. Tratamientos a base de nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc evaluados
contra Botrytis cinerea en frutos de tomate en condiciones de temperatura ambiente.

Tratamientos Tipo de tratamientos  Concentracion (ppm)

1 Testigo con explante 0

2 NPs Cu 2000
3 NPs Cu Tx 2000
4 NPs ZnO 2000

Se efectuaron pruebas rociando las nanoparticulas a 2000 ppm en frutos de
tomate para evaluar el efecto que tienen en el hongo en poscosecha de acuerdo con lo
citado en el Cuadro 2 y 3. En cajas de plastico transparente, se cubrié el fondo con
papel absorbente, que se mojé con agua destilada para crear una camara hiameda,
después de preparar las cajas en donde se pondrian los tomates, se pesaron los frutos
y se lavaron. Una vez lavado los tomates se identificaron por tratamiento, repeticion y
namero de fruto, y se rociaron con los tratamientos (Cuadro 2 y 3) y se dejaron secat,
después se pusieron en cada caja tres tomates, a todos los frutos de los diferentes
tratamientos excepto el testigo sin explante, se inocularon con un explante con B.
cinerea en la parte del pedunculo. Solamente se hizo una aplicacion de nanoparticulas
que fue al iniciar la prueba, después de montar la prueba se dejaron los tomates por
siete dias, y al séptimo dia se evalud la severidad e incidencia del hongo sobre el fruto,

también se tomaron datos de firmeza, grados Brix y peso.
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Cuadro 4. Niveles de severidad utilizados para evaluar el dafio del hongo in vivo.

Nivel de severidad Dario en el fruto (%)

Sin dafo
10
20
30
40
>50

g A~ W N — O

Una vez terminada la evaluacion, se limpiaron los frutos y se guardaron en
bolsas de plastico transparentes por tratamiento y se guardaron en un congelador a una
temperatura de -40°C para su conservacion, 30 dias después se sacaron los frutos del
congelador y se pusieron en agua para que se descongelaran y seguir con las
evaluaciones que eran determinar licopeno, catalasa, peroxidasa y vitamina C. Ya que
los frutos estaban descongelados se eligié un futo por cada repeticion, se le quité la
cuticula y las semillas, y se maceré6 en un mortero. Después se peso la pulpa para
cada variable, para peroxidasa se pes6 0.5 gramos, licopeno 2 gramos, catalasa 0.5
gramos y vitamina C 10 gramos, para cada variable se pesaron 32 recipientes con un

total de 128 muestras de toda la prueba.

Al terminar de pesar la pulpa e identificar cada muestra, se llevaron al

laboratorio para obtener los datos de cada una de las siguientes variables:

Peroxidasa

A los 0.5 gramos de pulpa se le agregé 1 mL de solucién buffer a 6.8 pH, se
centrifugo a 10000 revoluciones por minuto (rpm) durante 20 minutos, terminados los 10
minutos se extrajo 1 mL del sobrenadante (enzima) y se puso en otro recipiente, se le

agrego 2.5 mL de solucion buffer y se le agrego 1 mL de pirogalol al 5%, 1 mL de H,0O,
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(Perdxido de hidrogeno) y 1 mL de H,SO, al 5% (Acido sulfarico) por Gltimo se tomé una
muestra y se leyd en el espectrofotometro a 420 nm (nanémetros).

Licopeno

Después de pesar 2 gramos de pulpa se le agregé 4 mL de una mezcla
Hexano-Acetona en relacion 3:2, se agito la mezcla para separar y disolver pigmentos y
se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutos, se extrajo la parte coloreada se leyo en el

espectrofotometro a 502 nm.
Catalasa

Una vez que se pesaron 0.5 gramos de pulpa se le agregd 1 mL de solucién
buffer a 6.8 pH, se centrifugé a 10000 rpm por 15 minutos, después se extrajo 0.5 mL
del sobrenadante y se puso en otro recipiente agregandole 2 mL de H,O, (Perdxido de
hidrégeno), 3.5 mL de solucion buffer a 6.8 pH, 10 mL de H,SO4 (Acido sulftrico) y por
altimo titular con 0.01 molar de KMnO, (Permanganato de potasio) hasta tomar un color

purpura persistente durante 15 segundos.
Vitamina C

A los 10 mg de pulpa pesados se le agregé 5 mL de HCI al 5% (Acido
Clorhidrico) y aforé a 50 mL con agua destilada, posteriormente se filtr6 con una gasa y
se tomaron 10 mL del filtrado, por ultimo se titulé con el reactivo de Thielman hasta que
presento un color rosado por 30 segundos.

