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En la agricultura moderna el uso de los agroquimicos ha permitido un incremento en la
produccion; sin embargo, el monocultivo y uso indiscriminado de agroquimicos ha
reducido la diversidad del agroecosistema, causando una inestabilidad manifestandose
asi plagas y enfermedades en los cultivos. El objetivo del presente trabajo fue determinar
si la aplicacion del complejo alcohol polivinilico-quitosan-nanoparticulas de cobre
(PVA-Cs-NPs Cu) tiene un efecto en los mecanismos de defensa en las plantas de
tomate infectadas con Fusarium oxysporum (FOL). En la primera etapa se establecio una
prueba de inhibicion in vitro usando diferentes concentraciones del complejo PVA-Cs-
NPs Cu (2, 4, 6, 12, 24, 48, 96, 192, 384 mg L™) y alcohol polivinilico-quitosan (PVA-
Cs 250, 384 mg L™). Lo anterior para determinar el poder antiftingico del complejo. Para
la segunda etapa se establecieron dos cultivos de tomate hibrido cv. Cid F1, uno
sometido a estrés biotico, estas plantas fueron inoculadas con Fusarium oxysporum al
trasplante. Para activar el mecanismo de defensa los complejos alcohol polivinilico-
quitosan-nanoparticulas de cobre (PVA-Cs 500 mg L™ -NPs Cu 500 mg L™ y alcohol
polivinilico-quitosan (PVA-Cs 500 mg L) fueron aplicados de manera foliar, las
plantulas tuvieron una aplicacion dos dias previos al trasplante, posterior a esto se
aplicaron en intervalos de 20 dias iniciando después del trasplante con un total de 7
aplicaciones durante el ciclo. Se evaluaron variables agrondmicas, calidad de fruto,
severidad e incidencia, actividad de enzimas defensivas y la expresion del gen PR1. En
la primera etapa los complejos PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs controlaron efectivamente el
crecimiento in vitro del hongo. Para la segunda etapa las plantas sin estrés biético y con
la aplicacion de PVA-Cs-NPs Cu incrementaron las variables relacionadas con el vigor
en las plantas, rendimiento, nimero de frutos, peso promedio de frutos, peso fresco
aéreo, peso seco aéreo, peso fresco de raiz, la actividad de PAL en hoja y aumento la
expresion del gen PR1. En el cultivo inoculado con Fusarium oxysporum no se
encontraron diferencias para las variables severidad e incidencia de la enfermedad
provocada por FOL. El tratamiento FOL+PVA-Cs-NPs Cu incremento el peso promedio
de fruto y el peso fresco de la raiz. FOL+PVA-Cs increment0 la actividad de PAL en
hojas y la expresion del gen PR1. Se sugiere que PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs podrian
jugar un papel importante como potenciales inductores para mejorar la respuesta de

defensa en las plantas.
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Palabras clave: Nanoparticulas, estrés biodtico, bioestimulante, respuesta de defensa,
hongos fitopatogenos.
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In modern agriculture the use of agrochemicals has allowed an increase in production;
however, monoculture and indiscriminate use of agrochemicals have reduced the
diversity of the agroecosystem, causing instability, thus manifesting pests and diseases
in crops. The objective of the present work was to determine if the application of the
polyvinyl alcohol-chitosan-copper nanoparticles complex (PVA-Cs-NPs Cu) has an
effect on defense mechanisms in tomato plants infected with Fusarium oxysporum
(FOL). In the first stage, an in vitro inhibition test was established using different
concentrations of the PVA-Cs-NPs Cu complex (2, 4, 6, 12, 24, 48, 96, 192, 384 mg L™)
and polyvinyl alcohol- chitosan (PVA-Cs 250, 384 mg L™). The above to determine the
antifungal power of the complex. For the second stage, two hybrid tomato crops cv. Cid
F1, one subjected to biotic stress, these plants were inoculated with Fusarium
oxysporum at transplant. To activate the defense mechanism, the complexes polyvinyl
alcohol-chitosan-copper nanoparticles (PVA-Cs 500 mg L™-NPs Cu 500 mg L™) and
polyvinyl alcohol-chitosan (PVA-Cs 500 mg L™) were applied foliarly, the seedlings
had an application two days prior to transplantation, after which they were applied at
intervals of 20 days starting after transplantation with a total of 7 applications during the
cycle. Agronomic variables, fruit quality, severity and incidence, activity of defensive
enzymes and the expression of the PR1 gene were evaluated. In the first stage, the PVA-
Cs-NPs Cu and PVA-Cs complexes effectively controlled the in vitro growth of the
fungus. For the second stage, plants without biotic stress and with the application of
PVA-Cs-NPs Cu increased the variables related to plant vigor, yield, number of fruits,
average weight of fruits, fresh air weight, aerial dry weight, fresh root weight, leaf PAL
activity and increased expression of the PR1 gene. In the culture inoculated with
Fusarium oxysporum, no differences were found for the variables severity and incidence
of the disease caused by FOL. The FOL + PVA-Cs-NPs Cu treatment increased the
average fruit weight and the fresh root weight. FOL + PVA-Cs increased PAL activity in
leaves and expression of the PR1 gene. It is suggested that PVA-Cs-NPs Cu and PVA-
Cs could play an important role as potential inducers to improve the defense response in

plants.

Keywords: Nanoparticles, biotic stress, biostimulant, defense response, phytopathogenic

fungi.
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INTRODUCCION

En la agricultura moderna el uso excesivo de agroquimicos ha permitido un incremento
en la produccidn; sin embargo, sus efectos adversos impactan de manera significativa la
sostenibilidad de la agricultura. EI monocultivo y uso indiscriminado de agroquimicos
ha reducido la diversidad del agroecosistema, causando una inestabilidad
manifestandose asi plagas y enfermedades en los cultivos. Los hongos del género
Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas parasitando mas de 100 especies
de plantas gimnospermas y angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene
el hongo para vencer las defensas de las plantas. Las enfermedades y los agentes
abioticos que afectan a las plantas pueden interferir uno o varios de los cinco procesos
fisioldgicos basicos: 1) absorcion y transporte de agua y nutrimentos, 2) fotosintesis y
metabolismo, 3) transporte de fotosintatos, 4) desarrollo de frutos y 5) maduracion y
senescencia de tejidos.

La produccién de tomate es importante en México debido a que se encuentra en
continuo aumento la demanda y produccion del mismo, este cultivo se encuentra
afectado por la presencia de diversos microorganismos patdgenos los cuales son la
principal causa de las enfermedades, dentro de los cuales se destaca la presencia de
hongos. Una de las enfermedades de mayor importancia para este cultivo es la marchitez
vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) (Sacc.) Snyder y
Hansen, la cual puede causar pérdidas superiores al 50%. Esta enfermedad ha sido
identificada como una de las mas devastadoras en todas las regiones del mundo donde se
cultiva el tomate y es particularmente severa en areas con clima calido.

Los materiales metélicos tienen un papel muy importante en nuestra vida cotidiana, los
nanomateriales (<100nm) muestran propiedades fisicas y quimicas peculiares, debido a
su tamafio, area superficial y efectos cuanticos. La nanotecnologia ha sido ampliamente
explorada en el area de la quimica, fisica, biologia, medicina y las ingenierias, entre
otras disciplinas, y tiene el potencial para la creacion de productos que aporten
soluciones a problemas criticos dentro de la agricultura. Uno de los productos de la
nanotecnologia son los nanocompuestos que estan conformados por un metal, polimeros

y materia bioldgica que tienen un comportamiento multifuncional y son aplicados como



antisépticos entre otros, el desarrollo de la nanotecnologia dentro del campo de la
agricultura ha llevado al desarrollo de plaguicidas nanométricos con ingredientes activos
encapsulados. Los nanomateriales representa la nueva generacion de remediacion, ya
que pueden proveer soluciones a algunos de los retos mas importantes a nivel ambiental
como lo es la eliminacion de los plaguicidas convencionales que pueden ser muy
persistentes en el ambiente. EI Cu es un elemento toxico para los microorganismos ya
que posee la propiedad para adoptar distintos estados de reduccién tanto oxidativo como
Cu™ o en un estado reducido como Cu® esto le otorga un potencial redox, estas
transiciones de los iones libres da lugar a la generacion de radicales superéxido e
hidroxilo que pueden provocar lesiones a nivel del ADN, oxidacion de proteinas,
peroxidacion lipidica y generacion de ERO. Los cambios inducidos por metales en la
actividad metabdlica de las plantas se relacionan con la alteracion de la produccion de
pigmentos fotosintéticos, azlcares, proteinas y tioles no proteicos y con la estimulacion
del metabolismo de defensa. Los nanomateriales pueden penetran los tejidos vegetales y
esto puede ser explicado mediante estos mecanismos: uno de ellos es via apoplasto en la
raiz (entre las células o a través de heridas o en lugares donde la banda de caspary ain
no se ha formado), via simplasto (a través de las células via plasmodesmos
desplazandose a través del floema), formacién del poro (algunos nanomateriales pueden
alterar la membrana plasmatica, induciendo la formacion de poros para cruzar en la
célula y alcanzar directamente el citosol sin ser encapsuladas en cualquier organelo).

El quitosdn es un polisacarido lineal que se obtiene de la quitina (polimero
biodegradable que forma parte del caparazén de los crustaceos), es un copolimero lineal
formado por unidades de glucosamina en menor medida de N-acetil D-glucosamina
unidos por enlaces B 1-4. El quitosan posee un grupo amino (NH,"” que puede
interaccionar con la membrana celular de hongos que tienen carga negativa y como
resultado provocar el deterioro de las proteinas haciéndolos més susceptibles. La quitina
y el quitosan se han utilizado para el control de la enfermedad o la reduccion de su
extension, para quelatar los nutrientes y minerales y en la prevencion de patégenos o
para mejorar las defensas naturales de la planta. El quitosan induce respuestas de

defensa en monocotiledoneas y dicotiledoneas. Estas respuestas incluyen lignificacion,



activacion de quitinasa y glucanasa, biosintesis de fitoalexinas, generacion de ERO,
biosintesis del &cido jasmdnico y la expresion de genes relacionados con la defensa.

En cuanto a la aplicacion algunos estudios han demostrado que al aplicar
nanocompuestos con la técnica de aspersion o aerosol solo se pierde el 14.7% del
producto, en comparacion con la pérdida del 32.5% o més con los productos agricolas
convencionales. Por lo tanto, se desarroll6 este trabajo de investigacion, planteAndonos
la posibilidad del uso de un nanocompuesto para evitar el desarrollo de Fusarium

oxysporum que causa la enfermedad de la marchitez vascular.



OBJETIVO GENERAL

Determinar si la aplicacion del complejo de alcohol polivinilico (PVA)-quitosan (Cs)-
nanoparticulas de cobre (NPs Cu) induce cambios en los mecanismos de defensa en
plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum.

Objetivos especificos

e Evaluar el impacto del complejo PVA-Cs-NPs Cu sobre el desarrollo de la
enfermedad en plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum.

e Determinar el efecto del complejo PVA-Cs-NPs Cu sobre el crecimiento y
desarrollo de la planta y calidad de fruto.

e Evaluar la efectividad del complejo PVA-Cs-NPs Cu para modificar el contenido
de compuestos bioquimicos relacionados con la respuesta de defensa en plantas
de tomate inoculadas con F. oxysporum.

e Valorar el efecto del complejo PVA-Cs-NPs Cu en la expresion de genes
relacionados con la respuesta de defensa en plantas de tomate inoculadas con F.

oxysporum.

HIPOTESIS

La aplicacion del complejo PVA-Cs-NPs Cu producira una activacion de los
mecanismos de defensa en plantas de tomate infectadas con F. oxysporum que permitira

reducir la severidad de la enfermedad.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del tomate (Solanum lycopersicum L.)

México es el principal proveedor a nivel mundial de tomate con una participacion en el
mercado internacional de 25.11% del valor de las exportaciones mundiales. A pesar de
que durante el periodo 2003-2016 se experimentd una reduccion en la superficie
sembrada, presentd un crecimiento acumulado en la produccién (54.25%) y en las
exportaciones en fresco (77.87%), convirtiéndolo en uno de los cultivos con mayor
incremento en productividad. (Lopez Enrique et al., 2017). El tomate es un cultivo que
se desarrolla en todas entidades del pais; las cinco principales son Sinaloa (551 mil ton),
San Luis Potosi (296.8 mil ton), Baja California (225.9 mil ton), Zacatecas (185.2 mil
ton) y Michoacén (178.2 mil ton) (SAGARPA, 2016).

En México el consumo de tomate es diario, esto ha llevado a que el tomate sea uno de
los principales contribuyentes de nutrientes y antioxidantes en la dieta, ya que es rico en
potasio, acido folico, B-caroteno, vitamina C, flavonoides, fenoles, acido ascorbico y
licopeno. El consumo regular de tomates se ha correlacionado con la reduccion en el
riesgo de padecer una variedad de patologias como el céncer y enfermedades
cardiovasculares (Coronado et al., 2015; Gutiérrez Tlahque et al., 2019). Los beneficios
a la salud humana se asocian a los metabolitos antioxidantes presentes en el fruto que
pueden clasificarse como lipidicos e hidrosolubles, capaces de detoxificar las especies
reactivas del oxigeno y prevenir los cambios oxidativos en el cuerpo humano. El
licopeno es un carotenoide liposoluble que representa el 80% de los carotenoides totales
en los frutos de tomate y es el responsable de su color rojo. El B-caroteno es otro
carotenoide presente en los frutos de tomate, es un fotoprotector que actia en la
fotosintesis como un pigmento colector de luz en el fruto. Ambos carotenoides son
considerados excelentes antioxidantes principalmente a su capacidad de inhibir la accion
del oxigeno singlete, inhibir la oxidacion de lipidos y la capacidad de atrapar radicales
peroxilo (ROO¢) (LOpez-Palestina et al., 2017).

