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F. oxysporum es un hongo Fitopatdgeno que ocasiona pérdidas en la
produccion de tomate, para controlarlo se emplean productos quimicos, los que
afectan el medio ambiente y causan problemas de resistencia. Se ha
encontrado que el uso de microorganismos y su metabolismo ayudan a

minimizar el uso de productos quimicos, tal es el caso de Botryodiplodia



theobromae el cual ha demostrado que es capaz de producir fitohormonas
mediante su metabolismo las cuales se ha comprobado que incrementan los
mecanismo de defensa y resistencia de las plantas, sin embargo estas
fitohormonas se pierden rapidamente al ponerse en contacto con factores
ambientales como son luz solar, humedad y temperatura; por esta razén es que
se han buscado alternativas para su aplicacion. Una de estas alternativas es la
encapsulacion mediante el uso de materiales biopoliméricos que tengan la
capacidad de recubrir y mantener estable la fitohormona y al mismo tiempo
permitir aumentar la efectividad del producto. En el siguiente trabajo se evalué
la capacidad productora de fitohormonas procedentes del caldo microbiano
(CALDO) por fermentacion liquida de Botryodiplodia theobromae, asi como la
encapsulacién y aplicacion en plantas de tomate. Se evalud la eficiencia de
encapsulacién (EE) de las fitohormonas procedentes del caldo microbiano en
nanoparticulas (Np“s) de alginato/quitosan (ALG/QS): se caracterizaron las Np's
y se evalud su efectividad biolégica en plantas de tomate. Los resultados
demostraron que se tuvo una EE de 90 %, asi como diversos tamafos de
particula. En relacién a la actividad biolégica en plantas de tomate se observo
que las Np’s cargadas con caldo microbiano otorgaron mayor altura y mayor
namero de hojas en relacion al testigo absoluto, en cuanto a las Np’s de AlA
reactivo indujeron mayor produccion de clorofila a las plantas. Los sistemas
desarrollados mostraron un buen potencial, proporcionando una mayor

estabilidad y eficiencia de esta hormona vegetal en aplicaciones agricolas.
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ABSTRACT

PRODUCTION AND NANOENCAPSULATION OF PHYTOHORMONES AND
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F. oxysporum is a phytopathogenic fungus that causes losses in tomato
production, to control it are used chemicals, which affect the environment and

cause resistance problems. It has been found that the use of microorganisms
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and their metabolism help to minimize the use of chemical products, such is the
case of Botryodiplodia theobromae which has shown that it is capable of
producing phytohormones through its metabolism which has been proven to
increase the mechanism of defense and resistance of the plants, however these
phytohormones are lost quickly when coming into contact with environmental
factors such as sunlight, humidity and temperature; for this reason, alternatives
have been sought for its application. One of these alternatives is encapsulation
through the use of biopolymer materials that have the ability to coat and keep
the phytohormone stable and at the same time allow increasing the
effectiveness of the product. In the following work, the production capacity of
phytohormones from the microbial broth (CALDO) was evaluated by liquid
fermentation of Botryodiplodia theobromae, as well as the encapsulation and
application in tomato plants. The encapsulation efficiency (EE) of the
phytohormones from the microbial broth in nanoparticles (Np's) of alginate /
chitosan (ALG / QS) was evaluated: the Np's were characterized and their
biological effectiveness was evaluated in tomato plants. The results showed that
there was an EE of 90%, as well as different particle sizes. In relation to the
biological activity in tomato plants, it was observed that the Np's loaded with
microbial broth granted greater height and greater number of leaves in relation
to the absolute control, as for the Np's of reactive IAA induced greater
production of chlorophyll at the plants. The developed systems showed good
potential, providing greater stability and efficiency of this plant hormone in

agricultural applications.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las principales hortalizas
cultivadas tanto a nivel mundial como a nivel nacional, con una produccion
nacional de hasta 2, 875, 164 Toneladas (SIAP, 2018). Es una hortaliza que se
cultiva en mas de 100 paises para consumo fresco e industrial; el 76% de la
produccién, se concentra en China, India, Estados Unidos, Turquia, Egipto,
Iran, ltalia, Espafia, Brasil y México (FAOSTAT, 2018). Este cultivo es atacado
por numerosas enfermedades fungosas, entre las cuales se encuentra la
marchites vascular provocada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
(Vasquez y Castafio 2017), este patdégeno es responsable de pérdidas en
rendimientos de hasta un 90%, viéndose afectada también la calidad del
producto (Gonzélez et al., 2012).

El control quimico es el mas utilizado para disminuir las perdidas ocasionadas
por esta enfermedad sin embargo, su uso inadecuado ha ocasionado
problemas ambientales y de induccion de resistencia en el hongo. El uso de
variedades resistentes reduce la incidencia de la enfermedad; no obstante la
emergencia de nuevas razas del hongo y de nuevos biotipos dentro de las
razas, supera su resistencia, llevando a la busqueda de nuevas estrategias
(Horinouchi et al. 2011). Para reducir este problema, existe la necesidad de
buscar y adoptar estrategias que sean accesibles, sencillas de aplicar y no
toxicas para seres humanos, animales y el medio ambiente (Naeini et al., 2010).
Debido a las problematicas sefialadas anteriormente, se han buscado
alternativas que ayuden a minimizar el dafio que ocasiona el uso indebido de
estos productos. Estudios realizados por Castillo (2004) han demostrado que
existen microorganismos capaces de producir fitohormonas como parte de su
metabolismo, como son las producidas por el hongo Botryodiplodia theobromae
(Andolfi et al., 2014). Dentro de estas fitohormonas se encuentra el &cido
jasmonico y acido indolacético los cuales al ser aplicados exdgenamente
pueden ser eficientes para incrementar el crecimiento y desarrollo de las

plantas asi como incrementar los mecanismo de defensa y resistencia de las



(Rohwer & Erwin, 2010). La desventaja de las fitohormonas es que pueden
perder su eficiencia debido a factores ambientales como la degradacion
oxidativa, humedad, luz UV, temperatura y lixiviacibn de compuestos por lluvias
(Armendéariz et al., 2016; Bakry et al., 2016). Debido a esta problematica, resulta
conveniente explorar e investigar nuevas tecnologias con el fin de desarrollar
alternativas en cuanto a la aplicacién de fitohormonas; una de estas es el uso
de la nanotecnologia (Agrawal & Rathore, 2014; Lugo et. al., 2010, Kah et al.,
2014, Campos et al., 2014), que eficientiza la aplicacion de dosis al aplicar
cantidad correcta de nutrientes y pesticidas, puede disminuir la cantidad de
ingrediente activo, asi como garantizar menos impacto del medio ambiente

(Nuruzzaman, et al., 2016).

La nanotecnologia proporciona materiales a nano escala, obteniendo nano
particulas con mayor reactividad quimica y mas bioactivas dentro de la planta,
tienen mejor acceso a cualquier cuerpo pudiendo entrar a tejidos y érganos
especificos, asi como un mayor tiempo de durabilidad dentro de la planta al
tiempo que mejora la absorcidon de nutrientes; obteniendo asi mejor calidad y
rendimiento de los productos agricolas y al mismo tiempo reducir los impactos
ambientales (Lugo et. al., 2010, Kah et al., 2014, Campos et al., 2014). Dentro
de la nano tecnologia se tiene la producciéon de nano particulas (Np'’s) la cual
puede llevarse a cabo mediante el uso de un material que pueda encapsular y
liberar de forma controlada el ingrediente activo. El uso de materiales
poliméricos que tengan la capacidad de prolongar el tiempo de liberacion puede
aumentar la efectividad del producto (Saha y Ray, 2013; Bakry et al., 2016).
Existen diversos métodos para la producciéon de Np’s entre los que destacan la
nano precipitacion, spray de secado, pre gelacion idnica, coacervacion y
extrusion, siendo todas efectivas para la encapsulacion de compuestos, pero
difiriendo en costos y tiempos en cuanto a proceso de produccion. El método de
pre relacion idnica resulta sumamente atractivo debido al uso de biopolimeros
pueden adquirirse de forma natural (Nedovic et al., 2011; Armendariz et al.,
2016; Jia et al., 2016).



OBJETIVO GENERAL

Obtener un producto micro y nanoencapsulado de fitohormonas utilizando un
sistema de fermentacién liquida producido por Botryodiplodia theobromae para

el control de F. oxysporum en tomate.

Objeticos especificos

e Producir fitohormonas procedentes de una fermentacion liquida por
Botryodiplodia theobromae

¢ l|dentificar y cuantificar las fitohormonas procedentes del caldo.

e Micro y nanencapsulacion de las fitohormonas procedentes del caldo
microbiano, utilizando biopolimeros de facil degradacion.

e Evaluar la actividad biolégica del producto micro y nano encapsulado

contra Fusarium oxysporum en condiciones de invernadero.

HIPOTESIS

Se obtendra al menos un producto micro o nano encapsulado, a partir de
fitohormonas procedentes de un caldo microbiano de Botryodiplodia

theobromae para el control de F. oxysporum.



REVISION DE LITERATURA
Origen del Cultivo de Tomate e Importancia

El origen del de tomate (Solanum lycopersicum) se localiza en la regién andina
gue se extiende desde el sur de Colombia al norte de Chile. Probablemente
desde alli fue llevado a Centroamérica y México donde se llevé a cabo su
domesticacion. La planta posee un porte erecto o semierecto, arbustivo, cultivo
de tipo anual. Existen variedades de crecimiento limitado y otras de crecimiento
ilimitado. El fruto es una baya ovalada, redonda o periforme. Su tamafio va
desde pequefios frutos del tamafio de una cereza, hasta enormes frutos de 750
g. (SAGARPA, 2010). El tomate es una de las principales hortalizas cultivadas
en el mundo por su alto valor econémico. A nivel mundial el tomate es el cuarto
vegetal mas cultivado con una superficie de mas de 3 millones de hectareas,
solo por detras del arroz, trigo y soya (FAOSTAT, 2018).