Analisis estadistico

El presente estudio fue disefiado para analizarse mediante de un disefio
experimental completamente al azar para la prueba in vitro con el paquete estadistico
de la UANL y para la prueba in vivo se utilizé el arreglo con dos factores, con los datos
obtenidos para cada una de las variables antes citadas se realiz6 el analisis de varianza
(ANVA) en forma independiente para determinar la existencia de diferencias entre
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tratamientos; al detectar tal diferencia se aplicé la prueba de comparacion de medias
por “Tukey” para establecer el orden de eficiencia de los tratamientos con un nivel de
significancia del 95%, para esto se utilizd el paquete estadistico XLSTAT 2012. Es
importante sefialar que los datos en porcentaje fueron antes de su analisis
transformados con la funcion de “raiz cuadrada de x+1” de acuerdo con (Reyes, 1985),
con la finalidad de tener un rango entre datos méas bajo y que el coeficiente de variacion

no fuera tan alto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del presente estudio se presentan en 3 apartados, el primero
comprende el efecto de las nanoparticulas sobre Botrytis cinerea desde el punto de
vista de la incidencia y la severidad del ataque, el segundo apartado trata del efecto de
las nanoparticulas sobre firmeza, peso y grados Brix del fruto de tomate y el tercero,
incluye el efecto de la Nanoparticulas sobre algunas caracteristicas quimicas del
tomate. Todas estas variables incluyen efectos de los tratamientos respectivos tanto en

condiciones in vitro como en condiciones in vivo.

En el Cuadro 5 se muestran las concentraciones minima inhibitoria y la méaxima
fungicida de las NPsCu. Para la obtencion de estos datos se inocularon viales de vidrio
con capacidad de (9 mL) conteniendo caldo papa dextrosa a diferentes partes por
millon de NPs con esporas de B. cinerea. Lo anterior se realizd con la finalidad de
determinar si hubo o no crecimiento del hongo en el medio de cultivo, habiendo tenido

los resultados que se exponen abajo.
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Cuadro 5. Tratamientos con NPsCu evaluados y su relacion con la concentracion

minima inhibitoria y la concentracion maxima fungicida de estas nanoparticulas.

Tratamientos Crecimiento del hongo
Testigo Si
NPsCu 4000 No
NPsCu 2000 No
NPsCu 1000 Solo esporas
NPsCu 500 Si
NPsCu 250 Si

En el Cuadro 5 se explica cuél es la CMI y la CMF en donde la CMI se da que
son aplicaciones a 1000 ppm, aunque a 500 ppm el hongo tiene crecimiento en el
medio, no alcanza a inhibir el hongo ya que se encontraron esporas, en la aplicacion a
1000 ppm solo se encontraron esporas del hongo esto quiere decir que a esa
concentracion se inhibe el crecimiento del hongo que es lo que se buscaba con esta
evaluacion, mientras que la aplicacion de NPs de cobre a 2000 ppm ya no se encuentra
crecimiento ni esporulacion en el medio. Por lo tanto se puede decir que la CMI para el

hongo Botrytis cinerea es de 1000 ppm y la CMF para el hongo es de 2000 ppm in vitro

Efecto in vitro de nanoparticulas contra Botrytis cinerea.

En el Cuadro 6 se muestran los efectos de las nanoparticulas de cobre y éxido
de zinc sobre el crecimiento y esporulacion in vivo de B. cinerea. En la primer columna
se puede observar que en el testigo se obtuvo un mayor crecimiento registrando 64.54
cm de diametro de la colonia mientras que el tratamiento Cu Tx 1000 y Cu Tx 500 se
registro 18.12 y 21.02 cm de diametro respectivamente, estos son los que tuvieron el
mejor efecto en la inhibicion del crecimiento con 71.92 y 67.44% de control que estan
marcados en el Cuadro 6 con la letra “a”. El mezclar Cu y ZnO resulta efectiva porque

aun cuando son cantidades mucho mas bajas lograron el 53.49% de control, por otra
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parte los tratamientos a base de Cu fabricado en el CIQA resultaron menos efectivo que

el cobre comercial en cuanto a la inhibicién del crecimiento.

Cuadro 6. Efecto de las nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc sobre el crecimiento y
esporulacion de B. cinerea in vitro.