Limitantes en la produccion de tomate
La produccién de tomate en México es importante debido a que se encuentra en

continuo aumento la demanda y produccion del mismo. Sin embargo, en cuantiosas



ocasiones su rendimiento se ve mermado por la incidencia de diversas plagas y
enfermedades. El cultivo de tomate se encuentra afectado por la presencia de diversos
microorganismos patdgenos los cuales son la principal causa de las enfermedades,
dentro de estos se destaca la presencia de hongos (Martinez-Ruiz et al., 2016). Entre
2012 y 2015 se observd una mayor proporcion de la superficie establecida de este
cultivo con tecnologias de agricultura protegida (malla sombra e invernaderos), en
promedio del 25% de la superficie total. El incremento en la superficie con
infraestructura de agricultura protegida se atribuye principalmente al éxito en la cosecha
de tomate de calidad. La agricultura protegida ayuda a ejercer determinado grado de
control sobre los diversos factores bidticos y abioticos del medio ambiente, permitiendo
con ello minimizar las restricciones que las condiciones climaticas adversas tienen sobre
los cultivos (FIRA, 2016).

Entre los factores limitantes se encuentran los bioticos y abioticos, los factores abi6ticos
principalmente el medio ambiente pueden ejercer sobre las plantas un estrés ya sea por
altas y bajas temperaturas, lluvia, granizo, heladas entre otros, estas condiciones
pueden perjudicar el desarrollo de las plantas dando problemas como disminucion en la
produccion, retrasos en el crecimiento y generar las condiciones adecuadas para un
ataque por plagas y enfermedades (Jaramillo Norefia et al., 2012). Dentro de los factores
bidticos que estan dados por organismos patdgenos como bacterias, hongos, nematodos,
entre otros, traen consigo problemas fitosanitarios, estos se han acrecentado debido a la
falta de un diagndstico certero y oportuno que permita a los productores manejar
apropiadamente el impacto de las enfermedades. Tradicionalmente el diagnostico de las
enfermedades se llevaba a cabo con la observacion de los sintomas de la enfermedad, lo
cual no es lo mas apropiado ya que diferentes patégenos pueden provocar los mismos
sintomas para distintas enfermedades, o bien pueden deberse a un factor abiotico como
toxicidad por agroquimicos, deficiencia o exceso de minerales en la nutricion. El
diagnostico correcto del agente causal del problema es la clave para el manejo de la
enfermedad (Borboa Flores et al., 2009).



Importancia de Fusarium como fitopatogeno

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el
suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados oportunistas
(Tapia & Amaro, 2014). La morfologia de las colonias es muy variable y puede
presentar dos tipos: una de tipo micelial caracterizada por la produccion de abundante
micelio aéreo, algodonoso, con una coloracion variable, de blanco a rosado durazno,
pero usualmente con un tinte pdrpura o violeta mas intenso en la superficie del agar y
con pocas microconidias y otra de tipo pionotal con la formacion de poco o nulo micelio
aéreo y abundantes microconidias.

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas
parasitando mas de 100 especies de plantas gimnospermas y angiospermas, gracias a los
diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas de muchas plantas
(Palacio et al., 2014), tienen un micelio bien desarrollado, septado y conidi6foros
caracteristicos, aunque algunas especies tienen un talo unicelular. Son considerados
principalmente como hongos de campo, ya que causan un sinnimero de enfermedades
en cultivos. Sus dafios desencadenan en el hospedante una serie de afecciones
generalmente de caracter irreversible, originando pérdidas econdmicas considerables
(Villa-Martinez et al., 2015).

Una de las enfermedades de mayor importancia para el cultivo de tomate es la marchitez
vascular causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) (Sacc.) Snyder y Hansen, la
cual puede causar pérdidas superiores a 50%. Esta enfermedad ha sido identificada como
una de las mas devastadoras en todas las regiones del mundo donde se cultiva el tomate
y es particularmente severa en &reas con clima célido (Herndndez Martinez et al., 2014).
Las formas especiales de F. oxysporum se subdividen en razas fisioldgicas, con base en
su especificidad patogénica sobre determinadas variedades de una misma especie de
planta, actualmente se conocen cuatro razas de este patdgeno, razon por la cual las
pruebas de patogenicidad y las caracteristicas de virulencia de los aislamientos del
hongo son el principal criterio para diferenciar las formas especiales de F. oxysporum y
sus razas fisioldgicas (De Granada et al., 2001). El sintoma inicial de la infeccién por F.

oxysporum es el amarillamiento de las hojas mas viejas; dichos sintomas suelen afectar



solo un lado de la planta, y con frecuencia los foliolos a un lado del peciolo se vuelven
amarillos antes que los del otro lado. Esta marchitez va avanzando gradualmente en todo
el follaje, hasta que la planta muere. La coloracion amarillenta del sistema vascular en
los tallos es caracteristica de esta enfermedad, si se realiza un corte transversal en el tallo
se puede observar un oscurecimiento en los vasos (Martinez-Ruiz et al., 2016). Este
patdgeno causa pudricion radical y lesiones necroticas extensivas en el cuello y base del
tallo, marchitez y muerte. Las lesiones necroticas con frecuencia ascienden hasta 30 cm
a partir del cuello de la planta, las cuales mueren generalmente al inicio de la
maduracion de los frutos, causando la pérdida total de la produccion (Palacio et al.,
2014).

Para que la planta logre defenderse del patdgeno, se debe responder a la sefializacion de
la interaccion del hongo-planta, con la activacion de genes que le dan una respuesta
temprana a la planta, la descomposicion enzimética de barreras fisicas, asi como la
produccion de compuestos antifungicos y la activacion y muerte de células huésped
(Agrios, 2005). Algunas de las reacciones de la planta al detectar el ataque patdgeno son
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), el incremento en el flujo de Ca*?,
produccion de fitoalexinas y compuestos tales como lignina y callosa capaces de
reforzar la estructura de la pared celular (Garcia & Ruiz, 2005). El patron de infeccion
de las especies de Fusarium causantes de marchitez consiste en penetrar por la raiz y
colonizar en el tallo. Cuando los cultivares son resistentes la region de entrada del
patdgeno se restringe debido a la oclusion de los vasos por geles, deposiciones de calosa
y tilosa. En los cultivares susceptibles la colonizacion es continua debido a la
degradacion de los geles por efecto de enzimas pectoliticas del patogeno (Villa-Martinez
etal., 2015).

Mecanismos de control al estrés por patdgenos

Las plantas tienen que lidiar con diversos y complejos tipos de interacciones que
involucran numerosos factores ambientales. En el curso de la evolucion, han
desarrollado mecanismos especificos que les permiten adaptarse y sobrevivir a eventos
estresantes. La exposicion de las plantas al estrés bidtico y abiotico induce una

interrupcion en el metabolismo de las plantas, lo que implica costos fisiologicos (Rejeb



et al., 2014). De acuerdo a Borboa Flores et al. (2009), las enfermedades y agentes
abioticos que afectan a las plantas pueden interferir en uno o varios de los cinco
procesos fisiologicos basicos: 1) absorcion y transporte de agua y nutrimentos; 2)
fotosintesis y metabolismo; 3) transporte de fotosintatos; 4) desarrollo de frutos y 5)
maduracion y senescencia de tejidos.

Después de la exposicion al estrés abidtico y/o bidtico, canales de iones especificos y las
cascadas de la quinasa se activan regulando la respuesta a la acumulacién de hormonas
vegetales, las ERO, fitohormonas como el acido abscisico (ABA), el acido salicilico
(AS), el &cido jasmonico (AJ), y el etileno se acumulan actuando de forma sinérgica o
antagonicamente para regular la respuesta a patdgenos o estrés abidtico, una
reprogramacion de la maquinaria genética resulta en reacciones de defensa adecuada y
un aumento en la tolerancia de la planta para reducir al minimo el dafio biol6gico
causado por el estrés (AbuQamar et al., 2009; Rejeb et al., 2014). Las vias de
sefializacion de la respuesta de defensa esta mediada por dos formas de resistencia
sistémica, la Resistencia Sistémica Adquirida (RSA), mediada por el &cido salicilico
(AS) y la Resistencia Sistémica Inducida (RSI) mediada por el acido jasmonico (AJ) y el
etileno (ET) estos dos trabajando de manera cooperativa siendo generalmente
antagonicos a la via de sefalizacion de AS. Para el caso de RSA esta puede ser inducida
por un amplio nimero de elicitores biodticos o abidticos, por otra parte RSI puede ser
activada por bacterias colonizadoras de la rizosfera, por heridas provocadas por insectos
comedores o por heridas mecanicas. La red de sefializacion que la planta active depende
de la naturaleza del patégeno y el modo en el que puede infectar. Se han descrito
maultiples interacciones entre las rutas de sefializacion de AJ, ET y AS estas hormonas no
trabajan de forma aislada y regulan multiples procesos. Algunos estudios indican al gen
NPR1 como regulador de la sefalizacion tanto para RSA como de RSI. Este gen podria
activar de forma simultanea la RSA y RSI incrementando en la planta la capacidad de
defenderse (Laredo Alcala et al., 2017; Samaniego-Gamez et al., 2017).

La via de sefializacién de ET es capaz de activar los receptores de la cascada de quinasas
(MAPK) cuya sefial promueve el factor de transcripcion de respuesta a etileno (ERF1),
este regula la expresion genica de respuesta a patogenos (PR1, PR2, PR3, PR5) y la
represion de genes de respuesta a heridas. El gen ERF1 se induce sinérgicamente por las
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vias de sefializacion de AJ y ET, en este gen podria estar la clave del punto de
integracién entre AJ y ET para regular la respuesta a patégenos (Samaniego-Gamez et
al., 2017). Los jasmonatos se relacionan a procesos de respuesta de estrés en plantas,
estan implicados con la induccion de genes que activan la RSI, algunas de sus funciones
en este proceso de defensa es la de inhibir proteasas, lipasas entre otros. La sintesis de
AJ parte del &cido linolénico que al ser liberado genera sefiales que lo convierten en
jasmonatos. Entre las situaciones de estrés que regulan la producciéon de AJ estan las
heridas, exposicion a sequia, ataque por patdgenos y plagas. Los jasmonatos pueden
participar en diferentes procesos en la planta como crecimiento, maduracion de frutos,
formacion de yemas y flores. EI AJ y los jasmonatos (JAs) han demostrado inducir la
biosintesis de enzimas relacionadas con la resistencia en plantas tales como polifenol
oxidasas, fenilalanina-amonio liasa (PAL), entre otras (Robayo & Cabezas, 2014,
Laredo Alcalé et al., 2017).

En ataques por patgenos las plantas reconocen el gen de virulencia mediante receptores
especificos, esta interaccion provoca en el sitio de infeccion una explosion de ERO, la
induccion rapida de una respuesta hipersensible que implica la regulacién de la muerte
celular y la expresion de genes relacionados con la patogénesis. Posterior a estos eventos
las hojas sin infeccion exhiben un mayor nivel del gen PR y desarrollan una resistencia
de larga duracién llamada resistencia sistémica adquirida (RSA) (Yasuda et al., 2008).

Si las plantas sobreviven a un ataque inicial de patdgenos ya sean virus, hongos o
bacterias; pueden protegerse contra ataques posteriores de ellos. Se ha observado que el
primer patdégeno infectante, o algin dafio, “inmuniza” a la planta contra infecciones
posteriores. Obviamente, el primer patdogeno infectante, o un dafio, “indujo” la expresion
de reacciones de resistencia. Esta capacidad de las células para repeler los ataques
subsecuentes, se dispersa a través de toda la planta. A esta respuesta se le llama

resistencia sistémica adquirida (RSA) (Camarena-Gutiérrez & Torre-Almaréz, 2007).

Nanotecnologia en la agricultura
La nanotecnologia es el estudio de las propiedades de la materia a una escala
nanométrica (<100 nm). Los nanomateriales muestran propiedades fisicas y quimicas

peculiares, debido al efecto de tamafio, area superficial y efectos cuanticos. La
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nanotecnologia ha sido ampliamente explorada en el area de la quimica, fisica, biologia,
medicina y las ingenierias, entre otras disciplinas, la nanotecnologia tiene el potencial
para la creacién de productos que aporten soluciones a problemas criticos dentro de la
agricultura (Aguilar-Tapia & Zanella, 2017; Padilla-Vaca et al., 2018; R. Prasad et al.,
2017). Uno de los productos de la nanotecnologia son los nanocompuestos que estan
conformados por un compuesto metal, polimeros y materia biologica que tienen un
comportamiento multifuncional y son aplicados como antisépticos entre otros, el
desarrollo de la nanotecnologia dentro del campo de la agricultura ha llevado al
desarrollo de plaguicidas nanométricos con ingredientes activos encapsulados (Quintili,
2012). La formulacion de los llamados nanoplaguicidas se ha llevado a cabo debido a la
busqueda constante de mejorar la efectividad y liberacion de los compuestos activos, ya
que en los plaguicidas comunes esta influenciada por procesos naturales tales como la
evaporacion, la fotodegradacion, la hidrolisis, y otros como el pH del suelo y el
contenido de carbono. Del total de estudios para la formulacion de pesticidas el 30%
habla de fungicidas, algunos de los materiales mas usados son plata (Ag) y cobre (Cu)
por sus propiedades biocidas, se atribuye el incremento de la efectividad debido a su
gran area superficial ademas de tener una mejor adhesion a bacterias y hongos. Los
nanomateriales representan la nueva generacion de remediacion, ya que pueden proveer
soluciones a algunos de los retos méas importantes a nivel ambiental como lo es la
eliminacién de los plaguicidas convencionales que pueden ser muy persistentes en el
ambiente (Robles & Cantl, 2017). En cuanto a la aplicacion algunos estudios han
demostrado que al aplicar nanomateriales con la técnica de aspersion o aerosol solo se
pierde el 14.7% del producto, en comparacion con la pérdida del 32.5% o mas con los

productos agricolas convencionales (Lira Saldivar et al., 2018).

