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RESUMEN
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El tomate es un cultivo econémicamente importante a nivel mundial y es
susceptible a estrés bidtico y abidtico, situaciones que impactan negativamente
el ciclo del cultivo. El estrés bidtico es ocasionado por fitopatdbgenos como
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (FOL), responsable de la marchitez
vascular, un padecimiento que genera pérdidas econdmicas de hasta el 100 %
en cultivos horticolas. Los hanocompuestos representan un area de oportunidad
para el control de patdégenos ya que mediante estimulaciones modifican el
programa de desarrollo de las plantas, logrando una adaptacion y tolerancia al
estrés. El objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad antimicrobiana
de las nanoparticulas de 6xido de zinc, 6xido de magnesio y grafeno utilizadas
en plantas de tomate inoculadas con FOL. En los resultados se observan los
diversos efectos positivos, destacando la eficiencia del nanocompuesto ZnO+GP
a 200 mg L, el cual disminuy6 la severidad de la infeccién alrededor del 15 %,
ademas de incrementar variables agrondmicas y reducir especies reactivas de
oxigeno. Con base en los resultados se puede concluir que la aplicacién de estos

nanomateriales aumenta el desarrollo vegetativo y la defensa al estrés biotico.

Palabras clave: bioestimulacion; estrés bidtico fitopatbgenos; nanotecnologia;

indicadores de dafo; bioestimulacién; estrés biobtico.
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Tomato is an economically important crop worldwide and is susceptible to both
biotic and abiotic stress, factors that negatively impact its growth cycle. Biotic
stress is caused by phytopathogens such as Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (FOL), which is responsible for vascular wilt, a disease that can cause
up to 100 % economic loss in horticultural crops. Nanocomposites represent a
promising approach for pathogen control, as they can stimulate changes in plant
developmental programs, promoting adaptation and tolerance to stress. The aim
of this study was to evaluate the antimicrobial capacity of zinc oxide, magnesium
oxide, and graphene nanopatrticles applied to tomato plants inoculated with FOL.
The results showed various positive effects, with the ZnO+GP nanocomposite at
200 mg L™ standing out for reducing infection severity by approximately 15 %,
while also improving agronomic traits and decreasing reactive oxygen species.
Based on the findings, it can be concluded that the application of these
nanomaterials enhances vegetative growth and tolerance to biotic stress.

Keywords: biostimulation; biotic stress; damage indicators; nanotechnology;

phytopathogens.
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INTRODUCCION

Solanum lycopersicum L. es un cultivo de gran importancia econémica al ser un
alimento funcional, con amplio uso en la cocina (Kiralan y Ketenoglu, 2022).
Susceptible a multiples patbgenos como hongos, virus, bacterias y oomicetos, los
cuales generan un menoscabo en la productividad de la hortaliza (Campos et al.,
2021). Estos patdgenos afectan no solo aspectos morfologicos, sino también
bioquimicos y moleculares (Kumar y Verma, 2018).

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (FOL), es responsable del padecimiento de
la marchitez vascular (Carmona et al., 2020). Este patégeno invade la raiz,
deteriorando el area basal del tallo, reduciendo el desarrollo vegetal y
ocasionando rendimientos bajos o incluso nulos (Hanan Aref, 2020). Habita el
xilema limitando el transporte de agua, desencadenando pérdida de turgencia,
clorosis, marchitez y finalmente la muerte (Singh et al., 2017). FOL es
responsables de elevadas pérdidas anuales en cultivos de tomate de hasta el
100 % (Mcgovern, 2015).

El control de patégenos requiere del empleo de diversas herramientas
sostenibles, interdisciplinarias que incluyan la proteccion vegetal, seguridad
alimentaria y ambiental (Jeger et al., 2021). Sin embargo, el método convencional
para el control de FOL es de origen quimico y presenta diversas desventajas
como la rapida liberacién y degradacion del ingrediente activo, conduciendo a la
sobre aplicacién que no solo genera resistencia en el patégeno sino que dafa al
ambiente (Nandini et al., 2023). Por ello la nanotecnologia resulta prometedora
al funcionar como bioestimulante, induciendo resistencia a condiciones de estrés
biético o abibtico (Juarez-Maldonado et al., 2019). Las nanoparticulas (NPs)
pueden aumentar la produccion agricola y reducir el dafio por fitopatégenos
(Rana et al., 2021). Retardan la liberacion del ingrediente activo, son eficientes a
dosis bajas y protegen a los cultivos de afecciones fungicas o bacterianas
(Malandrakis et al., 2019).

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) son eficaces contra un gran namero

de patdégenos (Malandrakis et al., 2019). Inducen la generacion de especies



reactivas de oxigeno (ROS) que transmiten sefiales que activan respuestas de
defensa fisicoquimicas (Calvo et al., 2014). Ademas, el Zn es un nutriente
indispensable para el metabolismo, desarrollo vegetal, expresion genética, y
composiciéon de biomoléculas, participa en la fotosintesis y es cofactor de
hormonas (giberelinas, auxinas, citoquininas y acido abscisico) y enzimas
(hidrolasas y ligasas) (Hacisalihoglu, 2020). Por otro lado, las NPs de 6xido de
magnesio (MgO), controlan afecciones en cultivos al producir ROS que son
toxicas para los microorganismos y activan vias de sefializacion como la del acido
salicilico (Fujikawa et al., 2021). Esta hormona da lugar a reacciones de defensa
como la activacién de genes de relacionados con la patogénesis (PR), respuesta
hipersensible (RH) y respuesta sistémica adquirida (SAR) (Wilson et al., 2023).
Finalmente el grafeno es un al6tropo de carbono que presenta estabilidad
quimica, mecéanica, alta superficie y baja toxicidad, facilita la absorcion de
nutrientes al actuar como portador de elementos esenciales (Bhattacharya et al.,
2023). Tiene potencial antimicrobiano porque puede dafar la estructura celular
de los patégenos provocando su muerte (Azizi-Lalabadi et al., 2020).

Los nanocompuestos de o6xido de zinc (ZnO) y éxido de magnesio (MgO)
combinados con grafeno (GP) son una oportunidad econémica, que no solo
proveen del nutriente sino que presentan capacidades antimicrobianas (Saqib et
al., 2022). La funcionalidad de la mezcla se basa en la capacidad del GP para
actuar como transportador de moléculas como ZnO y MgO, potenciando las
propiedades de ambos materiales (Salih et al., 2016). Esto gracias a la
compatibilidad quimica que presentan, logrando la interaccion con el GP
mediante la formacion de enlaces entre sus grupos funcionales (Premkumar y
Geckeler, 2012). Su tamafio hanométrico resulta efectivo en los cultivos ya que
penetran la célula facilmente, ademas de que se absorben y traslocan
eficientemente (Sharma et al., 2023). Presentan mayor superficie especifica,
aumentando los puntos de contacto con microrganismos, atravesando la
membrana mediante endocitosis, generando estrés oxidativo y ocasionando la

muerte celular (Draviana et al., 2023).



Las nanoparticulas (NPs) utilizadas en la presente investigacion estimulan el
sistema inmune vegetal y modifican positivamente el desempefio metabdlico y
adaptativo de las plantas (Gonzalez-Morales et al., 2021). Mitigan estreses,
promueve la supervivencia de las plantas y reducen el uso de agroquimicos
(Carletti et al., 2021). Poseen ademés, gran facilidad de transporte, manipulacion,
eficiencia y larga vida, convirtiéndose en una técnica practica con potencial para

mejora de los sistemas de produccion alimentaria (Yadav, 2022).