CRECIMIENTO ESPORULACION
Tratamientos Didmetrocm % de Control N° de esporas % de Control

Testigo 64.54 0.00 d 7.40 0.00 ¢
NPsCu Tx 1000* 18.12 7192 a 1.60 78.38 ab
NPsCu Tx 500* 21.02 67.44 a 3.80 48.65 b
NPsCu 1000* 31.57 51.08 bc 0.40 9459 a
NPsCu 500* 63.59 148 d 0.00 100.00 a
NPszZnO 1000* 39.15 39.33 ¢ 1.00 86.49 a
NPszZnO 500* 33.40 48.24 bc 2.80 62.16 ab
NPsCu + ZnO 250 +

250* 30.02 53.49 b 3.20 56.76 ab
CV.% 20.45 37.70

*ppm nivel de significancia = 0.05

Este efecto se puede ver en forma gréfica en la Figura 1 en donde se hace

evidente el efecto que tienen las nanoparticulas antes descrito.
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Figura 1. Crecimiento (cm) de B. cinerea y porcentaje de control in vitro por efecto de la
aplicacidon de nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc. Letras diferentes significan que
hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Con respecto al efecto de las nanoparticulas en la esporulacion in vivo de B.
cinerea, en el mismo Cuadro 6 se puede notar que el testigo registré el mayor nivel de
espora por muestra mientras que los tratamientos con Cu sintetizados en el CIQA
fueron los que registraron menos esporas con el porcentaje de control de 94.59 y 100%
de inhibicién, otra cosa que es importante resaltar es el efecto de la mezcla de NPsCu

con NPsZnO ya que tuvieron un buen efecto en la inhibicién de la esporulacién.

Este efecto se puede observar claramente en la Figura 2, en donde se hace
evidente el efecto que tienen las nanoparticulas de Cu fabricadas en el CIQA teniendo
un resultado del 100% de inhibicién vy el efecto que tuvieron la mezcla de Cuy ZnO a

una cantidad mas baja que los demas tratamientos teniendo un resultado de 56.76% de
inhibicion.
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Figura 2. Esporulacion in vitro de B. cinerea y porcentaje de control por efecto de la
aplicacion de Nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc. Letras diferentes significan que
hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Incidencia y severidad en condiciones de temperatura controlada

El Cuadro 7 se muestra el porcentaje de control de las NPsCu y 6xido de zinc
con base a la incidencia y severidad del hongo en temperatura controlada, en la primera
columna se puede observar que el testigo absoluto y el testigo con explante
identificados con la letra C tuvieron 50 y 75% de incidencia respectivamente con un
porciento de control de cero, a pesar que los tratamientos de cobre tanto el fabricado en
el CIQA y el comercial tuvieron un porcentaje alto de incidencia, tuvieron mayor
porcentaje de control que el testigo, destacando el tratamiento de cobre fabricado en el
CIQA con un 50% de efectividad, identificado con las letras AB, sin embargo el mejor
tratamiento que se puede observar en el Cuadro fue en el que se utilizd 6xido de zinc
identificado con la letra A, mostrando un 16.66% de incidencia con un 75% de control
sobre el hongo.
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En este mismo Cuadro se muestran los niveles de severidad y el porcentaje de
control que se observaron en el estudio realizado in vivo en condiciones de temperatura
controlada, se puede apreciar que todos los tratamientos tuvieron un nivel bajo de
severidad segun la escala del Cuadro 4, pero al igual que en la incidencia el tratamiento
que tuvo un porcentaje mayor de control fue el tratamiento en el que se utilizaron
nanoparticulas de 6xido de zinc con un 75% de efectividad, que se identifica con la letra

A, siguiéndole los tratamientos de cobre con 37.50% de control cada uno.

Lo antes mencionado se puede apreciar graficamente en la Figura 3, como el
mejor tratamiento tanto para incidencia y severidad del hongo fue el tratamiento en el
gue se usaron las nanoparticulas de Oxido de zinc, siguiendo el tratamiento con

Nanoparticulas de cobre fabricadas en el CIQA.

Cuadro 7. Efecto de las Nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc sobre la incidencia y
severidad de B. cinerea in vivo en temperatura controlada.

Temperatura Controlada

Incidencia Severidad
Tratamientos % % de Control 0-5 % de Control
Test. Absoluto 50.00 0.00c 0.750 0.00b
Test. Explante 75.00 0.00c 1.167 12.50 b
NPsCu 41.66 50.00 ab 0.667 37.50 ab
NPsCu Tx 50.00 25.00 bc 0.667 37.50 ab
NPsZnO 16.66 75.00 a 0.250 75.00 a
CV.% 67.18 76.16

Nivel de significancia P< 0.05
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Figura 3. Incidencia y severidad in vivo de B. cinerea sobre el fruto de tomate y
porcentaje de control del mismo, en condiciones de almacenamiento en temperatura
controlada. Letras diferentes significan que hay diferencia significativa de acuerdo a la
prueba de Tukey (P<0.05).

Incidenciay severidad en condiciones de temperatura ambiente.

