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RESUMEN
Con el propodsito de evaluar subproductos de residuos de brassicas para el control de
Fusarium oxysporum en plantas de tomate e identificar biocompuestos relacionados con
la respuesta de defensa, se realizo el presente trabajo. Se evaluaron polvos y extractos
etandlicos y acuosos, obtenidos de hojas y tallos residuales de brocoli, coliflor y repollo.
Se elaboraron los subproductos y se caracterizaron. También se realizd una prueba de
inhibicion in vitro, donde se determind la capacidad inhibitora de los subproductos sobre
F. oxysporum en un ambiente controlado. Posteriormente se realizaron estudios de
efectividad bioldgica en plantulas de tomate y en el cultivo de ciclo completo utilizando
tomate tipo saladette variedad el Cid F1. En la prueba del cultivo se determino la actividad
enzimatica relacionada con los mecanismos de defensa. Como resultado se obtuvieron 9
subproductos. En la caracterizacion se encontr6 que los subproductos tienen una
concentracion media de de 145.45 mg L'! decarbohidratos, 67.6 mg L ! de proteinas, 94.14
mg L de fenoles, 94.76 mg L' de flavonoides y 21.42 mg L' equivalentes a Trolox de
capacidad antioxidante. En la prueba in vitro, la mayor inhibicion del crecimiento de las
hifas de F. oxysporum se obtuvo con los extractos etandlicos a concentraciones de 12.5%.
La prueba de efectividad biologica en plantulas, mostré que los subproductos tuvieron
efecto sobre el crecimiento. En la prueba del cultivo de tomate, los subproductos
suprimieron a la enfermedad causada por F. oxysporum, reduciendo la incidencia y la
severidad lo cual tuvo impacto en el crecimiento, productividad y calidad del cultivo. Asi
mismo, los subproductos activaron el mecanismo de defensa de la plantas, al aumentar la

actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), quitinasa y § 1-3 glucanasa.

Palabras clave: Biofumigacion, bioestimulacion, manejo sustentable, Fusariosis,

Solanum lycopersicum.

viii



ABSTRACT

The present work was carried out to evaluate brassica residue by-products for the control
of Fusarium oxysporum in tomato plants and to identify biocompounds related to the
defense response. Ethanolic and aqueous powders and extracts obtained from residual
leaves and stems of broccoli, cauliflower and cabbage were evaluated. The by-products
were elaborated and characterized. An in vitro inhibition test was also performed, where
the suppressive capacity of the by-products on F. oxysporum was determined in a
controlled environment. Subsequently, biological effectiveness studies were carried out
on tomato seedlings and on the full cycle crop using the saladette tomato variety el Cid
F1. In the crop test, the enzymatic activity related to the defense mechanisms was
determined. As aresult, 9 by-products were obtained. In the characterization it was found
that the by-products have an average concentration of 145.45 mg L-! of carbohydrates,
67.6 mg L' of proteins, 94.14 mg L! of phenols, 94.76 mg L' of flavonoids and 21.42
mg L' equivalent to Trolox of antioxidant capacity. In the in vitro test, the highest
inhibition of F. oxysporum hyphae growth was obtained with ethanolic extracts at
concentrations of 12.5%. The biological effectiveness test on seedlings showed that the
by-products had an effect on growth. In the tomato crop test, the by-products suppressed
the disease caused by F. oxysporum, reducing the incidence and severity, which had an
impact on the growth, productivity and quality of the crop. Likewise, the by-products
activated the plant defense mechanism by increasing the activity of phenylalanine

ammonium lyase (PAL), chitinase and  1-3 glucanase enzymes.

Key words: Biofumigation, biostimulation, sustainable management, Fusarium, Solanum

lycopersicum.
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INTRODUCCION

Para la produccion de tomate (Solanum lycopersicum L), utilizando suelo como medio de
cultivo, uno de los principales problemas fitosanitarios es la marchitez vascular o
fusariosis causada por Fusarium sp. (Ma et al., 2013). Este hongo provoca marchitez
vascular, manchas, pudricion de raiz y tallo hasta llegar a la necrosis de la planta (Agrios,
1985; Villapadua y Sainz 2010). Para su control se utilizan practicas culturales, rotacion
de cultivo, control biolégico y control quimico (Rios-Hernandez et al., 2021) esta ultima
la mas recurrente. Este problema se incrementa cuando el cultivo es bajo cubierta, debido
al monocultivo y la intensidad de la explotacion (Cotler et al., 2021). Para el control de
esta enfermedad, lo mas comun es la aplicacion de fumigantes quimicos; como el metil
ditiocarbamato de sodio, llamado Metam, Busan, Nemasol, Prometan, Raisan, y 1-3
Dicloropropeno; denominado Piclor, Telone (Terralia, 2019). Estos productos conllevan
un importante costo tanto econémico como ambiental. El costo ecoldgico se debe a una
disminucién importante de la microflora nativa del suelo, y el posterior incremento de
poblaciones de patogenos, que comienzan con dafios a algunas plantas, y posteriormente
se expanden, hasta cubrir regiones completas (Abdel-Monaim, Abo-Elyousr, & Morsy,
2011). Por otro lado, el costo econdémico oscila entre los 8,000 a 37,300 pesos ha™! (FIRA,
2021), dependiendo de la cantidad a aplicar, normalmente las recomendaciones inician
con 125 L ha'! y van aumentando hasta llegar a los 500 L ha™!'; ademas del incremento de
fungicidas, tapetes sanitarios y otras estrategias para contener las reapariciones de
patdgenos una vez esta establecido el cultivo (Carmona & Sautua, 2017).

Por otro lado, el consumidor exige productos mas sanos e inocuos o libres de pesticidas
(FAO,2020). Todo esto ha llevado a buscar alternativas para el manejo de enfermedades
mediante un control mas amigable con el medio ambiente e inocuo (Zavaleta-Mejia,
1999).

Una alternativa puede ser el uso de sustancias naturales con propiedades antagonistas a
los patdgenos, las cruciferas son un claro ejemplo de esto ya que poseen propiedades
biodesinfectantes, relacionadas a la elevada cantidad de compuestos azufrados que
contienen en sus tejidos denominados glucosinolatos (Brown y Morra, 2005; Rodriguez
et al.,2013). A la enzima glucohidrolasa tioglucosido, conocida como mirosinasa (Morra
& Kirkegaard, 2002) que hidroliza a los glucosinolatos transformandolos en una aglicona

inestable, que posteriormente sufre modificaciones para dar origen a compuestos volatiles



toxicos como isiotiocianatos, nitrilos, tiocianatos, entre otros. Cada especie de la familia
de las Brassicacea tiene diferentes clases y concentraciones de glucosinolatos (Rosa, 1997,
Brown y Morra, 2005; Campas-Baypoli et al., 2009; Rodriguez, et al., 2013;), la
estabilidad de estos glucosinolatos es alta ya que se mantienen alin en residuos
deshidratados (Lazzeri, y Dallavalle, 2004).

En diversos estudios de campo se ha observado la eficacia de los residuos o esquilmos de
diferentes plantas del género Brassica incorporados al suelo para el control de Fusarium
sp., sin embargo, su aplicacion implica usar las plantas de Brassicas, como cultivo de
rotacion, lo cual se dificulta en el sistema de agricultura protegida, por la poca
disponibilidad de tiempo. Por esta razon se propone evaluar otras opciones, como los
extractos liquidos y el deshidratado obtenidos de los esquilmos o residuos de Brassicas,
con el fin de ofrecer més opciones a los productores que no puedan o no deseen utilizar
cultivos de rotacion. Ademads, evaluar si estos subproductos tienen efectos sobre la
estimulacion de los mecanismos de defensa enddgenos de la planta, de tal manera que esta
informacion posibilite una mejor comprension y aprovechamiento de esta alternativa para
el manejo de la Fusariosis. Con base en lo anterior para este estudio se plantearon los

siguientes objetivos.

Objetivo general
Evaluar subproductos de residuos de brassicas para el control de Fusarium oxysporum en

plantas de tomate y evaluar biocompuestos relacionados con la respuesta de defensa.

Objetivos especificos

1. Producir y caracterizar extractos (acuoso y etanolico) y polvos obtenidos de
residuos de brocoli, coliflor y repollo.

2. Evaluar la capacidad inhibitoria in vitro del polvo y los extractos sobre F.
OXySporum.

3. Evaluar la efectividad bioldgica del polvo y extractos en plantulas de tomate
infectadas con F. oxysporum.

4. Evaluar la efectividad biologica del polvo y extractos en el cultivo de tomate

infectado con F. oxysporum.



Hipotesis

Los subproductos obtenidos de residuos de Brassicas inhiben los sintomas de Fusarium

y tendran un efecto bioestimulante en plantas de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo del Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas con mayor relevancia a nivel
mundial, se producen 177.1 millones de toneladas al afio, China e India son los principales
productores y México ocupa el lugar 10 (FAO, 2021). México produce 3.2 millones de
toneladas y exporta el 33% de su produccion principalmente a EE. UU, con un valor de
2000 millones de dolares (BancoMext, 2021), la superficie destinada a este cultivo es de
31.5 mil hectéreas, de las cuales 32.8% es a campo abierto (Con acolchado), 40% son
invernaderos, 24.6% malla o casa sombra y 0.8% macrotunel (SIAP, 2021).