Cultivo de Tomate en México

El cultivo del tomate es el quinto en importancia por su contribucion en el valor
de la produccion agricola primaria en México. En el afio 2016 participé con 4.6
por ciento del valor total, después del grano de maiz, la cafia de azucar, el
aguacate y el chile verde. De acuerdo con el SIAP (2019), la produccion de
tomate rojo en México crecio a una tasa promedio anual de 4.8 por ciento entre
2006 y 2016, para ubicarse en un volumen maximo historico de 3.3 millones de
toneladas (FIRA 2017).

La calidad del tomate producido en México ha mejorado notablemente, y esto
se ha visto reflejado en el aumento de las exportaciones a otros paises; entre
los principales paises a los que se exporta el tomate se encuentran Estados
Unidos, Canada y la Union Europea (INEGI, 2017). El mayor productor de
tomate en México es el estado de Sinaloa con una superficie sembrada de
15,307 hectareas, a este le siguen los estados de San Luis, Michoacan, Jalisco

y Zacatecas (SIAP, 2019). El tomate ocupa el primer lugar en exportaciéon de



productos agricolas, desde hace 20 afios, sin embargo, entre los factores que
inciden negativamente en la productividad del cultivo resaltan las enfermedades
causadas por hongos, bacterias y virus (Ramirez y Sainz, 2006). Dentro de los
hongos que afectan al cultivo de tomate destacan los géneros de Alternaria,
Phytopthora infestans, Rizhoctonia solani y Fusarium oxysporum.

Fusarium oxysporum

F. oxysporum es una de las especies que mayor dafio econémico ocasiona
entre los patdégenos de plantas, tiene la capacidad de atacar un gran nimero de
plantas de importancia agricola y ocasiona principalmente marchitamientos
vasculares, seguidos de la muerte de su hospedero (Nelson, 1981). El hongo se
caracteriza por producir colonias de crecimiento rapido y presenta tres tipos de

esporas: microconidias, macroconidias y clamidosporas.

Las microconidias son esporas unicelulares, sin septas, hialinas, de elipsoidales
a cilindricas, rectas o curvadas. Las macroconidias, son esporas de pared
delgada, fusiformes, largas, moderadamente curvadas, con varias células y de
tres a cinco septas transversales, con la célula basal elongada y la célula basal
atenuada. Las clamidosporas son esporas formadas a partir de la condensacién
de células de las hifas o de las macroconidias y se caracterizan por poseer
paredes bastante gruesas, lo que las hace resistentes a condiciones
ambientales desfavorables o a la ausencia de plantas hospedantes. Las
clamidosporas se forman simples o en pares, son terminales o intercalares y
son las principales responsables de la sobrevivencia del hongo en tejidos

muertos de plantas hospedantes o en el suelo (Nelson, 1981).
Clasificacion de F. oxysporum

La especie F. oxysporum pertenece al Phylum Ascomycota, Clase
Sordariomycetes, Orden Hipocreales y Familia Nectriaceae. Entre los hongos
filamentosos, el género Fusarium es uno de los mas importantes, fue descrito

por primera vez por Link en 1809 (Leslie et al., 2001).



Las formas especiales son cepas morfolégicamente indistinguibles que se

caracterizan por su adaptacion a diferentes hospedantes (Deighton et al., 1962).

La nomenclatura utilizada para designar a las formas especiales, es un trinomio
en latin, con el nombre de las especies, seguido de una referencia al huésped
al que parasitan, lo que ha llevado a muchos investigadores a pensar que
representan un grupo monofiletico natural, datos recientes demuestran que
dentro de algunas formas especiales de F. oxysporum existen aislamientos de
origenes independientes. Por lo tanto, la asociacion de determinadas cepas con
un hospedante no implica necesariamente una divergencia de caracter
monofiletico (Kistler, 2001).

Importancia de F. oxysporum en el cultivo de tomate

F. oxysporum ocasiona, la enfermedad conocida como marchitez vascular y ha
sido considerada como una de las enfermedades méas devastadoras en todas
las regiones donde se cultiva el tomate (Marlatt et al., 1996), el hongo afecta
directamente al sistema vascular de la planta, evitando el paso de nutrientes

esenciales para un buen desarrollo del cultivo.

La marchitez vascular es una enfermedad que puede ocasionar perdidas en la
produccion y el rendimiento del cultivo de tomate que van desde 60% hasta
100% (Hernandez, et al., 2014; Gonzalez et al., 2012).

Sintomatologia de F. oxysporum

Los dafios que ocasiona la marchitez vascular se presentan principalmente
cuando se tiene estrés hidrico, principalmente en la etapa de floracion y
fructificacion; el primer sintoma que se observaba sobre las plantas es el
amarillamiento de las hojas mas antiguas, extendiéndose a toda la planta,
ocasionando una clorosis que en ocasiones se presenta un solo lado (Ramirez,
1998).

Otro sintoma caracteristico es el color marron oscuro de los vasos que se

observaba al cortar transversalmente el tallo, esta necrosis se extiende hacia la



parte apical de la planta de acuerdo con la severidad de la enfermedad,
marchitando y matando a la planta. Las plantas més viejas pueden marchitarse
y morir repentinamente, sin embargo; muestran achaparramiento, epinastia,
amarillamiento de las hojas inferiores, marchitez en las hojas y tallos jovenes,
defoliacion, necrosis de hojas y finalmente la muerte de la planta (Sanchez,
1998).

Los sintomas que presentan las raices y tallos cuando son colonizados por esta
enfermedad se muestran como una pudricion necrdtica, se localiza
particularmente sobre las raices laterales mas pequefias; esto acelera el
marchitamiento del follaje. Cuando la planta muere, el hongo que se encuentra
sobre la superficie del tallo fructifica cuando se encuentra un ambiente hUmedo
(Valdez, 1999).

Medidas de Control empleadas para el control de Fusarium oxysporum en

el Cultivo de Tomate.
Control quimico

El control quimico se define como el uso de sustancias quimicas sintéticas, con
accion biosida, las cuales tienen el objetivo de eliminar o inhibir los patégenos
gue afectan a cultivos. Debido a la facilidad de uso, el control quimico ha sido
por muchos afios el mas utilizado para el control de fitopatdgenos sin embargo,
el abuso y uso excesivo de estas sustancias ha ocasionado que los
microorganismos desarrollen resistencia a los ingredientes activos, ademas de

afectar el medio ambiente y la salud humana (Jaramillo, 2007).

El uso indebido de los agroquimicos afecta y tiene un impacto ambiental
considerable, ya que puede dafiar organismos beneficios para el cultivo; asi
como la atmosfera, el suelo y cuerpos de agua. Se estima que el bromuro de
metilo, el cual es usado como fumigante de suelos en la agricultura, es
responsable del 5-10% del adelgazamiento de la capa de ozono (Ramirez y
Jacobo 2002); de igual forma los fungicidas quimicos tienden a tener una

residualidad en los alimentos, actualmente son cada vez mayores los



lineamientos de orden higiénico-sanitarias que se plantean, ya que los
fungicidas se presentan como potenciales agentes cancerigenos cuando son

aplicados a los cultivos.
Control bioldgico

Se define como el uso de organismos vivos 0 compuestos que sintetizan estos
para control de plagas como insectos, bacterias, hongos o malezas. Este tipo
de control tiene ventajas como: la especificidad en su actuacion, respeto al
medio ambiente, menor afectacién a la salud humana, ademas de que los
patégenos tienden a desarrollar menor resistencia (Fernandez y Juncosa,
2002). Dentro del marco de la agricultura organica los investigadores se han
enfocado en la blusqueda de nuevos compuestos para el control de
enfermedades cuya actividad sea segura y adecuada para el medio ambiente
(Bautista et al., 2004; Boyraz y Ozcan, 2006; Hernandez et al., 2007 e Igbinosa
et al., 2009).

Dentro del control biolégico, como una alternativa a los productos quimicos
para el control de hongos fitopatogenos, se encuentra el uso de
microorganismos, los mecanismos que estos presentan tienen que ver con su
propio metabolismo (solubilizando fosfatos, produciendo hormonas o fijando
nitrogeno), los cuales afectan directamente el metabolismo de la planta
(incrementando la toma de agua y minerales), mejorando el desarrollo radicular,
incrementando la actividad enzimética de la planta o propiciando que otros
microorganismos benéficos actien de mejor manera sobre las plantas (Bashan
y Holguin, 1998). Dentro de los microorganismos que producen fitohormonas en
su metabolismo se encuentra Botryodiplodia theobromae hongo capaz de
producir fitohormonas en un sistema de fermentacion liquida (Laredo et al.,
2017).

Botryodiplodia theobromae

B. theobromae es un hongo fitopatdgeno cosmopolita y tiene un amplio rango

de hospederos, incluidos monocotileddneas, dicotiledoneas y gimnospermas,



especialmente zonas tropicales y subtropicales que causa la putrefaccion de
una amplia gama de plantas y frutas (Goos et al., 1961; Verma y Singh, 1969;
Peterson, 1976; Gabr et al., 1990, Yaguchi y Nakamura, 1992; Husain y et al.,
1993). Es un hongo pleomorfico y ubicuo, por lo cual ha tenido mas de un
sinénimo (Abdollahzadeh et al., 2010; Wang et al., 2011).