Absorcién de nanoparticulas en las plantas

La absorcion de las nanoparticulas (NPs) en la planta no es solo afectada por varios
factores relacionados con la naturaleza del nanomaterial, sino también con la fisiologia
de la planta y la interaccion del nanomaterial con el medio ambiente. De los factores
relacionados con la naturaleza de los nanomateriales el tamafio parece ser una de las

principales restricciones para la penetracion en los tejidos vegetales, algunos informes
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mencionan 40-50 nm como un maximo en las dimensiones que permiten a las
nanoparticulas moverse y acumularse dentro de las células (Pérez-de-Luque, 2017).
Existen diferentes mecanismos que explican como los nanomateriales penetran los
tejidos vegetales uno de ellos es via apoplasto en la raiz (entre las células o a través de
heridas o en lugares donde la banda de caspary ain no se ha formado), via simplasto (a
través de las células via plasmodesmos desplazandose a través del floema), formacion
del poro (algunos nanomateriales pueden alterar la membrana plasmatica, induciendo la
formacion de poros para cruzar en la célula y alcanzar directamente el citosol sin ser
encapsuladas en cualquier organelo) (Pérez-de-Luque, 2017; Schymura et al., 2017).
Zhu et al. (2008) evaluaron en plantas de Cucurbita méxima NPs Fe3O4 con un didmetro
de 20 nm estas fueron expuestas a una concentracion de 0.5g/L, estas fueron absorbidas
a través de la raiz y traslocadas a traves de los tejidos vegetales encontrandose que el
45.5% de estas se acumularon en la raiz y solo el 0.6% se traslocaron a las hojas. Lin et
al. (2009) evaluaron la captacion y traslocacion de nanomateriales de carbono en plantas
de arroz, descubriendo que estos podian facilmente tomarse en las raiz y ser trasportado
a los brotes, de igual manera demostraron que al ser suministrados por la hoja podian ser
potencialmente transportados desde las hojas hasta la raices a través del floema. En otro
ensayo se investigo la absorcion de NPs ZnO en Lolium perenne, en este no notaron una
translocacion ascendente de la raiz a los brotes, adhiriéndose principalmente a la raiz y
observandose también en el apoplasto y protoplasto de la endodermis en la raiz y la
estela (Lin & Xing, 2008). Lee et al. (2008) evaluaron la absorcion y acomulacion de
NPs Cu en frijol y trigo, encontrando una relacion entre la concentracion y la
acomulacién, las concentraciones de NPs mas altas dieron como resultado una mayor
absorcion y acumulacion en los tejidos vegetales. Ma et al. (2010) utilizaron NPs Ag en
A. thaliana encontrando que las raices pueden absorber NPs Ag de hasta 40 nm y
ademas ser transportadas hasta los brotes, aunque estas mayormente se acumularon en la
raiz y fueron secuestradas en la columela. Etxeberria et al. (2006) evaluaron la absorcién
de NPs en células de Ficus sycomorus encontrando NPs de 40 nm de tamafio
almacenadas en las vacuolas, pero las NPs de tamafio de 20 nm permanecian en los
compartimentos membranosos citoplasmaticos, ellos plantean que las NPs pueden pasar

a través de la membrana plasmaética.
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Nanoparticulas de cobre y su accion antifungica

Las nanoparticulas de cobre (NPs Cu) han atraido mucha la atencion en los Gltimos afios
por ser un metal semiconductor, por sus propiedades fisicas, quimicas, antimicrobianas,
y por las extensas aplicaciones en nanocompuestos poliméricos, ademas de su bajo costo
y gran abundancia (Betancourt-Galindo et al., 2014; Sierra-Avila et al., 2018).

El cobre ha sido de interés particular porque a diferencia de otros metales
antimicrobianos, presenta un amplio espectro de accion contra bacterias y hongos. La
eficacia del Cu depende de las condiciones del medio ambiente, la concentracion de
iones de Cu y el tipo de microorganismos. Dada la efectividad del Cu contra organismos
patégenos asociados con enfermedades de plantas y animales, ha sido utilizado
ampliamente en el sector agropecuario como pesticida desde hace miles de afios y
ultimamente como promotor de crecimiento vegetal (Jaiswal et al., 2012).

Las NPs Cu-quitosan se han utilizado para evaluar la accién antifngica en tomate
(Solanum lycopersicum Mill). El tratamiento con NPs Cu-quitosan demostré un efecto
importante en el desarrollo del tomate, tanto en la germinacion, como el desarrollo de las
plantulas, peso seco y peso fresco. El crecimiento micelial in vitro y la germinacién de
las esporas de A. solani y F. oxysporum se inhibi6 eficazmente en las concentraciones
0.10 y 0.12% de NPs de Cu-quitosan. La sintesis de NPs Cu-quitosan abre la posibilidad
para su uso contra hongos y enfermedades a nivel de campo abierto (Saharan et al.,
2015).

En un ensayo in vitro se evalué el efecto antifingico de NPs Cu contra Fusarium spp. El
tratamiento en una concentracién de 450 ppm inhibié el desarrollo de las colonias
fangicas (Viet et al., 2016). Shende et al. (2015), evaluaron la efectividad de NPs Cu
contra el desarrollo micelar de Fusarium oxysporum, el cual mostro ser susceptible al

tratamiento.

Quitosan y sus propiedades antifungicas
El quitosdn es un polisacarido lineal que se obtiene de la quitina (polimero
biodegradable que forma parte del caparazén de los crustaceos) parcialmente

desacetilada y es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza, es un
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copolimero lineal formado por unidades de glucosamina en menor medida de N-acetil
D-glucosamina unidos por enlaces B 1-4 (Rodriguez-Pedroso et al., 2009).

La quitina y el quitosan han demostrado propiedades antivirales, antibacterianas y
antifangicas y han sido exploradas para usos agricolas. Se han utilizado para el control
de la enfermedad o reducir su extension, para quelatar los nutrientes y minerales,
prevencion de patégenos o para mejorar las defensas naturales de la planta. Al mejorar
las defensas de la planta, el quitosan induce respuestas de defensa en monocotiledoneas
y dicotiledoneas. Estas respuestas incluyen lignificacion, activacion de quitinasa y
glucanasa, biosintesis de fitoalexinas generacion de ERO, biosintesis del &cido
jasmonico, salicilico y abscisico y la expresion de genes relacionados con la defensa (EI
Hadrami et al., 2010).

Sathiyabama & Parthasarathy (2016), evaluaron la actividad antifdngica de NPs
quitosan contra algunos hongos fitopatdégenos, Fusarium oxysporum f. sp. ciceri,
Pyricularia grisea y Alternaria solani por el método de difusion de disco encontrando
que el crecimiento in vitro de los hongos fue controlado significativamente por las NPs
quitosan en una concentracion de 100 pg. Por otra parte Xing et al. (2016), evaluaron el
efecto sobre el crecimiento del micelio de hongos fitopatdgenos en un ensayo in vitro en
medio PDA que contenian distintas concentraciones de NPs quitosan (0.5, 1 y 2 mg/ml)
mostrando un efecto inhibitorio que se incrementd a medida que aumentaba la

concentracion de NPs de quitosan.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar del experimento

La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal, y en un
invernadero de tipo tdnel sin control ambiental con cubierta de polietileno orientacion
sur-norte que se localiza en las coordenadas 25°21'27.17” latitud norte y 101° 2'00.16”
longitud oeste, a un altitud 1763 msnm. Ambos estan ubicados en el Departamento de
Horticultura en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila. El
estudio consto6 de dos etapas que se describen a continuacion.

El complejo PVA-Cs-NPs Cu utilizado en el estudio fue sintetizado en el Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) utilizando la siguiente metodologia, la
solucion de Cs al 0.5% (p/v) se preparé disolviendo 5.0 g de Cs en una solucion de &cido
acetico al 1% (v/v), la cual se mantuvo en agitacion a una temperatura de 60°C y se
afor6 a 1 L con agua destilada y se filtr6 al vacio con embudo Buchner. Para la
preparacion del PVA 1% (p/v), a 600 mL de agua destilada se le adicion6 1 mL de acido
acético, 10 g de PVA y se afor6 a 1L, se mantuvo en agitacién a una temperatura de
60°C hasta su disolucién. Para la preparacion de PVA-Cs, se colocd 250 mL de PVA
1% (p/v) en agitacion mecanica a 558 rpm, se adicion6 250mL de la solucion Cs 0.5%
(p/v) y se dejo agitando por una hora a temperatura ambiente (25+2 °C). Para la
preparacion del complejo PVA-Cs-NPs Cu, se mezclé 1.5 L de PVA al 1% (p/v) con 1.5
L de Cs al 0.5% (p/v) mediante una agitacion mecanica a 500 rpm por una hora. Las NPs
Cu (1.85 g) se molieron previamente en un mortero con 3 mL de Agrex y posteriormente
se adiciond a la solucion PVA-Cs, la mezcla se agitd a 500 rpm por dos horas a
temperatura ambiente (252 °C) (Figura 1). Las NPs Cu fueron obtenidas de acuerdo al
procedimiento reportado por Sierra-Avila et al. (2014), presentaron forma esférica y un

tamafo de particula promedio de 50 nm.



16

‘ Complejo PVA-Cs ‘ ‘ Complejo PVA-Cs-NPs Cu ‘
‘ 250 Cs |
T 0.5% ()
1% (p/v) - ,; | 1.5L Cs0.5%

1.5LPVA 1% (p/v)

‘ T=25°C ‘ | E

300 rpm
‘ T=23°C
t=1h =

1.85gNPsCu ‘

500 rpm y
‘ T=25°C | ¢ G ]
—an = |  G—

Figura 1. Representacion de la metodologia empleada para la preparacion de los
complejos PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs.

Primera etapa

En esta etapa se desarroll6 una prueba in vitro con el objetivo de evaluar diferentes
concentraciones del complejo y determinar si éste mostraba un efecto antifingico en F.
oxysporum, ademas se evaluaron estas concentraciones en plantulas de tomate (Cid F1)
y se observo si se presentaban sintomas de fitotoxicidad, ambas pruebas con la finalidad
de obtener la mejor concentracién para inhibir el crecimiento micelial y mejorar las
caracteristicas de desarrollo en las plantulas de tomate.

En la primera etapa se desarrollé una prueba in vitro usando la técnica de medio
envenenado de Saharan et al. (2013), utilizada para medir el poder antifungico del
complejo. Se evaluaron diferentes concentraciones del complejo PVA-Cs-NPs Cu (2, 4,
6, 12, 24, 48, 96, 192, 384 mg L), PVA-Cs (250, 384 mg L™), y un testigo absoluto. Se
prepar6 medio PDA con las diferentes concentraciones de PVA-Cs-NPs Cu, PVA-Cs y
TO por separado. Se vertieron en cajas Petri se tomd un explante de micelio de F.
oxysporum de 8 mm de diametro de 15 dias de crecimiento procedente de una cepa del
CICY Mérida, Yucatan (proporcionada por la empresa Biocampo) y se colocé al centro

de las cajas Petri. Todas las cajas Petri se incubaron a 28°C durante 7 dias, se registro el
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crecimiento radial del micelio cuando el tratamiento testigo cubri6 la totalidad de la caja
Petri. Todos los tratamientos constaron de ocho repeticiones. El crecimiento micelial en
las cajas Petri de los tratamientos se compar0 con el testigo (sin complejo), para calcular
la inhibicion del crecimiento del micelio patogeno, se utilizé la formula dada por
Vincent (1947). La cual se describe a continuacion:

Inhibicién = %

Donde MC es el crecimiento de micelio en el control, MT es el crecimiento del micelio
en el tratamiento. Multiplicado por 100 para convertirlo en porcentaje (Saharan et al.,
2013).

Para la prueba de fitotoxicidad se trasplantaron plantulas de tomate hibrido tipo saladette
de crecimiento indeterminado cv. El Cid F1 (Harris Moran® Seed Company) en vasos de
poliestireno de 1 L de capacidad con una mezcla de sustrato perlita-peet moss en una
proporcion 1:1 (v/v). Se aplicaron los complejos via foliar en diferentes concentraciones
PVA-Cs-NPs Cu (2, 4, 6, 12, 24, 48, 96, 192, 384 mg L™), PVA-Cs (250, 384 mg L), y
un testigo absoluto.

Para determinar el efecto de los tratamientos en las plantulas de tomate se evaluaron las
variables relacionadas al desarrollo como altura de planta, diametro de tallo y nimero
de hojas. Se evalué también la fitotoxicidad del cultivo con la escala propuesta por la

Sociedad Europea de Investigacion de Malezas EWRS (Champion, 2000).