El tomate rojo o jitomate, es un alimento esencial para la alimentaciéon humana por su
aporte de vitaminas, minerales y antioxidantes, Los minerales que contiene son calcio,
fosforo, potasio y sodio y las vitaminas que contiene son A, B1, B2, y C. Ademas, tiene
propiedades medicinales entre las que destacan las siguientes: antiséptico, alcalinizante,
depurativo, diurético, digestivo, laxante, desinflamatorio y remineralizante (Profeco,

2020).

Fusarium en Tomate
Fusarium oxysporum (Fo)
La especie Fusarium oxysporum ataca diversos tipos de plantas econdémicamente
importantes en distintos paises y en diferentes regiones, causando marchitamientos
vasculares y muerte de las plantas (Villapudua y Sainz, 2009). La especie oxysporum se
caracteriza por producir distintas formas especiales, las cuales no se pueden diferenciar
por su morfologia o por las caracteristicas culturales de las colonias, pero son
fisiologicamente diferentes por su capacidad de parasitar y ocasionar enfermedades en
plantas hospedantes especificas (Nelson, 198, Villapudua y Sainz, 2009).
El hongo produce tres clases de esporas:
Microconidias: Esporas generalmente unicelulares sin septos, hialinas, elipsoidales
cilindricas, rectas o curvadas; se forman sobre fialides laterales, cortas, simples o sobre
conidiéforos poco ramificados. Las microconidias tienen 5- 12 um de largo por 2.5- 3.5
um de ancho (Nelson, 1981, Agrios 1985).



Macroconidias: Esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas, moderadamente
curvadas en forma de hoz, con varias cé¢lulas y de 3 a 5 septos transversales, con la célula
basal elongada y la célula apical atenuada; las macroconidias tiene un tamafio de 27 a 46
um de largo y 3.0 a 4.5 um de ancho (Nelson, 1981, Agrios 1985).

Clamidosporas: Esporas formadas a partir de la condensacion del contenido de las hifas
y de las conidias, de paredes gruesas. Se forman simples o en pares, terminales o
intercalares: poseen un tamafo de 5 a 15 um de diametro (Nelson, 1981). Gracias a ellas
el hongo sobrevive en condiciones ambientales desfavorables y en el suelo como saprofito

de vida libre en ausencia de plantas hospedantes (Garret, 1977).

Sintomas de Fusarium oxysporum

La enfermedad se caracteriza por la aparicion unilateral de los sintomas de
marchitamiento, acompafiada del amarillamiento parcial de las hojas y el doblamiento de
los brotes hacia el lado de la planta enferma, a causa de la interferencia en el crecimiento;
en estados iniciales en las hojas puede observarse la mitad clorética y la mitad de un color
verde normal. Se observa ademas un enanismo de los brotes y disminucion del crecimiento
de la planta. Los sintomas de la enfermedad avanzan afectando la planta hacia arriba hasta
causar un marchitamiento generalizado y la muerte, otro sintoma caracteristico es la
coloracion rojiza, que se observa al realizar un corte diagonal en el cuello de la planta (De
Granada et al., 2001; Villapudua y Sdinz, 2009). Cuando este patogeno ataca plantulas
ocasiona mal del talluelo, que es favorecido por la carencia de lignina en el tallo, lo que
las hace mas susceptibles, permitiendo que el patdgeno alcance rapidamente los vasos del
xilema, causando la destruccion y el colapso del tejido (Agrios, 2005). El tejido vascular
de una planta enferma se torna de color pardo oscuro, siendo més notable en el punto de
union del peciolo con el tallo. Este color es caracteristico de la enfermedad y se emplea
para su identificacion; la médula permanece sana y, ocasionalmente, ocurre infeccion en
el fruto, que se puede detectar por la decoloracion del tejido vascular dentro de él
(Véasquez-Ramirez et al., 2017).

Cuando el hongo ataca a plantas adultas, la enfermedad se conoce como marchitez
vascular. Las plantas muestran amarillamiento, que comienza por las hojas bajeras y, por
lo general, mueren, la base del tallo adquiere un color oscuro y los haces vasculares se

tornan de color pardo oscuro (Vasquez-Ramirez et al., 2017). Una o varias ramas pueden



mostrar sintomas; en ocasiones, las hojas presentan marchitez en los foliolos de un lado
del peciolo, mientras que los del lado opuesto se ven sanos. La marchitez del follaje es
mas notable después de la floracion y cuajado de los frutos y durante los periodos mas
calurosos del dia. Los sintomas son exacerbados por temperaturas altas, alrededor de 28
°C, por pH bajo del suelo y uso de fertilizantes amoniacales (Mc Govern & Datnoff, 1992).
Cuando la raiz es invadida por el hongo, el marchitamiento del follaje se acelera, debido
a que, en la raiz, se genera una pudricion negra sobre las raices laterales mas jovenes
(Villapudua y Sainz, 2009). Mientras que, en la raiz principal, se genera una pudricion
seca. En muchos casos se puede observar una coloracion morada en el tejido de las raices
afectadas (Agrios, 1985). En un corte transversal al tallo, se podra observar la necrosis
vascular, con una tonalidad café en forma de anillo, que se extiende hasta 25 cm sobre la
linea del suelo (Agrios, 1985). Una vez, que la planta muere, con una condiciéon de
humedad relativa alta, Fusarium se fructifica sobre la superficie del tallo (Yadeta &
Thomma, 2013) y en ocasiones, sobre las plantas muertas o con una incidencia del 80 —
90%, se producen esporas y micelio con coloracion blanco — rosado sobre las lesiones del
tallo (Carrillo-Fasio et al., 2003).

Epidemiologia de Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum, se desarrolla en los vasos y células parenquimatosas (Gonzalez et
al., 2012) a través de heridas que se generan con el crecimiento de raices laterales, las
clamidosporas germinan e ingresan al tejido de la planta, como micelio avanza hasta el
xilema, este se ramifica y forma microconidias, estas son arrastradas por la corriente de la
savia (Cardona-Piedrahita & Castafio-Zapata, 2019). Las microconidias germinan donde
se detiene su movimiento ascendente e ingresa penetrando la pared del vaso y se traslocan
produciendo mas microconidias. El hongo expulsa enzimas pectoliticas (Inami et al.,
2012) las cuales, destruyen la lamina del parénquima del xilema, dado a lo anterior, las
células mueren y se tornan color café.

Fusarium tiene la capacidad de excretar las toxinas lycomarasmina (causante de necrosis
en hojas) y acido fusarico (produce la coloracion café en el tejido vascular de las plantas)
(Vasquez-Ramirez y Castafio Zapata, 2017) ambas tienen la capacidad de unirse a metales

pesados como el cobre y el fierro, lo cual, las hace altamente nocivas, ya que, afectan la



permeabilidad de la membrana celular y a su vez, inhiben e interrumpen la actividad

enzimatica (Valencia-Guerrero et al., 2012).

Manejo y control de Fusarium oxysporum

Para este hongo regularmente se lleva a cabo un control quimico, entre los productos que
destacan podemos encontrar, N-metilditiocarbomato de sodio, picloruro de sodio, entre
otros.

Otros manejos que se recomiendan para el control son los siguientes, eliminacién de
residuos de cosechas, aplicacion de riego por goteo, aireacion de la planta, aplicacion de
abonos organicos, rotacion de cultivos (Vasquez-Ramirez y Castafio Zapata, 2017) evitar
cultivar en terrenos infestados o con antecedentes de infeccion, ajustar el pH del suelo
entre 7'y 7.2, incorporar residuos de cruciferas (1 -2%) y cubrir con pléstico de acolchado
buen drenaje de suelo (Bravo et al., 2012). Por otro lado, el uso de variedades resistentes
ha reducido significativamente la incidencia y inhibicion de Fusarium (Horinouch et al,

2011).

En el control de fitopatdgenos como Fusarium oxysporum, normalmente es utilizado el
manejo quimico (Lecomnte et al., 2016), sin embargo, este tipo de tratamientos trae
consigo grandes costos, uno de ellos es el costo ecologico ya que, estos productos son
biocidas (antibacterianos, antifingicos, nematicidas y antivirales) los cuales, destruyen la
microflora natural del suelo (Tamayo et al., 2016) y su aplicacion a largo plazo ha
inducido a la resistencia en casos de bacterias y hongos (Valenzuela-Martinez et al.,
2019), lo que ha provocado que las dosis de estos productos cada vez sean mas altos y por
lo tanto mas costos. Lo anterior ha obligado a buscar nuevas alternativas de control y

manejo, una opcion a esta problematica es el biocontrol.