En el Cuadro 8 se muestran los resultados de la evaluacién de la incidencia y
de la severidad de B. cinerea in vivo en condiciones de temperatura ambiente, tal y
como se muestra en el Cuadro los tratamientos no tuvieron una diferencia significativa,
todos arrojaron datos de incidencia mayores al 70%, teniendo un 100% de incidencia el
tratamiento en donde se utilizaron nanoparticulas de cobre comercial, también se puede
observar que tuvieron muy bajo porcentaje de control, casi nulo, a diferencia de los
datos obtenidos en las muestras a temperatura controlada. En la columna de severidad

la mayoria de los tratamientos obtuvieron una severidad arriba del nivel dos, siendo el
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tratamiento con nanoparticulas de cobre fabricadas en el CIQA el que tuvo un mejor
porcentaje de control con 48.21%.

Cuadro 8. Efecto de las nanoparticulas de cobre y 6xido de zinc sobre la incidencia y
severidad de B. cinerea en temperatura ambiente.

Temperatura Ambiente

Tratamientos Incidencia Severidad

% % de Control 0-5 % de Control
Testigo 7707 0.00 a 2.11 0.00 a
NPsCu 77.77 22.22 a 1.00 48.21 a
NPsCu Tx 100.00 0.00 a 2.33 14.28 a
NPsZnO 88.88 11.11 a 2.11 13.09 a

En la Figura 4 se pueden apreciar graficamente los resultados de lo antes

mencionado del Cuadro 8.
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Figura 4. Incidencia y severidad de B. cinerea sobre el fruto de tomate y porcentaje de
control del mismo en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente. Letras
iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey
(P=0.05).
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En la Figura 5 se muestra el efecto de la aplicacion de tres tipos de
nanoparticulas en dos condiciones de almacenamiento sobre el nivel de severidad de
B. cinerea; en temperatura controlada se observa que el tratamiento que expresé mayor
nivel de severidad fue el testigo con explante, seguido por los tratamientos con NPsCu
y el que registr6 menor severidad fue el tratamiento con NPsZnO. Por otro lado en
temperatura ambiente, el tratamiento con mayor nivel de severidad fue el de NPsCu Tx,
seguido por el testigo con explante y NPs ZnO, el que mostr6 menor nivel de severidad
es el tratamiento con NPsCu. Con base en los resultados antes descritos es claro que el
ambiente juega un papel determinante en el efecto de los tratamientos evaluados sobre
B. cinerea, mostrando en general un mejor efecto en condiciones de temperatura

controlada. Esta tendencia se observa en forma gréfica en la Figura 5.
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Figura 5. Nivel de severidad de Botrytis cinerea en el fruto del tomate por efecto de tres
tipos de nanoparticulas en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y
con temperatura controlada. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa
de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).
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El porcentaje de incidencia de B. cinerea en los frutos de tomate como efecto
de los tratamientos a base de tres nanoparticulas en dos condiciones de
almacenamiento se muestra en la Figura 6. En temperatura controlada se observa que
el testigo con explante y el tratamiento a base de NPsZnO son los que registraron
menor porcentaje de incidencia es decir que en este tratamiento seguido por los
tratamientos con NPsCu. Los tratamientos evaluados en temperatura ambiente
mostraron mayor porcentaje de incidencia siendo el tratamiento con NPSCu Tx el mas
alto, seguido por el tratamiento con NPsZnO y NPsCu respectivamente, y por ultimo el

testigo fue el que tuvo menor porcentaje de incidencia.
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Figura 6. Efecto de la temperatura y las nanoparticulas en el porcentaje de incidencia
de Botrytis cinerea en el fruto del tomate por efecto de tres tipos de nanoparticulas en
condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y con temperatura controlada.
Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de
Tukey (P<0.05).
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Peso final, firmeza y grados Brix de frutos de tomate

En las siguientes graficas se muestra el efecto que tuvieron las Nanoparticulas,
la temperatura y la combinacion de temperatura y nanoparticulas sobre el fruto en peso
final, firmeza y grados brix.

En la Figura 7 se muestra el efecto de la aplicacién de tres tipos de
Nanoparticulas sobre el peso de los frutos entre los tratamientos utilizados 7 dias
después de haberlas aplicado, en la grafica se aprecia que el tratamiento con NPsCu
Tx fue el tratamiento que registr6 menor peso de frutos con promedio 91.27 g,
coincidiendo esto con los datos mostrados en la Figura 6 y 5, donde se observa que
este tratamiento fue el que mostré6 mayor porciento de incidencia y mayor nivel de

severidad. Mientras que el tratamiento con NPsZnO tuvo menor pérdida de peso.
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Figura 7. Peso de los frutos 7 dias después por efecto de tres tipos de nanoparticulas.
Letras diferentes significan que hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de
Tukey (P<0.05).
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En cuanto a la firmeza de los frutos a 7 dias después de la aplicacion de los
tratamientos, en la Figura 8 se muestra que en ninguno de los tratamientos se observa
diferencia estadistica, sin embargo si existe diferencia numérica asi, los tratamientos de
NPsCu y NPsZnO los que registraron mayor firmeza con valores de 0.681 Kg/cm? cada

uno, en contraste con el testigo que mostré un valor de 0.583 Kg/cm?.
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Figura 8. Firmeza del fruto del tomate por efecto de tres tipos de nanoparticulas. Letras
iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey
(P<0.05).

