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RESUMEN

El yodo (I) no se considera un elemento esencial para las plantas terrestres, sin
embargo, se ha demostrado que las plantas absorben y acumulan yodo. En el
presente trabajo se realiz6 la aplicacion via foliar de complejos de nanoparticulas
de quitosan-yodo (NPsCS-I) en plantas de lechuga, con el objetivo de evaluar su
efecto biofortificante, ademas de su efecto en el crecimiento y rendimiento. La
aplicacién de los complejos de NPsCS-I en el cultivo de lechuga tuvo un efecto
significativo en el rendimiento (ANOVA, Fisher p< 0.05). El mayor rendimiento del
cultivo se encontrd con la aplicacion del complejo NPsCS-KIO3 en una dosis de
5 mg L (940.5 g planta™) incrementando en un 23.6% con respecto al testigo.
Se concluye que la aplicacién foliar de los complejos influyéd de manera
significativa en el rendimiento del cultivo y en la absorcion del ion yodo (I) en

hojas de lechuga.

En condiciones de estrés bidtico por la presencia de Bremia lactucae, la
aplicacion foliar de NPsCS-KIO3 con 5 mg L™ redujo la severidad del ataque del
patdgeno en un 47.1%, mientras que la aplicacion del complejo de NPsCS-KI
mostré una disminucion en la severidad del 39% y 35.3% para las dosis de 5y
25 mg L' respectivamente. Ademas, la morfologia y densidad estomatica fueron
afectadas por los tratamientos, lo que indica una modulacién de los mecanismos
de defensa de la planta. Los resultados sugieren que los complejos de NPsCS-I
pueden ser una herramienta efectiva para mejorar la respuesta de la lechuga al

estrés bidtico inducido por Bremia lactucae.

PALABRAS CLAVE: Biofortificacion, Bremia lactucae, estrés biotico

nanoparticulas de quitosan, yodato de potasio, yoduro de potasio.
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ABSTRACT

lodine (1) is not considered an essential element for terrestrial plants. However, it
has been shown that plants absorb and accumulate iodine. In the present work,
foliar application of nano chitosan-iodine complexes (NPsCS-I) was carried out in
lettuce plants to evaluate its biofortifying effect, in addition to its impact on growth
and yield. The application of NPsCS-I complexes in lettuce cultivation had a
significant effect on yield (ANOVA, Fisher p< 0.05). The highest crop yield was
found with the application of the NPsCS-KIO3 complex at a dose of 5 mg L of
KlO3 (940.5 g plant™) increasing by 23.6% compared to the control. It is concluded
that the foliar application of the complexes significantly influenced crop yield and

the absorption of the iodine ion (1) in lettuce leaves.

Under biotic stress conditions due to the presence of Bremia lactucae, the foliar
application of NPsCS-KIO3 at 5 mg L' reduced the severity of the pathogen attack
by 47.1%, while the application of the NPsCS- KI complex showed a decrease in
severity of 39% and 35.3% for the 5 and 25 mg L' doses respectively.
Furthermore, stomatal morphology and density were affected by the treatments,
indicating a modulation of the plant's defense mechanisms. The results suggest
that NPsCS-I can be an effective tool to improve the response of lettuce to biotic

stress induced by Bremia lactucae.

KEY WORDS: Biofortification, Bremia lactucae, biotic stress, chitosan

nanoparticles, potassium iodate, potassium iodide.
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INTRODUCCION

La agricultura moderna enfrenta desafios significativos para garantizar la
seguridad alimentaria y nutricional. Simultaneamente, la calidad nutricional de los
alimentos ha disminuido en las ultimas décadas, generando deficiencias de
micronutrientes esenciales como el yodo en la poblacién mundial (Ruel et al.,
2017; Fanzo et al., 2021).

La deficiencia de yodo es un problema de salud que afecta a un tercio de la
poblacion mundial (Li et al., 2017). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
(2004) contabiliza que existe su carencia en 54 paises y se estima que cerca de
2,000 millones de personas viven con una ingesta insuficiente de este elemento,
lo que puede conducir a trastornos por deficiencia de yodo (DDY) (World Health
Organization, 2022).