Biocontrol

El biocontrol representa una alternativa atractiva para el futuro debido a las muchas
preocupaciones sobre el uso de pesticidas (Lewis, J. A., & Papavizas, G.C. 1991). El
biocontrol actualmente ocupa un lugar importante dentro de las practicas de manejo de
enfermedades de las plantas causadas por los patdgenos fungicos del suelo, principalmente

de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, Phytophthora y Fusarium entre otros



(Stefanova et al., 1999). El biocontrol de patdégenos en el suelo, puede definirse como un
sistema (Sandoval-Rangel, 2019), debido a que incluye diversos mecanismos de accién
contra patdgenos como el uso de resistencia genética (Ascencio-Alvarez et al., 2008), la
rotacion de cultivos, la biofumigacion (Sanchez, A. D. 2018, Civieta-Bermejo et al.,
2021), el uso de microorganismos antagonicos y/o competitivos (Davila Medina et al.,
2013) y el fortalecimiento del sistema de defensa enddgeno de las plantas (Ojito-Ramos,
K., & Portal, O, 2010).

Biofumigacion

Se define la biofumigacién como "la accion de las sustancias volatiles producidas en la
biodegradacion de la materia organica en el control de los patogenos de las plantas" (Bello
et al., 2000). La técnica incrementa su eficacia en el tiempo cuando forma parte de un
sistema de produccion integrada. Se ha encontrado que, por lo general, cualquier materia
orgéanica puede actuar como biofumigante, dependiendo su eficacia principalmente de la
dosis y del método de aplicacion. La biofumigacion es una técnica fécil de aplicacion por
agricultores y técnicos, pues solo se diferencia de la aplicacion de materia organica en la
eleccion del biofumigante, que debe estar en vias de descomposicion y en el método de
aplicacion, que debe tener en cuenta la necesidad de retener al menos durante dos semanas
los gases biofumigantes producidos en la biodegradacion de la materia organica, ya que
su efecto en la mayoria de los casos no es biocida sino biostatico, por lo que es necesario
prolongar en el tiempo su accion sobre los patdogenos. Se ha podido constatar, también, un

marcado efecto herbicida (Bello et al., 2000).

Accion Biofumigante de las Cruciferas o Brassicas

Diferentes especies de Brassicas se utilizan como biofumigantes debido a que poseen
propiedades antimicrobianas, relacionada con el alto contenido de compuestos azufrados
en sus tejidos denominados glucosinolatos (Krikegaard y Sarwar, 1998). La enzima
glucohidrolasa tioglucdsido (mirosinasa) hidroliza a estos compuestos y los transforma en
los compuestos volatiles toxicos isiotiocianatos, nitrilos, tiocianatos, tio-oxazolidinas y
epitionitrilos; dependiendo de la especie de crucifera (Brown y Morra, 2005). Cada
especie de crucifera tiene diferentes clases y concentraciones de glucosinolatos (Rosa,
1997; Brown y Morra, 2005; Campas-Baypoli et al.,2009; Rodriguez et al.,2013), los



cuales se mantienen inclusive en residuos deshidratados (Lazzeri y Dallavalle, 2004). La
eficacia de los residuos de diferentes plantas del género Brassica incorporados al suelo
para la inhibicién de Fusarium spp., ha sido documentada en campo (Gilardi et al., 2016;

Prasad y Kumar, 2017; Campanella et al.,2020).

Bioestimulacion

Los bioestimulantes son sustancias naturales o sintéticas que provocan algin tipo de
cambio en los procesos estructurales de una planta (Gémez-Merino y Trejo-Téllez, 2015),
con el fin de generar una mayor tolerancia (Chen et al., 2021) a algin tipo de estrés, asi
mismo, tienen la capacidad de actuar sobre procesos fisiologicos (Jasso de Rodriguez et
al., 2020) como el crecimiento y desarrollo, ya que, mejoran la disponibilidad de
nutrientes y mejora su absorcion (Martinez ef al., 2013), mejorando la calidad de cultivo.
Pueden estar conformados por compuestos organicos, entre los que destacan, acidos
himicos, vitaminas, aminodcidos, entre otros (de Vasconcelos y Chaves, 2019).
Actualmente se identifican siete categorias de bioestimulantes, dcidos humicos y fulvicos,
aminoacidos y mezclas de péptidos, extractos de algas y plantas, quitosanos y

biopolimeros, compuestos inorganicos, hongos y bacterias beneficiosas (du Jardin, 2015).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento
El experimento se realiz6 en el periodo enero 2021 — abril 2022 en un invernadero y el
laboratorio de Fisiologia en el departamento de Horticultura de la Universidad Auténoma

Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Elaboracion de Subproductos
Los subproductos de polvo deshidratado se obtuvieron a partir de las hojas y tallos de
repollo (Brassica oleracea var Capitata), brocoli (Brassica oleracea var Italica) y coliflor
(Brassica oleracea var Botrytis). Los desechos o esquilmos se secaron al sol y
posteriormente se molieron y tamizaron a una granulometria de 1.0 mm. El polvo obtenido
se almacend en bolsas de papel.
Los extractos etanolicos, se obtuvieron por el método de extraccion por maceracion con
agitacion, donde se tomo6 una muestra de cada brassica con un peso de 1.250 g. Estas
muestras se colocaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL, y a cada uno se le afiadi6 62.5
mL de etanol al 50%; En este método a los componentes se les aplicé agitacion manual y
permanecié en reposo durante 72 h en un recipiente de material inerte (vidrio)
debidamente cerrado.
Los extractos acuosos, se obtuvieron por el método de extraccion por infusion, en el cual
se coloco en matraces Erlenmeyer de 250 mL, a cada matraz se le afiadié 125 mL de agua
destilada; posteriormente se colocaron en una parrilla de calentamiento y se calentd el
agua a 120 °C durante 5 minutos, transcurrido el tiempo se agregd una la muestra de cada
crucifera con un peso de 2.5 g y se dejo reposar durante 1 hora, en este método los
componentes se maceraron y permanecieron en reposo durante 1 hora.
Para ambos procesos los extractos se filtraron con papel filtro Whatman No. 1, una vez
elaborados los extractos, éstos se protegieron de la luz y almacenados en congelacion en

frascos de vidrio.
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Caracterizacion de Subproductos
La caracterizacion de los subproductos consistio en la identificacion y cuantificacion de

los metabolitos que se enlistan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Variables para la caracterizacion de los subproductos elaborados a partir de
esquilmos de cruciferas.

Metabolito Método de Identificacion y/o
cuantificacion

Proteinas totales Bradford, 1976

Aminoacidos totales Yemm y Cocking, 1995

Carbohidratos totales Dubois et al., 1965

Actividad antioxidante Reetal, 1999

Fenoles totales Yu & Dahlgren, 2000

Flavonoides totales Arvouet-Grand et al., 1994

Proteinas totales

La cuantificacion de proteinas se determind mediante el método Bradford (Bradford,
1976), donde fueron tomados 50 pL del EE o estdndar y se agregd 1.5 mL del reactivo
Bradford. Después de 5 minutos, se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm
en un espectrofotdometro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE.
UU.). Se realiz6 una curva de calibracion con albiumina de suero bovino estandar (0.005-
0.5 mg mL"). Los resultados se expresaron como mg L'! de proteinas totales en peso

fresco.

Capacidad antioxidante hidrofilica (ABTS)

Se determind por el método de Re ef al (1999). Se basa en la decoloracion del cation
radical ABTS. El radical se obtuvo de la reacciéon del ABTS a 7mM con persulfato de
potasio a 2.45 mM (1:1 v/v) en la oscuridad durante 16 h, posteriormente se diluy6é con
etanol al 20% hasta obtener una absorbancia de 0.7 + 0.01 a 754 nm. Para determinar la
capacidad antioxidante de los compuestos hidrofilicos, en un tubo de 2 mL se colocaron

20 puL del extracto y 980 uL de la dilucion del radical ABTS, se agito durante 5 segundos
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y de dejé reposar 7 minutos en la oscuridad. La absorbancia fue medida en un
espectrofotometro Uv-vis (Génesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific, Whaltham, MA, USA)
A 754 nm. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes a dcido ascorbico por

gramo de peso seco (mg EAA L.

Fenoles totales

Se determind de acuerdo con la metodologia de Yu & Dahlgren (2000). Se pesaron 200
mg de tejido liofilizado y se agregd 1 mL de agua: acetona (1:1), se mezclaron con un
pulso de vortex por 30 segundos, posterior a eso se sonico durante 5 minutos. Se
centrifugaron a 12,500 rpm por 10 min a 4°C. Se extrajo el sobrenadante (en caso de ser
necesario se realizd una dilucion en una proporcion 1:2 con solucidon agua: acetona).
Posteriormente, se tom6 50 pL del extracto y se anadié 200 uL de reactivo Folin-
Ciocalteu, enseguida 500 pL Na>xCOs al 20%, se adiciona 5 mL de agua destilada y se
mezclaron con un pulso en el vortex, finalmente se sometieron a bafio maria durante 30
min a 45°C. Fueron leidos a una absorbancia de 750 nm en un espectrofotémetro UV-Vis
(Thermo Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.). Fue utilizada una curva de
calibracion con 4acido galico (0.02-0.4 mg mL™") y los resultados expresados en mg EQ de

acido galico por L.