Clasificacion taxonomica de B.theobromae (Schoch et al., 2006; Slippers et
al., 2013)

Phylum: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes

Orden: Botryosphaeriales
Familia: Botryosphaeriaceae

Presenta un estado sexual (teleomorfo) poco comun en el género
Botryosphaeria rhodina, sin embargo no existen descripciones recientes de su
estado sexual, por lo cual se ha reportado que éste tiende a desaparecer
(Phillips et al., 2008).

Las colonias de B. theobromae cultivadas en medios ricos en glucosa-peptona
o dextrosa-papa forman colonias abundantes de color verdinegro. Producen
conidias de tamafio de 22-33um de largo X 13-15 p de ancho, con
caracteristicas longitudinales, sin embargo las cepas aisladas varian
considerablemente en cuanto a las caracteristicas de crecimiento vy
esporulacion. Muchas de las cepas esporulan lentamente en los cultivos, y
algunas producen pocas esporas aun en cultivos viejos. Algunas de las cepas
forman picnidios simples, mientras que otras los forman en estromas (Goos et
al., 1961).

B. theobromae posee una gran capacidad para utilizar los carbohidratos como
unica fuente de carbono y energia, pues crece rapidamente en presencia de

altas concentraciones de almidon y sacarosa. Esto unido a su gran capacidad
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de penetracion en tejidos vegetales, explica la rapidez con que es capaz de
multiplicarse en los frutos y plantas (Wardlaw, 1932).

Actualmente B. theobromae es uno de los microorganismos mas estudiados
para la produccion de fitohormonas; se ha comprobado que es capaz de
producir fitohormonas de origen natural como acido jasmonico y acido

indolacético dentro de su metabolismo (Andolfi et al., 2014).
Fitohormonas de origen natural.

Una hormona vegetal es un compuesto organico que se sintetiza en alguna
parte de una planta y que se transloca a otra parte, en donde a concentraciones
bajas causan una respuesta fisioldgica. Se conocen alrededor de 400
reguladores de crecimiento vegetal, de estos se reporta que el 75 % son de
origen microbiano y el resto se obtiene por via quimica o son producidos por
plantas (Gross y Parthier, 1994). De acuerdo con la estructura y funcién
fisiologica, las hormonas han sido clasificadas en varios grupos que
comprenden a las auxinas, citoquininas (CK), acido abscisico (ABA), giberelinas
(GA), etileno, jasmonatos (JA), acido salicilico (SA), brasinosteroides,

poliaminas (Kamiya, 2010).

Las aplicaciones practicas de las fitohormonas son diversas y su uso en la
agricultura ha ido aumento. Debido a que existe un gran interés en desarrollar
una agricultura sostenible que sustituya la utilizacion masiva de plaguicidas,
fertilizantes y reguladores del crecimiento sintéticos por productos naturales, la
sintesis microbiolégica de fitohormonas puede constituir una alternativa viable
en el contexto de una agricultura ecologica sostenible ya que la aplicacion de
caldos de fermentacidon que contengan estos productos reduce el impacto
medioambiental y su obtencidon a escala industrial resulta econémicamente
atractiva. La eficacia de las fitohormonas de origen biol6gico se ha comprobado
en diversos estudios en los que se ha demostrado que su aplicacion produce un
aumento en los rendimientos y en la calidad de las cosechas (Frankenberger y
Arshad, 1995).
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Acido indolacético.

Estas hormonas son un grupo de compuestos que estimulan la elongacion de la
planta. El &cido inddlacetico (AIA) es una auxina que realiza la accion directa
sobre la elongacion y es la forma predominante, sin embargo, existe evidencia
reciente que sugiere la existencia de otras auxinas inddlitas naturales en las
plantas. Su funcion principal radica en determinar el crecimiento de la planta y
favorecer la maduracion del fruto. Las auxinas se sintetizan principalmente en el
tallo, en las yemas, las ramas jovenes y en general, en los meristemos a partir
del aminoacido tripté6fano. Ayudan a que los tallos débiles se desarrollen y que
formen raices adicionales de soporte para completar el sistema radicular
(Salisburi, 1994; Sommers et al., 2005).

El acido indolacético (AlIA) es una auxina natural presente en la mayoria de las
plantas, por lo que su aplicacion en la agricultura es muy frecuente. Frente a la
actual utilizacion de auxinas obtenidas por sintesis quimica, la sintesis
microbiolégica de estas sustancias resulta de gran importancia ya que la
aplicacion de caldos de fermentacién que contienen auxinas, puede constituir
una alternativa viable en el contexto de una agricultura ecolégica (Castillo et al.,
2005).

El &cido indolacético es la auxina mas activa, se le considera con formula
molecular C10HI9NO2 y masa molecular 175.19 Da. ElI AIA estimula el
crecimiento vegetal, observandose sobre el crecimiento de biomasa, altura de
los tallos, crecimiento del vastago principal y reduce el crecimiento de ramas
laterales (Koshiba, 1993).

Acido jasménico.

Este acido se aislo por primera vez en el afio de 1971 a partir de sobrenadantes
de cultivo del hongo Lasiodiplodia theobromae y fue identificado como un
potente inhibidor del crecimiento y senescencia de las plantas (Aldridge et al,
1971). A partir del afio de 1980 se demostraron otros efectos del acido

jasmonico (AJ), como el incremento de rendimientos en el cultivo de fresa, soya
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y cafia de azucar; estimulacion de la formacién de tubérculos (Koda et al, 1991);
maduracién de frutos en tomates y manzanas (Sembdner and Parthier, 1993) y
un especial papel en los mecanismos de defensa de las plantas (Kitahara et al,
1991).

Las fitohormonas pueden degradarse facilmente cuando se exponen a factores
ambientales como la luz y la temperatura, dando como resultado una pérdida de
actividad, en este contexto se han buscado alternativas que eviten la perdida de
ingrediente activo, la nanotecnologia resulta ser una tecnologia de gran ayuda
en la agricultura ya que proporciona materiales a nanoescala los cuales
mejoran la estabilidad y la actividad de agentes activos, mientras que al mismo

tiempo reducen los impactos ambientales. (Campos et al., Hofmann 2013).

La encapsulacién de agroquimicos puede ayudar a mejorar sus propiedades
fisicoquimicas y reducir problemas tales como la lixiviacion y aumentar la
biodisponibilidad y eficiencia del producto, al mismo tiempo reducir las
concentraciones requeridas y hace a los productos mas seguros a el medio
ambiente. Los sistemas en los que se emplea quitosan como encapsulante

tienen amplias aplicaciones en la proteccion de cultivos (Sarmento et., al).
Nanotecnologia

La nanotecnologia juega un papel importante a nivel mundial en investigacion,
desarrollo cientifico e industrial. Se trata de una tecnologia multidisciplinaria que
incluye la fisica, la quimica, la biologia, la ingenieria, la medicina, electronica, la
agricultura entre otras disciplinas (Prasad, et al.,, 2014). El término
nanotecnologia se refiere a una amplia area de la actividad tecnolOgica
enfocada en la ingenieria y la manipulacion de objetos a nanoescala de hasta
100 nm, es considerada como una tecnologia emergente; se orienta a la
caracterizacion, elaboracion y aplicacibn de materiales de dimensiones muy
pequeias en el rango de 1 a 100 nm (Yadollahi, et al., 2009). Un ejemplo del
uso de la nanotecnologia en la industria son las nanoparticulas de alginato y

guitosan (ALG/QS) y quitosan y tripolifosfato (QS/TPP) como portadores de
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farmacos y productos agroquimicos pueden prolongar la durabilidad y accién
del producto quimico activo y mejorar su estabilidad (Tripathy et al., 2012)
(Sarmento et al., 2006).

Nanotecnologia en la agricultura.

Actualmente la agricultura enfrenta varios problemas entre los que destacan:
bajo rendimiento de los cultivos, baja eficiencia en el uso de nutrientes, el
cambio climatico y la disminucion de la superficie agricola (Dubey y Mailapalli,
2016).

Las nanoparticulas ofrecen grandes ventajas como encapsulantés de
ingredientes activos, teniendo mayor capacidad de aplicacion dirigida,
conservacion del medio ambiente (aplicacion reducida), mayor biodisponibilidad
para alcanzar plagas especificas, menor riesgo para seres humanos y medio
ambiente (Beane, et al., 2005; Petrelli, et al., 2000; Van Balen, et al., 2006).

De acuerdo a esto, se han buscado y desarrollado nuevos nano materiales
basados en el uso de nano particulas metalicas, inorganicas y poliméricas que
pueden aumentar la productividad y aplicarse en nano sistemas inteligentes
para la captura e inmovilizacion de nutrientes y su gradual liberacion en el suelo
(Kottegoda, et al., 2011). Es precisamente el objetivo de la nanotecnologia
aplicada a la agricultura el formular productos con ingredientes activos de
tamafio nanométrico, lo cual hace que sean mas eficientes y de facil
disponibilidad, ademas de minimizar las pérdidas al aplicar el producto y reducir

el impacto al medio ambiente mediante el uso de biopolimeros.

La nanotecnologia ofrece grandes oportunidades para la obtencién de
productos y aplicaciones innovadoras en el sector agroalimentario. Estas
aplicaciones se estan estudiando y desarrollando e incluso utilizando en las
diferentes etapas de la cadena de produccion de alimentos desde la agricultura,

el procesamiento y el embalaje de alimentos (Berekaa 2015).
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Polimeros biodegradables

Los polimeros son macromoléculas formadas por cientos o miles de unidades
bésicas funcionales denominadas monomeros. Los polimeros pueden ser de
naturaleza sintética, artificial y/o natural; los biopolimeros, provenientes
directamente del reino animal o vegetal, presentan variadas propiedades y
usos, destacandose en el sector farmacéutico, alimenticio, textil y agricola
(Cabané et al., 2011).