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos por el efecto de los tres
tipos de NPs evaluadas, sobre la concentracién de grados Brix en los frutos. En este
grafico no se aprecia diferencia estadistica entre tratamientos, pero si una clara
diferencia numeérica, ya que el tratamiento con NPsCu comercial, fue el que genero
mayor concentracién de grados Brix, seguido por los demas tratamientos, siendo el
testigo el que mostr6 menor concentracion de grados Brix; los datos mostrados en esta
grafica nos indican que la aplicacion de los tres tipos de nanoparticulas no tiene efecto

negativo en la concentracion de grados Brix en comparacion con el testigo evaluado.
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Figura 9. Concentracién de grados Brix en pulpa de tomate por efecto de tres tipos de
nanoparticulas. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo
a la prueba de Tukey (P<0.05).

Efecto de la temperatura sobre el fruto del tomate

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos por el efecto de dos
condiciones de almacenamiento de frutos de tomate sobre la concentracion de grados
Brix, Diferencia de peso del fruto y el porcentaje de severidad de B. cinerea. En este
grafico no se aprecia diferencia estadistica, pero si se observa una diferencia numérica,
ya que entre las variables como lo es en la diferencia de peso se aprecia que en la
temperatura controlada (12°C) hubo mayor diferencia peso que en la temperatura
ambiente (23°C), esto quiere decir que los frutos evaluados mostraron mayor pérdida
de peso en condiciones de temperatura controlada que en condiciones de temperatura
ambiente. En cuanto a la severidad se aprecia que en condiciones de temperatura
ambiente hubo mayor porcentaje de severidad que en condiciones de temperatura
controlada, es decir que en condiciones de temperatura controlada existe menor

desarrollo de B. cinerea. En grados Brix mostrd0 muy poca diferencia siendo los
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tratamientos evaluados en temperatura ambiente los que revelaron mayor

concentracion de grados Brix.
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Figura 10. Diferencia de peso, % de severidad y concentracion de grados Brix en los
frutos por el efecto temperatura ambiente y temperatura controlada. Letras iguales
significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Efecto de la temperatura y nanoparticulas en caracteristicas del fruto

En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos por el efecto de los tres
tipos de NPs evaluadas, asi como el efecto de dos condiciones de almacenamiento de
frutos de tomate sobre el peso 7 dias después de la aplicacion de las nanoparticulas en
los frutos en condiciones de temperatura ambiente (23 °C) y temperatura controlada (12
°C). En este gréafico se aprecia diferencia estadistica entre tratamientos evaluados en
temperatura controlada y solo en condicion de temperatura ambiente el testigo con

explante es el Unico que mostro variacion en el peso, esto quiere decir que las
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nanoparticulas que se evaluaron en condiciones de temperatura controlada hubo mas
variacion que en los tratamientos en donde se evaluaron en condiciones a temperatura

ambiente.
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Figura 11. Diferencia de pesos de los frutos 7 dias después por efecto de tres tipos de
nanoparticulas en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y con
temperatura controlada. Letras diferentes significan que hay diferencia significativa de
acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

En la Figura 12 se expresan los resultados que se obtuvieron por el efecto de
los tres tipos de NPs evaluadas, asi como el efecto de dos condiciones de
almacenamiento de frutos de tomate sobre la firmeza en los frutos en condiciones de
temperatura ambiente y temperatura controlada. En este grafico no se aprecia
diferencia estadistica entre tratamientos, pero si una notoria diferencia numérica, ya que
el tratamiento con NPsZnO en condiciones de temperatura controlada, fue el que
mostro mayor firmeza con 0.733 Kg/cm?, mientras que en los tratamientos evaluados en
condiciones de temperatura ambiente el que mostro mayor firmeza fue el testigo con

explante (0.750 kg/cm?) seguido por el tratamiento con NPsCu Tx (0.733 kg/cm?),
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teniendo como resultado segun lo que muestra la grafica que en condiciones de

temperatura controlada los frutos tienen menos firmeza que en temperatura ambiente.
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Figura 12. Firmeza del fruto de tomate por efecto de tres tipos de nanoparticulas en
condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y con temperatura controlada.
Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de
Tukey (P<0.05).