Objetivo General

Determinar el impacto de los nanocompuestos de Oxido de zinc, Oxido de
magnesio y grafeno en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculadas
con Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL).

Objetivos Especificos
Evaluar el efecto de los nanocompuestos sobre la incidencia y severidad de FOL

en plantas de tomate.

Evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate inoculadas con FOL.

Determinar los cambios en el sistema de defensa de las plantas de tomate

inoculadas con FOL.

Seleccionar el nanocompuesto y la concentracidon mas eficiente en plantas de

tomate inoculadas con FOL.

Hipotesis
El uso de nanocompuestos estimulard mecanismos que aumenten la tolerancia

de Solanum lycopersicum a Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.



REVISION DE LITERATURA

El cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un cultivo con alta importancia
econdmica, al ser una de las hortalizas mas consumida en todo el mundo. Su uso
es diverso y esencial en la cocina, ademas, su calidad nutracéutica provee
vitaminas, minerales y antioxidantes. Es un cultivo de importancia mundial a
consecuencia de su alto consumo, versatilidad culinaria y valor nutricional
(SADER, 2023).

Proviene de América del Sur y fue domesticado en Mesoamérica por lo que
México posee una amplia cantidad de variedades con distintas formas, calibres,
colores y sabores (INIFAP, 2022). La mayor produccion a nivel nacional de
tomate es representada por los estados de Sinaloa, Baja California Sur, Sonora
y Michoacéan (SIAP, 2022).

Es una de las plantas cultivadas méas estudiada, utilizada como modelo de
investigacion, por lo que es un cultivo de importancia no solo econémica sino

cientifica (Campos et al., 2021).

Patdégenos del cultivo de tomate

En la produccién agricola los patdégenos son responsables de significativas
pérdidas anuales lo que aumenta la inseguridad alimentaria (Hu et al., 2021). Las
plantas estan sujetas a tensiones como el estrés biético, el cual involucra la
interaccién de dos organismos vivos que afectan procesos metabdlicos y de
crecimiento, ocasionando pérdidas vegetales y econdmicas significativas
(Campos et al.,, 2021). Las plagas y enfermedades ocasionan pérdidas en el
rendimiento de multiples cultivos impactando no solo la economia del productor
sino la disponibilidad de alimentos (Kashyap y Kumar, 2021).

El tomate es un cultivo susceptible a diversos bioagresores que infectan y
disminuyen su productividad y calidad, estas afecciones se presentan

principalmente con tizones, manchas, pudricion de hojas y frutos (Campos et al.,



2022). Afectando negativamente aspectos morfologicos, bioquimicos y
moleculares (Kumar y Verma, 2018).

El tomate es un cultivo afectado principalmente por hongos (Alternaria solani,
Fusarium oxysporum), bacterias (Clavibacter michiganensis, Xanthomonas spp.
o Pseudomonas syringae), fitoplasmas (Candidatus Phytoplasma solani), virus
(virus de la marchitez manchada del tomate y virus del enrollamiento de las hojas
amarillas del tomate) y oomicetos (Phytophthora infestans) (Panno et al., 2021).
Estos organismos afectan el funcionamiento optimo del hospedero, secretando
proteinas que manipulan los procesos fisiologicos y de defensa de las plantas
favoreciendo la infeccién (Chen et al., 2023).

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Fusarium es un género de hongos polifagos y cosmopolitas que habitan el suelo
y puede infectar a una amplia variedad de plantas (Shabeer et al., 2021). Es
econémicamente importante porque provoca enfermedades severas como la
pudricion de raiz, ocasionando pérdidas significativas en la produccion y calidad
de diversos cultivos agricolas (Carmona et al., 2020).

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL), deteriora las raices y el area basal
del tallo, limitando el crecimiento, desarrollo y rendimiento de la planta,
generando producciones minimas o incluso nulas (Hanan Aref, 2020). La planta
infectada pierde turgencia, presenta amarillamiento que se convierte en lesiones
marrones hasta que se marchita totalmente y muere (Singh et al., 2017). Su ciclo
de vida es anamorfo (asexual) y se producen tres tipos de esporas;
microconidias, macroconidias y clamidosporas, estas estructuras son
responsables de la reproduccién y dispersién del hongo (Lu et al., 2023).

FOL ingresa a la planta a través de las raices y se propaga por el tejido vascular,
invade el xilema y obstruye los vasos conductores, restringiendo de agua a la
planta, desencadenando el marchitamiento en el organismo, comenzando por las
hojas inferiores progresando a las hojas superiores hasta colonizar
completamente al hospedero (Srinivas et al., 2019). FOL libera enzimas como las

celulasas y metabolitos téxicos como el acido fusarico y los tricotecenos



(Fernandes y Ghag, 2022). Estos compuestos pueden manipular los sistemas de
defensa retardando el proceso de reconocimiento y activacion de respuestas de
defensa de la planta, logrando asi la colonizacion y proliferacion fungica (Mugao,
2023). Sin embargo, las plantas desarrollaron un sistema de defensa que
identifica patégenos y desencadena respuestas contra el agente invasor
(Pieterse et al., 2009). Las respuestas inmunes son activadas por patrones
moleculares asociados a patdégenos y por efectores, es decir la defensa es
generada inicialmente por la identificacion de compuestos microbianos, dando
lugar a la transduccion de sefales, modificaciones en la expresion de genes
(genes PR relacionados a la patogénesis) y al estallido oxidativo (contribuyendo
en la activacion de vias hormonales de defensa como; &cido salicilico, acido

jasmonico y etileno) (Liu et al., 2020).

Métodos de control de patdbgenos

Las enfermedades son factores que reducen la produccion agricola por lo que el
control de ellas requiere inicialmente de la identificacion acertada y oportuna
(Khiyami et al., 2014). El control de afecciones requiere de un manejo integrado
que combine multiples métodos sostenibles y efectivos que reduzcan pérdidas
econdémicas y minimicen el impacto en la salud humana y al medio ambiente
(Jeger et al., 2021).

Para el manejo de fitopatbgenos se emplean diversas estrategias, el método de
control mas utilizado es de origen quimico y ofrece proteccién inmediata, sin
embargo, el uso masivo de estas sustancias genera resistencia en el organismo
objetivo, bioacumulacion en el cultivo, ecotoxicidad, dafios al bienestar humano
y pérdida de biodiversidad (Pandit et al., 2022). Los compuestos heterociclicos
nitrogenados, como los azoles, ditiocarbamatos, dicarboximidas, carbendazim,
carboxin, propiconazol, benomyl y difenoconazol, son algunos de los quimicos
mas empleados en el control de enfermedades. Sin embargo, diversas
investigaciones han sefialado que el uso de estos fungicidas no han logrado un
control significativo de la enfermedad, por lo que no es sostenible, al ser poco
efectivo y ademas costoso (Bubici et al.,, 2019). Por ello se vuelve necesario



implementar estrategias de manejo alternativas que reduzcan el uso de
plaguicidas, realizando practicas que puedan mantenerse a largo plazo sin
causar efectos altamente negativos en el medio ambiente (Argento et al., 2019).
El control biolégico se realiza mediante la utilizacion de microorganismos como
agentes de control que poseen potencial bioplaguicida. Los organismo
antagonicos destacables son bacterias como Pseudomonas spp, Bacillus spp y
hongos como Trichoderma spp (Lahlali et al., 2022). Los microorganismos
antagonicos suprimen al patdgeno mediante la secrecion de compuestos toxicos
(antibiosis), por competencia de recursos necesarios (espacio, oxigeno o
nutrientes) o por hiperparasitismo (utilizando al patégeno a manera de alimento
como lo hace Trichoderma), donde intervienen metabolitos secundarios
antimicrobianos como las proteasas, quitinasas, celulasas, etc. (Sushma et al.,
2019).