Los biopolimeros pueden crear estructuras nuevas y sistemas de liberacion por
encapsulacion para proteger y liberar ingredientes bioactivos o funcionales tales
como lipidos, sabores, péptidos, proteinas, enzimas, fibra dietaria, minerales y
vitaminas e incluso farmacos usados en la industria y sus diferentes areas de
aplicacion (Takhistov et al. 2006, Salminen y Weiss 2014). Los biopolimeros

como alginato y quitosan resultan ser encapsulantes no toxicos.
Quitosano

El quitosano es un biopolimero catiénico lineal (Figura 1) que se obtiene por la
desacetilacion parcial de la quitina mediante hidrélisis alcalina a altas
temperaturas. Es no de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza. La
quitina, segundo biopolimero en abundancia después de la celulosa a nivel
mundial, es un polisacarido estructural del exoesqueleto de los crustaceos,
presente también en insectos, hongos, levaduras y moluscos. El quitosano
posee un numero variado de aplicaciones en diversas areas, dada su alta
biocompatibilidad y baja toxicidad (Mena et al., 2013, Fernandez et al., 2012,
Alburquenque et al., 2010, Sdenz et al., 2009, Neira et al., 2008, Gémez et al.,
2006, Neira et al., 2005). Algunas de las propiedades funcionales del quitosano,
tales como la biodegradabilidad, biocompatibilidad, mucoadhesion, capacidad
filmogénica, capacidad hemostatica, promotor de absorcion, actividad
antimicrobiana, anticolesterolémica y antioxidante han promovido su utilizacién
en varios campos distintos, como son agricultura, la industria y la medicina

(Salazar y Valderrama 2013).
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Figura 1. Estructura quimica de a) quitosano y b) alginato de sodio. (Neira-
Carrillo et al., 2013).

Alginato

El alginato es un biopolimero formado por &cido D-mannurénico y é&cido L-
gulurdnico unidos por enlace 1-4 (Figura 1). Es abundante en la naturaleza y se
puede encontrar como componente estructural de las algas marinas pardas y
como polisacarido estructural de bacterias (Draget, 2009). El alginato
comercializado se extrae de algas pardas como Laminaria hyperborea,
Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum, Laminaria
japonica, Eclonia maxima, Lessonia nigrescens, Durvillea antarctica y

Sargassum spp. (Lee, 2012).

La importancia de los alginatos viene dada por su capacidad para formar
hidrocoloides, es decir la capacidad de hidratarse en agua caliente o fria dando
lugar a soluciones muy viscosas, dispersiones o geles; son muy utiles como
espesantes, estabilizantes, gelificantes y formadoras de peliculas. Una de las

principales caracteristicas del alginato es su naturaleza anibnica, es decir,
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presenta numerosos grupos quimicos cargados negativamente, los cuales le
permiten formar geles en presencia de cationes divalentes como: calcio, bario y

estroncio (Egafia 2013).
Nanoencapsulacion

Se define a la nanoencapsulacion como la tecnologia de empaquetamiento de
nanoparticulas de solido, liquido o gas, también conocido como nucleo o activo,
dentro de un material secundario, denominado matriz o cubierta, para formar
nanocapsulas/nanoparticulas. EI ndcleo tiene el ingrediente activo

(medicamentos, perfumes, vitaminas agroquimicos etc.,).

Las aplicaciones mas comunes de la nanoencapsulacion son: alimentos
(encapsulando aromatizantes, edulcolorantes, lipidos, vitaminas y minerales),
Farmacia ( proteinas, antibiéticos, farmacos, enzimas), textil (tintes,
suavizantes de telas, retardantes de llama), pinturas (pigmentos, agentes
antiincrustantes, agentes anticorrosivos), cuidado personal (ingredientes
naturales, aceites esenciales, retinol) y agricultura (insecticidas (endosulfan),
herbicidas (fenamifos), feromonas, fertilizantes, pesticidas, microbicidas)
(Cano y Maspoch 2015). Las técnicas de micro-nanoencapsulacion se pueden
dividir en tres grupos: Procesos fisicos: secado por aspersion, procesos
quimicos: polimerizacion interfacial e inclusibn molecular, procesos

fisicoquimicos: coacervacion, liposomas y gelificccacion ionica.
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MATERIALES Y METODOS

Proceso de Fermentacion de B. theobromae Para la Produccion de
Fitohormonas.

Obtencion de la cepa de B. theobromae.

La cepa de B. theobromae se obtuvo a partir de la coleccién microbiologica del
laboratorio de Micologia y Biotecnologia del Departamento de Parasitologia de
la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. La cepa se aisloé a partir de
frutos de cacao procedente de la zona sureste de México (Laredo et al. 2017).
La conservacion, incremento y desarrollo del microorganismo se realiz

utilizando el medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA).

Produccion de fitohormonas mediante fermentacion liquida.

La fermentacion para obtener las fitohormonas AIA y AJ se realiz6 utilizando la
metodologia propuesta por Michelena (2001). Se usaron matraces Erlenmeyer
de 500 mL con 250 mL de medio Miersh (Sacarosa 50 g/L, KNO3; 3 g/L; MgSOa,.
7H,0 0.2 g/L; KCI 0.1 g/L; FeSO,. 7H,O 0.01 g/L; ZnSO,4 7H,O 0.01 g/L;
MnSO,4 0.001 g/L; NazMoO,. 2H,0 0.001 g/L; CuSO4. 5H,0 0.001 g/L y extracto
de levadura 0.1 g/Lmodificado). Los matraces con el medio de cultivo se
esterilizaron en autoclave a 15 Ib de presion durante 15 min y se inocularon con
tres porciones de micelio con medio de cultivo de 5 mm de didmetro de la cepa
de B. theobromae y se incubaron en completa oscuridad por 15 dias a

temperatura constante de 28 °C sin agitacion ni aireacion (Eng et al., 1998).

Identificaciéon de las Fitohormonas

La identificacién de las fitohormonas presentes en el caldo de fermentacion se
realizd por medio de cromatografia en capa fina (TLC), para la fase estacionaria
se utilizaron placas de alumino con gel de silice 60 F254 Dathe, (1981).

Cuantificacion de las fitohormonas.

Para la curva de calibracion se utilizé AlA grado reactivo de la casa comercial
Sigma Aldrich. La determinacién y cuantificacion de AIA y AJ. de la

fermentacion de B. theobromae se realizé inicialmente con una concentracion
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quimica del caldo microbiano, utilizando el sobrenadante del caldo al cual se le
agrego un volumen igual de acetato de etilo como solvente. Posteriormente la
concentracion del liquido se llevd a secado absoluto utilizando un liofilizador,
una vez que se obtuvo el material seco se suspendié en metanol y se realizo la
cuantificacion mediante la técnica de micro placa propuesta por Anguiano
(2017). Para la curva de calibracién se colocaron en la fila de una micro placa
100 pL de disolvente (metanol), posteriormente en la primera linea se
agregaron 100 pL de solucion stock a 100 ppm. Para obtener un primer punto
de 50 ppm, se mezcld y se transfiri6 100 L a la segunda linea (25 ppm). Este
procedimiento se siguid hasta la linea 11 que es la concentracion 0. Se afiaden
100 uL del revelador Salkowski a cada pocillo, se incuban durante 30 minutos y
se leen a 520 nm. Cada una de las determinaciones se realizd por triplicado
(Anguiano, 2017).

Medicién de &cido indolacético producida por la cepa de B. theobromae.

La concentracion de AlA que se obtuvo por medio de la fermentacion liquida de
B. theobromae se cuantifico en micro placa agregando 100 pl del caldo y se
mezclé con 100 pl del reactivo Salkowski, se incubaron durante 30 min y la
lectura se llevdo a cabo a 520 nm. Las concentraciones de auxina en los
sobrenadantes se calcularon utilizando la ecuacién de la curva de calibracion

con la R? mas alta.
Produccién de Nanoparticulas por Gelacion Inotrépica.

Para la produccion de las Np's se utilizd el método de pregelacion ionotropica
propuesto por Sarmento (2006); para esto se agregaron 3.75 mL de solucion de
CaCl, a 59 ml de solucién de alginato de sodio (0.037 % pH 4,9) con una
bomba peristaltica (Ismatec, EW-78000-03) bajo agitacién constante y vigorosa;
posteriormente con la misma bomba peristaltica se afiadieron 12.5 mL de
solucion de quitosano (0.07 %, pH 4.6) a la solucion de CaCl, y alginato de

sodio, y se mantuvo de nuevo en agitacion constante y vigorosa durante 90 min.
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Este procedimiento se realizé con la presencia de la hormona (AG/QS/AIA), con
el caldo microbiano (AG/QS/CALDO) y sin la presencia de la hormona (AG/QS).

Caracterizacion de las Nanoparticulas

Las Np’s con y sin la presencia de la hormona se caracterizaron en términos de
tamafo, distribucién y potencial zeta. Para las mediciones, las muestras se
diluyeron a una concentracion adecuada para el andlisis. Las diluciones se

realizaron con agua destilada.
Tamafio y dispersion dinamica de la luz

La distribucidon de tamafios de las nano particulas se determinaron mediante la
técnica de dispersion dindmica de la luz (NanoSight NS 300, Malvern) . Las
muestras se analizaron por triplicado a 25 ° C, con la luz dispersa detectada en

un angulo de 90 °.
Potencial zeta

Los valores del potencial zeta (mV) se determinaron con analisis por triplicado,

a 25 ° C, utilizando el equipo (ZETA- check, Colloid metrix).
Estabilidad quimica de los polimeros (pH)

Las mediciones de pH se usaron para evaluar la posible degradacion de los
componentes de las formulaciones, utilizando un potenciometro (ion meter 450,
Corning) el cual se calibr6 previamente. Las muestras se evaluaron por
triplicado, a 25 ° C.