Tabla 1. Escala propuesta por la EWRS para evaluar el control de malezas y la

fitotoxicidad al cultivo causado por herbicidas.

Valor Control de Efecto en maleza Toxicidad al Efecto en el cultivo
maleza (%) cultivo (%)
1 99.0-100.0 Muerte 0.0-1.0 Sin efecto
2 96.5-99.0 Muy buen control 1.0-35 Sintomas muy ligeros
3 93.0-96.5 Buen control 3.5-7.0 Sintomas ligeros
4 87.5-93.0 Control suficiente 7.0-12.5 Sintomas evidentes sin efecto
en rendimiento
5 80.0-87.5 Control medio 12.5-20.0 Dafio medio
6 70.0-80.0 Control regular 20.0-30.0 Dafio elevado
7 50.0-70.0 Control pobre 30.0-50.0 Dafio muy elevado
8 1.0-50.0 Control muy pobre 50.0-99.0 Dafio severo
9 0.0-1.0 Sin efecto 99.0-100.0 Muerte
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Segunda etapa

Consistié en la aplicacion foliar del tratamiento a una concentracién de 500 mg L™,
tomando en cuenta que ningun tratamiento causo fitotoxicidad en plantulas y de acuerdo
a la literatura (Rodriguez-Romero et al., 2019; Saharan et al., 2015) se decidié evaluar
esa concentracion. Esta prueba se establecié inoculando plantas con F. oxysporum, se
evaluaron pardmetros agrondémicos y de calidad de fruto, asi como la actividad de
enzimas relacionadas con la respuesta de defensa, componentes antioxidantes, incidencia
y severidad por el dafio de F. oxysporum Yy un analisis de expresion génica.

Se establecid la prueba con plantas de tomate hibrido tipo saladette de crecimiento
indeterminado cv. Cid F1 (Harris Moran). Las plantulas se trasplantaron a bolsas de
polietileno negras de 14 L de capacidad con una mezcla de sustrato perlita-peet moss en
una proporcion 1:1 (v/v). Las plantas se manejaron a un tallo y se realizaron todas las
labores culturales. Para la nutricion del cultivo se utilizé solucion tipo Steiner (Steiner,
1961), manejando la concentracion de acuerdo a la etapa fenoldgica del cultivo. Los
tratamientos usados consistieron en las siguientes aplicaciones: PVA-Cs 500 mg L™*-NPs
Cu 500 mg L™, PVA-Cs 500 mg L™ y un testigo absoluto (T0). Para la evaluacion de la
actividad de induccion de resistencia en plantas del complejo se inocularon las plantas
con F. oxysporum (FOL) los tratamientos consistieron en las siguientes aplicaciones:
FOL+PVA-Cs 500 mg L™*-NPs Cu 500 mg L™, FOL+PVA-Cs 500 mg L™ y un testigo
patdgeno (FOL TO0). Las aplicaciones de los tratamientos fueron via foliar, las plantas
tuvieron una aplicacion de los complejos 48 horas previo al trasplante posterior a esto se
aplicé en intervalos de 20 dias iniciando después del trasplante.

El inoculo se realizd de la siguiente forma, se dejo crecer el patdgeno en cajas Petri con
medio PDA (dextrosa 20 g L1, infusiéon de papa 4 g L1 y agar 15 g L'1) durante 15
dias a 28°C, se tomaron las cajas Petri y se mezclé con agua destilada estéril, se raspo el
micelio y a continuacion la mezcla se filtr6 con gasas estériles y se cosecho el micelio.
Se concentro todo el liquido de las cajas Petri, y se realizé un conteo de esporas en una
camara de Neubauer para ajustar a una concentracion de 1x10° esporas mL™.

Para las plantas correspondientes a los tratamientos con FOL fueron inoculadas al
momento del trasplante con una solucién ajustada a 1x10° esporas mL™, la inoculacién

se llevo de la siguiente manera, se extrajo la plantula de la charola de germinacion y se
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hizo un corte en la raiz, se dejaron sumergidas en la solucion de esporas durante 30
minutos, esto porque al provocar heridas se favorecio la adherencia de las esporas a la
raiz y por lo tanto la infeccion, posterior a este periodo las plantulas fueron trasplantadas

y se aplicaron directo al sustrato 50 mL de la solucion de esporas.

Incidencia y severidad. La incidencia del patdgeno en las plantas de tomate se determind
con la presencia o ausencia de sintomas del patégeno en la planta, sin importar la
severidad de éstos. Este parametro se cuantific6 como porciento de incidencia.

La severidad se midié mediante una escala visual, utilizando la escala propuesta por
Diener y Ausubel (Diener & Ausubel, 2005). La cual se describe a continuacion: 0=
planta muerta (100%); 1= hojas viejas muertas y hojas jovenes con crecimiento detenido
(80%); 2= hojas viejas clordticas y hojas jovenes con crecimiento detenido (60%); 3=
hojas viejas con clorosis vascular y hojas jévenes con crecimiento detenido (40%); 4=
peciolos de hojas con crecimiento detenido (20%); 5= sin sintomas visibles (0%).

Variables agronémicas. Se evaluo altura de la planta, se midié con una cinta métrica;
diametro de tallo, se midié con un vernier digital, se contabilizaron el nimero de hojas
estas variables se midieron a los 20, 40, 60, 80 y 105 dias después del trasplante (ddt). El
crecimiento de las plantas se limitd a 105 ddt eliminando el crecimiento apical. La
biomasa fresca y seca se midi6 a los 90 ddt (posterior a la cosecha del ler y 2do racimo)
y 120 ddt (Cuando se dio por concluido el periodo de experimentacién). A los 120 dias
después del trasplante se determiné el rendimiento por planta, considerando todos los
frutos de 7 racimos cosechados durante el tiempo de experimentacion. La biomasa fresca

de la raiz se determind a los 120 ddt.

Evaluacion de calidad de fruto. Se seleccionaron 5 frutos al azar después de la cosecha
del primer y segundo racimo, se verifico que no tuvieran dafio fisico, fueran uniformes y
en estado de madurez 6 (rojo ligero) de acuerdo al patron de color visual utilizado por la
USDA (1991), se cortaron y almacenaron en un congelador a una temperatura de -20°C.
El potencial de hidrégeno (pH) se determind utilizando un potencidmetro digital

(HANNA®), los sdlidos solubles (°Brix) se midieron con un refractometro digital PR-
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101ATAGO PALETTE, el porcentaje de acidez titulable se determind de acuerdo a la
metodologia de (AOAC, 1990), se expresaron los datos como porcentaje de &cido
citrico, la firmeza de la fruta se determiné con un penetrometro manual (WAGNER
INSTRUMENTS, modelo FDK 20) utilizando la puntilla de 8 mm.

El contenido de vitamina C se determiné por el método de titulacion con 2,6
diclorofenolindofenol (Padayatt et al., 2001). Se pesaron 10 g de fruto fresco y se
maceraron en un mortero con 10 mL de HCI al 2%, después se filtr a través de una gasa
absorbente estéril sobre un matraz de aforacion de 100 mL. Se tomo una alicuota de 10
mL vy se titul6 con 2,6 diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracion rosacea
persistente. Los resultados se expresaron en mg 100 g de peso fresco™.

También se determind el contenido de licopeno de acuerdo a la metodologia de Fish et
al. (2002) con algunas modificaciones. Se pesaron 100 mg de tejido liofilizado y se
agregd 1.5 mL de hexano, se mezclé con un pulso de vortex por 30 segundos, posterior a
eso se sonico durante 5 minutos. Se centrifugd a 12,500 rpm por 10 min a 4°C. Por
ultimo, se leyd a una absorbancia de 470 nm en un espectrofotémetro UV-Vis (Thermo
Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.) Los resultados se expresaron en mg
100 g de peso fresco™.

La cantidad de fenoles totales se determind de acuerdo a la metodologia de Yu &
Dahlgren (2000) con algunas modificaciones. Se pesaron 200 mg de tejido liofilizado y
se agregd 1 mL de agua:acetona (1:1), se mezclé con un pulso de vortex por 30
segundos, posterior a eso se sonico durante 5 minutos. Se centrifugé a 12,500 rpm por
10 min a 4°C. Se extrajo el sobrenadante (en caso de ser necesario se realizé una
dilucién en una proporcién 1:2 con solucion agua: acetona). A continuacion se tomaron
50 pL del extracto y se agregaron 200 pL de reactivo Folin-Ciocalteu, enseguida se
afiadié 500 uL Na,CO3 al 20%, se adicionaron 5 mL de agua destilada y se mezcld con
un pulso en el vortex, finalmente se sometid a bafio maria durante 30 min a 45°C. Se
ley6 a una absorbancia de 750 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific
Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.). Se utiliz6 una curva de calibracién con acido
galico (0.02-0.4 mg mL™) y los resultados se expresaron en mg EQ de 4cido galico por

100 g de peso seco.
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Actividad de enzimas relacionadas con la respuesta de defensa. Se determiné la actividad
de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), quitinasa y B- 1,3 glucanasa. Las
determinaciones se realizaron en hojas en 3 tiempos diferentes, a las 48 horas posteriores
a la primera aplicacion del complejo (primer muestreo) los siguientes fueron cada 40
dias, las hojas se colectaron en bolsas de aluminio previamente identificadas y se
introdujeron en nitrégeno liquido para su posterior almacenamiento en un
ultracongelador a una temperatura de -78°C.

La extraccion de las enzimas (extracto enzimatico) (EE) se llevé a cabo pesando 200 mg
de fruto liofilizado u hoja criogenizada con nitrégeno liquido se afiadieron 20 mg de
polivinilpirrolidona. Después se le agregaron 1.5 mL de buffer de fosfatos pH 7-7.2 (0.1
M), se sonico durante 5 minutos, posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min
a 4°C. El sobrenadante fue recolectado y filtrado con filtros de PVDF de 0.45 micras de
didmetro de poro (Ramos et al., 2010). Se prepararon diluciones del extracto en una
proporcion de 1:20 con buffer de fosfatos. Con este EE se cuantificaron las proteinas
totales y se determin0 la actividad de la PAL.

La cuantificacion de proteinas se determind mediante el método Bradford (Bradford,
1976), se tomaron 50 pL del EE o estdndar y se agregaron 1.5 mL del reactivo
Bradford. Después de 5 minutos, se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 595
nm en un espectrofotdémetro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo G10S, Waltham, MA,
EE. UU.). Se realiz6 una curva de calibracion con albumina de suero bovino estandar
(0.005-0.5 mg mL™). Los resultados se expresaron como mg g™ de proteinas totales en
peso fresco.

La actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) (EQ 4.3.1.5) se determind de acuerdo a
Syktowska-Baranek et al. (2012) con algunas modificaciones. Se tomaron 0.1 mL del
EE y se agregaron 0.9 mL de L-fenilalanina (6 mM). Después de 30 min de incubacion a
40°C se detuvo la reaccion con 0.25 mL de HCI 5 N. Las muestras se colocaron en bafio
de hielo y se les adicionaron 5 mL de agua destilada. La absorbancia se determiné a una
longitud de onda de 290 nm en un espectrofotémetro UV-VIS. Se realizd una curva de
calibracion con acido transcinamico (300-3000 pmol) y los resultados se expresaron

como pmoles de 4cido transcinamico producidos por min por proteinas totales (mg g™).
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Para la extraccion de las enzimas quitinasa y B- 1,3 glucanasa se pesé 1 g de hoja
crioconservada y posteriormente se macer6 en un mortero congelado. Se procedio a la
extraccion con una solucion amortiguadora de acetato de sodio 0.1 M pH 5.2.

La actividad quitinasa se determiné adicionando a 250 pL de EE, 500 pL de solucion
amortiguadora de acido citrico 0.1 M y fosfato de sodio 0.1 M a pH 5.2 y 250 uL de
quitina coloidal 0.5%. Las muestras se incubaron a 37°C durante 20 minutos con
agitacion continua. La reaccion se detuvo al calentarla a ebullicion por 5 minutos
(Rodriguez Guillén et al., 2006). Se determind el incremento de azucares reductores por
la técnica de Miller (Miller, 1959), se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 540
nm. La actividad enzimatica se determind por la medicion del nivel de produccion de
azucares reductores y se expreso en términos de produccion de pg mL™ de glucosa por
minuto por proteinas totales (mg g™).

La actividad B-1,3 glucanasa se determindé agregando a 100 uL de EE, 200 pL de
sustrato laminarina a una concentracion de 1mg mL™* y 100 pL de solucién
amortiguadora de acetato de sodio 0.1 M a pH 5.2, las muestras se incubaron a 40°C
durante 30 minutos (Rodriguez Guillén et al., 2006). La actividad enzimatica se
determino por la medicion del nivel de produccion de azlcares reductores y se expresara
en términos de produccion de pg ml™ de glucosa por minuto por proteinas totales (mg g°
1 (Miller, 1959).

Analisis de expresion génica

Para el muestreo del analisis de expresion de genes se aplico el complejo y 48 horas
posteriores a la aplicacion se colectd la muestra de hoja de todos los tratamientos,
teniendo tres muestreos al trasplante, a los 40 ddt y 80 ddt. Estas se colocaron en
nitrégeno liquido y almacenaron en un ultracongelador a una temperatura -78°C.