Como control fisico se utiliza la solarizacion, herramienta aplicada para eliminar
patdgenos del suelo a través del calentamiento de los suelos (Ma et al., 2023).
La rotacion de cultivos es usada como método de control cultural para controlar
patégenos transmitidos por el suelo, es una estrategia prometedora para el
control de enfermedades, que tiene como objetivo enriquecer la microbiota en el
suelo y reducir la infeccion, rotando diferentes especies de plantas que
interrumpan el ciclo de vida del patégeno al sembrar un cultivo no hospedero (De
Corato et al., 2020).

Bioestimulantes

Los bioestimulantes son sustancias o microorganismos funcionales en las plantas
gue mejoran la asimilacion de nutrientes, incrementan el desarrollo vegetal y la
adaptaciéon a diferentes tipos de estrés (du Jardin, 2015). Muestran impacto
mediante modificaciones fisiologicas, morfolégicas, bioquimicas y epigenéticas,
logrando de este modo generar respuestas y alteraciones que mejoran el
rendimiento metabdlico y adaptativo de las plantas a situaciones ambiéntales

adversas (Gonzalez-Morales et al., 2021).



La bioestimulacion es un fendémeno biolégico que aplicado en rangos especificos
favorece el desarrollo de los cultivos (Juarez-Maldonado et al.,, 2019). Esta
herramienta se integra cada vez mas en la agricultura ya que estimula el
crecimiento, mitiga estreses, incrementa la productividad (Yakhin et al., 2017),
promueve la supervivencia de las plantas y reduce el uso de fertilizantes (Carletti
et al., 2021).

Una accion estimulante es procesada por la planta mediante una secuencia
ciclica que permite la adaptacion del organismo (percepcion, transduccion,
sefalizacion y respuesta), generando una serie de ajustes bioquimicos y
metabdlicos que dan lugar a modificaciones fisioldgicas que alteran el fenotipo
inicial permitiendo la aclimatacién (Benavides-Mendoza y Lara, 2022). Esta
resistencia de las plantas a estreses bidticos es regulada a través del
reconocimiento de este, desencadenando una cascada de sefializacion que
involucra la generacion de sustancias reactivas de oxigeno (ROS), compuestos
antimicrobianos y la activacion de genes de resistencia a patégenos (Sharma 'y
Gupta, 2020).

Es decir las plantas presentan una inmunidad innata mediante defensas quimicas
y fisicas que detectan y detienen a patégenos, la defensa del organismo puede
ser pasiva, la cual incluye; aspectos fisicos (como la topografia de la hoja, cera
cuticular y apertura estomatica) y quimicos (generacién de compuestos) o activa;
como lo es la resistencia sistémica inducida (ISR) y la resistencia sistémica
adquirida (SAR) (Patel et al., 2020). SAR es una respuesta de defensa
desencadenada por la infeccion inicial de un patdégeno, que protege a la planta
de infecciones posteriores del mismo patégeno o similares, generando sefales
moviles en el sitio infectado que se traslocan a los tejidos distales preparando a
toda la planta (Shine et al., 2018). Mientras que ISR prepara a la planta para
futuros ataques a partir de la implementacion de microorganismos benéficos
(Dongdong et al., 2022).



Nanotecnologia

La nanotecnologia es un area multidisciplinar que implica campos como la fisica,
quimica, ingenieria y biologia (Hayes, 2020). Es una tecnologia popular aplicada
a nivel de nanoescala (1-100 nm), utilizada en diversas industrias como la
alimentaria, biomédica, electronica, entre otras (Alsaba et al., 2020).

Es una disciplina multifacética que ha dado lugar a nuevos bienes, métodos y
servicios que pueden abordar tema criticos en el mundo actual (Harinisri y
Jayanthi, 2023). Las nanoparticulas poseen propiedades quimicas, térmicas,
Opticas, eléctricas, mecéanicas y biolégicas que al seleccionar las caracteristicas
adecuadas dan resultados positivos en la agricultura (Rawtani et al., 2020).

Esta tecnologia ha demostrado potencial en la agricultura reduciendo insumos y
favoreciendo al medio ambiente. La nanotecnologia tiene la capacidad de ayudar
a las plantas a contrarrestar condiciones de estrés (Usman et al., 2020). Impulsa
la produccién mediante el uso de nanofertilizantes o nanoplaguicidas que

controlan plagas y enfermedades (Acharya y Pal, 2020).

Nanoparticulas de éxido de zinc, 6xido de magnesio y grafeno

El tamafio nanométrico de las particulas permite que su superficie incremente
volviéendose extremadamente reactivas. Al estar presentes en suelo y agua
provocan la absorcion en la planta, ingresando por la raiz o por los estomas
cuando es aplicado de forma foliar (Hayes, 2020). Las NPs tienen una mayor
capacidad de biodisponibilidad y absorcion de otras sustancias (Bell et al., 2014).
La respuesta en la planta varia dependiendo la forma, tamafio, modo de
aplicacion y cualidades fisico-quimicas, las cuales intervienen en procesos
metabdlicos produciendo asi impacto en los cultivos (Rastogi et al., 2017).

Las nanoparticulas modifican procesos fisiol6gicos y de crecimiento que
aumentan el rendimiento e incrementan la aclimatacion de las plantas a
condiciones negativas (Benavides-Mendoza y Lara, 2022). Modulan el
metabolismo celular mediante la interaccion con proteinas citoplasmaticas,
membranas y organulos que impactan la expresion génica, desencadenando

respuestas celulares (como la activacion de rutas de sefializacion hormonal o del
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metabolismo antioxidante) (Judrez-Maldonado et al., 2019). Regulan la
adaptacioén y/o recuperacion a la situacion de estrés bajo la que se encuentra la
planta (Zulfigar y Ashraf, 2021).

Las NPs de oxido de zinc (ZnO) son eficaces contra una amplia gama de
patégenos por su alta relacion superficie volumen (Sun et al., 2018). Retardan la
liberacion del ingrediente activo, siendo mas eficaz y a dosis bajas, demostrando
capacidad antimicrobiana, que protege a cultivos de afecciones fungicas o
bacterianas a bajo costo (Malandrakis et al., 2019). El ZnO aumenta el contenido
de compuestos antioxidantes reduciendo el dafio celular por oxidaciéon (Ghani et
al., 2022). Asimismo, posee propiedades fisicoquimicas que dificiilmente se
degradan bajo condiciones ambientales, convirtiéendolo en un material estable
(Yadav, 2022).