Peso

Para la determinacién del peso se centrifugaron las Np’s al finalizar el proceso
de encapsulacion, posteriormente se liofilizaron para retirar el exceso de liquido
y asi lograr obtener las Np’s secas, finalmente estas se pesaron en una balanza

analitica.
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Estudio de la eficiencia de encapsulacion.

Para determinar la eficiencia de encapsulacion (EE) se centrifugo la solucion
con Np“s a 10 °C y 14000 rpm por 15 min, posteriormente se tomo una muestra
del sobrenadante y se liofilizo. Para determinar la concentracion de la hormona
en el sobrenadante; se realizé la lectura en un espectrofotometro UV- vis a una
longitud de onda de 520 nm, por triplicado. La eficiencia de encapsulacion se
evalué mediante las formulas propuestas por Wohlfart et al. (2011):

Peso de AIA cargado en Np's

EE% = 100
% Peso de AIA utilizado inicialmente X

LCY% = Peso de AIA en la formulacion. 100
°~ "Peso de AIA — NPs cargadas X

Evaluacion de la Actividad Biolégica de Np’s contra F. oxysporum.
Establecimiento del experimento

El experimento se establecié en una camara bioclimatica ubicada dentro de la
empresa Green Corps Biorganiks de México S.A. de C.V., al norte de la ciudad
de Saltillo, Coahuila, México, El experimento se realizdé durante el ciclo otofio-

invierno del 2018.
Material vegetativo

Se utilizaron plantas de tomate tipo Saladette variedad Rio Grande, estas
fueron utilizadas 30 dias después de la siembra y presentaban una altura de 10-

15 cm al momento del trasplante.
Disefio experimental

Se estableci6 un disefio experimental completamente al azar con nueve
tratamientos y seis repeticiones. Los tratamientos utilizados fueron: nano

particulas (Np’s) sin cargar, nano particulas con fitohormonas AIA y A.J. de la
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casa comercial de la casa Sigma Aldrich grado reactivo, nano particulas con el
caldo microbiano, asi como las fitohormonas y el caldo microbiano sin
encapsular; ademas de un testigo absoluto y un testigo inoculado. En el Cuadro
1 se pueden apreciar los tratamientos utilizados en este experimento. Todos los
datos de las variables evaluadas se sometieron a analisis de varianza y prueba

de comparacion de medias de Tukey (a=0.05).

Cuadro 1. Tratamientos empleados para determinar la efectividad
biolégica contra F. oxysporum bajo concentraciones controladas.

Tratamientos Concentracion

T1 Np’s sin cargar -

T2 Np’s con AJ reactivo 140 mg/L
T3 Np’s con AlA reactivo 140 mg/L
T4 Np’s con caldo microbiano 125 mg/L
T5 AJ reactivo 250 mg/L
T6 AIA reactivo 250 mg/L
T7 Caldo Microbiano 125 mg/L
T8 Testigo Absoluto -

Inoculacion y trasplante

Las plantulas de los tratamientos T1 al T7 y T9 fueron inoculados antes del
trasplante. Para esto, se les realizo un corte transversal de la parte apical de la
raices y posteriormente se colocaron por dos minutos en una solucion de
esporas de F. oxysporum a una concentracién de 1x10% enseguida las plantas

se colocaron en macetas previamente humedecidas.
Aplicacion de tratamientos

Los tratamientos se aplicaron con atomizadores de 500 ml. Se realizaron cuatro

aplicaciones, la primera se realizé al momento del trasplante, y posteriormente
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a los 15, 30 y 45 dias después de la primera aplicacion, estas se realizaron
directamente sobre el follaje de las plantas.

Variables evaluadas
Incidencia

Se consideré que una planta presentaba la enfermedad cuando empezé a
manifestar los sintomas y se le asigné una escala de la severidad. De esta
forma la incidencia fue el porcentaje de plantas enfermas en cada tratamiento.

Para esto se uso la siguiente formula:

No. Plantas Enfermas
%lI:

(100)

No. Total de plantas
Severidad

Esta variable se comenz6 a medir cuando aparecieron los primeros sintomas en
las plantas como amarillamiento de las hojas mas antiguas y plantas con
retraso en el crecimiento, para esto se utilizé la escala propuesta por Marlatt et

al. (1996) la cual se mide en un rango del 1 al 5, donde:

1= Sin sintomas

2= Clorosis ligera

3= Clorosis moderada y marchitamiento
4= Clorosis severa y marchitamiento

5= Muerte de la planta

Altura de planta

Esta se mido cada 15 dias usando una cinta métrica, para la medicion se tomo
en cuanta desde la superficie del sustrato hasta el punto de abscisién de la

altima hoja emergida.
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Didmetro de tallo

Esta variable se mido utilizando un vernier digital cada 15 dias, se tomo el tallo
a un centimetro del sustrato y se procedio a ajustar el vernier al tallo y se tomé

la lectura.
Clorofila en hojas y numero de hojas

Se utiliz6 un medidor de clorofila SPAD 502 marca Minolta, para esto se
selecciond una hoja de la parte inferior y se procedié a tomar la medida de la
clorofila. Para el nimero de hojas se llevd a cabo contando el nimero de hojas

por planta.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Hormonas Identificadas Procedentes de Fermentacion Liquida de B.
throbromae

Las hormonas presentes en el caldo de fermentacion liquido que se
identificaron fueron acido jasmoénico y &cido indolacético, las cuales se
identificaron por medio de cromatografia en capa fina (TLC) (Figura 2),

posteriormente se realizo la cuantificacion para el caso de AlA.

AIA A

Figura 2. Deteccion de fitohormonas acido jasménico y acido Indolacetico
presentes en el caldo con respecto al estandar.

Cuantificacion de &cido indolacético producido por la cepa de B.

theobromae.

La produccion de hormonas a partir de B. theobromae se logr6 mediante la
fermentacion liquida, en un medio rico en concentracion de hidratos de carbono.
De acuerdo a la cuantificacion de AIA obtenido por la cepa utilizada se
determind que esta produce en promedio una concentracién final de 125 ppm.
Investigaciones realizados han demostrado que la cepa de B. theobromae tiene
la capacidad de producir hormonas entre ellas se encuentra el acido
indolacético y el acido jasmonico, tal es el caso de Castillo et al. (2014) quienes
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realizaron un trabajo similar con dos diferentes cepas de B. theobromae y se

obtuvieron diferentes niveles de produccion de la hormona de AlA.
Caracterizacién de Nanoparticulas

Tamaio y dispersion dinamica de luz de Np’ (DLS)

El tamano de las Np’s (Cuadro 2), ALG/QS presentd valores de 123+23.5 nm,
para las NP’s de ALG/QS/AIA de 247+26.6 nm y finalmente para las Np’s de
ALG/QS/CALDO los valores obtenidos fueron de 220+10.10 nm (Figura 3), lo
que sugiere que posiblemente la adicion de la hormona sintética, asi como la
adicién del filtrado de caldo de fermentacion no afecto la estructura de las Np’s,
sin embargo, si aumento el tamafio en comparacién con las Np’s no cargadas.
Esto se debe a la interaccion que se dio entre los biopolimeros y las hormonas
adicionadas (Choe et al., 2005). Mediante el uso de la técnica de DLS se logré
determinar los valores de tamafo y dispersién. El valor medio de las Np’s es
tipico en este tipo de particulas (Grillo et al., 2014; Vimal et al., 2013). La
literatura menciona diferentes tamafios de Np’s de ALG/QS, utilizando la misma
técnica. Un ejemplo es lo reportado por Azevedo et al. (2016), quienes
obtuvieron Np’s con tamafios de 100-120nm, mientras que Rampino et al.
(2013), produjeron nano particulas de tamafio de 500 nm y 4000 nm las cuales
muestran tamafios mas grandes que los obtenidos en este trabajo. Esto pudo
deberse a la interaccion quimica que se produjo de los componentes que

utilizaron.

Cuadro 2. Valores obtenidos del tamafio de particula, potencial Zy DLS, de
Np’s formadas por ALG/QS, ALG/QS/AIA, ALG/QS/AJ y ALG/QS/CALDO.

ALG/QS ALG/QS/AIA  ALG/QS/AJ ALG/QS/CALDO

Tamaifio (nm) 123 +23.50 247 + 26.60 230+ 25.01 220 +£10.10
Potencial zeta -31.10+0.57 -30.33+2.30 30.00+2.10 33.63 +4.09

(mV)
pH 3.50+0.26  3.13+020  3.10+251  3.10+0.26
Peso (g) 0.08+0.01  0.10+169  0.11+009  0.37+0.46

+: Desviacion estandar.
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ALG/QS= Alginato/Quitosan

ALG/QS/AIA= Alginato/Quitosan/Acido Indolacetico
ALG/QS/AJ= Alginato/Quitosan/ Acido Jasmonico
ALG/QS/CALDO= Alginato/Quitosan/Caldo microbiano

‘Concentrabion (particies / mi)

J ‘
\ o pii )

g\ —

T T T T T T T T 1 2 - -

Seze (nm)

ncentra
a) FTLA Concentration / Size graph for Expenment b) Cagture 2018-08-12 15-00-13

ize g
C) d) Capture 2018-07-03 18-40-22

Figura 3. Andlisis de tamafio de particula utilizando las técnicas de
dispersion de luz dinamica (DLS). Las muestras fueron analizadas por
triplicado. (A. ALG/QS, B. ALG/QS/AIA, C. ALG/QS/CALDO, D. ALG/QS/AJ).