Flavonoides

Se identificaron siguiendo el método de Zhishen et al (1999). Los compuestos se
extrajeron colocando 100 mg de tejido seco en tubos de 2 mL agregando 2 mL de metanol
al 80%. La mezcla pas6 por el vortex durante 20 segundos, posteriormente se sénico por
5 minutos y se centrifugé a 4000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Para la mezcla se
colocaron 250 pL de la alicuota en un tubo de ensayo, enseguida se agregd 75 puL de
NaNO: al 5% y se agit6 en vortex. Transcurridos 5 minutos se agregd 150 puL de AICl; al
10%, después se agregd 500 uL de NaOH 1M y 2.025 mL de agua destilada. La
absorbancia fue medida inmediatamente a 510 nm en un espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.). Los flavonoides fueron
cuantificados basados en una curva estandar de catequina basados en peso seco (mg EC

LY.
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Aminoacidos totales

Para llevar a cabo la extraccion de los aminoacidos, las muestras secas fueron maceradas
y se pesaron 50 mg en tubos de 2 mL. Posteriormente se agregd 1.5 mL de buffer de
citratos pH 5 a cada tubo, se mantuvieron en vortex durante 30 segundos y se sonicaron
durante 10 minutos, posteriormente se colocaron en la centrifuga durante 10 minutos a 10
000 rpm a 4 °C. transcurrido el tiempo se extrajo el sobrenadante y filtro con pirinolas de
45 micras. Para la cuantificacion se tomaron 0.250 mL del extracto y se colocd en tubos
de vidrio con tapa, posteriormente se agregd 2.25 mL de buffer de citratos, 0.5 mL de
ninhidrina al 0.35% a cada tubo estos se agitaron y se colocaron a bano Maria entre 80 y
100 °C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo los tubos se llevaron a un bafio de hielo
y se llevo a lectura a un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo G10S,
Waltham, MA, EE. UU.) a 570 nm. La concentracion fue obtenida mediante la curva de

calibracion trazada con leucina grado estandar en un rango entre 10 y 100 mg L.

Carbohidratos totales

Para la extraccion de los carbohidratos se agregaron 400 pL de la muestra en un tubo, se
afiadiéo 400 pL de fenol al 5%, se agito y se llevo a bano de agua con hielo durante 5
minutos. Se agregd 1 mL de 4cido sulfurico concentrado, se dejé reposar en bafio frio
durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo se agitod levemente y se llevo al bafio Maria a
30 °C durante 5 minutos. Se dejo enfriar por 5 minutos y se leyd en un espectrofotdmetro
UV-Vis (Thermo Scientific Model G10S, Waltham, MA, EE. UU.) a 480 nm. La

concentracion fue obtenida mediante la curva de calibracion de glucosa al 0.1%.

Prueba de Efectividad Inhibitoria in vitro
La prueba de efectividad inhibitoria in vitro se realizd usando la técnica de medio
envenenado de Saharan et al. (2013), la cual mide la actividad antifiingica del polvo y de

los extractos. Se evaluaron los siguientes tratamientos:

Testigo absoluto.
Extracto acuoso repollo + F. oxysporum

Extracto acuoso de brécoli + F. oxysporum

b=

Extracto acuoso coliflor + F. oxysporum
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5. Extracto etandlico repollo + F. oxysporum
6. Extracto etandlico brécoli + F. oxysporum
7. Extracto etandlico coliflor + F. oxysporum
8. Polvo repollo + F. oxysporum
9. Polvo brécoli + F. oxysporum

10. Polvo coliflor + F. oxysporum

Cada tratamiento fue evaluado con 10 concentraciones (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4,
12.8,25.4 y 51.8%) y se compararon con un testigo absoluto, cada tratamiento se evaluo
en cinco repeticiones, en un disefio completamente al azar. Cada repeticion constd de una
caja Petri y como medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA). El inoculo se realizé con
explantes de micelio de F. oxysporum de 8 mm de diametro de 15 dias de crecimiento
procedente de una cepa del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY),
Meérida, Yucatan.

Para la prueba de medio envenenado con extractos acuosos se esterilizo el PDA y el
extracto, para la prueba de envenenado con extractos etandlicos y la prueba en polvo se
esterilizo solamente el medio de cultivo. Todas las cajas se incubaron a 28 °C durante 9
dias. Se registro el crecimiento radial del micelio al dia 3, 6 y 9 con una regla graduada,
para calcular el porcentaje de tasa de inhibicion de micelio patogeno, se utilizé la formula:

me—myg

Tasa de inhibicion = —— % 100

mc
MC = Crecimiento de micelio en el control.

MT = Crecimiento del micelio en el tratamiento (Saharan ez al., 2013).

Prueba de efectividad bioldgica en plantula

Para esta prueba se utilizaron semillas de Tomate tipo Saladette o Roma Cid F1, de la
empresa Harris Moran Seed. La semilla de El Cid F1. Cita en su etiqueta tolerancia a
Fusarium raza 1, 2 y 3. Va, Ma, Mi, Mj, ToMV (Harris Moran, 2019). Las plantulas se
produjeron en charolas de poliestireno de 200 cavidades y como sustrato peat moss. La

siembra se realizo el dia 5 de abril del 2021.
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Se evaluaron tres subproductos: extractos etanolico, acuoso y polvo deshidratado

obtenidos de hojas y tallos residuales de brocoli, coliflor y repollo, se compararon con un

testigo absoluto (sustrato esterilizado), un testigo comercial (sustrato tratado con BUSAN)

y un testigo inoculado (sustrato sin tratamiento mas inoculo). Cada tratamiento se evalud

en 10 repeticiones, en un disefio completamente al azar y cada repeticion fue una planta.

Tratamientos

1.

O 0 N R W N

Testigo Absoluto

Testigo Suelo esterilizado + F. oxysporum
Testigo Comercial (F. oxysporum + BUSAN)
Extracto acuoso repollo + F. oxysporum
Extracto acuoso de brécoli + F. oxysporum
Extracto acuoso coliflor + F. oxysporum
Extracto etanolico repollo + F. oxysporum
Extracto etanolico brocoli + F. oxysporum

Extracto etanolico coliflor + F. oxysporum

10. Polvo repollo + F. oxysporum

11. Polvo brocoli + F. oxysporum

12. Polvo coliflor + F. oxysporum

Figura 1. Establecimiento del experimento.
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Transplante

El trasplante se realizo en vaso de poliestireno de 0.25 L y como sustrato Peat-moss®. Los
tratamientos con polvo a una dosis de 1.0 g L! se aplicaron al sustrato antes de realizar el
trasplante. Los extractos se aplicaron de manera foliar a una concentracion de 3.0 L ha’!

cada 7 dias.

Produccion del indculo e inoculacion

El inéculo se realizé dejando crecer el patogeno en cajas Petri con medio PDA (dextrosa
20 g L', infusion de papa 4 g L'y agar 15 g L'! durante 15 dias a 28°C. Transcurrido el
tiempo, se tomaron las cajas Petri y se cortd el micelio en discos de 8 mm, se tomaron
entre 10 y 14 discos y se introdujeron un tubo de centrifuga con 15 mL de agua destilada
estéril, se agitd en vortex®. Posteriormente se realizd un conteo de esporas en una cdmara
de Neubauer® para ajustar a una concentracion de 1x10° esporas o conidias por mL. De
esta solucion se tom6 un mL y se aforé a 50 mL con agua destilada, posteriormente se
aplico al sustrato, previamente, se realizaron 3 cortes verticales sobre el sustrato a un cm
del tallo, con el proposito de formar heridas en la raiz y favorecer la infeccion de las

plantas.

Variables Evaluadas

Las variables de respuesta que se evaluaron fueron las siguientes:

Incidencia: Numero de plantas con presencia de sintomas del patogeno.

Porcentaje de incidencia: Fue determinado como porcentaje de plantas con sintomas en el
cuello de la plantula.

Severidad: Se midi6 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 jévenes con crecimiento detenido (80%); 2= hojas
viejas clordticas y hojas jovenes con crecimiento detenido (60%); 3= hojas viejas con
clorosis vascular y hojas jovenes con crecimiento detenido (40%); 4= peciolos de hojas

con crecimiento detenido (20%); 5= sin sintomas visibles (0%).

Altura de planta: Se midio con una regla graduada el largo de la planta empezando desde

el tallo.
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Numero de hojas: Se contabilizé el nimero de hojas.
Didametro de tallo: Se utilizo un vernier digital modelo CALDI-6MP marca Pretul®.
Tamafio de hoja mayor: Se midio la hoja de mayor largo de cada plantula, con una regla
graduada.
Biomasa: Se cort6 la planta a la altura del cuello y se pesaron las hojas en fresco con una
balanza digital marca: Scout® Pro, modelo: Scout Pro SP2001.