El MgO es una opcién de nanoparticulas no toxica, biodegradable y
biocompatible que incrementa el vigor de las plantas, ademas de protegerlas de
fitopatdogenos (Sreevidya et al., 2024). Su potencial antimicrobiano controla
afecciones en cultivos, destruye la estructura de la pared y membrana
ocasionando la pérdida del contenido celular, desencadenando la muerte de la
célula (Kim et al., 2020). EI MgO da lugar a respuestas de defensa activas en la
planta mediante la generacién de acido salicilico (Fujikawa et al., 2021). Esta
fitohormona desencadena métodos de defensa como la apoptosis, estimulacién
de la expresion de genes y compuestos de defensa que aumentan la resistencia
de la planta (Wilson et al., 2023).

En el mismo sentido el grafeno presenta estabilidad quimica, mecénica, alta
superficie y baja toxicidad, ademas de funcionar como vehiculo de administracion
de nutrientes, convirtiéndolo en un material prometedor y biocompatible para la
agricultura (Bhattacharya et al., 2023). La utilizacion de este material ha resuelto
problematicas agricolas que eficientan y protegen la produccion mediante
fertilizantes, plaguicidas y nanobiosensores (Li et al., 2018). Exhibe capacidades
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antimicrobianas, basadas en el dafo estructural, a la pared/membrana celular
microbiana, ademas de generar estrés oxidativo causando muerte celular (Azizi-
Lalabadi et al., 2020).

Las nanoparticulas de grafeno pueden construir compuestos confiables,
presentan alta superficie, electrocatalisis, afinidad con las membranas y
capacidad para transportar moléculas organicas e inorganicas que potencie las
propiedades de ambos materiales y desencadenen efectos positivos en las
variables de respuesta del cultivo (Salih et al., 2016). Esta compatibilidad quimica
entre el ZnO y MgO con el GP se debe a que ambos materiales pueden formar
enlaces covalentes o no covalentes entre sus grupos funcionales. Es decir el
nanocompuesto es el resultado de la interaccion fisicoquimica entre ambos
materiales (Premkumar y Geckeler, 2012), que mejora la funcionalidad del
material resultante (Farhan et al., 2022).

Uso de nanomateriales para el control de patégenos en plantas

El control de patdgenos en sistemas agricolas representa un desafio constante
en la produccion de alimentos, por lo que el uso de nanomateriales se ha
convertido en una nueva estrategia para el control de fitopatdogenos (Kalia et al.,
2020). La aplicacién de algunos materiales nanométricos ha demostrado su
efectividad antimicrobiana, al controlar diversos patdogenos (Alghuthaymi et al.,
2021).

Inhiben el crecimiento de diversos patdgenos de importancia agricola como
Botrytis cinerea, Fusarium spp, Rhizoctonia solani, Alternaria alternata,
Macrophomina phaseolina, Penicillium expansum y Aspergillus niger, siendo
estos solo algunos de los patégenos que afectan a mdltiples cultivos de alto valor
economico (Kutawa et al., 2021).

En la actualidad estos materiales nanomeétricos son considerados un método de
control sensible e inteligente para la proteccion de cultivos vegetales (Choudhary
et al., 2020). Las investigaciones actuales se concentran no solo en la eficiencia

antimicrobiana de los nanomateriales sino también en los principios de una
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agricultura ecolégica y responsable (Rajwade et al.,, 2020). El control de
afecciones con nanomateriales se logra mediante la aplicacion de nanoparticulas
de forma independiente o como transportadora de ingredientes activos (Ray et
al.,, 2023). Esta tecnologia nanométrica representa un &area innovadora,
caracterizada por su biocompatibilidad y alto potencial en el sector alimentario,
aumentando su uso debido a la capacidad para controlar estrés biético o abiotico,

incrementando la resiliencia de los cultivos (Rani Sarkar et al., 2022).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

El estudio se llevd a cabo en un invernadero de patdégenos de media tecnologia,
tipo tanel con cubierta de polietileno, ventilacién natural y orientacion norte-sur,
que pertenece a la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). En
donde se evaluaron nanocompuestos de 6xido de zinc, éxido de magnesio y
grafeno en plantas de tomate inoculadas con Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici para inducir tolerancia al patégeno.

Material vegetal
Se utilizaron semillas de tomate tipo saladette correspondientes a la variedad El

Cid F1 (Harris Moran, Davis, CA, EE. UU.) de crecimiento indeterminado.

Nanoparticulas

Las nanoparticulas utilizadas fueron nanoplaguetas de grafeno (GP) con un
espesor de 2-8 nm (3-6 capas), una pureza del 95 % y un area superficial
especifica de 500 — 1200 m?g (NUumero CAS: 7782-42-5, US Research
Nanomaterials, Inc. Houston, Tx, EE. UU.). Nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs
de ZnO) con un tamafo de 10-30 nm, una pureza del 99.8 % y un area superficial
especifica de 30 — 50 m?/g (NiUmero CAS: 1314-13-2, SkySpring Nanomaterials,
Inc. Houston, Tx, EE. UU.). Nanoparticulas de 6xido de magnesio (NPs de MgO)
con un tamafio de 20 nm, una pureza del 99 % y un area superficial especifica >
60 m?/g (NiUmero CAS: 1309-48-4, US Research Nanomaterials, Inc. Houston,
Tx, EE. UU.).
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Desarrollo del cultivo

El cultivo de tomate se establecié en invernadero, realizando el trasplante en
contenedores de polietileno negro de 20 L en una mezcla de sustrato peat moss-
perlita en proporcion 1:1. Para la nutricion vegetal se utilizd solucion Steiner
(Steiner, 1961).

Esta investigacion se desarrollo en dos fases utilizando el mismo cultivo. En la
primer etapa las plantas de tomate se desarrollaron durante 70 dias después del
trasplante manejadas a un solo tallo, aplicando siete tratamientos directamente
al suelo a un volumen de 10 mL por planta y una concentracién de 100 mg L™
(en los casos en que se evaluaron mezclas de nanoparticulas, cada una fue del
50 %): 1) ZnO+GP; NPs de oxido de zinc mas grafeno, inoculado con FOL, 2)
MgO+GP; NPs de 6xido de magnesio mas grafeno, inoculado con FOL, 3) GP;
NPs de grafeno, inoculado con FOL, 4) MgO; NPs de Oxido de magnesio,
inoculado con FOL, 5) ZnO: NPs de 6xido de zinc, inoculado con FOL, 6) T+:
control positivo inoculado con FOL y 7) TO: control absoluto (sin aplicaciéon ni
inoculacién con FOL). El tratamiento se inicié en el momento del trasplante, con

intervalos de dos semanas, para un total de cinco aplicaciones.