Potencial zeta

El estudio de caracterizacién de las Np’s comprobd que en promedio los valores
de potencial Zeta para las Np’s de ALG/QS fue de -31.1 mV (Cuadro 2). El
potencial zeta indica si las matriz tendra una buena estabilidad coloidal, ya que
las particulas con potenciales zeta por encima de +30 mV o por debajo de —30
mV generalmente se consideran estables (Silvia et al 2011). Las cargas se
relacionan con los componentes que fueron utilizados en la producciéon de las
Np’s. Se tienen reportes de que el potencial Zeta negativo de las Np’s de
ALG/QS es debido a los grupos carboxilo del alginato de sodio, los cuales se

encuentran ionizados a pH 4,9 (Costa et al, 2015). Las cargas que se
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esperaban en este trabajo fueron las resultantes ya que al tener carga negativa
muestran mayor estabilidad.

Estabilidad quimica de los polimeros (pH)

En relacidn a la estabilidad quimica de los polimeros evaluados en este trabajo
el pH final de las Np’s ALG/QS, ALG/QS/AIA, ALG/QS/AJ y ALG/QS/CALDO
fue de 3.50, 2.13, 3.10 y 3.10 respectivamente (Cuadro 2), siendo estos valores
similares entre ellos y sin ningln cambio significativo, lo que indica la ausencia

de hidrolisis de los sistemas utilizados.
Eficiencia de encapsulacién

La capacidad de las Np’s de alginato/quitosan para encapsular la hormona de
AlA asi como el caldo de fermentacion se evaluo a través de la determinacion
de la eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de carga (LC). La
eficiencia de encapsulacion de AlA en las Np’s fue del 90 %, lo que demuestra
que hubo una buena reaccion entre los biopolimeros utilizados para la
produccion de las NP’s. En relacidon a esto, Zhang et al. (2010), obtuvieron una
EE entre 58 y 80% y Azevedo et al. (2014) obtuvieron un 55% con respecto a
EE, los cuales son resultados menores a los obtenidos en la presente
investigacion. Los altos niveles de eficiencia de encapsulacion en biopolimeros
con sustancias bioactivas y el menor tamafio de las Np’s obtenidas en este
trabajo puede ser debido a la interaccion que se presenta entre los iones de

Ca,+ de las moléculas de alginato de sodio y quitosan (Melo et al., 2013).

Efectividad Biol6gica de Nanoencapsulados contra F. oxysporum en
Plantas de Tomate
Incidencia y Severidad
En relacion a la severidad e incidencia en planta, en este trabajo no se pudieron
evaluar utilizando las formulas y escalas planteadas, ya que no se presentaron
los sintomas caracteristicos del dafio causado por F. oxysporum. Esto pudo ser

debido a que la temperatura promedio registrada durante el bioensayo fue de
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20 °C; siendo inferior a la reportada por Cook y Baker (1983) quienes reportan

que la temperatura 6ptima para el desarrollo de F. oxysporum debe ser 28 °C.

Altura de planta

En relacién a la variable de altura de planta (Cuadro 3) los resultados obtenidos
indican que existio diferencia estadistica entre los tratamientos, se pudo ver que
todos los tratamientos indujeron una mayor altura en relacion al testigo
absoluto; siendo el tratamiento de AJ reactivo el que otorgd a la planta mayor
altura con 58.50 cm, seguido de Np’s con caldo microbiano y Np’s sin cargar y
55.30 cm. La mayor altura obtenida en los tratamientos pudo ser por la
aplicacion exdgena de acido jasmoénico debido a que las hormonas
pertenecientes al grupo de las citoquininas presentes en el caldo microbiano
ayudan al desarrollo celular en la promocion y diferenciaciéon de células,
obtenido asi una mayor altura (Laredo-Alcala et al., 2016); de igual manera se
tienen reportes de que el CaCl, usado en la produccion de las nano particulas
disminuye el estrés en plantas teniendo un incremento en la calidad y tamafio
de estas. Los resultados de este trabajo coinciden con el reporte de Santo et al.
(2017), quienes observaron que usando nano particulas de alginato y quitosan
para encapsular hormonas de crecimiento vegetal, se tuvo un mayor tamafio de

planta.
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Cuadro 3. Efectos de los diferentes tratamientos en plantas de tomate a los 45
dias después de la primera aplicacion.

Tratamiento Altura de Diametro de Numero de Clorofila*
planta* Tallo* Hojas*

Np’s sin cargado 55.30 BC 6.06 B 30.00 BC 41.80 B
Np’s con AJ grado reactivo 52.00 AB 6.11 B 30.00 BC 43.00 BC
Np“s con AlA grado reactivo 54.30 BC 5.49 A 33.00CD 48.82 CD
Np“s con caldo microbiano 55.30 BC 5.77 AB 33.00D 45.50 BCD
A.J. grado reactivo 59.00 C 6.19B 30.00 BC 49.63D
AlA grado reactivo 56.60 BC 6.74 C 32.00B 42.21 BC
Caldo microbiano 54.00 BC 5.86 AB 33.00 CD 46.13 BCD
Testigo absoluto 47.00 A 5,52 A 23.00 A 30.81 A

*: Valores con misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.0
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Figura 4. Altura de plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum,
tratadas con hormonas nano encapsuladas y sin encapsular.

Diametro de tallo
Los resultados obtenidos demuestran que estadisticamente se presentd un

mayor diametro de tallo (Cuadro 3) con el tratamiento AIA reactivo con 6.74
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mm, seguido de los tratamientos AJ reactivo, Np’s con AJ y Np’s sin cargar con
6.19mm, 6.11 mm y 6.06 mm respectivamente; en tanto que el testigo absoluto
presento un diametro de tallo de 5.52 mm. El incremento en el tallo por
aplicacion exdégena de acido indolacético puede ser debido a que fitohormonas
como el acido indolacético, promueven el desarrollo y aceleran la division
celular en plantas (Xu et al.,, 2012). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Hadi et al. (2010) quienes observaron un aumento en el
crecimiento de la planta, asi como un aumento en la biomasa por la aplicacion
en aspersion de acido indolacético. En cuanto a las nano particulas, el aumento
del didmetro puede ser debido a que el alginato estimula varios procesos
fisiol6gicos los cuales ayudan al crecimiento de la planta (Hussein y Hamideldin,
2014).
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Np'ssin  Np'sconAJ Np'scon AIA Np'scon Alreactivo AlAreactivo  Caldo Testigo
cargar reactivo reactivo caldo microbiano  absoluto
microbiano

Figura 5. Diametro de tallo de las plantas de tomate inoculadas con F.
oxysporum, tratadas con hormonas nano encapsuladas y sin encapsular.



31

Numero de hojas

En el caso de numero de hojas (Cuadro 3), el andlisis mostr6 que si existid

diferencia estadistica entre los tratamientos y el testigo absoluto. De los

tratamientos aplicados a las plantas de tomate, se observo que el Caldo

microbiano y las Np’s con caldo microbiano fueron los que indujeron una mayor

produccién de hojas en las plantas con 33.00 en ambos tratamientos, a estos le

siguieron Np’s con AIA reactivo y las Np’s sin cargar cada una con 32.00 y

30.00 respectivamente. Estos resultados coinciden con los reportados por

Garcia-Corzo et al. (2015), quien al utilizar diversas concentraciones de acido

indolacético, reportd un aumento en el nimero de hojas de Chamaedorea

oblongata.
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Figura 6. Numero de hojas de las plantas de tomate inoculadas con F.
oxysporum, tratadas con hormonas nano encapsuladas y sin encapsular.
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Clorofila en hojas

Finalmente, para esta variable, el andlisis demostré que, si se presento
diferencia estadistica entre los tratamientos (Cuadro 3), en este caso las plantas
tratadas con AJ reactivo, Np’s con AIA y caldo microbiano, fueron los que
indujeron mayor produccion de clorofila en las hojas con 49. 63, 48. 82 y 46. 13
respectivamente, todos los valores fueron mayores al testigo absoluto el cual
presenté 30.81. Esto puede ser debido a que la aplicacion exdgena de
fitohormonas acelera la actividad biologica de la enzima rubisco lo que ocasiona
un aumento en la actividad fotosintética y un incremento en la clorofila de las
hojas (Tucuch-Haas et al., 2015).
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Figura 7. Clorofila en hojas de las plantas de tomate inoculadas con F.
oxysporum, tratadas con hormonas nano encapsuladas y sin encapsular.
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CONCLUSION

Mediante la fermentacion en estado liquido de B. theobromae, se logré obtener,

identificar y cuantificar fitohormonas de origen microbiano.

El uso de los biopolimeros quitosan y alginato permitieron el desarrollo de
nanoparticulas cargadas con fitohormonas sintéticas y de origen microbiano con

caracteristicas estables, proporcionando una encapsulacion eficiente.

La evaluacion biologica bajo condiciones controladas (camara climatica) de
estas nanoparticulas usando plantas de tomate, presentaron en general un
efecto positivo de las Np's en el desarrollo de las plantas en relaciéon a un

testigo absoluto.

De acuerdo a estos resultados podemos mencionar que el sistema desarrollado
para la produccion de fitohormonas de origen microbiologico y de la produccion
de nanoparticulas para encapsular ingredientes activos son una opcién ideal y

pueden ser potencialmente eficientes para aplicaciones agricolas.