Para la extraccion de ARN se us6 el método de Triz6l®. Se pulverizé la muestra de
hojas con nitrogeno liquido, se pesaron 100 mg de muestra y se colocaron en un tubo
para micro centrifuga de 2 mL, inmediatamente se le adicioné a la muestra 1 mL de TRI
reagent® y se homogenizé suavemente, se dejé incubar por 5 min a temperatura
ambiente, posteriormente se agregaron 200 pL de cloroformo y la mezcla se agitd en
vortex vigorosamente hasta que tuvo un aspecto lechoso, la mezcla se incubo a

temperatura ambiente por 15 min, a continuacion fue centrifugada a 12,000 g por 15 min
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a 4°C. Se recuperdé el sobrenadante y se coloc6 en un tubo nuevo al cual se le
adicionaron 500 pL de isopropanol frio mezclando suavemente, en seguida se incubo a
temperatura ambiente durante 10 min y posteriormente se centrifugo a 12,000 g por 10
min a 4°C, se removio el sobrenadante por decantacion y la pastilla de ARN formada se
lavé adicionando 1 mL de etanol frio al 70%, se agitd haciendo suaves inversiones de
tubo para después centrifugar a 7,500 g por 5 min a 4°C, nuevamente se removié el
sobrenadante y la pastilla de ARN se dejé secar por 15 min, finalmente la pastilla se re
suspendié en 50 pL de Formazol® y se almacend en un congelador a -20°C.

La cuantificacion del ARN extraido se realiz6 por medio del espectrofotometro usando
el método de ARN, para lo cual se preparé un blanco que consistié en 2 pL Formazol® y
198 ul de agua DEPC, la lectura de muestras se preparé con 2 uL de ARN y 198 pL de
agua DEPC, se midio la absorbancia a una longitud de onda de 260 y 280 nm y se
obtuvo el valor de R (pureza), para calcular la concentracion de ARN extraido se usaron
las siguientes formulas:

pug/mL= (A260) (100) (50) ug totales= (ug/mL) (0.05)

La determinacion de la calidad del ARN obtenido de la extraccion se realizdO mediante
electroforesis desnaturalizante, para lo cual se elabord un gel de agarosa al 1.3% con
Agua-MOPS-Formaldehido, las muestras se prepararon colocando en un tubo de 0.6 ml,
2 Ug de muestra de ARN y completando el volumen a 5 pL con agua DEPC, después se
le adicionaron 5 pL de buffer de carga y se dejo incubar por 10 min a 60°C e
inmediatamente después se colocaron a 4°C para enfriarse. Una vez que el gel estaba
solidificado, se sumergio en la cAmara de electroforesis y se agreg6 solucion MOPS 1X
a la camara hasta la marca, las muestras se agregaron en el gel, colocando cada una de
ellas dentro de los pocillos. Se dejé correr la electroforesis a 70 volts por 80 minutos,
después se saco el gel de la camara y se colocd en el transiluminador para ver las
bandas, se tomo la foto del gel y se analizo.

La sintesis de c-DNA se realizd iniciando con un pre tratamiento al ARN usando el kit
DNase | (Sigma-Aldrich), posterior a esto se sintetizo el cDNA con el kit SensiFAST™
(BIOLINE), el mix fue preparado en hielo y las soluciones a utilizar se mezclaron en
vortex y se centrifugaron en micro centrifuga antes de iniciar el protocolo, las muestras

se prepararon usando 2 pg de muestra, 4 puL de buffer reaccion 5X y 1 pL de
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transcriptasa reversa, el volumen se completé a 20 puL con agua libre de DNasas y
RNasas y la mezcla resultante se homogeniz6 por pipeteo y se colocd en el

termociclador bajo las condiciones especificadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones especificas en el termociclador para la sintesis de c-DNA.
Temperatura (°C) Tiempo (min)

25°C 10
42 °C 15
48 °C 15
85 °C 5
4°C Hold

Terminado el programa en el termociclador, las muestras se almacenaron a -20°C en el
congelador hasta su uso.

Los iniciadores corresponden a un gen enddgeno (Actinal) y el gen problema PR1 los
cudles fueron disefiados en el software AMPLIFIX, OLIGOANALIZER Y PRIMERS
BLAST (Tabla 3). La preparacion de los iniciadores consistio en centrifugar cada par de
iniciadores a maxima velocidad por 15 min, posteriormente se hidrataron con agua
DEPC segun las especificaciones de la ficha técnica de cada uno, asegurandose de que el
liofilizado se solubilizara correctamente, en seguida se realizé la preparacion de las
soluciones de trabajo, para lo cual se etiquetaron microtubos de 0.6 mL para cada
iniciador, luego se calculé el volumen requerido para preparar la solucion de trabajo a
una concentracion de 15 pmol usando la siguiente formula:

ClC2=V1V2

Donde:

C1=Solucién Stock (100pmol)

(15 pmol)(50pL)

V1= Volumen requerido Vi=
100 pmol

C2=Solucion de trabajo (15pmol)
V2= Volumen deseado (50pL) V1=75puL
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De acuerdo con la formula se tomaron 7.5 pL de la solucién madre del primer y se
mezclaron con 42.5 pL de agua DEPC, se homogenizd por pipeteo y las soluciones
Stock y de trabajo se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Tabla 3. Caracteristicas de los iniciadores utilizados en la cuantificacion del gen PR1.

Nombre del iniciador Actinal PR1
Secuencia Forward CCCAGGCACACAGGTGTTAT AAGTAGTCTGGCGCAACTCA
Secuencia Reverse CAGGAGCAACTCGAAGCTCA GTCCGATCCAGTTGCCTACA
Temperatura de anillamiento 60°C 60°C
Producto de amplificacién 150 pb 108 pb

Pb: Pares de bases.

Una vez seleccionada la temperatura de anillamiento adecuada para cada par de
iniciadores se procedié a realizar las pruebas de concentracion de iniciadores para gPCR,
estos ensayos se realizaron partiendo de una concentracion equimolar de 100 nM, de
acuerdo con los resultados obtenidos se probaron concentraciones equimolares menores
o el ajuste en la concentracion del iniciador forward o reverse, posteriormente se
seleccionaron aquellas concentraciones donde hubo buen producto de amplificacion y
sin la formacion de estructuras inespecificas.

El proceso de validacién de genes tuvo como finalidad probar que los productos de PCR
a medir (gen housekeeping y gen problema) amplifican con la misma eficiencia, para
conocer la eficiencia de amplificacion se realizaron amplificaciones con diferentes
cantidades de cDNA (diluciones seriales a partir de un stock).

Primero se prepararon los estandares de cDNA, se rotularon 5 microtubos para cada
concentracion y se agregaron 32 L de agua y 8 pL de cDNA para el iniciador estandar,
se homogenizo y de esta mezcla se tomaron 8 pL y se mezclaron con 32 pL de agua
DEPC, se homogenizo y se tomaron 8 pL para formar el siguiente estandar, este proceso
se repitio hasta formar los 5 estandares. Después se preparé el coctel mix, sin agregar el
cDNA, considerando 2 puntos para cada estandar y 2 controles negativos (NTC) para

cada gen. Cada coctel mix se prepard como se especifica en la Tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas para la preparacion del coctel mix correspondiente a cada gen.

Reactivo Cantidad ACT1 (1 Cantidad PR1 (1
muestra) muestra)
SYBER® Select Master Mix 10 pL 10 pL
Iniciador 5°-3” (15 pmol) 0.10 pL 0.03 pL
Iniciador 3°-5” (15 pmol) 0.08 pL 0.05 pL
Agua grado biologia molecular 8.82 UL 8.92 uL
Total 19 L 19 L

Se afor6 a 20 L, agregando 1 pL de muestra (cDNA), 1 uL de estandar o 1 pL de agua grado
biologia molecular (NTC)

Los reactivos en el tubo se mezclan por pipeteo, en cinco microtubos de 100 pL de la tira
de reaccién rapida se agregaron 19 pL del coctel mix para ACT1 y 19 pL para PR1 (2
reacciones), a estos mismos tubos se les adiciond 1 pL de c-DNA de cada estandar
respectivamente, se homogenizo usando la micropipeta, y el sobrante del coctel se us6
para formar los NTC. Finalmente se corri6 la gPCR con las condiciones seleccionadas
para cada gen. Los resultados obtenidos fueron analizados y con ellos se determind el
método de cuantificacion a utilizar.

Las reacciones de PCR en tiempo real se analizaron con el equipo Applied Biosystems
StepOne™ version 2.3 para este ensayo el método de cuantificacion usado fue AACt
midiendo la intensidad de fluorescencia del marcador Sybr Green. Se preparé el coctel
mix para cada uno de los genes de acuerdo a la misma metodologia de la validacion de
genes con la diferencia de que para este apartado se afiadieron las muestras de c-DNA
correspondientes a los diferentes tratamientos, una vez preparada la tira de microtubos
de reaccion rapida fue colocada en la placa y se corrié la gPCR en el termociclador con

el programa especificado en la Tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones del programa en el termociclador para la qPCR.

Etapa Temperatura Tiempo
Hot Start 95° 10 min
40 Ciclos:

PCR 95° 15s
Temperatura del iniciador 60 s

95° 15s

Melting 60° 1 min
95° 15s

Disefio estadistico

Para la primera etapa, en la prueba in vitro la unidad experimental fue una caja petri, se
utilizaron 8 unidades experimentales por cada tratamiento. En el caso de la prueba de
fitotoxicidad la unidad experimental fue un vaso de poliestireno de 1 L, se contd con 10
unidades experimentales por tratamiento. Para el desarrollo del experimento se us6 un
disefio completamente al azar. Para detectar la existencia de diferencias estadisticas
entre tratamientos se realizd6 un ANOVA, adicionalmente se efectu6 una prueba de
separacion de medias de LSD Fisher (p<0.05). Todos los analisis estadisticos se
trabajaron en el software estadistico InfoStat v2018lI.

Para la segunda etapa la unidad experimental fue una planta en una maceta. Para las
variables agronémicas (altura de la planta, didmetro de tallo, nimero de hojas, nimero
de frutos, rendimiento, PFA, PFR, PSA y PSR) se midieron 20 unidades experimentales
por cada tratamiento. En el caso de las variables bioquimicas y de calidad de fruto se
consideraron cinco repeticiones por tratamiento. Para el desarrollo del experimento se
us6 un disefio completamente al azar. Para detectar la existencia de diferencias
estadisticas entre tratamientos se realizd6 un ANOVA, adicionalmente se efectué una
prueba de separacion de medias de LSD Fisher (p<0.05). Todos los andlisis estadisticos
se trabajaron en el software estadistico InfoStat v2018I.

Para la cuantificacion de la expresion relativa de genes (QR) se emplearon cuatro
repeticiones por tratamiento, cada repeticién consistié en la mezcla del ARN de 2
plantas diferentes. Se calculé en el software Applied Biosystems StepOne™ versién 2.3
Este software normaliza los datos de QR, a partir de estos datos se calcula una media

geométrica que representa la cuantificacion relativa del gen de estudio. El error estandar
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se calculd a partir de la desviacion estandar y el coeficiente de variacion del gen de
referencia y estudio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Primera Etapa

Prueba de inhibicidn in vitro

Los resultados de la inhibicion del crecimiento micelar de Fusarium oxysporum (FOL)
se presentan en la Figura 2. El crecimiento in vitro de FOL fue inhibido efectivamente
por las concentraciones de 96, 192 y 384 mg L™ PVA-Cs-NPs Cu, asi como el complejo
PVA-Cs a 250, 384 mg L™. Siendo la concentracién de 384 mg PVA-Cs-NPs Cu y 384
mg PVA-Cs donde se registro la tasa maxima de inhibicion (100%) del crecimiento de
FOL en comparacion al testigo, seguido de la concentracién de 250 mg L™ del complejo
Cs-PVA con un porcentaje de inhibicidn del 83% respectivamente. El quitosano a granel
puede tener una baja solubilidad y escasa actividad antifungica (Saharan et al., 2015). El
quitosan en solucion acida posee un grupo amino (NHs") que puede interaccionar con la
membrana celular del hongo que tiene carga negativa y como resultado provocar el
deterioro de las proteinas (EI Hadrami et al., 2010). El alcohol polivinilico (PVA), es un
polimero sintético soluble en agua totalmente biocompatible se usa ampliamente con
otros polimeros, biopolimeros para compensar las ventajas y desventajas de los
materiales, de esa forma mejorar las propiedades de la mezcla resultante, mezclas de
PVA-Cs que se han usado para probar la inhibicion del crecimiento bacteriano (Durd
Romero, 2019; Yang et al., 2016, 2018). PVA-Ct (10% p/p) mostraron un efecto sobre
la actividad microbiana de Staphylococcus aureus reduciéndola un 85% respecto al
control (Yang et al., 2018). Saharan et al. (2013) evaluaron NPs Ct y NPs Cu-Ct sobre el
crecimiento micelial de A. alternata y M. phaseolina encontrando NPs Ct inhibia el
desarrollo micelar en un 82.2% (A. alternata) y 87.6% (M. phaseolina) respecto al
control, por su parte NPs Cu-Ct fue estadisticamente igual que NPs Ct inhibiendo el
crecimiento de A. alternata, pero con el patégeno M. phaseolina, NPs Ct fue superior a
NPs Cu-Ct y el control, el potencial zeta puede ser un importante parametro en la
estabilidad de las particulas en medios acuosos, ademas de una mayor afinidad a una
unién con la membrana fungica esto por la mayor densidad de carga superficial (Du et
al., 2009; Qi et al., 2004).
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento in vitro de FOL por el complejo PVA-Cs-
NPs Cu y PVA-Cs. Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD

Fisher, p<0.05).