En la segunda etapa las plantas de tomate se desarrollaron durante 110 dias, en
esta etapa se evalué el tratamiento mas efectivo vs FOL de la primera fase que
fue ZnO+GP y se aplico en cuatro concentraciones diferentes. Los tratamientos
evaluados fueron: 1) ZnO+GP-100 mg L™, 2) ZnO+GP-200 mg L™, 3) ZnO+GP-
300 mg L, 4) ZnO+GP-400 mg L™; NPs de Oxido de zinc mas grafeno
inoculadas con FOL, 5) T+; control positivo inoculado con FOL, 6) CQ; control
quimico (captan 5 g L) inoculado con FOL, y 7) TO; control absoluto (sin
aplicacion ni inoculacion con FOL). Los tratamientos con nanoparticulas se
aplicaron directamente al suelo a un volumen de 10 mL por planta; las
nanoparticulas de ZnO y GP se agregaron en la misma proporcién, cada una
representando el 50 %. La aplicacién del tratamiento comenzd en el trasplante y

se repitid a intervalos de dos semanas para un total de siete aplicaciones.
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Inoculacion de F. oxysporum f.sp. lycopersici, andlisis de incidencia y
severidad de la enfermedad

Las esporas de F. oxysporum f.sp. lycopersici se cultivaron durante 15 dias en
cajas Petri con PDA provisto de ampicilina (100 mg L™1) a una temperatura de 29
°C. La inoculacion con FOL se llevé a cabo durante el trasplante, sumergiendo
las raices de las plantulas en la suspensién de conidios a una concentracion de
1x 108 mL™%,

La incidencia de la enfermedad se determiné visualmente cuando se observaron
sintomas de FOL. A las plantas sin sintomas se les asigné un valor de cero y a
las que si los presentaban un valor de 1. Los resultados se expresan como

porcentajes de incidencia.

La severidad de la enfermedad se determind utilizando una escala visual en cada
una de las 20 plantas por tratamiento y se reporto el promedio. A la escala visual
se le adjudico un valor, donde: 0 = no presenta sintomas; 1 = marchitez de hojas
basales; 2 = clorosis de hojas basales y marchitez de hojas joévenes; 3 =
marchitez de la mayoria de las hojas, desecacién difusa y amarillamiento y 4 =

planta muerta. La severidad de la enfermedad se calculé como porcentaje.

Variables agrondmicas

Se realizaron mediciones para evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas
de tomate. Considerando la altura de la planta (flexometro), el diametro de tallo
(vernier digital) el nimero de hojas y de racimos.

En la cosecha, se pesaron los frutos y se determind la biomasa fresca,
considerando el peso de tallo y hojas (g), utilizando una bascula digital (modelo
Adventurer Pro de Ohaus). El peso de biomasa seca aérea (g) se adquirié al
secar las muestras en una estufa (modelo DHG9240A) durante 72 h expuestas a

una temperatura de 90 °C.
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Muestreo para analisis bioquimico

Las muestras de hojas utilizadas para realizar los diferentes andlisis bioquimicos
fueron recolectadas a los 45 dias después del trasplante. Para el muestreo se
recolectaron las hojas jovenes completamente expandidas (tercera o cuarta hoja)
y se colocaron en hielo para su posterior almacenamiento a —20 °C. Las muestras
fueron liofilizadas y maceradas hasta obtener un polvo fino; a partir de esta
muestra se determinaron los biomarcadores de estrés, metabolitos secundarios

y pigmentos fotosintéticos.

Variables bioguimicas

Las pruebas bioquimicas realizadas fueron: peréxido de hidrégeno por el método
de Velikova et al. (2000), radical superdoxido determinado mediante la
metodologia de Whang & Luo (1990), el contenido de malondialdehido (MDA) de

acuerdo al método descrito por Velikova et al. (2000), fenoles totales utilizando

el método del reactivo Folin-Ciocalteu descrito por Yu y Dahlgren (2000), con
algunos ajustes, flavonoides mediante la metodologia descrita por Arvouet-Grand
et al. (1994), el contenido de &cido ascérbico o vitamina C conforme el método
de Hung y Yen, (2002) y el contenido de clorofilas determinadas de acuerdo con

la metodologia de Nagata y Yamashita (1992), con algunas modificaciones.

Analisis estadistico

El bioensayo se establecié bajo un disefio en bloques completos al azar con cinco
repeticiones. Cada unidad experimental se conformaba por cuatro plantas de
tomate, cada una en una maceta. Para determinar la existencia de diferencias
significativas entre tratamientos se realizd6 un andlisis de varianza, y
posteriormente se realiz6 una prueba de medias de Fisher LSD (p < 0.05).
Adicionalmente, se realiz6 un analisis multivariado de varianza (MANOVA) y una
prueba de Hotelling (p < 0.05) sobre las variables de incidencia y severidad de la
enfermedad causada por Fusarium oxysporum. Para todos estos andlisis se

utilizé el software InfoStat version 2020.
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RESULTADOS

Incidencia y severidad de la enfermedad en la primera etapa

En la etapa uno se observaron diferencias significativas, dos semanas después
de la inoculacion los tratamientos MgO+GP y GP presentaban un 16 % y 50 %
menos de incidencia respecto T+. Mientras que el ZnO+GP no presentaba
incidencia (Fig. 1 A). La incidencia del 100 % se manifesto a las cuatro semanas
después de la inoculacion en todos los tratamientos con NPs. Por otro lado, la
severidad de la enfermedad disminuyé significativamente a partir de la
inoculacion con la aplicacion de nanocompuestos. El tratamiento con la severidad
mas baja fue el ZnO+GP; presentando una reduccion del 22 % respecto al T+ en
la semana seis. En la semana siete el GP, MgO, ZnO+GP y MgO+GP
disminuyeron; 14 %, 12 %, 9 % y 7 % respecto al T+ (Fig. 1 B).
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Figura 1. Incidencia (A) y severidad (B) de la enfermedad causada por F.
oxysporum en plantas de tomate, a partir de la segunda semana posterior a la
inoculacion. TO: control absoluto; GP: nanoparticulas de grafeno + FOL; MgO;
nanoparticulas de 6xido de magnesio + FOL; ZnO: nanoparticulas de é6xido de
zinc + FOL; MgO+GP: nanocompuestos de 6xido de magnesio con grafeno +
FOL ZnO+GP: nanocompuestindiceo de 6xido de zinc con grafeno + FOL; T+:
plantas inoculadas con FOL. Medias con letra comun no son significativamente
diferentes segun la prueba de Hotelling (p < 0.05).
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Pardmetros agronémicos de la primera etapa

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. El
TO mostré una mayor altura. Dentro de los tratamientos inoculados ZnO+GP
supera al resto, aumentando 41 % respecto a ZnO y 13.5 % respecto a T+ (Fig.
2 A). Para el caso de biomasa fresca y seca, TO presentd el mayor contenido y
entre los tratamientos inoculados el ZnO+GP super6 a los demas (Figs. 2 By C).
Respecto al numero de racimos, el TO fue superior, mientras que entre los
tratamientos inoculados no existieron diferencias (Fig. 2 D). En el nUmero de
hojas hubo diferencias significativas, el TO fue el tratamiento mas sobresaliente,
mientras que en los tratamientos con NPs + FOL, el mejor fue ZnO+GP (Fig. 2
E). En el didmetro de tallo se observaron diferencias significativas, el TO presenté
la media mas alta, no obstante, los tratamientos ZnO+GP y MgO incrementaron

7 %y 6 % comparados con el T+ (Fig. 2 F).
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Figura 2. Altura de planta (A), biomasa fresca (B), biomasa seca (C), niumero de
racimos (D), nimero de hojas (E) y diametro de tallo (F) de plantas de tomate.
TO: control absoluto; GP: nanoparticulas de grafeno + FOL; MgO: nanoparticulas
de 6xido de magnesio + FOL; ZnO nanoparticulas de éxido de zinc + FOL;
MgO+GP: nanocompuestos de 6xido de magnesio con grafeno + FOL; ZnO+GP:
nanocompuesto de oxido de zinc con grafeno + FOL; T+: plantas inoculadas con
FOL. Medias con letra comun no son significativamente diferentes segun LSD
Fisher (p =< 0.05).
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Pigmentos fotosintéticos y biomarcadores de estrés de la primera etapa

El contenido de clorofila a mostro diferencias significativas en respuesta a los
tratamientos, ZnO, T+, MgO+GP y ZnO+GP mostraron los valores mas altos en
esta variable, similares estadisticamente con el TO. El ZnO+GP supera con 14 %
y 16 % al GP y al MgO (Fig. 3 A). Respecto al contenido de clorofila b se
observaron diferencias significativas, ZnO+GP es similar al TO, superando al GP
y MgO en un 20 % (Fig. 3 B). En el caso de B-carotenos no se presentaron

diferencias significativas (Fig. 3 C).