34

REFERENCIAS

Aldridge, D. C., Galt, S., Giles, D., and Turner, W. B. 1971. Metabolites of
Lasiodiplodia theobromae. Journal of the Chemical Society C: Organic,
1623-1627.

Andolfi A, Maddau L, Cimmino A, Benedetto T, Basso S, Deidda A, Serra S,
Evidente A. 2014. Lasio jasmonates A-C, three jasmonic acid esters
produced by Lasiodiplodia sp., a grapevine pathogen. Fitoquimica. 103;
145-153.

Bautista-Bafios, S., M. Hernandez and E. Bosquez. 2004. Growth inhibition of
select fungi by chitosan and plant extracts. Revista Mexicana de
Fitopatologia 22 (2): 178-186.

Campos, F. S., Franco, A. C., Oliveira, M. T., Firpo, R., Strelczuk, G., Fontoura,
F. E., and Silva, A. D. 2014. Detection of bovine herpesvirus 2 and bovine
herpesvirus 4 DNA in trigeminal ganglia of naturally infected cattle by
polymerase chain reaction. Veterinary microbiology, 171(1-2), 182-188.

Cook, R. J., and Baker, K. F. 1983. The nature and practice of biological control

Deighton, F. C., Stevenson, J. A., and Cummins, G. B. 1962. Formae speciales
and the code. Taxon, 11(3), 70-71.

Draget, K.I. 2009. Alginates: Handbook of Hydrocolloids, 2a. edicion.
Woodhead. Cambridge, 379-395.

Draget, K.l., Smidsrgd, O., Skjak-Braek, G. 2005. Alginates from algae, en
(Steinbuchel A., Rhee, S.K., eds.) Polysaccharides and Polyamides in the
Food Industry. Properties, production and patents. Wiley-VCH, Weinheim,
1-30.

Dubey, A. and Mailapalli, D.R. 2016p. Nanofertilisers, nanopesticides,
nanosensors of pest and nanotoxicity in agriculture. In Sustainable
Agriculture Reviews. Springer International Publishing. 307-330pp

Eng, F, M. Gutiérrez, E. Favela, 1998.Culture conditions for jasmonic acid and
biomass production by Botryodiplodia theobromae in submerged
fermentation. Process Biochemistry 33: 715-720.

Fernandez, C., y Juncosa, R. 2002. Biopesticidas: ¢la agricultura del futuro?.
Phytoma, 141, 14-19.

FIRA, Fideicomisos Instituidos en Relacién a la Agricultura. 2017. Panorama
Agroalimentario, Tomate Rojo.



35

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/200635/Panorama_Agro
alimentario_Tomate_Rojo_2016.pdf (Consulta, Octubre 2019).

Food and Agriculture Organization Corporate Statistical Database (FAOSTAT)
2018.

Frankenberger, W.T. and Arshad, M. 1995 Phytohormones in soils: microbial
production and function. Marcel Dekker, New York.

Garcia-Corzo P.G. 2015. Evaluacion de acidos idolacético e indolbutirico y
extracto de algas marinas sobre el desarrollo de follaje de xate jade
(Chamaedorea oblongata). Universidad Rafael Landivar. Tesis de
licenciatura. 53 pp.

Gonzalez, I., Arias, Y. and Peteira, B. 2012. Aspectos Generales de la
Interaccion Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici-Tomate. Rev.
Proteccion Veg 27(1): 1-7.

Gross, D., and Parthier, B. 1994. Novel natural substances acting in plant
growth regulation. Journal of plant growth regulation, 13(2), 93.

Hadi, F., Bano, A., and Fuller, M. P. 2010. The improved phytoextraction of lead
(Pb) and the growth of maize (Zea mays L.): the role of plant growth
regulators (GA3 and 1AA) and EDTA alone and in combinations.
Chemosphere, 80(4), 457-462.

Hernandez, A. N.; S. Bautista y M. G. Velazquez. 2007. Prospectiva de
extractos vegetales para controlar enfermedades postcosecha
hortofruticolas. Revista Fitotecnia Mexicana 30 (2): 119-123.

Hernandez-Martinez, R., Lépez-Benitez, A., Borrego-Escalante, F., Espinoza-
Veldsquez, J., Sanchez- Aspeytia, D., Maldonado-Mendoza, E. y Lépez-
Ochoa, L. 2014. Razas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en
predios tomateros en San Luis Potosi. Rev. Mex. Cienc. Agric. 5(7):
1169-1178.

Horinouchi T., Terada K., Higa T., Aoyagi H., Nishiya T., Suzuki H., Miwa S.
2011. Function and regulation of endothelin type A receptor-operated
transient receptor potential canonical channels. Journal of
Pharmacological Sciences 117: 295-306.

Hussein, O. S., and Hamideldin, N. A. H. L. A. 2014. Effects of spraying
irradiated alginate on Solanum tuberosum L. plants: Growth, yield and
physiological changes of stored tubers. Journal of Agriculture and
Veterinary Science (7), 1, 75-79.



36

Igbinosa, O. O.; E. O. Ighinosa and O. A. Aiyegoro. 2009. Antimicrobial activity
and phytochemical screening of stem bark extracts from Jatropha curcas
(Linn). African Journal of Pharmacy and Pharmacology 3 (2): 58-62.

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) Péagina sobre
exportaciones hacia otro paises. Consultado 14 Agosto 2017 Disponible
en: http://www.inegi.org.mx/default.aspx

Jaramillo, J. 2007. Buenas practicas agricolas en la produccién de tomate bajo
condiciones protegidas, Manual técnico. Convenio corpoica, Gobierno de
Antioquia, FAO. Colombia. 103pp.

Kah, M., and Hofmann, T. 2014. Nanopesticide research: current trends and
future priorities. Environment international, 63, 224-235.

Kistler, H. C. 2001. Evolution of the host specifity in Fusarium oxysporum.
Fusarium: Paul E. Nelson Memorial Symposium, pp. 70-96. Summerell,
A., Leslie, J. F., Badihouse, D., Bryden, W. L. and Burgess, L.W.

Kitahara, T., Kiyota, H., Kurata, H., & Mori, K. 1991. Synthesis of oxygenated
eremophilanes, gigantenone, phomenone and phaseolinone, phytotoxins
from pathogenic fungi. Tetrahedron, 47(9), 1649-1654.

Koda, Y., Kikuta, Y., Tazaki, H., Tsujino, Y., Sakamura, S., and Yoshihara, T.
1991. Potato tuber-inducing activities of jasmonic acid and related
compounds. Phytochemistry, 30(5), 1435-1438.

Koshiba, T., and Matsuyama, H. 1993. An in vitro system of indole-3-acetic acid
formation from tryptophan in maize (Zea mays) coleoptile extracts. Plant
Physiology, 102(4), 1319-1324.

Kottegoda, N., Munaweera, |., Madusanka, N., Karunaratne, V. 2011. A green
slow-release fertilizer composition based on urea-modified hydroxyapatite
nanoparticles encapsulated wood. Current Science (Bangalore). 101: 73-
78.

Lee K.Y. and Mooney D.J. 2012. Alginate: Properties and biomedical
applications. Prog Polym Sci 37: 106-126.

Leslie, J. F., Zeller, K. A., and Summerell, B. A. 2001. Icebergs and species in
populations of Fusarium. Physiological and Molecular Plant Pathology,
59(3), 107-117.

Manimaran, M. dub2015. A review on nanotechnology and its implications in
agriculture and food industry. Asian Journal of Plant Science and
Research. 5:13-15.


http://www.inegi.org.mx/default.aspx

37

Marlatt, M. L. J.; Correll, J. C.; Kaufman, P. and Cooper, P. E. 1996. Two
genetically distinct populations of Fusarium oxysporum. f. sp. Ivcopersici
race 3 in the United States. Plant Dis. 80(12):1336-1342.

Michelena, G., E. Carrera, A. Bell, B. Altuna, G. Almeida, 2001. Proceso de
separacion y decoloracion del &cido jasmodnico a partir de Botryodiplodia
theobromae cepa 715. Revista Tecnologia, Ciencia y Educacion del
Instituto Mexicano de Ingenieros Quimicos 16: 12-19.

Nelson, P.E. 1981. Life cycle and epidemiology of Fusarium oxysporum. En
M.E. Mace, A.A. Bell and e.H. Beckman (eds.). Fungal wilt diseases of
plants. Academic Press. New York. p. 51-80.

Nuruzzaman, M., Rahman, M.M., Liu, Y., Naidu, R. 2016. Nanoencapsulation,
Nano-Guard for Pesticides: A New Window for Safe Application. Journal
of agricultural and food chemistry. 64: 1447-1483. of plant pathogens.
American Phytopathological Society.

Prasad, T.N., Sudhakar, P., Sreenivasulu, Y., Latha, P., Munaswamy, V.,
Reddy, K.R., Pradeep, T. 2012. Effect of nanoscale zinc oxide particles
on the germination, growth and yield of peanut. Journal of plant nutrition.
35: 905-92.

Ramirez, V.J y Sainz, R.R. 2006. Manejo integrado de las enfermedades del
tomate 1lra. ED. Once Rios. México p.p. 19-160.

Ramirez, V.J. 1998. Enfermedades de la raiz en tomate. pp. 29-49. En: O.J.
Cruz, R. Garcia E. y A. Carrillo F. (eds.). Enfermedades de las Hortalizas.
Universidad Autbnoma de Sinaloa. Culiacan, Sinaloa, México. 255 p.