Prueba de Efectividad Biologica en Cultivo
Para esta prueba se utilizaron las plantulas de la etapa anterior. Al igual que en la prueba
en plantula, se evaluaron tres subproductos: extractos etanolico, acuoso y polvo
deshidratado obtenidos de hojas y tallos residuales de brdcoli, coliflor y repollo, se
compararon con un testigo absoluto (suelo esterilizado), un testigo comercial (suelo
tratado con BUSAN) y un testigo inoculado (suelo sin tratamiento mas inoculo). Cada
tratamiento se evaluo en 10 repeticiones, en un disefio completamente al azar (Figura 1) y

cada repeticion fue una planta en una maceta de polietileno de 10 L.

Tratamientos

1. Testigo Absoluto (Suelo esterilizado)
Testigo Suelo esterilizado + F. oxysporum
Testigo Comercial (F. oxysporum + BUSAN)
Extracto acuoso repollo + F. oxysporum
Extracto acuoso de brécoli + F. oxysporum
Extracto acuoso coliflor + F. oxysporum
Extracto etanolico repollo + F. oxysporum

Extracto etanolico brocoli + F. oxysporum

o0 NS kWD

Extracto etanoélico coliflor + F. oxysporum

10. Polvo repollo + F. oxysporum

11. Polvo brécoli + F. oxysporum

12. Polvo coliflor + F. oxysporum
Se utilizo suelo sin cultivar y sin presencia de Fusarium oxysporum. Los tratamientos con
polvo a una dosis de 1.0 g L'! se aplicaron al sustrato antes de realizar el trasplante. Los

extractos se aplicaron de manera foliar a una concentracion de 3.0 L ha'! cada 10 dias.
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Figura 2. Croquis de los tratamientos en la prueba de efectividad bioldgica en cultivo.

Produccion del Indculo e Inoculacion

Al igual que en la prueba de plantula se produjo el indculo con el mismo método y la
inoculacion se llevo a cabo con una solucion ajustada a 1x10° esporas o conidios por mL.,
de esta solucion se tomd un mililitro y se afor6 a 50 ml con agua destilada, posteriormente
se aplico a las macetas a las cuales previamente, se les realizaron 3 cortes verticales sobre
el suelo a dos cm del tallo, con el proposito de formar heridas en la raiz y favorecer la

infeccion de las plantas.

Variables Evaluadas

Incidencia. Nimero de plantas con presencia de sintomas del patégeno.

Severidad. Se midi6é 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 jévenes con crecimiento detenido (80%); 2= hojas
viejas clordticas y hojas jovenes con crecimiento detenido (60%); 3= hojas viejas con
clorosis vascular y hojas jovenes con crecimiento detenido (40%); 4= peciolos de hojas

con crecimiento detenido (20%); 5= sin sintomas visibles (0%).

Crecimiento de la Planta

Las variables agrondmicas fueron medidas cada 15 dias

Conductancia Estomatica. Como una medida indirecta de la fotosintesis se midio la

conductancia estomatica con un Porémetro de Hoja Marca Decagon Modelo SC-1. Para
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ello se eligieron las hojas de la parte superior del racimo en desarrollo o proximo a
cosecha.

Altura de planta: Se midi6 con una regla graduada el largo de la planta empezando desde
el tallo.

Numero de hojas: Se contabiliz6 el nimero de hojas.

Didametro de tallo: Se utiliz6 un vernier digital modelo CALDI-6MP marca Pretul®.
Tamaiio de hoja mayor: Se midi6 con una regla graduada la hoja mas cercana al racimo
previo a la cosecha.

Biomasa: Se corto la planta a la altura del cuello y se pesaron las hojas en fresco con una

balanza digital marca: Scout® Pro, modelo: Scout Pro SP2001.

Rendimiento
Numero y Peso de Frutos por Planta. Se cortaron los frutos en grado de maduracion 4

y en cada corte se contabiliz6 y peso el nimero de frutos.

Figura 3. Escala de maduracion de frutos de tomate de escala 1-6 (Vellsam, 2017)

Calidad fisica del fruto. De cada corte se seleccionaron 3 frutos, a los cuales se les midio;
diametro polar y ecuatorial con un vernier. El peso promedio se obtuvo de dividir el peso
de los frutos entre el nimero de los mismos. Para la firmeza se midi6 la parte media del

fruto con un penetrometro marca Speer.

Calidad quimica del fruto. Tres frutos por tratamiento se partieron por la mitad y se les
midio:
pH en Pulpa. Con un potencidometro marca Hanna modelo HI98107.

Sélidos totales. Con un refractdmetro marca Sper Scientific modelo 300010.
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Contenido de vitamina C. Se determind 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%, para después ser filtrado a través de
una gasa absorbente estéril sobre un matraz de aforacion de 100 mL. Se tom¢ una alicuota
de 10 mL y se tituld con 2,6 diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracion rosacea

persistente. Los resultados se expresaron en mg 100 g de peso fresco™.

Analisis Estadistico
Los datos se analizaron (ANOVA P>0.5) en base al modelo de bloques completos al azar.
Las variables estadisticamente diferentes se les realizé una prueba de medias de Tukey

(P>0.05). (Zar, 1996). Se utilizo6 el software Estadistica version 7.0.
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La caracterizacion de un producto es la determinacion de sus propiedades o componentes

(RAE, 2022). La caracterizacién de los subproductos obtenidos de residuos de hojas y

tallos de brocoli, coliflor y repollo se bas6 en la medicion del contenido de carbohidratos,

proteinas fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante total (Cuadro 2).

El contenido promedio de carbohidratos en los subproductos fue de 145.45 mg L', y no

hubo diferencia estadistica en el tipo de subproducto ni en el cultivo de origen del

subproducto. Aun y cuando esta técnica mide carbohidratos totales, un alto contenido de

estos compuestos es deseable por que la accion fumigante se atribuye al contenido de un

carbohidrato denominado Glucosinolato (Brown & Morra, 2005; Rodriguez et al., 2013)

y su posterior degradacion a tiocianatos, isotiocinatos, sulfhidrilos, nitrilos (Rosa, 1997;

Brown & Morra, 2005; Campas-Baypoli et al., 2009; Rodriguez, et al., 2013).

Cuadro 2. Caracterizacion de los subproductos obtenidos de hojas y tallos residuales de
brécoli, coliflor y repollo.

Sub- Cultiv | Carbohidratos Proteinas Fenoles Flavonoides Capacidad
productos | ode totales totales totales totales antioxidante
origen (mg L) (mg L) (mg L") (mg L) total
(mg L
ASA)
Extractos | Brocoli | 125.76 £13.6 | 131.63 £4.4 | 140.12+9.3 101.18 + 23.29+18.2
etanolicos a a a 15.87b a
Repoll | 163.39+£3.8 |9594+£7.7 |109.62+17.9 | 116.95+3.32 | 21.19+£21.6
0 a a b a a
Coliflo | 152.29+8.6 |9236+4.2 | 121.62+11.9 | 108.48+3.76 | 24.10+19.3
T a a ab ab a
Extractos | Brocoli | 139.57+5.8. | 34.47+8.8 129.37+4.3 63.51+ 4.88 |21.75+12.5
acuosos a c ab c a
Repoll | 112.92+5.0 |3247+14.5 | 109.37+84 |61.93+6.28 16.49 £10.0
0 a c b c a
Coliflo | 126.02+7.7. | 3247+14.5 | 111.12 £11.4 | 74.25+3.07 17.63£12.0
r a c b c a
Polvo Brocoli | 215.55+16.9 | 59.85+10.5 | 50.12+10.3 88.44+ 6.65 |22.56+11.7
a b c b a
Repoll | 131.48 £8.3 59.63+89 |32.62+6.8 87.46+10.15 | 23.37+17.6
0 a b c bc a
Coliflo | 142.11+4.0 | 69.63+£9.2 |4337+109 |64.81+4.46 |22.40+5.96

T

a

b

C

C

a
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El contenido promedio de proteinas fue de 67.6 mg L-!, y fue diferente de acuerdo al tipo
de subproducto, los mayores valores se obtuvieron el extracto etandlico y los menores en
el extracto acuoso. Al igual que para los carbohidratos un alto contenido de proteinas
puede estar relacionado a una mayor capacidad fumigante, porque la trasformacion de los
glucosinolatos a tiocianatos e isotiocinatos inicia con la accion de la proteina o enzima
glucohidrolasa tiogluc6sido denominada mirosinasa (Morra & Kirkegaard, 2002).

Los fenoles tambien llamados, hidrobenceno o acido carbolico se encontraron el los
subproductos a una concentracion de 94.14 mg L', y fue diferente de acuerdo al
subproducto y el tipo de cultivo, en general la mayor concentraciéon se encontro en los
extractos de brocoli. Un contenido alto de fenoles en los subproductos es deseable, por
su actividad actibacteriana, soluciones al 5% destruyen la pared celar de las bacterias y
tambien de esporas pero en menor medida (Iturbide y Zuiiga, 2017; Villota-Urbano
2020).

La concentracion de los flavonoides en los subproductos fue de 94.76 mg L', y fue mayor
en los extractos acuosos y en el polvo deshidratado. Los son flavonoides compuestos
fenolicos caracterizados por una estractura benzo-Y'-pirano y se encuentran en las plantas
en forma de glicdsidos es decir combinados con azicares (Baker y Ollis 1995).