En los resultados del contenido de perdxido de hidrégeno no hubo diferencias
entre tratamientos (Fig. 3 D) pero fueron mayores que el TO. En cuanto al
contenido de radicales superéxido se observo una reduccion con la aplicacion de
ZnO, disminuyendo 17 % comparado con el T+, los tratamientos con
nanoparticulas no difieren significativamente entre si (Fig. 3 E). El contenido de
MDA aumento significativamente en los tratamientos T+ y MgO+GP, aumenté 95
% y 101 % respecto al TO. Mientras que el GP redujo esta variable 22 %y 24 %
en comparacion a T+ y MgO+GP (Fig. 3 F).
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Figura 3. Contenido de clorofila a (A), clorofila b (B), B-carotenos (C), peréxido
de hidrégeno (D), radical superoxido (E) y malondialdehido (F). TO: control
absoluto; GP: nanoparticulas de grafeno + FOL; MgO: nanoparticulas de 6xido
de magnesio + FOL; ZnO: nanoparticulas de 6xido de zinc + FOL; MgO+GP:
nanocompuestos de o6xido de magnesio con grafeno + FOL ZnO+GP:
nanocompuesto de éxido de zinc con grafeno + FOL; T+: plantas inoculadas con
FOL. Medias con letra comun no son significativamente diferentes segun LSD
Fisher (p < 0.05).

Incidencia y severidad de la enfermedad en la segunda etapa

Las diferencias fueron estadisticamente significativas entre tratamientos, el T+
presentd una incidencia superior desde la semana dos hasta la semana seis
posterior a la inoculacion, en la cual se alcanz6 el 100 % de incidencia en todos
los tratamientos. En la semana 5 el ZnO+GP a 200 mg L™ presentaba una
reduccion en la incidencia del 15 % respecto al T+ y 10 % respecto al CQ (Fig. 4
A). En la semana 12 la severidad de la enfermedad se redujo en un mayor grado
con la aplicaciéon de ZnO+GP a concentraciones bajas, sobresaliendo la de 200

mg L™, disminuyendo la afeccién 15 % y 10 % comparado con T+ y CQ. En
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cuanto al tratamiento de 100 mg L™ se observé una eficiencia similar a la del
control quimico (Fig. 4 B), mientras que el TO alcanzé una severidad por
contaminacion del 19 % (semana 12), indicando una infeccion accidental o

secundaria debido a la presencia del patdgeno en otros tratamientos.
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Figura 4. Incidencia (A) y severidad (B) de la enfermedad causada por F.
oxysporum en plantas de tomate, a partir de la segunda semana posterior a la
inoculacién. TO: control absoluto; ZnO+GP-100 mg L=, ZnO+GP-200 mg L,
ZnO+GP-300 mg L™, ZnO+GP-400 mg L™1: nanoparticulas de 6xido de zinc mas
grafeno, inoculado con FOL, aplicadas en 4 diferentes concentraciones; CQ:
Control quimico (Captan) en plantas inoculadas con FOL; T+: control positivo
inoculado con FOL. Medias con letra comdn no son significativamente diferentes

segun la prueba de Hotelling (p < 0.05).

Parametros agronémicos de la segunda etapa

La altura de la planta presento diferencias significativas mediante la aplicacion de
los diferentes tratamientos. Destacando sobre los demas la aplicacion de
ZnO+GP en la concentraciéon de 200 mg L1, con un valor estadisticamente
similar al TO y superando los tratamientos 300 mg L=ty 400 mg Lt con el 16 % y

8 % (Fig. 5 A). En el diametro de tallo no se encontraron diferencias (Fig. 5 B).
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En cuanto al nUmero de hojas la aplicacién de nanoparticulas no modificé esta
variable en las plantas inoculadas, sin embargo, el TO presenta un incremento
sobre estos tratamientos (Fig. 5 C).

En el caso de biomasas la tendencia es similar, la concentracién 200 mg L™
presentd el mayor contenido comparandose con el TO. En biomasa seca la
concentracion de 300 mg L y el testigo con FOL redujeron el 23 % el peso seco
respecto a la concentracién de 200 mg L~ (Figs. 6 D y E).

El rendimiento fue mayor en los tratamientos ZnO+GP en concentraciones de
100 y 200 mg Lt igualandose estadisticamente con el TO. Sin embargo, estos
mismos tratamientos no fueron estadisticamente diferentes de CQ y T+, pero si

superiores a 300 mg L~* con un 40 % (Fig. 5 F).
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Figura 5. Altura de planta (A), diametro de tallo (B), numero de hojas (C),
biomasa fresca (D), biomasa seca (E) y rendimiento de frutos (F) de plantas de
tomate. TO: control absoluto; ZnO+G-100 mg L%, ZnO+GP-200 mg L™, ZnO+GP-
300 mg L™, ZnO+GP-400 mg L™1: nanoparticulas de 6xido de zinc méas grafeno,
inoculado con FOL, aplicadas en 4 diferentes concentraciones; CQ: Control
guimico (Captan) en plantas inoculadas con FOL; T+: control positivo inoculado
con FOL. Medias con letra comun no son significativamente diferentes segun
LSD Fisher (p < 0.05).
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Pigmentos fotosintéticos y biomarcadores de estrés de la segunda etapa

El indice de clorofila a aumenté con la aplicacion de ZnO+GP a 200 mg L™,
tratamiento que se da valores estadisticamente similares al T+ y CQ, superando
al TO con el 18 % (Fig. 6 A). Con base en el contenido de clorofila b el TO presenta
la media mas alta (Fig. 6 B). En el contenido de B-carotenos los tratamientos
inoculados con FOL no presentan diferencias significativas entre si, pero todos

superaron al TO (Fig. 6 C).

El contenido de peréxido de hidrogeno no presenta diferencias significativas en
sus medias por lo que los tratamientos son estadisticamente iguales (Fig. 6 D).
Respecto a anion superoxido los tratamientos inoculados no presentan
diferencias significativas entre si, sin embargo, el control absoluto tuvo el nivel
mas bajo de este radical (Fig. 6 E). En el contenido de malondialdehido se
observaron diferencias significativas, el CQ presenta el mayor contenido de MDA.
Mientras que las concentraciones de 100, 300 y 400 mg L' de ZnO+GP redujeron

el contenido de este compuesto 27 %, 37 % y 23 % respecto al CQ (Fig. 6 F).
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Figura 6. Contenido de clorofila a (A), clorofila b (B), B-carotenos (C), peroxido
de hidrogeno (D), radical superoxido (E) y malondialdehido (F). TO: control
absoluto; ZnO+GP-100 mg L™, ZnO+GP-200 mg L™, ZnO+GP-300 mg L™,
ZnO+GP-400 mg L1 nanoparticulas de 6xido de zinc mas grafeno, inoculado
con FOL, aplicadas en 4 diferentes concentraciones; CQ: Control quimico
(Captan) en plantas inoculadas con FOL; T+: control positivo inoculado con FOL.
Medias con letra comun no son significativamente diferentes segun LSD Fisher
(p =0.05).