Prueba de fitotoxicidad
Los resultados de la prueba de fitotoxicidad se presentan en la Tabla 6. No se presentd

dafio por toxicidad en las plantulas de tomate, al contrario se promovi6 el desarrollo de
éstas (Figura 3), esto concuerda con Hernandez et al. (2017) quienes evaluaron NPs Cu
en hidrogeles de quitosan teniendo efectos significativos en el crecimiento, aumentando
el nimero de hojas y peso fresco de raiz. Los tratamientos PVA-Cs-NPs Cu 96 mg L™,
192 mg L™y 384 mg L™ fueron los que presentaron un mayor incremento en altura del
16%, 18% y 20% respectivamente en relacion al TO. Para el ndmero de hojas se
presentaron diferencias significativas siendo los tratamiento PVA-Cs-NPs Cu 192 mg L~
1y 384 mg L™ los que estuvieron entre los que mas incrementaron esta variable siendo
6.45% y 12.90% mayores que TO. Para el caso del tratamiento PVA-Cs 250 mg L™
estuvo entre los valores mas altos incremento el nimero de hojas y el didmetro de tallo
en un 9.67% y 23% respetivamente en relacién al TO. Los tratamientos PVA-Cs-NPs Cu

192 mg L™ y 384 mg L™ fueron lo que representaron los més altos valores del didmetro
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de tallo incrementandolo en un 23.56% Yy 26.84% respectivamente en comparacion con
el TO. Se evaluaron NPs TiO, en maiz, estas tuvieron un efecto negativo inhibiendo el
crecimiento en un 10%, asi como redujo el poro de la pared celular de las raices de 6.6
nm a 3nm (Asli & Neumann, 2009). NPs Cu y NPs Ag inhibieron el crecimiento de la
raiz, mostrando una toxicidad en calabacin (Cucurbita pepo) (Stampoulis et al., 2009).
NPs Ag tuvieron efectos genotoxicos en las células de la raiz en Allium cepa (Kumari et
al., 2009). NPs TiO, fueron evaluadas en el desarrollo en espinacas, mejorando el
crecimiento, la capacidad de fotosintesis y fijacion de nitrégeno en hojas y raiz (Sharma,
2019). NPs Al no demostraron ningin efecto toxico al ser evaluadas en Phaseolus
vulgaris (Doshi et al., 2008). NPs Zn mejoraron el crecimiento y produccion de biomasa
en plantulas de tomate aplicando directo al follaje (Panwar, 2012). Evaluaron NPs ZnO
en cacahuate estas promovieron la germinacion, asi como incrementaron la elongacion
de tallo y raiz (Prasad et al., 2012), por su parte Zhao et al. (2013) obtuvieron un
incremento en la longitud de plantas y biomasa seca en la raiz en pepino.

Tabla 6. Variables agronémicas evaluadas en la prueba de fitotoxicidad.

Tratamiento Altura NH DT
(cm) (mm)
TO 40.85 ef 9.30¢c 3.65d
PVA-Cs-NPs Cu2 mg L™ 40.95 def 8.60 d 3.97¢
PVA-Cs-NPs Cu4 mg L™ 44.22 bed 9.33¢ 3.93cd
PVA-Cs-NPs Cu 6 mg L™ 44.73 bc 9.60 bc 4.01c
PVA-Cs-NPs Cu 12 mg L™ 43.90 cde 9.70 bc 3.80cd
PVA-Cs-NPs Cu 24 mg L™ 41.05 def 9.30c 3.90cd
PVA-Cs-NPs Cu48 mg L™ 44.35 be 9.40¢ 401c
PVA-Cs-NPs Cu 96 mg L™ 47.45 ab 9.80 be 4.10 be
PVA-Cs-NPs Cu 192 mg L™ 48.20 a 9.90 abc 451a
PVA-Cs-NPs Cu 384 mg L™ 49.15a 1050 a 4.63a
PVA-Cs 250 mg L™ 43.10 cde 10.20 ab 4.49 a
PVA-Cs 384 mg L™ 39.70 f 9.67 bc 4.34 ab

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD Fisher, p<0.05).
TO: Testigo; PVA-Cs-NPs Cu: Complejo polivinil alcohol-quitosan-nanoparticulas de cobre;
PVA-Cs: Complejo polivinil alcohol-quitosan; NH: Numero de hojas; DT: Diametro de tallo.
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Figura 3. Crecimiento y desarrollo de plantulas de tomate durante la prueba de fitotoxicidad.

Con los resultados de la primera etapa se decidi6 elegir la concentracién de 500 mg L™
en los complejos de PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs debido a que ninguna concentracién
mostro un efecto toxico en las plantas, se reviso en la literatura y se encontraron ensayos
donde se demostré complejos de quitosan (0.5, 1.0, 1.5% p/v)-extracto Pseudomonas
fluorescens tenian efecto de control en el crecimiento micelial y germinacion de
conidios de Alternaria alternata, sin embargo en el ensayo con plantas no mostraron
diferencias estadisticas (Rodriguez-Romero et al., 2019) y Saharan et al. (2015) quienes
evaluaron una solucién de NPs Cu-quitosan al 0.12% (p/v) directo al suelo contra F.
oxysporum encontraron resultados favorables reduciendo la severidad de la marchitez
vascular, basados en estos hallazgos decidimos incrementar la concentracién a 500 mg

L™ en la aplicacion foliar.

Segunda Etapa
Variables agronémicas en plantas de tomate

El efecto de los complejos en las variables agrondmicas es presentado en la Tabla 7. Los
resultados obtenidos para altura, didmetro de tallo y nimero de hojas no presentaron
diferencias estadisticas significativas para los tratamientos PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs
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en comparacion a TO. Las variables de rendimiento, peso promedio de fruto (PPF),
namero de frutos promedio por planta (NFP), peso fresco aéreo (PFA), peso seco aéreo
(PSA) y peso fresco de la raiz (PFR) presentaron diferencias estadisticas significativas.
Para el caso del rendimiento y NFP el tratamiento con la aplicacion de PVA-Cs-NPs Cu
fue 60.68% y 35.99% mayor en comparacion al TO. En la variable PPF los dos
tratamientos fueron superiores al testigo incrementando en un 18.20% (PVA-Cs-NPs
Cu) y un 8.39% (PVA-Cs). Esto coincide con Juarez-Maldonado et al., (2016) que
reportan que las NPs Cu a una concentracién de 0.06 mg L™ incrementaron en un
22.84% el numero de frutos en plantas de tomate. Por su parte Pinedo-Guerrero et al.
(2017) reportaron que la aplicacion de hidrogeles de PVA-Cs con 0.2 mg NPs Cu en
chile jalapefio incrementaron el rendimiento y el numero de frutos por planta en un
8.27% y 9.32% respectivamente en comparacion al control. Para las variables PFA y
PSA la aplicacion de PVA-Cs-NPs Cu incrementd en un 26.99% y 29.48%
respectivamente en comparacion al testigo absoluto. Esto concuerda con Saharan et al.
(2015) que reportaron un incremento en la longitud de plantulas, peso fresco y peso seco
en semillas de tomate tratadas con NPs Cu-Cs. Para la variable PFR el tratamiento PVA-
Cs-NPs Cu fue estadisticamente superior al testigo absoluto con un incremento
aproximado del 80.87%, Adhikari et al. (2012) reportaron el efecto de la aplicacion de
NPs de CuO (600 mg L) en una concentracién a 100 ppm y 60 ppm donde incrementd
el crecimiento de la raiz en soya y garbanzo en un 34.4% y un 22% en comparacion al
control. Shah and Belozerova (2009) aplicaron NPs Cu a una concentracion de 0.066%
(p/p) en semillas de lechuga, mostrando asi una influencia significativa sobre longitud
del brote y la longitud de la raiz. Nge et al. (2006) probaron el potencial bioestimulante
del quitosan en orquideas aplicandolo en forma foliar estimulando el crecimiento
radicular y la renovacion en la produccion de flores. Pestovsky y Martinez-Antonio
(2017); Rajput et al. (2018), mencionan que el Cu es un micronutriente que en las
plantas participa en procesos fisiologicos esenciales para su crecimiento, las NPs
permiten una mejora en la funcionalidad del metal a partir del cual estin compuestas
debido a su superficie altamente reactiva.

Con respecto a las plantas inoculadas con FOL, en las variables altura, DT, NH,
rendimiento, PFA y PSA no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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con respecto al testigo patdgeno. Para la variable nimero de frutos por planta, el testigo
patégeno (FOL) superd a los tratamientos PVA-Cs+FOL y PVA-Cs-NPs Cu+FOL
(Tabla 4). En la variable NFP la comparacion entre los complejos muestra diferencias
estadisticas, PVA-Cs+FOL super6 al tratamiento PVA-Cs-NPs Cu+FOL 24.02%
respectivamente pero no asi a FOL. La variable PPF presenté diferencias estadisticas
para los dos tratamientos aplicados PVA-Cs-NPs Cu+FOL y PVA-Cs+FOL
incrementando estas variables en un 29.53% y 15.29% respectivamente en comparacion
a FOL. El Cu puede afectar el desarrollo de las plantas, se ha demostrado que puede
activar enzimas claves en el ciclo de Calvin y asi mejorar la actividad fotosintética, esto
puede verse reflejado en un incremento en el tamafio de los frutos (Pradhan et al., 2015).
La variable PFR presentd diferencias estadisticas, el tratamiento PVA-Cs-NPs Cu+FOL
mostrd los mejores valores por encima del testigo patdégeno (FOL) incrementando en un
104.41%. En un ensayo para determinar el efecto de NPs Cu sobre el desarrollo en
garbanzo y soya se encontr6 que la concentracion de 500 ppm de Cu impedia el
crecimiento de la raiz, al aumentar la concentracion de NPs Cu la elongacion de las
raices se inhibid gravemente en comparacion a la del control (Adhikari et al., 2012). En
algunas especies vegetales la exposicion de NPs Cu puede generar toxicidad, esto
siempre dependera de las concentraciones y la forma en la que son aplicadas.

Tabla 7. Efecto del complejo PVA-Cs-NPs Cu e inoculacién de FOL en el crecimiento

y desarrollo en plantas de tomate.

Tratamientos  Altura DT NH Rend PPF NFP PFA PSA PFR

(cm) (mm) (g planta™) ()] (9 @ (@
TO 132.29a  17.02a 22.17a 2573.3b  58.62d 43.90c 2384b 371.7b  98.4bc
PVA-Cs-NPs 134.78a  16.79a 22.93a 4134.95a 69.29a 59.70° 3028a 4814a  175.8a
Cu
PVA-Cs 119.71ab 15.04a 20.93a 2690.9b  63.5bc  42.35e  2299%b 388.3b  150.4ab
FOL 111.3abc  10.69b 17.02b 2769.66b 52.18e  53.08b 955.75¢c  211.77¢ 81l.5c
PVA-Cs-NPs 94.57c 8.83b  16.43b 2360.48b 67.59ab 34.92f 858.5¢c 143.59c 166.6a

Cu+FOL

PVA-Cs+FOL 102.02bc 9.11b  17.55b  2605.59b 60.16cd 43.31d 897c 185.56c  141.60ab

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD Fisher, p<0.05).
TO: Testigo; PVA-Cs-NPs Cu: 500 mg L™ de PVA-quitosan- NPs Cu; PVA-Cs: 500 mg L™ de
PVA-quitosan; FOL: Testigo patdgeno; PVA-Cs-NPs Cu+FOL: Patogeno+500 mg L™ de PVA-
quitosan-NPs Cu; PVA-Cs+FOL: Patégeno+500 mg L™* de PVA-quitosan. DT: Diadmetro de
tallo; NH: NUmero de hojas; Rend: Rendimiento; PPF: Peso promedio de fruto; NFP: NUmero



35

de frutos promedio por planta; PFA: Peso fresco aéreo; PSA: Peso seco aéreo; PFR: Peso fresco
de la raiz.

Variables de calidad de fruto en plantas de tomate

El efecto del complejo sobre las variables en calidad del fruto es presentado en la Tabla
8. La variable de pH no mostré diferencias estadisticas significativas con respecto al
testigo absoluto. Para la variable SST el tratamiento PVA-Cs-NPs Cu es
estadisticamente igual al TO, en la comparacion entre tratamientos PVA-Cs-NPs Cu
incrementd 5.58% mas el contenido de SST que PVA-Cs. En cuanto a la firmeza en
fruto el tratamiento PVA-Cs es estadisticamente igual a TO, en cuanto la comparacion
entre tratamientos PVA-Cs aumento la firmeza en un 23.77% en comparacion a PVA-
Cs-NPs Cu. En el contenido de acidez titulable se presentaron diferencias estadisticas
siendo el mejor tratamiento PVA-Cs, con 6.38% y 11.11% mas en comparacion al TO y
PVA-Cs-NPs Cu. Para la variable vitamina C los tratamientos evaluados mostraron
menor contenido que el TO. En cuanto al contenido de licopeno el tratamiento PVA-Cs-
NPs Cu resulto ser estadisticamente igual al TO, en cuanto a la comparacion entre
tratamientos PVA-Cs-NPs Cu incremento 10.12% mas el contenido de licopeno con
respecto a PVA-Cs. Para el contenido de fenoles totales se presentaron diferencias
siendo el mejor tratamiento PVA-Cs teniendo un aumento del 17.11% y 6.68% en
comparacion a TO y PVA-Cs-NPs Cu respectivamente.