Son importantes por su participacoion en los mecanismos de defensa de las plantas, de
hecho el metabolismo fendlico se activa a nivel de transcipcion como una respuesta al
estrés biotico y abiotico (Cartaya y Reynaldo 2001). Por ejemplo, la sistesis de fitoalexinas
(coloracion negra) en chiles jalapefios como una respuesta a la radicacion UV (Sandoval-
Rangel 2021), la sintesis de pisantina en la raiz como una respuesta al ataque de hongos
presentes en el suelo como Fusarium, Rhizoctonia o Verticillium (Cartaya y Reynaldo
2001). Las flavonas, flavononas e isoflavononas presentes en los tejidos representan una
barrera a la penetracion de hongos fitopatogenos (Swiader y Lamer 1996; Faraa y Tahara
1999).

Asi mismo, los flavonoides estan contenidos en los vegetales, particularmente en brocoli
y col, y son importantes para las plantas y como alimento para los humanos por su alta
capacidad antioxidante (Oamah y Mazza 1996).La actividad antioxidante presente en los
subproductos de brassicas fue de 21.42 mg L! equivalente a Trolox y no hubo diferencia
entre los subproductos ni para cultivo de origen. El método ABTS (Acido 2.2 azino-bis-

3-etilbenzotiazolina), se basa en la reduccion de la coloracion verde /azul producida por
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la reaccion del radical ABTS con los compuestos con capacidad antioxidante contenidos
en los subproductos (Prior, et al. 2005). Los valores obtenidos se encuentran entre el rango
reportado para vegetales y no se encontrd una relacion con el contenido de fenoles y

flavonoides como lo reporta la literatura (Muiioz et al, 2007).

Prueba de efectividad inhibitoria in vitro

Las pruebas in vitro (En vidrio), son ensayos en medios aislados o controlados,
generalmente en tubos de ensayo matraces (Agrios, 1995) en este caso cajas Petri. Este
estudio se realiz6 con el proposito de conocer la capacidad inhibitoria a F. oxysporum de
los extractos etanolicos, acuosos y el polvo deshidratado obtenidos de hojas y tallos
residuales de brocoli, coliflor y repollo en un medio aislado y libre de contaminantes. El
extracto etandlico, muestra que la inhibicion del crecimiento del micelio de F. oxysporum
sobre el medio de cultivo, fue proporcional a la concentracion de extracto aplicado (Figura
4). Desde el punto de vista agrondmico se buscan porcentajes de inhibicion altos, por lo
tanto, las dosis o concentraciones de 12.8%, serian las mas aceptables. El efecto inhibidor
de los extractos etandlicos pueden estar relacionados por un lado a los tiocinatos,
isotiocinatos, sulthidrilos, nitrilos resultantes de la degradacion de los glucosinolatos
(Rosa, 1997; Brown & Morra, 2005; Campas-Baypoli et al., 2009; Rodriguez, et al.,
2013), al contenido de fenoles identificado en la caracterizacion y al etanol utilizado como
agente extractante, debido a que los alcoholes reducen la tension superficial,
desnaturalizan las proteinas y por consiguiente lisis o destruccion de la pared celular. Su
accion es rapida, incluso desde los 15 seg, principalmente en concentraciones de 70%, con
mayor efectividad contra bacterias, virus y en menor grado contra hongos, (Gonzalez-

Alvarez et al., 2015; Dimedi et al, 2017).
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Figura 4. Efecto inhibidor (%) del extracto etanodlico de brocoli, coliflor y repollo sobre Fusarium
oxysporum

Los extractos acuosos mostraron una inhibiciéon menor a Fo que los extractos etandlicos
pero al igual que los extractos etanolicos la actividad inhibitoria es directamente
proporcional a la concentracion y la concentracién mas aceptable es 12.8%. Sin embargo,
en este tipo de extracto el cultivo de origen si es significativo y destaca el cultivo de brécoli
(Figura 5). La menor inhibicion de este extracto, respecto al etandlico, puede ser debido a

la menor capacidad extractante del agua y a que no se suma la inhibicidn del etanol.
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Figura 5. Efecto inhibidor (%) del extracto acuoso de brocoli, coliflor y repollo sobre Fusarium
oxysporum

Los polvos fueron los subproductos con menor inhibicién de Fo, con valores maximos de
18.32% y no se observo diferencia entre las dosis de polvo aplicado, pero al igual que en
los extractos acuosos los polvos obtenidos de hojas y tallos de brécoli muestran una mayor
actividad inhibidora. Cada especie de Brassicas tiene diferentes clases y concentraciones
de glucosinolatos (Rosa, 1997; Brown & Morra, 2005; Campas-Baypoli et al., 2009;
Rodriguez, et al., 2013) y estos compuestos se mantienen atin en residuos deshidratados
(Lazzeri & Dallavalle, 2004). Sin embargo, la degradacion de los glucosinolatos por
accion de la mirosinasa se realiza en un medio acuoso (Rodriguez, et al., 2013) y al
agregar el polvo directamente sobre el medio de cultivo de Papa dextrosa Agar (PDA), no

se logro rehidratar sufientemente el polvo.
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Figura 6. Efecto inhibidor de polvo de brocoli, coliflor y repollo sobre Fusarium oxysporum

Prueba de Efectividad Bioldgica en Plantula

Incidencia y Severidad

No se muestran resultados, porque las plantulas de tomate el Cid F1, no manifestaron
sintomas de dafo por F. Oxysporum. Probablemente las condiciones ambientales evitaron

el desarrollo del hongo y por lo tanto de la enfermedad en la plantulas.

Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de la plantula
De acuerdo al andlisis de varianza (p>0.05) de los datos obtenidos, se encontraron
diferencias entre los tratamientos. Sin embargo, no se observa una tendencia clara de algiin

tratamiento (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de los Tratamientos Sobre el Crecimiento de la Plantula.
1. Testigo Absoluto, 2. Testigo Suelo esterilizado + Fo, 3. Testigo Comercial (Fo + BUSAN),
4. Extracto Acuoso Coliflor + Fo, 5. Extracto Acuoso Brocoli + Fo, 6. Extracto Acuoso Repollo
+Fo, 7. Extracto Etandlico Coliflor +Fo, 8. Extracto Etanolico Brocoli + Fo, 9. Extracto
Etanolico Repollo + Fo, 10. Polvo Coliflor + Fo, 11. Polvo Brocoli + Fo y 12. Polvo Repollo
+ Fo.
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El cultivo de origen de los subproductos
El utilizar residuos de brocoli, repollo y coliflor como materia prima para la obtencion de

subproductos para la inhibicion de F. oxysporum en plantulas de tomate, no mostraron
diferencia en la variable de altura, y minimas diferencias en las variables de didmetro de
tallo, lo cual no permite concluir con precision que hay diferencias si los subproductos se

obtienen de brdcoli, col o coliflor (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del cultivo de procedencia de los subproductos sobre crecimiento de las plantulas de
tomate infectadas con Fusarium.
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Tipo de Subproducto

Respecto al tipo de subproducto, se observan diferencias en las variables de altura de
planta, didmetro de tallo, longitud de la hoja y biomasa. En general se observé un
crecimiento muy similar de las plantulas de tomate tratadas con polvo deshidratado y

extracto acuoso, superior a las tratadas con extracto etanolico (Figura 9).

60 b ;‘;?35
e | 10 a
E=q Media _T_ Error| ’] b [ Media T~ Error Estandar
—a
50
8
3
s 40 1
2 C £ 6
< —— 3
@ °
o 8
w 30 é
3 4
g
2 20
<
2
10
0
Polvo Extracto Acuoso  Extracto Etandlico
0 Polvo Extracto Etanolico Subproductos de Cruciferas
Extacto Acuoso
Subproductos de Cruciferas
7 a 12
a i w—
— F=J Media _T_Error 5 Media T~ Ermor Estandar
6 1
B3 =
£ B 10
©
° 2 -
S 4 s
5 a9 b
° o ~
g © —DN
3 3 3
S g
a o
'S
2 o
@
& 7
1
6 C
0
Polvo Extracto Etandlico
Extracto Acuoso 5
Subproductos de Cruciferas Polvo Extracto Etandlico

Extracto Acuoso
Subproductos de Cruciferas

Figura 9. Efecto de los subproductos de cruciferas sobre el crecimiento de la plantula de tomate infectada
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Finalmente, al evaluar acumulacién de biomasa se encontré que las plantas con mayor
peso se obtuvieron en los tratamientos con polvo deshidratado y las de menor peso en los
tratamientos con extracto etanolico, este tltimo debido probablemente al efecto del etanol,
utilizado como extractante, dado que existen reportes que el metanol a concentraciones de
5% v/v, redujo el crecimiento de plantas de lechuga (Pineda et al, 2010) y al ser aplicado
en forma foliar el efecto inhibidor del crecimiento es mas notable (Segura, 2002),

Dada la variabilidad de las respuestas en las plantulas de tomate infectada con F.
oxysporum, no es posible determinar con precision si existe una inhibicion de este
patdgeno, con la aplicacion de los subproductos obtenidos de residuos de cruciferas. Es
importante sefialar que, en plantulas no es comun observar dafio por Fo, las plantulas de
tomate son mas susceptibles al ataque de Fusarium del inicio la cosecha hasta finalizar el
cultivo (Villapudua y Sainz. 2009; Lugo Martinez, M. G. 2011). Asi mismo influye la
resistencia genética inducida del cultivar; el Cid® F1 declara en su etiqueta tolerancia o
resistencia a Fo solani raza 1 y 2 (Harrys Moran, 2021, Garcia-Ramos, et, al, 2018.)