Compuestos antioxidantes de la segunda etapa

El contenido de fenoles no mostré diferencias significativas entre tratamientos
(Fig. 7 A). En la cuantificacion de flavonoides se encontraron diferencias
estadisticamente significativas; el tratamiento de 200 mg L™ de ZnO+GP
presento la mayor concentracion de flavonoides, 28 %y 12 % mas que TO y T+,
respectivamente (Figura 7 B). En el acido ascoérbico se observaron diferencias

entre tratamientos, el CQ representa la media mas alta, sin embargo, ZnO+GP-
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200 mg L™ presentdé un mayor contenido de vitamina C que las otras

concentraciones (Fig. 7 C).
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Figura 7. Contenido de fenoles (A), flavonoides (B) y acido ascoérbico (C). TO:
control absoluto; ZnO+GP-100 mg L™, ZnO+GP-200 mg L%, ZnO+GP-300 mg L~
1, ZnO+GP-400 mg L% nanoparticulas de 6xido de zinc mas grafeno, inoculado
con FOL, aplicadas en 4 diferentes concentraciones; CQ: Control quimico
(Captan) en plantas inoculadas con FOL; T+: control positivo inoculado con FOL.
Medias con letra comun no son significativamente diferentes segin LSD Fisher
(p =0.05).
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DISCUSION

Respuestas de las plantas a nivel morfolégico

FOL es un fitopatdégeno agresivo, responsable de pérdidas significativas en la
produccion y calidad de diversos cultivos, por lo que se requiere de estrategias
que mitiguen los efectos de este organismo, ademas de los diferentes tipos de
estrés biotico. La aplicacion de nanoparticulas es considerada una opcion viable,
funcional y econémica para disminuir los efectos adversos de fitopatdogenos. Este
trabajo mostré disminuir la severidad de FOL en plantas de tomate (Figuras 1 A,
B). El efecto benéfico estd asociado a la capacidad antimicrobiana que exhiben
los compuestos utilizados (Azizi-Lalabadi et al., 2020). Las nanoparticulas se
traslocan de la raiz a las partes superiores a través del sistema vascular (xilema),
ingresando por endocitosis o0 penetrando directamente la membrana,

dispersandose en el citoplasma (Wang et al., 2022).

El grafeno actia por contacto directo siendo el mecanismo de accidn mas
relevante sobre la célula microbiana, ya que provoca la ruptura de la pared y
membrana celular, estrés oxidativo, inhibicibn enzimética, cambios en la fluidez
de la membrana y disminucién de la transcripcion de ciertos genes (Maksimova,
2019). Las NPs de ZnO y MgO generan ROS que dafan estructuras celulares
microbianas y activan vias de sefializacién como la del &cido salicilico (Fujikawa
et al., 2021). Las ROS estimulan reacciones de defensa como la respuesta
hipersensitiva, respuesta sistémica adquirida y/o metabolitos secundarios que

participan en la defensa (Upadhyay et al., 2024).

El efecto de las nanoparticulas en las plantas varia dependiendo el tamafo,
forma, método de aplicacion y dosis (Rastogi et al., 2017). En la segunda etapa
de esta investigacion podemos observar que las concentraciones mas bajas de
ZnO+GP, aumentaron la resistencia a la infeccién (Fig. 4 B). Este efecto es
debido a que las NPs son compuestos que actuan bajo el principio de hormesis,

fendbmeno en el que exposiciones bajas de una sustancia estimulan y
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concentraciones mas altas perjudican o inhiben (Jalal et al., 2021). La clave est&
en encontrar la relacion correcta concentracion-respuesta (Calabrese, 2016) y se
genera la adaptacion y recuperacion a la situacion inadecuada bajo la que se

encuentra la planta (Zulfigar y Ashraf, 2021).

La respuesta positiva de las nanoparticulas es gracias a que afectan procesos
fisiolégicos mediante la modulacion del metabolismo, la interaccion con proteinas
citoplasmaticas, membranas y organulos que impactan la expresion génica y
permiten la aclimatacién (Khalid et al., 2022). El estudio de El-abeid y Ahmed
(2020), demuestra que la severidad causada por FOL disminuy6 en plantas de
pimiento y tomate por el uso de nanocompuestos de CuO con nanolaminas de
oxido de grafeno reducido (1 mg Lt via suelo). De igual forma Gonzalez-Garcia
et al. (2022), reportan una reduccion significativa en la incidencia de FOL
mediante la aplicacion de nanomateriales de carbono en tomate, ademas de

incrementar variables agronémicas como el rendimiento.

El tratamiento inoculado (T+) redujo el crecimiento, debido a que el patégeno
limita el desarrollo vegetal al bloquear el transporte de agua, desencadenando
rendimientos minimos o nulos (Hanan Aref, 2020). Sin embargo, con la
aplicacion de NPs de ZnO+GP y MgO se promovio el desarrollo de tallos, hojas
y frutos en comparacién con el T+ (Fig. 2). Diversos estudios declaran que la
presencia de FOL afecta el crecimiento vegetal, provocando reduccién en la
altura, diametro del tallo, nimero de hojas, rendimiento y biomasas (Cota-Ungson
et al., 2023). En la segunda etapa de tratamientos, el ZnO+GP a 200 mg L™ se
muestra como el tratamiento mas eficiente en variables de crecimiento, desarrollo
y rendimiento (Fig. 5). Es decir los resultados siguen un patrén hormético, en el
gue la planta tolera el estimulo a cierto limite, después de este el dafio supera
los beneficios o simplemente no se genera una respuesta (Erofeeva, 2022).
Naser et al. (2022) muestran en sus resultados la inhibicién en el crecimiento de
las plantas de neguilla (Nigella arvensis) mediante el uso de NPs de TiOz,

aplicando 1000 mg L™, mientras que concentraciones de 100 mg L™ lograron
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estimular positivamente a la planta. Estos nanocompuestos poseen funcion
bioestimulante, lo que provoca modificaciones morfologicas, bioquimicas,
fisioloégicas, epigendmicas, proteOmicas Yy transcriptomicas que alteran
favorablemente el metaboloma vy la resiliencia de la plantas (Zhou et al., 2021),
lo cual permite el aumento en el crecimiento, rendimiento y la induccion de
tolerancia a situaciones adversas (Juarez-Maldonado et al., 2019). Guo et al.
(2021), reportan el incremento de auxinas cuando aplicaron 50 y 100 mg L™ de
oxido de grafeno en tomate, desencadenando un aumento en el crecimiento de
tallos, raices, frutos y biomasas. Asi mismo Abeid et al. (2024), reportan la
reduccion mas significativa de Fusarium solani y mejor desarrollo en plantas de
tomate mediante aplicaciones de NPs de CuO en la concentracién de 250 mg
L.