En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos por el efecto de los tres
tipos de NPs evaluadas, asi como el efecto de dos condiciones de almacenamiento de
frutos de tomate sobre la concentracién de grados Brix en los frutos en condiciones de
temperatura ambiente y temperatura controlada. En este grafico no se aprecia
diferencia estadistica entre tratamientos, y solo una diferencia numérica pequefia entre
los tratamientos en donde el que mostré mayor concentraciéon de grados brix fue el

tratamiento con NPsCu Tx en condiciones de temperatura ambiente con 5.033° Brix
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Figura 13. Concentracion de grados Brix en pulpa de tomate por efecto de tres tipos de
nanoparticulas en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y con
temperatura controlada. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de
acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Efecto de la temperatura, nanoparticulas y temperatura mas nanoparticulas en

componentes quimicos del fruto del tomate.

Efecto de la temperatura en el fruto.

En la Figura 14 se aprecian los resultados obtenidos por el efecto de dos
condiciones de almacenamiento de frutos de tomate sobre la concentracion peroxidasa
en los frutos en condiciones de temperatura ambiente (23 °C) y temperatura controlada
(12 °C). En este grafico no se muestra diferencia estadistica entre las condiciones, pero
si una clara diferencia numérica, ya que los tratamientos que fueron evaluados en
temperatura ambiente, fueron los que generaron mayor concentracion de peroxidasa
con un valor de 21.910 unidades por minuto por gramo, mostrando estos resultados se
puede decir que en condiciones de temperatura se concentra mas los niveles de

peroxidasa.
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Figura 14. Concentracién de la enzima peroxidasa en pulpa de tomate por efecto del
almacenamiento a temperatura ambiente y con temperatura controlada. Letras iguales
significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Al igual que en la Figura anterior, en la Figura 15 se pueden observar los
resultados obtenidos por el efecto de los tres tipos de NPs evaluadas, asi como el
efecto de dos condiciones de almacenamiento de frutos de tomate sobre la
concentracion catalasa en los frutos en condiciones de temperatura ambiente y
temperatura controlada. En este grafico no se muestra diferencia estadistica entre las
condiciones en donde se evaluaron los tratamientos, pero si una clara diferencia
numerica, ya que al igual que en los resultados obtenidos para la concentracién de
peroxidasa, en esta Figura la temperatura ambiente fue la que registré mayor
concentracion de la enzima catalasa.
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Figura 15. Concentracién de la enzima catalasa en pulpa de tomate por efecto de su
almacenamiento a temperatura ambiente y con temperatura controlada. Letras iguales
significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

A continuacion, en la Figura 16 se muestran los resultados que se obtuvieron
por el efecto de dos condiciones de almacenamiento de frutos de tomate sobre la
concentracion de la enzima licopeno, en temperatura controlada y temperatura
ambiente. En este grafico se muestra la diferencia estadistica entre las dos condiciones,
se puede observar que los tratamientos que se evaluaron en condiciones de
temperatura ambiente se obtuvieron 16.758 pg/g, a diferencia de la temperatura
controlada que registré6 10.581 ug/g. lo cual muestra claramente que la concentracion
de licopeno es afectada a las condiciones climaticas a la que fueron expuestos los
frutos.
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Figura 16. Concentracion del pigmento licopeno en pulpa de tomate por efecto de su
almacenamiento a temperatura ambiente y con temperatura controlada. Letras
diferentes significan que hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey
(P<0.05).

La concentracion de vitamina C como efecto a la evaluacion de dos condiciones
de almacenamiento de fruto, mostré6 que no hay una diferencia estadistica, pero si
existe diferencia numérica en donde se registré que los tratamientos evaluados en
temperatura ambiente tuvieron mayor concentracion que los tratamientos en
temperatura controlada, registrando 4.803 mg/100g de fruto y 4.693 mg/100g de fruto
respectivamente. Por lo tanto segun los datos arrojados por la evaluacion de estas
condiciones se puede concluir que la diferencia de temperaturas tiene impacto en la
concentracion de vitamina C de los frutos siendo la méas favorable la temperatura

ambiente (23°C), esto se puede observar en los datos graficados en la Figura 17.
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Figura 17. Concentracién de la vitamina C en pulpa de tomate por efecto de su
almacenamiento a temperatura ambiente y con temperatura controlada. Letras iguales
significan que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Efecto de las nanoparticulas en propiedades quimicas del fruto.