En el cultivo para produccion, se soporta que el uso del polvo deshidratado de col o repollo
redujo la incidencia y severidad de Fusarium en tomate cultivado en suelo (Civieta-
Bermejo, et al, 2021), y mejoro la calidad del fruto (Cuvas-Limén, 2018). Mientras que

los extractos acuosos aplicados al suelo no mostraron efecto.

Prueba de Efectividad Bioldgica en Cultivo de Tomate

Incidencia de F. oxysporum

La incidencia de F. oxysporum, medida como porcentaje de plantas con sintomas que van
desde el amarillamiento de las hojas, hasta la muerte de la planta. En general todos los
tratamientos tuvieron plantas con sintomas, siendo el testigo con inoculo el tratamiento
con mayor porcentaje, mientras que los testigos absolutos (suelo esterilizado) y el testigo
comercial (Busan), tuvieron la menor incidencia. También se observd que los
subproductos mostraron cierto grado de inhibicion del F. oxysporum (Figura 10). Esto
pudo ser debido a que el suelo utilizado contenia indculos de Fusarium, y en el caso del
testigo donde se esterilizo el suelo la esterilizacion no fue suficiente o bien hubo una

reinfestacion durante el desarrollo del cultivo, dado que los movimientos de suelo
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infectado, son sus principales mecanismos de dispersion (Vilapudua y Sdinz, 2010),
ademds que Fo cuenta con la capacidad de sobrevivir por largos periodos en el suelo,
debido a sus estructuras de resistencia denominadas clamidosporas, lo que vuelve

inefectiva la rotacion de cultivos a corto plazo (Daugovish, 2008).
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Figura 10. Porcentaje de plantas con sintomas de F. oxysporum.

Severidad de F. oxysporum

La severidad fue evaluada solo como porcentaje de plantas muertas, debido a la dificultad
para determinar si el amarillamiento de las hojas fue debido a Fo u otro factor. La mayor
cantidad de plantas muertas se tuvieron en el testigo inoculado (Figura 11). La alta
mortandad en el testigo inoculado pudo estar relacionada al incremento de la poblacion
exogena de F. oxysporum y al método de inoculacion, dado que se trozaron raices, previo
a la aplicacion del inéculo y los dafios mecéanicos a la raiz es la principal forma de

penetracion de F. oxysporum a las raices de las plantas (Civieta-Bermejo, et al, 2021).
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Figura 11. Efecto de los tratamientos sobre la severidad (Plantas muertas) de F. oxysporum en el cultivo

de tomate.

Efecto de los subproductos de Cruciferas Sobre el Crecimiento del Cultivo de

Tomate

Conductancia Estomatica

La conductancia estomatica medida como pmol m2 s7!, fue afectada positivamente con la
aplicacion de los subproductos de cruciferas, también se observd, que los subproductos
obtenidos de residuos de coliflor mostraron mayores valores de conductancia, en
comparacion con el testigo inoculado con Fo. La conductancia estomatica de forma
indirecta mide el grado de estrés hidrico de la planta, al generarse una obstruccion de la
xilema, por la colonizacion de Fo, que se traduce en una reduccion del transporte de agua,
por consecuencia la conductancia estomatica disminuye (Azcon, 2008). Con base en los
resultados obtenidos se puede deducir que las aplicaciones de productos suprimieron la

colonizacion Fusarium o bien estimularon otros mecanismos de respuesta de la planta al

estrés hidrico.
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Figura 12. Efecto de los tratamientos sobre la conductancia estomatica de las plantas de tomate

infectadas con F. oxysporum.

Altura de la planta y longitud de entrenudos

Los subproductos de brdcoli, repollo y coliflor aplicados para la inhibicién de Fusarium,
en plantulas de tomate, muestran diferencias para las variables altura de la planta y la
longitud de los entrenudos (Figura 13). Sin embargo, no se muestra una tendencia que

permita determinar cudl subproducto o cultivo de origen del subproducto fue el mejor.
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tomate infectadas con F. oxysporum.
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Diametro de tallo

Al igual que para la altura de la planta, el diametro de tallo también fue diferente, pero no
muestra una tendencia que permita definir cudl fue el mejor subproducto o cultivo de
origen (Figura 14). El didmetro de los tallos es un indicador del crecimiento y vigor de las
plantas, generalmente existe una relacion directa entre el diametro de tallo, la altura y el
peso de la planta. Es importante resaltar que la mayoria de los subproductos y en particular
los obtenidos de coliflor mostraron mayor didmetro de tallo, este incremento el didmetro
de tallo, puede estar relacionado a un mecanismo de defensa de las plantas de tomate,
cuando son afectadas en su zona radicular, las respuestas consisten la generacion de raices

en el tallo por encima del tejido dafiado (Sandoval-Rangel, 2021).
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Figura 14. Efecto de los tratamientos sobre el didmetro de tallo de las plantas de tomate infectadas con F.

OXySporum.

Largo y Ancho de Hoja
El tamafio de la hoja fue afectado por la aplicacion de los subproductos, pero al igual que
la altura y didmetro de tallo, no muestran una tendencia comportamiento que permita

determinar cudl producto u cultivo de origen del subproducto sea mejor (Figura 9).
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Rendimiento

Los subproductos obtenidos de brécoli, coliflor y repollo, afectaron el rendimiento de
tomate infectado con F.oxysporum. Se observo una relacion directamente proporcional a
la severidad del dafio de Fo, medido como porcentaje de plantas muertas (Ver figura 11).
En general se observd una inhibicion del dafio de Fo, con la aplicacion de los
subproductos, aunque baja, debido probablemente a la forma en que se inocularon las
plantas, en las cuales fueron cortadas la raices e inmediatamente se aplic sobre la herida
el inoculo.

Respecto al cultivo de origen de los subproductos no se observo diferencia, sin embargo,
el tipo de subproducto si, y la aplicacion de polvos y extractos etandlicos aun y cuando

fue baja si fue consistente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de los tratamientos sobre el rendimiento o productividad de tomate
infectado con Fusarium oxysporum.

TRATAMIENTO | Nimero de Frutos | Peso de Frutos | Reduccion % en el
Cosechados (Kg) Rendimiento
Test Absoluto 175 ab 18.23b 2932 a
Testigo +Fo 12d 1.30d 94.95 a
Test Comercial 201 a 28.80 a 7.16 a
EA Brocoli 50 ¢ 4.55cd 82.36a
EE Brocoli 125b 13.16 b 48.98 a
Polvo Brocoli 75 be 9.24 bc 64.15a
EA Coliflor 75 be 9.16 bc 64.47 a
EE Coliflor 138 ab 12.85 ab 50.16 a
Polvo Coliflor 76 be 8.25 bc 67.02 a
EA Repollo 37.5cd 3.18 cd 87.66 a
EE Repollo 141 ab 12.55 ab 5132a
Polvo Repollo 85 bc 9.93 be 61.48a

EA = Extracto Acuoso, EE = Extracto Etanolico. Literales diferentes en la misma columna
indican diferencia estadistica entre las medias (Tukey P>0.05)

Calidad Fisica del Fruto

La calidad del fruto fue afectada por la aplicacion del subproducto de cruciferas, se
observd que para peso promedio didmetro de fruto el usar residuos en forma de polvo
deshidratado de brocoli o coliflor son mejores que repollo. Respecto a la firmeza y s6lidos

totales no se observo diferencia estadistica (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto de los tratamientos sobre la calidad de fruto de tomate infectado con

F. oxysporum.

TRATAMIENTO | Peso Promedio Didmetro Firmeza | Solidos Totales
(2) Polar (mm) kg/cm2
Test Absoluto 104.2 be 113.4b 2.75a 6.12a
Testigo +Fo 108.5b 111.3b 2.51a 5.64a
Test Comercial 1284 a 130.7 ab 2.80 a 6.25a
EA Brocoli 91.0 be 108.7 be 222a 519a
EE Brocoli 105.3 b 116.8 be 2.57a 5.68 a
Polvo Brocoli 1233 a 165.8 a 2.51a 6.05a
EA Coliflor 1222 a 113.12b 2.69 a 6.24 a
EE Coliflor 93.5 bc 1104 b 2.75a 6.40 a
Polvo Coliflor 110.0b 1134 b 2.66 a 6.01a
EA Repollo 859 ¢ 99.29 ¢ 2.70 a 6.10 a
EE Repollo 89.7 ¢ 105.59b 2.70 a 585a
Polvo Repollo 116.9 ab 128.5 a 2.70 a 579a