Respuestas de las plantas a nivel bioquimico

Los pigmentos fotosintéticos como la clorofila a, b y betacarotenos son
fundamentales en la fotosintesis y se ven afectados por la infeccién de
patdégenos, influyendo en la fisiologia y salud de la planta (Chauhan et al., 2023).
Esto es debido a que la eficiencia fotosintética estd ampliamente relacionada con
el crecimiento y rendimiento al convertir la energia luminosa en energia libre
necesaria para la vida (Silva et al., 2018). La cantidad de clorofila puede verse
afectada por situaciones estresantes, comprometiendo la capacidad de la planta
para captar luz o para evitar fotooxidaciones nocivas (Ort et al., 2015). La
fotosintesis se reduce por presencia de patégenos cuando afectan tejidos
foliares, reduciendo el area fotosintética, y aunque la planta puede mantener su
funcién clorofilica con el tejido restante, el desarrollo general de la planta se vera
afectado conforme progrese la infeccion, de inicio la clorosis disminuye la
cantidad de clorofilas por cloroplasto y la muerte celular el nimero de células

activas fotosintéticamente (Cheaib y Killiny, 2024).

Por lo antes mencionado, la diminucion en el contenido de clorofila es comun

bajo situaciones estresantes, sin embargo, dentro del grupo de los tratamientos
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inoculados; el T+, ZnO independiente y combinado con grafeno (en
concentraciones de 100 y 200 mg L™) presentaron el contenido de pigmentos
fotosintéticos mas alto, lo que podria ser parte del ajuste fisioldgico para mitigar
la condicidn de estrés bidtico, por lo que en ocasiones el contenido se mantiene
ya que estos compuesto no se degradan inmediatamente e incluso pueden
aumentar transitoriamente evitando la pérdida de la eficiencia fotosintética con
un incremento de clorofilas (Bilgin et al., 2010) (Figs. 3 y 6). En los tratamientos
con NPs de ZnO y GP (100 y 200 mg L) los resultados positivos pueden ser el
resultado de la capacidad del grafeno para facilitar la transferencia de electrones
y depuracion de ROS en el fotosistema Il (Lu et al., 2020). Mientras que el ZnO
suministra un nutriente esencial en la biosintesis de clorofila, ademas de brindar
proteccion antioxidante que disminuye la degradacién de clorofilas (Abbas et al.,
2023). Lu et al., (2020) afirman incrementos en la capacidad fotosintética por la
aplicacion de grafeno en plantas de arroz. Asi mismo Rai-Kalal y Jajoo (2021),
reportan incrementos en el contenido de clorofila por aplicaciones foliares de NPs
de ZnO (10 mg L™) en trigo.

Las especies reactivas de oxigeno pueden dafar la célula ocasionando dafio por
acumulacion, cuando estos compuesto exceden la capacidad de degradacion
(Linh et al., 2020). Los tratamientos con FOL presentaron un mayor contenido de
peréxido de hidrégeno, lo que se comprueba con el incremento dado en el
contenido de MDA; subproducto de la peroxidacion lipidica, sin embargo, hubo
una notable reduccion en el contenido de MDA con la aplicacion de ZnO, GP,
MgO y ZnO+GP (Fig. 3). Mientras que en la segunda etapa el control quimico
presento el valor mas alto de MDA (Fig. 6), lo que indica un aumento de estrés
oxidativo que alterd el equilibrio redox. Investigaciones reportan un incremento

de H202 y MDA en tomate por la infeccion de FOL (Magsood et al., 2020).

Por otro lado el radical superdxido es una ROS que puede dafar a proteinas y
ADN, minimizando el desarrollo, productividad e incluso ocasionando la muerte

de la planta (Shah y Gupta, 2023). El O2~ disminuy0 en los tratamientos
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inoculados con la aplicacibn de nanoparticulas, 1o que estd ampliamente
relacionado con la capacidad de los nanomateriales para activar el sistema de
defensa antioxidante, acrecentando la reduccion de este compuesto, de modo
que el testigo sano pudo presentar niveles relativamente altos sin ocasionar
dafios significativos. Sin embargo, es normal que las ROS aumenten bajo
situaciones de estrés (Sachdev et al., 2021). Como se observa en la segunda
etapa donde el contenido de anién superéxido aumento en las plantas inoculadas
(Fig. 6 B).

Los nanomateriales (NMs) actian como elicitores al activar mecanismos de
defensa en las plantas, estimulando la biosintesis de metabolitos secundarios
(Ghorbanpour y Hadian, 2015). Modifican el metabolismo de la planta al
aumentar la produccion de compuestos antioxidantes (Gonzélez-Garcia et al.,
2019). Esto a consecuencia del ligero estrés oxidativo que inducen (los NMs),
funcionando como sefial para activar mecanismos de defensa (Fujikawa et al.,
2021). Las ROS aumentan los compuestos de defensa en la célula como
respuesta al estrés. Este sistema defensivo transforma los compuestos oxidantes
en sustancias menos toxicas, reduciendo los efectos nocivos (Borges et al.,
2023).

La inmunidad al ataque de patdégenos requiere de la regulacion del sistema de
defensa, generacibn de ROS y produccion de metabolitos secundarios,
especialmente de compuestos polifendlicos (fenoles/flavonoides) que regulen el
equilibrio redox, son compuestos defensivos que reducen la acumulacion de
micotoxinas evitando el dafio oxidativo de la célula (Chrpova et al., 2021). Estos
compuestos son parte de la respuesta activa de la planta y limitan el progreso de
la enfermedad, proporcionado tolerancia a la infeccion (Kaur et al., 2022).
Mediante el reconocimiento del estimulo, la sefializacion y activacién de procesos
moleculares y bioguimicos que protejan de la infeccion (Usman et al., 2023). En
esta investigacion se observan incrementos en el contenido de metabolitos como

flavonoides y acido ascorbico (Figs. 7 B, C). Los flavonoides son compuestos
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bioactivos, defensivos antimicrobianos, que neutralizan sustancias toxicas u
oxidantes reduciendo el riesgo de dafio celular (Tariq et al., 2023). El acido
ascorbico induce el crecimiento vegetal, ademas de ser un potente antioxidante
que degrada ROS (H202) y disminuye el dafio por oxidacion en las plantas
(Kanwal et al.,, 2024). Gonzélez-Garcia et al. (2019), reportan aumentos
significativos de acido ascorbico y flavonoides en tomate, luego de aplicaciones

foliares de grafeno en concentraciones de 100 a 500 mg L™2.
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CONCLUSION

La aplicacion de nanocompuestos de ZnO y GP en plantas de tomate inoculadas
con FOL, redujo la incidencia y severidad del mismo. A su vez increment6
variables agronomicas, e incluso aumenté el contenido de pigmentos
fotosintéticos y redujo el de biomarcadores de estrés, permitiendo el crecimiento

y desarrollo de las plantas.

Los resultados comprueban la eficiencia de estos compuestos al impactar de
forma positiva a los cultivos agricolas, mitigando el dafio ocasionado por
patdgenos. Las NPs son una opcion viable, econémica, que provee del nutriente
y estimula al organismo, activando respuestas de defensa, impactando la

produccion, calidad de frutos y 6rganos de los cultivos de tomate.

En esta investigacion se evaluaron diferentes concentraciones con la finalidad de
encontrar un estandar mas eficiente y confiable, dado que la aplicacién de
nanoparticulas es un campo con gran potencial en la agricultura. Sin embargo,
aun esta en desarrollo y requiere investigacion para definir las concentraciones
optimas, que logren la estimulacion y garanticen una aplicacion segura y

sostenible.
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