Ramirez, V.J. 1998. Enfermedades de la raiz en tomate. pp. 29-49. En: O.J.
Cruz, R. Garcia E. y A. Carrillo F. (eds.). Enfermedades de las Hortalizas.
Universidad Autbnoma de Sinaloa. Culiacan, Sinaloa, México. 255 p.

SAGARPA. 2010. Monografia de Cultivos: Jitomate. Consultado 20 Abril 2019.
Disponible en:
http://www.sagarpa.gob.mx/agronegocios/Documents/pablo/Documentos/
Monografias/Jitomate.pdf

Sanchez, C.M.A. 1998. Enfermedades causadas por hongos en tomate. pp. 17-
28. En: O.J. Cruz, R. Garcia E. y A. Carrillo F. (eds.). Enfermedades de
las Hortalizas. Universidad Autdbnoma de Sinaloa. Culiacan, Sinaloa,
México. 255 p

Santo Pereira, A. E., Silva, P. M., Oliveira, J. L., Oliveira, H. C., and Fraceto, L.
F. 2017. Chitosan nanopatrticles as carrier systems for the plant growth


http://www.sagarpa.gob.mx/agronegocios/Documents/pablo/Documentos/Monografias/Jitomate.pdf
http://www.sagarpa.gob.mx/agronegocios/Documents/pablo/Documentos/Monografias/Jitomate.pdf

38

hormone gibberellic acid. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 150,
141-152.

Sembdner, G. A. P. B., & Parthier, B. 1993. The biochemistry and the
physiological and molecular actions of jasmonates. Annual review of plant
biology, 44(1), 569-589.

Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). 2019. Anuario
Estadistico de la Produccién Agricola del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). Consultado 20 Abril 2019. Disponible
en http://infosiap.siap.gob.mx/aagricola_siap gb/ientidad/index.jsp

Tucuch-Haas, C. J., Alcantar-Gonzéalez, G., & Larqué-Saavedra, A. (2015).
Efecto del &cido salicilico en el crecimiento de la raiz y biomasa total de
plantulas de trigo. Terra Latinoamericana, 33(1), 63-68.

Valdez, L.J.D. 1999. Determinacion de la raza tres de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici causante de la marchitez en tomate, en el Valle de
Culiacan, Sinaloa. Tesis de Licenciatura, Facultad de Agronomia,
Universidad Autonoma de Sinaloa, Culiacan, Sinaloa, México. 39 p.

Vasquez-Ramirez, L. M., & Castafio-Zapata, J. 2017. MANEJO INTEGRADO
DE LA MARCHITEZ VASCULAR DEL TOMATE [Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (SACC.) WC SNYDER & HN HANSEN] UNA REVISION.
Revista UDCA Actualidad & Divulgacién Cientifica, 20(2), 363-374.

Xu, Y., Zhang, Y., Li, Y., Li, G., Liu, D., Zhao, M., and Cai, N. 2012. Growth
promotion of Yunnan pine early seedlings in response to foliar application
of IAA and IBA. International journal of molecular sciences, 13(5), 6507-
6520.

Yadollahi, A., Arzani, K., Khoshghalb, H. 2009. The role of nanotechnology in
horticultural crops postharvest management. In Southeast Asia
Symposium on Quality and Safety of Fresh and Fresh-Cut Produce 875.
49-56pp.

Wohlfart S, Khalansky AS, Gelperina S, et al. Efficient chemotherapy of rat
glioblastoma using doxorubicin-loaded PLGA nanoparticles with different
stabilizers. PLoS One. 2011;6:€19121.

Rohwer, C., J. Erwin, 2010. Spider mites (Tetranychus urticae) perform poorly
on and diperse from plants exposed to methyl jasmonate. Entomologia
Experimentalis et Applicata 1: 1-10.

Cabané P., Alvo A., Neira-Carrillo A., Caviedes P., Gac P. 2011.
Microencapsulacion de células y tejido para terapia celular. Revista
Chilena de Cirugia 63: 110-113


http://infosiap.siap.gob.mx/aagricola_siap_gb/ientidad/index.jsp

39

Egafia R. 2013. Preparacion de esferas de alginato purificado de origen
comercial y desde algas chilenas Lessonia nigrescens como implante
para terapia celular. Tesis de pregrado para optar al titulo de Médico
Veterinario (MDV).

Neira-Carrillo A., Vasquez-Quitral P., Paz Diaz M., Fernandez M.S., Arias J.L.,
Yazdani-Pedram M. 2012. Control of calcium carbonate crystallization by
using anionic polymethylsiloxanes as templates. J. of Solid State
Chemistry 194: 400-408.

Saenz L., Neira-Carrillo A., Paredes R., Cortés M., Bucarey S., Arias J. L. 2009.
Chitosan formulations improve the immunogenicity of a GnRH-I peptide
based vaccine. International Journal of Pharmaceutics 369: 64-71.

Mena J., Neira-Carrillo A., YazdaniPedram M., Kogan M. 2013. Capping gold
nanoparticles with modified chitosan polymers for biomedical
applications.

Neira-Carrillo A., Retuert J., Martinez F., Arias J.L. 2008. Effect of crosslinked
chitosan as a constrained volume on the in vitro calcium carbonate
crystallization. Journal of the Chilean Chem. Soc. 53: 1367-1372.

Almeida, G., M. Klibansky, B. Altuna, F. Eng, S. Legra, M. Armenteros, 1999.
Some considerations about the using of carbon sources in the production
of jasmonic acid. Revista Iberoamericana de Micologia 16: 166-169.

Romero C. 1993. Hongos Fitopatogenos. Universidad Autonoma Chapingo.
Direccion del Patronato Universitario. Pp 333.

Tucuch CFM, Palacios PA, Ku NR y Guzman EC. 2005. Ma-nejo del cultivo de
mango en el estado de Campeche. Cam-po Experimental Edzna, INIFAP.
Folleto Tecnico. Camoe-che, Camp., Mexico. 33-34.
http://www.cesix.inifap.gob.mx/frutalestropicales/articulos/37.pdf



http://www.cesix.inifap.gob.mx/frutalestropicales/articulos/37.pdf

ANEXOS

40



41

Anexo A.1. Promedio y Desvest de altura de planta de tomate (cm) tomada a los 15, 30y 45
dias en condiciones controladas.

15

TRATAMIENTOS DD1A 15 DD2A 15 DD3A

1. Np’s sin cargado 19.50 2.08 31.87 1.75 55.33 3.21
2. Np’s con acido

jasmonico 20.75 0.50 35.00 4.08 52.00 4.35
3. Np’s con &cido

indolacetico 21.30 1.62 37.50 2.38 53.25 3.59
4. Np's con caldo

microbiano 20.62 2.561 40.50 412 56.30 3.51
5. Acido jasmonico 19.87 1.43 42.50 1.77 58.50 1.73
6. Acido indolacetico 19.75 2.06 40.25 3.77 55.25 3.30
7. Caldo microbiano 24.25 3.59 36.00 2.00 53.75 2.21
8. Testigo absoluto 19.00 1.00 40.00 4.35 47.50 2.12

Anexo B. Promedio y Desvest de diametro de tallo (mm) de planta de tomate tomada a los 15, 30 y
45 dias en condiciones controladas.

TRATAMIENTOS 15 DDi1A 15 DD2A 15 DD3A

Np’s sin cargado 4.74 0.48 551 0.27 5.99 0.25
Np’s con &cido jasmonico 4.49 0.94 5.24 0.84 5.87 0.52
Np’s con acido indolacetico 4.28 0.54 5.14 0.31 5.51 0.37
Np’s con caldo microbiano 4.25 0.43 5.21 0.18 5.58 0.40
Acido jasmonico 4.92 0.25 5.65 0.68 6.00 0.48
Acido indolacetico 4.25 0.37 5.98 0.86 6.59 0.34
Caldo microbiano 3.71 0.26 5.34 0.48 5.62 0.57
Testigo absoluto 4.08 0.317 5.12 0.13 5.51 0.04

Anexo C. Promedio y Desvest de numero de hojas de plantas de tomate tomada a los 15, 30 y 45 dias
en condiciones controladas.

Tratamiento 15 DD1A 15 DD2A 15 DD3A

Np’s sin cargado 27.00 2.00 26.00 2.00 31.00 0.00
Np’s con acido jasmonico 19.00 3.00 23.00 4.00 30.00 2.00
Np’s con acido indolacetico 15.00 3.00 25.00 1.00 31.00 0.00
Np’s con caldo microbiano 16.00 3.00 23.00 4.00 32.00 0.00
Acido jasmonico 15.00 1.00 25.00 0.81 30.00 3.00
Acido indolacetico 15.00 4.00 22.00 1.00 29.00 1.00
Caldo microbiano 16.00 3.00 19.00 5.00 32.00 2.00

Testigo absoluto 16.00 2.00 20.00 2.00 26.00 2.00
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Anexo D. Promedio y Desvest de clorofila (Unidades SPAD) de plantas de tomate tomada a los 15,

30 y 45 dias en condiciones controladas.

Tratamiento 15 DD1A 15 DD2A 15 DD3A

Np’s sin cargado 33.66 4.14 36.26 1.93 37.26 5.56
Np’s con acido jasmonico 35.02 2.41 36.80 5.73 38.16 6.93
Np’s con acido indolacetico 32.35 4.23 31.70 5.29 45.72 6.35
Np’s con caldo microbiano 35.77 3.34 35.75 4.18 42.71 461
Acido jasmonico 32.35 9.12 36.16 5.47 47.18 3.92
Acido indolacetico 35.86 4.18 32.93 4.73 39.47 4.37
Caldo microbiano 33.96 2.84 34.02 4.41 46.26 4.89
Testigo absoluto 32.90 3.65 36.25 5.67 34.21 4.68