EA = Extracto Acuoso, EE = Extracto Etanolico. Literales diferentes en la misma columna indican

diferencia estadistica entre las medias (Tukey P>0.05)

Calidad Nutricional

Vitamina C

El contenido de vitamina C en los frutos de tomate obtenidos en este trabajo fue de 12.6
mg/100g, similares a los 16.70 mg/100g reportados por Cuastumal y colaboradores
(2016). Se observa que el contenido es variable en funcion de los tratamientos aplicados,
los niveles mas altos se encontraron en los tratamientos donde se aplicaron los extractos
etanolicos obtenidos de brdcoli, mientras que el nivel mas bajo de presento en el testigo
infectado con F. oxysporum (figura 19). La vitamina C es un antioxidante presente en
forma de acido L-ascorbico y 4cido dehidroascorbico (Serra y Cafaro, 2007), en tomate
junto con el licopeno, fenoles, flavonoides, vitamina E y C son los principales
responsables de la actividad antioxidante (Toor y Savage 2005) y es variable, debido a
que depende del cultivar, de las condiciones ambientales, el sistema de produccion, y el

grado de madurez del fruto (Berrospe-Ochoa et al., 2016). La vitamina C, protege las
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plantas contra el estrés hidrico, por el ozono y la radiacion UV. Actia en el proceso
fotosintético, participa en la regulacion del crecimiento celular (Smirnoff y Weelet, 2000)
y de reacciones redox. Sin embargo, el exceso de vitamina C puede reducir el crecimiento

de las plantas (Quian et al., 2014).
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Figura 16. Cantidad de Vitamina C en fruto de tomate.

TA = Testigo absoluto (Suelo esterilizado), T.Fo = Testigo inoculado con Fusarium oxysporum, E. A =
Extracto Acuoso, E.E = Extracto etanolico, P = Polvo

Actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa, quitinasa y p 1- 3 glucanasa

Fenilalanina Amonio Liasa

La actividad de enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), fue mayor en los extractos de
brécoli (Figura 16), estos resultados indican que los extractos obtenidos de residuos de
Brsssicas estimulan la sintesis de PAL, si son asperjados sobre las plantas de tomate.

La enzima Fenilanina Amonio Liasa (PAL) se encuentra en la ruta del acido shikimico y
es la responsable de la sintesis de los polifenoles, fitoalexinas y fitotoxinas en las plantas
de manera natural, lo que contribuye a la resistencia a las enfermedades (Vidhyasekaran,
2007; Kong, 2015), es clave en la ruta de los fenilpropanoides, que sintetiza compuestos
tales como fitoalexinas y lignina, que da a las paredes de las células vegetales mayor
resistencia a la penetracion de patdgenos (Vidhyasekaran, 2007). La PAL forma parte de

los mecanismos de defensa ante condiciones de estrés bidtico y aun y cuando esta
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respuesta es natural, también puede ser inducida de manera exdgena con la aplicacion de
inductores, estimulantes o elicitores (Gonzalez-Morales et al, 2018). La actividad
enzimatica de PAL, es una de las primeras respuestas al iniciar el ataque de un patégeno
a las plantas y disminuye con el tiempo (Srinivas et al., 2019; Melo et al., 2020). Diversos
estudios indican que los extractos se pueden considerar inductores o elicitores, por
ejemplo; ), la induccion de resistencia en plantas de tomate a Alternaria solani y
Xanthomonas campestris con la aplicacion del extracto de Sargassum filipendula
(Ramkissoon et al. 2017., Aumento en la actividad de enzima PAL, 5 dias después de
infectar plantas de tomate con Fo al aplicar el extracto comercial BKPSGII® a base de K.
alvarezii 'y Sargassum sp.. (Melo et al. 2020), la reactivacion de la sintesis de PAL con
la aplicacion del extracto de A. nodosum en el cultivo de zanahoria para inducir resistencia

a Alternaria radicina and Botrytis cinérea (Jayaraj et al. (2008).
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Figura 17. Efecto de los tratamientos sobre la activacion de la enzima fenilalanina amonio

liasa en plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum.
TA = Testigo absoluto (Suelo esterilizado), T.Fo = Testigo inoculado con Fusarium oxysporum, E. A =
Extracto Acuoso, E.E = Extracto etanolico, P = Polvo

Quitinasa
La aplicacion foliar de extractos etanolicos obtenidos de brassicas y en particular de

brocoli aumentaron el contenido de quitinasas (Figura 17).
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La quitinasa, es una enzima que hidroliza la quitina insoluble en sus componentes oligo y
monoméricos. La pared celular de los hongos esta constituidas por quitina que al entrar
en contacto con la quitinasa se degrada limitando o eliminando su desarrollo (Lucas ef al,
2022). Las plantas la sintetizan de forma natural como respuesta al ataque de hongos
fitopatogenos, pero también puede ser promovida de forma exodgena con la aplicacion de
estimulantes o elicitores como los extractos de plantas (Inui et al, 1997, Gonzélez-
Morales et al., 2018 ). La aplicacion foliar de extractos de Sargassum spp a plantulas de
tomate, redujo la severidad de Fusarium oxyporum. Sin embargo, el incremento de estas
enzimas no es suficiente para impedir la colonizacidon de raices en esta especie (Rivera-
Solis et al, 2021). La cinética de quitinasa en plantas de arroz mostraron un crecimiento
exponencial a través del tiempo debido a la aplicacion de un elicitor y la interaccién

planta-patogeno (Rodriguez Pedroso et al. 2006).
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Figura 18. Efecto de los tratamientos sobre la activacion de la enzima Quitinasa en plantas de tomate
infectadas con Fusarium oxysporum

TA = Testigo absoluto (Suelo esterilizado), T.Fo = Testigo inoculado con Fusarium oxysporum, E. A =
Extracto Acuoso, E.E = Extracto etanolico, P = Polvo

B 1- 3 glucanasa
La aplicacion foliar de extractos etanolicos obtenidos de brocoli, coliflor y repollo
aumentaron el contenido de B 1- 3 glucanasa, y fue mayor en los extractos etandlicos

(Figura 18). La B-1,3-glucanasa es una enzima litica que se manifiesta en coordinacion
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con la quitinasa. Las plantas la producen como una respuesta de defensa contra el ataque
de hongos fitopatdgenos y actua sobre la quitina y glucano de la pared celular de los
hongos (Durrant y Dong, 2004; Shanmugam y Kanoujia, 2011) y al igual que para quitina,
su sintesis en la planta puede ser incrementada mediante la aplicacion de extractos de
Sargassum spp como estimulantes (Rivera-Solis et a/, 2021), otros productos a base de
algas (Melo et al, 2020) y con la aplicacion del producto comercial Stimplex® a base de
A. nodosum en tomate y pimiento dulce para la induccion de resistencia a Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria y Alternaria solani (Ali et al., 2019).
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Figura 19. Efecto de los tratamientos sobre la activacion de la enzima B 1- 3 glucanasa en plantas de tomate
infectadas con Fusarium oxysporum.

TA = Testigo absoluto (Suelo esterilizado), T.Fo = Testigo inoculado con Fusarium oxysporum, E. A =
Extracto Acuoso, E.E = Extracto etanolico, P = Polvo
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CONCLUSIONES
Se produjeron tres subproductos polvo deshidratado, extracto acuoso y extracto etandlico
a partir hojas y tallos residuales o esquilmos de brocoli, coliflor y repollo. En la
caracterizacion se encontrd que los subproductos tienen una concentracion promedio de
145.45 mg L' de carbohidratos, 67.6 mg L' de proteinas, 94.14 mg L' de fenoles, 94.76
mg L! de flavonoides y 21.42 equivalente a Trolox de capacidad antioxidante. Y que esta
concentracion es similar cuando el subproducto se obtiene de brocoli, coliflor o repollo y
es variable de acuerdo al subproducto, por lo general mayor en los extractos etanolicos.
En las pruebas in vitro, la mayor inhibicioén del crecimiento de las hifas de Fusarium se
obtuvo con los extractos etanolicos a concentraciones de 12.5%.
Los resultados obtenidos en las pruebas de efectividad bioldgica en plantulas muestran
que los subproductos tienen efecto sobre el crecimiento y los extractos etandlicos
mostraron un efecto negativo, pero no permitieron determinar su efecto sobre Fusarium
oxysporum. En la prueba de cultivo, los subproductos suprimieron a Fusarium reduciendo
la incidencia y la severidad lo cual tuvo impacto en el crecimiento, productividad y calidad
del cultivo. Asi mismo, propiciaron una mayor actividad de las enzimas fenilalanina
amonio liasa (PAL), quitinasa y B 1-3 glucanasa.
Por lo tanto, la aplicacion de subproductos de brassicas, representan una alternativa para
la inhibicion de Fusarium oxysporum, siendo los extractos etandlicos los mas efectivos y
representan una alternativa de uso como bioestimulantes y el polvo como la mejor opcion
para aplicacion en cultivos, mientras que el cultivo de brdocoli se muestra como la mejor

opcion para la obtencion de subproductos.
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