En la Figura 18 se muestra la evaluacion del efecto en la concentracion de la
enzima peroxidasa por la aplicacién de tres tipos de nanoparticulas, en donde no se
aprecia diferencia estadistica, pero se puede observar que entre los tratamientos hay
diferencia numérica en donde el tratamiento con NPsCu registré mayor concentracion
de peroxidasa (27.640 unidades/min/g), seguido por los tratamientos de NPsCu Tx
(19.940 unidades/min/g) y NPsZnO (22.840 unidades/min/g). En la literatura no se
encuentran trabajos relacionados con el efecto en la concentracion de la enzima
peroxidasa de la aplicacion de nanoparticulas en frutos de tomate, sin embargo
mencionada por Salarpour et al. (2013), describe que el uso de nanoquelatos de hierro
en berro, tienen un efecto significativo en la concentracion de la enzima peroxidasa,
teniendo como concentracion maxima 0.31 unidades/min/g, concentracion mayor a la

obtenida en el tratamiento testigo.
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Figura 18. Concentracion de peroxidasa en pulpa de tomate por efecto de tres tipos de
nanoparticulas. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo
a la prueba de Tukey (P<0.05).

La Figura 19, muestra la evaluacion del efecto en la concentracion de la enzima
catalasa por la aplicacion de tres tipos de nanoparticulas en frutos de tomate, no se
mostré diferencia estadistica entre los tratamientos, pero si se observa diferencia
numérica en donde el tratamiento que registré mayor concentracion de catalasa fue el
testigo con explante (141,252 puM/min/g), seguido por el tratamiento con NPsZnO
(138,408 pM/min/g). No se encuentra literatura que mencione el efecto en la
concentracion de catalasa de los frutos por la aplicacidbn de nanoparticulas, pero en
este apartado se puede concluir qgue no hay un efecto significativo al haber aplicado los

tres tipos de nanoparticulas.
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Figura 19. Concentracion de catalasa en pulpa de tomate por efecto de tres tipos de
nanoparticulas. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo
a la prueba de Tukey (P<0.05).

En la Figura 20 se muestra la evaluacion del efecto en la concentracion de
licopeno por la aplicacion de tres tipos de NPs, en donde no se aprecia diferencia
estadistica, pero se puede observar que entre los tratamientos hay diferencia numérica
en donde el tratamiento con NPsCu comercial registr6 mayor concentracion de licopeno
(14.914 ug/g), seguido por el tratamiento de NPsCu (14.537 pg/g). En la literatura no se
encuentran trabajos relacionados con el efecto en la concentracion de licopeno por la
aplicacion de nanoparticulas en frutos de tomate, sin embargo en este apartado se
puede observar que el uso de NPs no tiene efecto negativo en la concentracion de

licopeno en el fruto.
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Figura 20. Concentracion de licopeno en pulpa de tomate por efecto de tres tipos de
nanoparticulas. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de acuerdo
a la prueba de Tukey (P<0.05).

En la Figura 21 se muestra la evaluacion del efecto en la concentracion de la
vitamina C por la aplicacién de tres tipos de nanoparticulas, en donde no se aprecia
diferencia estadistica, pero se puede observar que entre los tratamientos existe una
minima diferencia numérica en donde el tratamiento con NPsCu registr6 mayor
concentracion de vitamina C (4.98 mg/100g de fruto), seguido por los tratamientos de
NPsCu Tx (4.76mg/ 100 g de fruto) y NPsZnO (4.69mg/100 g de fruto). En la literatura
no se encuentran trabajos relacionados con el efecto en la concentracién de la vitamina
C de la aplicacion de NPs en frutos de tomate, sin embargo la grafica muestra que al
aplicar nanoparticulas la concentracion de vitamina C registra mayor nivel a

comparacion de los frutos no tratados.
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Figura 21. Concentracién de la vitamina C en pulpa de tomate por efecto de tres tipos
de nanoparticulas. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de

acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Efectos de la temperatura y de las nanoparticulas en el fruto del tomate

En la Figura 22 se muestra la evaluacion del efecto en la concentracion de la
enzima peroxidasa por la aplicacion de tres tipos de nanoparticulas en dos condiciones
de almacenamiento en temperatura controlada (12 °C) y temperatura ambiente (23 °C),
en donde no se aprecia diferencia estadistica entre los tratamientos, pero se observa
que entre los tratamientos hay diferencia numérica en donde el tratamiento con NPsCu
en condiciones de temperatura ambiente registr6 mayor concentracién de peroxidasa
(32.200 unidades/min/g), seguido por NPsZnO (22.840 unidades/min/g). La literatura no
menciona el efecto que tienen estas condiciones y la aplicacién de NPs sobre la enzima
peroxidasa, aun asi en la grafica se muestra que todos los tratamientos registraron
mayor concentracién que los testigos con explantes, siendo los frutos tratados en
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condiciones de temperatura controlada los que mostraron menor variacion entre

tratamientos con NPs.
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Figura 22. Concentracion de la enzima peroxidasa en pulpa de tomate por efecto de
tres tipos de nanoparticulas en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente
y con temperatura controlada. Letras iguales significan que no hay diferencia
significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