La calidad del jugo en tomate esté relacionada con menor acidez y mayor contenido de
sacarosa y licopeno estos relacionados con la calidad organoléptica del fruto (San
Martin-Hernandez et al., 2012). EIl licopeno posee una actividad antioxidante debido a
su larga cadena de dobles enlaces conjugados, en los humanos se puede proveer hasta el
85% el aporte diario de este carotenoide, por la ingesta de tomate (Levy & Sharoni,
2004). Hernandez-Hernandez et al. (2018) evaluaron la calidad de fruto aplicando
hidrogeles de PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs directo al sustrato, encontrando diferencias
estadisticas en el contenido de licopeno siendo el tratamiento hidrogeles de PVA-Cs-
NPs Cu diferente al control incrementando el contenido en un 77.19% y comparando
entre tratamientos un 63.43% mas que los hidrogeles de PVA-Cs, ademas del contenido
de fenoles totales donde ambos tratamientos fueron superiores al control. Por el

contrario y en comparacion a este ensayo los tratamientos si tuvieron un efecto en el
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contenido de vitamina C, en cuanto al contenido de SST no tuvieron diferencias
estadisticas significativas a diferencia de este ensayo donde la comparacion entre
tratamientos demostré un incremento. Pérez-Labrada et al. (2019) encontré que con la
aplicacion foliar de NPs Cu (250 mg L™) se incrementé el contenido de vitamina C,
licopeno y fenoles totales en comparacion al control. Los resultados sugieren que la
aplicacion de PVA-Cs- NPs Cu y PVA-Cs tienen un efecto sobre el contenido de los
parametros que definen la calidad de fruto.

En los resultados en plantas inoculadas con FOL, en la variable pH no se presentaron
diferencias significativas en comparacion a FOL. En la variable SST el tratamiento
PVA-Cs-NPs Cu+FOL es estadisticamente igual al testigo patdgeno (FOL), al comparar
entre tratamientos el tratamiento PVA-Cs-NPs Cu+FOL incremento el contenido en un
5.29% en comparacién a PVA-Cs+FOL. En cuanto a la firmeza en fruto FOL fue el
tratamiento presento el valor mas alto, en la comparacion entre tratamientos, PVA-Cs-
NPs Cu+FOL incremento la firmeza en un 19.37% con respecto a PVA-Cs+FOL. Para
la variable acidez titulable FOL estuvo por encima de los dos tratamientos. Para el
contenido de vitamina C se encontraron diferencias estadisticas siendo FOL el mejor
tratamiento, para la comparacion entre tratamientos PVA-Cs-NPs Cu+FOL incremento
el contenido en un 7.77% con respecto a PVA-Cs+FOL. Para la variable licopeno el
tratamiento PVA-Cs-NPs Cu+FOL no tuvo diferencias con respecto a FOL, si
comparamos entre tratamientos PVA-Cs-NPs Cu+FOL mostré un aumento del 15.26%
con respecto a PVA-Cs+FOL. Para el contenido de fenoles totales se presentaron
diferencias estadisticas el tratamiento PVA-Cs+FOL fue mayor en un 12.45% y 6.78%
en comparacion a PVA-Cs-NPs Cu+FOL y FOL respectivamente.

Se ha demostrado que el Cu genera una respuesta de estrés en las plantas y como
resultado de la acumulacion de éste en la pared celular empieza la produccién de
enzimas relacionadas con la via fenilpropanoide que conduce a la sintesis de lignina,
dando como resultado la lignificacion de paredes celulares y asi incrementando la
firmeza en frutos (Kirkby & Rémheld, 2008). A medida que los frutos maduran se van
incrementando los contenidos de fructosa y glucosa, estos azucares son los que mas
contribuyen al contenido de SST. Los cambios en el contenido de SST pueden ser
debido a que después de la cosecha la relacion entre glucosa/fructosa y acidos organicos
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en los tomates después de la cosecha (Klunklin & Savage, 2017). Los cambios en la
glucolisis y el ciclo de Krebs pueden derivar en la acumulacion de &cido citrico esto
debido a la disminucion del acido malico y fumérico (Oms-Oliu et al., 2011). Pérez-
Labrada et al. (2019) evaluaron la aplicacién foliar NPs Cu (250 mg L™) en plantas de
tomate bajo un estrés salino dando como resultado que el tratamiento NPs de Cu
incremento el contenido de fenoles totales, vitamina C y licopeno en comparacion a la
aplicacion de 50mM NaCl. Lépez-Vargas et al. (2018) evaluaron la aplicacion foliar de
distintas concentraciones de NPs Cu en plantas de tomate, dando como resultado un
aumento en la firmeza (28.19%), vitamina C (121.97%) y fenoles totales (5.43%) con la
aplicacion de 250 mg L™ NPs Cu en comparacion al control. El contenido de licopeno se
vio incrementado por todas las concentraciones en comparacion al control. La acidez
titulable se vio afectada con la aplicacién de 125 mg L™ NPs disminuyendo en

comparacion al control.

Tabla 8. Efecto del complejo PVA-Cs-NPs Cu e inoculacién de FOL en la calidad del

fruto de tomate.

Tratamientos  pH SST Firmeza Ac. Vit. C Licopeno Fenoles

(°brix) (Kgem)  Titulable  (mgac.ascorbico  (mg 100g PF) totales
(% ac. citrico) 100g PF) (mg EQ ac. galico
100g PS™)

TO 4.66a 6.05a 3.56bc 0.47ab 15.31ab 11.83a 73.99ab

PVA-Cs-NPs  4.7la 6.24a 2.44c 0.45abc 11.88b 12.62a 68.52b

Cu

PVA-Cs 4.64a 59lab 3.02bc 0.50a 12.50b 11.46ab 80.25a

FOL 4.46b 5.42bc 5.15a 0.42hc 17.51a 10.61ab 73.21ab

PVA-Cs-NPs 4.46b 5.37bc  4.19ab 0.38¢c 14.70ab 9.44ab 69.52b

Cu+FOL

PVA-Cs+FOL  4.48b 5.10c 3.51bc 0.39c 13.64b 8.19h 78.18a

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD Fisher, p<0.05).
TO: Testigo; PVA-Cs-NPs Cu: 500 mg L de PVA-quitosdn- NPs Cu; PVA-Cs: 500 mg L de
PVA-quitosan; FOL: Testigo patdgeno; PVA-Cs-NPs Cu+FOL: Patogeno+500 mg L™ de PVA-
quitosan-NPs Cu; PVA-Cs+FOL: Pat6geno+500 mg L™ de PVA-quitosan. SST: Sélidos
Solubles Totales; Ac. titulable. Acidez titulable.
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Actividad enzimatica en hojas de tomate

El efecto de la aplicacion de los complejos PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs sobre la
actividad de enzimas defensivas en hojas de tomate se presenta en la Tabla 9. En la
actividad de B-1,3 glucanasa en el primer muestreo (trasplante) no se presentaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos. Para el segundo muestreo (40 ddt) se
encontraron diferencias estadisticas siendo el tratamiento PVA-Cs-NPs Cu el que mostrd
un incremento en la actividad en comparacion a PVA-Cs (163.93%) y TO (45.48%). En
el tercer muestreo (80 ddt) TO mostro la mayor actividad enzimatica en comparacion a
los tratamientos.

En la actividad quitinasa, en el primer muestreo (trasplante) no se presentd diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Para el segundo muestreo (40 ddt) se presentaron
diferencias estadisticas siendo el tratamiento PVA-Cs-NPs Cu el que presento un
incremento del 121.02% y 18.05% en comparacion a PVA-Cs y TO respectivamente.
Para la evaluacion en el tercer muestreo (80 ddt) TO mostré la mayor actividad
enzimatica en comparacion a los tratamientos.

Gonzalez Pefia et al. (2014) encontraron que la aplicacién foliar de quitosan (0.1 g L™)
en plantulas de tomate influyo significativamente en el incremento en la actividad de -
1,3 glucanasa en hoja. Rodriguez-Pedroso et al. (2006) trataron semillas de arroz con
soluciones de quitosan en las concentraciones 100, 500 y 1000 mg L™ encontrando un
incremento de las enzimas B-1,3 glucanasa y quitinasas en las plantulas tratadas con las
soluciones de quitosdn en comparacion al control. La B-1,3 glucanasa cataliza el
rompimiento hidrolitico de uno de los principales componentes de la pared celular de
hongos fitopatogenos siendo estos los enlaces B-1,3 glucosidico en los B-1,3 glucanos, la
actividad de la quitinasa pueden ser inducida mediante estrés fisico, quimico, por
heridas y quitooligosacaridos, esta enzima corta enlaces entre el C; y C4 de dos N-
acetilglucosaminas de la quitina que es un componente de la pared celular de algunos
hongos fitopatdgenos, estas enzimas se asocian a una posible participacion en la
respuesta a patdgenos en plantas ( Rodriguez-Pedroso et al., 2009). En la activacién de
defensas en las plantas se induce la produccion de proteinas antimicrobianas como las
quitinasas, B-1,3-glucanasas, estas interacciones estan mediadas por la resistencia

sistemica adquirida (RSA) mediada por AS y la resistencia sistemica inducida (RSI)
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mediada por AJ y ET, los estudios sugieren que las vias de sefializacion de AJ y ET
trabajan juntas de manera cooperativa, mientras que la sefializacion de AS funciona
independiente a estas (Samaniego-Gamez et al., 2017).

En las plantas inoculadas con F. oxysporum, la actividad B-1,3 glucanasa en el primer
(trasplante) y el segundo muestreo (40 ddt) presento diferencias estadisticas con respecto
al testigo patégeno (FOL) siendo FOL el que mostr6 el mayor incremento de la
actividad enzimatica. En el tercer muestreo (80 ddt) no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos.

En la actividad de quitinasa en el primer muestreo (trasplante) se presentaron diferencias
significativas siendo FOL el que mé&s incremento la actividad. Para el segundo muestreo
(40 ddt) el tratamiento PVA-Cs+FOL y FOL no presentaron diferencias estadisticas, con
respecto a la comparacion entre tratamientos PVA-Cs+FOL incremento la actividad en
un 32.25% con respecto a PVA-Cs-NPs Cu+FOL. En el tercer muestreo (80 ddt) no se
presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos.

Gonzaélez Pefia et al., (2014) evaluaron la imbibicion de semillas de tomate en quitosan y
la posterior aplicacion foliar a las plantulas para evaluar la actividad enzimatica de $-1,3
glucanasas encontrando que el incrementd en las hojas asperjadas con quitosan fue
superior que cuando se imbibieron las semillas siendo la concentracién 0.1 g L™ la que
influyo significativamente en el aumento de la actividad a las 96 horas. Con respecto a la
eficacia del quitosan en la induccion de la defensa en la planta, en hojas de Camellia
sinensis aumentd la capacidad de B-1,3-glucanasa en un 29.26%, asi como el contenido
de peroxidasa (PO) y polifenol oxidasa (PPO) (Chandra et al., 2015). La presencia de
B-1,3 glucanasa en las plantas significa un estado de activacion de la respuesta de
defensa en las plantas, debido a que esta cataliza la hidrolisis del -1,3 glucano, uno de
los principales componentes de la pared celular en los hongos fitopatogenos cita. Los
resultados anteriormente presentados sugieren que la aplicacion de quitosan puede
activar el sistema de defensa en las plantas pero esto pudiera ser determinado por la

especie, la concentracion, la forma de aplicacion del mismo.
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Tabla 9. Evolucion de la actividad enzimatica de hojas de tomate cultivado con el
complejo PVA Ct-NPs Cu e inoculadas con FOL.

B-1,3 glucanasa Quitinasas
Tratamiento trasplante 40 ddt 80 ddt trasplante 40 ddt 80 ddt
T0 13.52b 13.28abc  25.77a  7.11b 6.59ab  12.26ab
PVA-Cs-NPs Cu 9.25b 19.32a 11.66b  7.0b 7.78a 6.28bc
PVA-Cs 7.46b 7.35¢C 6.73b 4.74b 3.52b 4.06¢
FOL 34.21a 14.68ab 26.54a  15.02a 7.20a 14.25a
PVA-Cs-NPs 16.17b 10.73bc 27.32a  7.53b 5.89ab  17.03a
Cu+FOL
PVA-Cs+FOL 13.78b 11.99bc 27.16a  7.91b 7.79 14.53a

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes, la prueba de medias se
llevé a cabo en forma separada para cada fecha de muestreo (LSD Fisher, p<0.05). TO: Testigo;
PVA-Cs-NPs Cu: 500 mg L™* de PVA-quitosén- NPs Cu; PVA-Cs: 500 mg L* de PVA-
quitosan; FOL: Testigo patégeno; PVA-Cs-NPs Cu+FOL: Patdgeno+500 mg L™ de PVA-
quitosan-NPs Cu; PVA-Cs+FOL: Patdgeno+500 mg L™ de PVA-quitosan. ddt: dias después del
trasplante; Quitinasas se expresan como U mg g proteinas totales por peso fresco donde U es
igual a la produccion de pg mL™ de glucosa por minuto; B-1,3 glucanasa se expresan como U
mg g proteinas totales por peso fresco donde U es igual a la produccion de pg mL™ de glucosa
por minuto.