En la Figura 23 se muestra la evaluacion del efecto en la concentracion de la
enzima catalasa por la aplicacion de tres tipos de nanoparticulas en dos condiciones de
almacenamiento en temperatura controlada (12 °C) y temperatura ambiente (23 °C), en
donde no se aprecia diferencia estadistica entre los tratamientos, pero se observa que
entre los tratamientos hay diferencia numérica, el tratamiento testigo en condiciones de
temperatura ambiente registrO mayor concentracion de catalasa (166848 pM/min/g),
seguido por NPsZnO (151680 uM/min/g). La literatura no menciona el efecto que tienen
estas condiciones y la aplicacion de NPs sobre la enzima catalasa, aun asi en la Figura
23 se muestra que los tratamientos en donde se aplicaron las NPs registraron valores
menores al testigo
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Figura 23. Concentracion de catalasa en pulpa de tomate por efecto de tres tipos de
nanoparticulas en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y con
temperatura controlada. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de
acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).
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En la Figura 24 se muestran los resultados obtenidos por el efecto de los tres
tipos de NPs evaluadas, asi como el efecto de dos condiciones de almacenamiento de
frutos de tomate sobre la concentracién de licopeno en los frutos en condiciones de
temperatura ambiente (23 °C) y temperatura controlada (12 °C). En este grafico no se
aprecia diferencia estadistica entre tratamientos, pero si una clara diferencia numérica,
ya que el tratamiento con NPsCu comercial en condiciones de temperatura ambiente,
fue el que generd mayor concentracion de licopeno, seguido por los demas tratamientos
en las mismas condiciones, mientras que en el ambiente de temperatura controlada las
NPsZnO, reportaron mayor concentracion de esta enzima. La literatura no reporta
resultados sobre la concentracién de licopeno en frutos de tomate por efecto de la
aplicacién de nanoparticulas en ellos; sin embargo, Ranveer et al. (2013) encontraron
gue la concentracion de esta enzima varié significativamente en funcion de donde se

extrajo el licopeno ya que en la cascara de tomate encontraron la mayor concentracion
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(417.97 ug/g) seguido por el desecho industrial (195.74 ug/g), el tomate completo
(83.85 pg/g) y la pulpa con 47.6 ug/g.
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Figura 24. Concentracion del pigmento licopeno en pulpa de tomate por efecto de tres
tipos de nanoparticulas en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y
con temperatura controlada. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa
de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

En la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos por el efecto de los tres
tipos de NPs evaluadas, asi como el efecto de dos condiciones de almacenamiento de
frutos de tomate sobre la concentracion de vitamina C en los frutos en condiciones de
temperatura ambiente (23 °C) y temperatura controlada (12 °C). En este grafico no se
aprecia diferencia estadistica entre tratamientos, pero si una clara diferencia numérica,
ya gue el tratamiento con NPsCu comercial en condiciones de temperatura controlada,
fue el que generé mayor concentracion de vitamina C, seguido por los demas
tratamientos en las mismas condiciones, mientras que en el ambiente de temperatura
controlada las NPsCu comercial, reportaron mayor concentracion de esta vitamina. La
literatura no reporta resultados sobre la concentracion de vitamina C en frutos de

tomate por efecto de la aplicacién de nanoparticulas en ellos.
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Figura 27. Concentracion de vitamina C en pulpa de tomate por efecto de tres tipos de
nanoparticulas en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente y con
temperatura controlada. Letras iguales significan que no hay diferencia significativa de
acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05)

CONCLUSIONES

En este trabajo se observa claramente el efecto antifingico de las NPsCu y
NPsZnO sintetizadas en el CIQA, lo cual se pudo corroborar en condiciones in vitro e in
vivo, mostrando que in vitro los tratamientos con NPsCu tuvieron mejor control en
cuanto al crecimiento y esporulacién del hongo. La informacién obtenida también indica
gue la mezcla con NPsCu y NPsZnO mostraron buen nivel de control, pero en este caso
se requirié una concentracion mas baja. Sin embargo, en los estudios realizados in vitro
se observdé que el tratamiento con NPsZnO tuvo mejor control del hongo en
comparacion de los tratamientos con NPsCu, aunque estos también mostraron un buen
control sobre el hongo. Es importante continuar experimentando con este tipo de
nanocompuestos que pudiesen tener el potencial de controlar de manera sustentable

hongos fitopatdégenos.
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