En la actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) en el primer muestreo (trasplante) se
presentaron diferencias estadisticas significativas, PVA-Cs-NPs Cu mostré un
incremento siendo 301.70% mas que el TO (Figura 4). A los 40 ddt se presentd la misma
tendencia PVA-Cs-NPs Cu increment0 la actividad PAL por encima de TO y PVA-Cs en
un 141.58% y 369.23% respectivamente. La actividad a los 80 ddt se incrementd de
igual forma con PVA-Cs-NPs Cu siendo superior a TO y PVA-Cs en un 55.04% vy
293.02% respectivamente. EI primer muestreo fue al momento del trasplante y dos dias
posteriores a la primera aplicacion, esto siguiere que la aplicacion del complejo activa la
enzima PAL en su maximo nivel. Hernandez-Hernandez et al. (2018) en un ensayo con
plantas de tomate aplicaron hidrogeles de PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs encontrando que
el tratamiento hidrogeles de PVA-Cs disminuia la actividad de la enzima PAL vy el
tratamiento de hidrogeles de PVA-Cs-NPs Cu incrementaba la actividad de PAL en
fruto un 62.05% con respecto al control. Gonzalez Pefia et al. (2014) reportan que al

asperjar quitosan (100 mg L™) en plantulas de tomate a las 96 hrs se registré un pico de
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actividad de PAL con respecto al testigo, la importancia de esta enzima radica en que es
clave para la sintesis de fenilpropanoides, que esta relacionado con la sintesis de lignina,
compuestos fendlicos y el reforzamiento de las paredes celulares (Umezawa, 2010).
Chandra et al., (2015) evaluaron NPs Cs en Camellia sinensis con el fin de determinar
un incremento en la actividad de enzimas de defensa encontrando que con la aplicacion
de NPs Cs se logré un aumento significativo en la acumulacién de PO, PPO y PAL (4,
3.5y 2 veces respectivamente) en comparacion al testigo. Esto sugiere que el quitosan
puede disminuir la actividad de PAL en plantas sanas de tomate, pero al ser combinado
con NPs de Cu puede inducir la actividad. El quitosan y las NPs son conocidos como
inductores potenciales para mejorar la respuesta de defensa en las plantas ya sea a un
estrés bidtico o abidtico y esto da como resultado una acumulacion de metabolitos
relacionados con la defensa esto debido a la expresion de genes relacionados con la

tolerancia (ElI Hadrami et al., 2010; Usman et al., 2020).
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Figura 4. Actividad enzimética de fenilalanina amonio liasa en plantas de tomate con la
aplicacion de PVA-Cs-NPs Cu, PVA-Cs e inoculadas con FOL (Medias con diferente letra por
columna son estadisticamente diferentes, la prueba de medias se llevo a cabo en forma separada
para cada fecha de muestreo (LSD Fisher, p<0.05).
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El efecto de la aplicacion de PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs en plantas de tomate
inoculadas con F. oxysporum sobre la actividad de PAL se muestra en la Figura 4. Al
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trasplante se presentaron diferencias significativas siendo PVA-Cs+FOL el mejor
tratamiento superior a FOL y PVA-Cs-NPs Cu+FOL incrementando la actividad en un
593.10% y 972% respetivamente siendo estos dos estadisticamente iguales. A los 40 ddt
PVA-Cs+FOL tuvo la misma tendencia incrementando la actividad de PAL respecto a
FOL y PVA-Cs-NPs Cu+FOL en un 120.71% y 205.94% respectivamente. La actividad
a los 80 ddt siguiendo la misma tendencia que a los 40 ddt P\VA-Cs+FOL increment6 los
valores superando a FOL y PVA-Cs-NPs Cu+FOL en un 79.77% y 58.41%
respectivamente.

Algo similar reportaron Hernandez-Hernandez et al., (2018) quienes aplicaron
hidrogeles de PVA-Cs-NPs Cu e hidrogeles de PVA-Cs en condiciones de estrés salino
y encontraron que al evaluar los contenidos de PAL en fruto la actividad disminuia con
el tratamiento hidrogeles de PVA-Cs-NPs Cu bajo estrés salino, sin embargo, con el
tratamiento hidrogeles de PVA-Cs incrementaba la actividad de PAL. Rodriguez-
Pedroso et al., (2006) encontraron que al aplicar quitosan en plantas de arroz inoculadas
con y sin la inoculacion de un patégeno, la actividad de PAL se incrementaba al
combinar la inoculacién del patégeno y la aplicacién de quitosan (1000 mg L™), la
actividad de PAL se incrementaba en comparacion a las plantas que solo eran tratadas
con la aplicacién de quitosan, el testigo infectado y el testigo sin infectar. Esta enzima
estd directamente involucrada en la sintesis de acido salicilico por la via del &cido
benzoico, se considera importante como una sefial en la activacion de la resistencia
sistémica adquirida RSA frecuentemente observada en la interaccion planta-patégeno
(Dias, 2012). Se ha reportado la presencia de quitina en la pared celular de algunos
hongos fitopatdgenos como es el caso de Fusarium solani, el quitosan al ser un derivado
de la quitina podria generar la sefial en las plantas similar al ataque por patdgenos y
potencializar la via de sefializacion de respuesta de defensa (Paz-Lago et al., 1999; A. T.
Rodriguez-Pedroso et al., 2009; Yalpani et al., 1993).

Expresion del gen PR1

Los resultados obtenidos en la expresion del gen PR1 se muestran en la Figura 5. El gen
PR1 mostro cambios en su expresion debido a la aplicacion de los tratamientos. PVA-
Cs-NPs Cu aumento la expresion del gen PR1 (268.3, 0.7 y 8 veces respectivamente en
comparacion con TO) al trasplante, 40 y 80 ddt, siendo este tratamiento el que tambiéen
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incremento la actividad de PAL en hoja. PVA-Cs incremento la expresion del gen PR1
(3.9, 1.5y 123.2 veces respectivamente) al trasplante, 40 y 80 ddt en comparacién al TO.
Esto sugiere que PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs podrian jugar un papel importante en la
sefializacion de transduccion que conduce a la activacion de genes que codifican a la
produccion de proteinas PR, relacionadas con la via de sefializacion del &cido salicilico y
la RSA ligada a la respuesta al estrés (AbuQamar et al., 2009). Por el contrario
Hernandez-Hernandez et al., (2018) quienes en un ensayo aplicaron hidrogeles de PVA-
Cs-NPs Cu en plantas de tomate se encontraron que éstos reprimian la expresion del gen
PR1 a los 20 y 23 ddt. Abriendo la pauta para determinar que la forma y la presentacion
en la que son aplicados los complejos PVA-Cs-NPs Cu podrian dar diferentes resultados
en cuanto a la sefializacion en las plantas de tomate.

El efecto de la aplicacion de PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs en plantas de tomate
inoculadas con F. oxysporum sobre la expresion del gen PR1 se muestra en la Figura 5.
FOL (testigo patdgeno) incremento la expresion del gen PR1 3.9, 1.5 y 20.3 veces mas
con respecto al TO (trasplante, 40 ddt y 80 ddt respectivamente). El tratamiento PVA-Cs-
NPs Cu+FOL aumento la expresion del gen PR1 16.4, 14.1 y 84.5 veces mas en
comparacion a TO (trasplante, 40 ddt y 80 ddt respectivamente). PVA-Cs+FOL mostro
cambios en la expresion el gen PR1 (94.6, 11.9 y 492.5 veces mas respectivamente) al
trasplante, 40 y 80 ddt con respecto al TO, tomando en cuenta que este tratamiento fue el
gue mostré el mayor incremento en la actividad de PAL en hojas en las plantas
inoculadas con F. oxysporum. FOL expreso el gen PR1, pero si se compara con PVA-
Cs-NPs Cu+FOL y PVA-Cs+FOL estos indujeron un mayor incremento en las veces que
se expreso el gen PR1. Hernandez-Hernandez et al., (2018) aplicaron hidrogeles PVA-
Cs-NPs Cu y PVA-Cs en tomates bajo condiciones de estrés salino encontrando que los
tratamientos suprimieron el gen PR1, pero incrementaban la expresion del gen JA
relacionado con la via octadecanoide de los jasmonatos y esta mediada por la resistencia
sistemica inducida (RSI) relacionada con el estres abiotico. Estos resultados arrojan que
los complejos PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs pueden mediar tanto la expresion de genes
PR1 y JA en plantas de tomate bajo estrés bidtico o abidtico, que ayudaran a la planta a
tolerar los efectos del estrés, ya sea por la via del &cido salicilico (RSA) o la via del

acido jasmonico (RSI).



44

950.004

711.254

47250+

Expresién relativa

233.754

-5.00-
T0 PVA-Cs-NPsCu PVACs FOL PVA-Cs-NPs Cu+FOL PVA-Cs+FOL

Tratamiento

|0 Traspiante [ 04 [ soae |

Figura 5. Expresion relativa del gen PR1 en hojas de tomate tratadas con PVA-Cs-NPs Cu,
PVA-Cs e inoculadas con FOL, al trasplante, 40 ddt y 80 ddt. Los datos representan la media
geométrica + error estandar. El céalculo de las medias se llevé a cabo en forma separada por cada
fecha de muestreo y para todos los tratamientos.

Severidad e incidencia

Los resultados de la evaluacion de severidad e incidencia en plantas de tomate
inoculadas con FOL son presentados en la Tabla 10. No se presentaron diferencias
estadisticas significativas para estas variables. Saharan & Pal (2016), describen dos
mecanismos como las posibles interacciones que tienen el quitosan con el patégeno y su
posible actividad antifingica, uno lo denominan como directo que consiste en la
interaccion del quitosan con las superficies celulares del patdégeno y quelacion de
metales esto conduce a una inactivacion de la membrana plasmatica a mayor
permeabilidad y a la fuga de sustancias intercelulares del patdgeno, para el caso
especifico de este ensayo los tratamientos usados no estuvieron en contacto directo con
el patogeno pues el modo de aplicacion fue foliar y el mecanismo de infeccion del
patdgeno es via radicular, el segundo mecanismo lo denominan como indirecto en donde

el quitosan actta como un elicitor activando los mecanismos de defensa en la planta,
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dando como resultado la acumulacion de metabolitos secundarios y el refuerzo de la
pared celular de la planta. EI segundo mecanismo es el que podria explicar la interaccion
en este ensayo del quitosan-planta-patdégeno activando el mecanismo de defensa de la
planta, el tratamiento PVA-Cs+FOL presentd una disminucion en la severidad del 3.16%
en comparacion del tratamiento PVA-Cs-NPs Cu+FOL. En la incidencia las plantas
mostraron los sintomas caracteristicos de la enfermedad como hojas clordticas,
reduccion del crecimiento, foliolos pequefios y marchitez, el tratamiento PVA-Cs+FOL
disminuyd la incidencia en un 3.15% en comparacion al tratamiento PVA-Cs-NPs
Cu+FOL. En cuando a la severidad se mostraron variaciones a lo largo de las

aplicaciones, no se presentaron diferencias significativas en comparacion al testigo.

Tabla 10. Incidencia y severidad de sintomas en plantas de tomate infectadas con FOL

en la prueba in vivo (Escala Diener & Ausubel, 2005).

Tratamiento Incidencia (%) Severidad
FOL 9% a 46.00 a
PVA-Cs-NPs Cu+FOL 98 a 55.25a
PVA-Cs+FOL 9% a 53.50 a

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD Fisher, p<0.05).
FOL: Testigo patégeno; PVA-Cs-NPs Cu+FOL: Patdgeno + 500 mg L™ de PVA-quitosan-NPs
Cu; PVA-Cs+FOL: Patdgeno + 500 mg L™ de PVA-quitosén.

Rodriguez-Romero et al. (2019) evaluaron el efecto de quitosan y extractos de
Pseudomonas fluorescens in vitro e in vivo sobre Alternaria alternata en plantas de
tomate, encontrando un efecto inhibitorio del crecimiento miceliar en la prueba in vitro
en todas las concentraciones usadas de Cs 0.5, 1.0, y 1.5% (p/v) respectivamente, por el
contrario para la prueba in vivo donde no se presentaron diferencias estadisticas
significativas en comparacion con el testigo, mencionando que para lograr mayores
niveles de efectividad del control de la enfermedad se debe combinar la aplicacion de
varios productos de control. El uso de dos o méas productos de control puede exhibir

varios o distintos mecanismos de control dando lugar a efectos variables.
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CONCLUSIONES

La inhibicion in vitro de Fusarium oxysporum con la aplicacion del complejo PVA-Cs-
NPs Cu mostro un efecto antifingico, disminuyendo el desarrollo e inhibiendo el
crecimiento micelar.

En plantulas de tomate la aplicacion foliar de PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs no mostrd
ningin efecto de fitotoxicidad en el desarrollo de las plantulas. Al contrario, los
complejos promovieron el crecimiento y desarrollo de las plantulas.

El complejo PVA-Cs-NPs Cu promovid el incremento de pardmetros relacionados con
el vigor y el rendimiento de las plantas de tomate. En plantas inoculadas con F.
oxysporum, la aplicacion foliar del complejo PVA-Cs-NPs Cu incrementd el peso
promedio de frutos y peso fresco de raiz. Sin embargo, las plantas inoculadas con F.
oxysporum Yy con la aplicacién de PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs no mostraron un efecto
sobre la severidad e incidencia de la enfermedad.

En la calidad nutracéutica de frutos, el tratamiento PVA-Cs mejoro el contenido fenoles
totales.

La aplicacion foliar de PVA-Cs-NPs Cu increment0 la actividad de PAL con respecto al
testigo, al igual que el complejo PVA-Cs en las plantas infectadas con FOL.

Los complejos PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs incrementaron la expresion del gen PR1 en
plantas de tomate con y sin la inoculacion de FOL.

El presente estudio sugiere que los complejos PVA-Cs-NPs Cu y PVA-Cs estimulan el
crecimiento y desarrollo en las plantas, incrementan el contenido de enzimas defensivas,
asi como la sobreexpresion de un gen relacionado con la respuesta de defensa en las

plantas.
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