El yodo es un micronutriente esencial en humanos, especialmente critico durante
el embarazo y la lactancia. Su deficiencia en la dieta materna tiene
consecuencias significativas para la salud tanto de la madre como del feto,
afectando directamente la sintesis de hormonas tiroideas. La deficiencia severa
de yodo incrementa significativamente el riesgo de nddulos tiroideos en mujeres
embarazadas, afectando hasta al 30% de esta poblacién en areas de alto riesgo.
Durante el embarazo, se asocia con un mayor riesgo de muerte fetal y un
aumento en la mortalidad perinatal e infantil. Durante la infancia, se ha asociado
con trastornos de déficit de atencion e hiperactividad, ademas puede traer como
consecuencia retardo mental y problemas de crecimiento, de la audicion y del
habla (Alexander et al., 2017).

El yodo es un elemento necesario para la produccion de la hormona tiroidea, por
lo que su insuficiencia se manifiesta en enfermedades tiroideas como el bocio y
el hipertiroidismo, ademas, se ha relacionado esta carencia con la fibromialgia
(American Thyroid Association, 2024).

En un estudio realizado en Oaxaca, se determiné el contenido nutricional de la
dieta proporcionada a los beneficiarios de la Casa del Nifio indigena, encontrando

una insuficiencia de yodo en un rango de edad de 6 a 16 afos (Castro-Juarez et



al., 2022). Ademas, se encontré6 en infantes mexicanos un crecimiento
insuficiente, condicidon que ha sido asociada a deficiencias de nutrimentos como
el yodo, y la cual se ve acentuada en infantes indigenas (Galvan et al., 2020).
Con el fin de prevenir y controlar la carencia de yodo, el Fondo de las Naciones
Unidas para la Infancia (UNICEF) y la OMS (2004) recomiendan la yodacion
universal de la sal. Pese a ello la UNICEF calcula que actualmente solo el 66%
de los hogares de todo el mundo tienen acceso a la sal yodatada.

La NOM-038-SSA2-2010 marca que, para asegurar la ingesta de 150 ug de yodo
al dia, recomendada por la OMS vy el Instituto de Medicina, es necesario un
consumo de sal de 10 g por persona por dia, valor que esta por encima de los 5
g recomendados por la OMS y que puede contribuir a la hipertensién. En general,
la OMS ha observado un excesivo consumo de sal en la poblacién a nivel mundial
lo cual ha llevado a la aplicacion de estrategias enfocadas en reducir en un 30%
la ingesta media de sal (World Health Organization, 2020).

Ademas de relacionar el yodo con enfermedades por su deficiencia en humanos,
se ha demostrado que las plantas absorben y acumulan yodo, sin embargo, no
se considera como un elemento esencial para las plantas terrestres. Debido a
esto, el yodo no se contempla en los esquemas de fertilizacion (Gupta et al.,
2015). La biofortificacion de vegetales con yodo emerge como una estrategia
prometedora para incrementar la ingesta de este micronutriente esencial en la
dieta humana (Zimmermann, 2019). Siendo la volatilizacién del yodo otro factor
a considerar, se han propuesto diversas técnicas para mitigarlo, entre ellas el uso
de materia organica, materiales adsorbentes o la aplicacion de biopolimeros
como el quitosan (Medrano-Macias et al., 2016).

Para abordar estas problematicas, la nanotecnologia emerge como una
herramienta prometedora. Las nanoparticulas de quitosan ofrecen la posibilidad
de encapsular y liberar de manera controlada micronutrientes como el yodo.
Algunos autores mostraron en su estudio la viabilidad del uso de complejos de
quitosan-yodo, especialmente al utilizar KlO3, como una alternativa para

biofortificar cultivos con yodo (Davila-Rangel et al., 2020).



El quitosan es reconocido como un inductor eficaz de respuestas de defensa en
plantas, desencadenando una serie de mecanismos fisiolégicos y bioquimicos.
Estos incluyen alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular, la
generacion de especies reactivas de oxigeno, la activacibn de enzimas
relacionadas con la defensa, la modulacion de la biosintesis de acido jasmonico,
el fortalecimiento de la lignificacion y la regulacién del flujo de iones (Sharp y
Shabala, 2018).

En este contexto, la lechuga (Lactuca sativa L.) es una hortaliza de hoja
ampliamente consumida a nivel mundial por su valor nutricional y su relevancia
en la dieta humana. Sin embargo, la produccién de lechuga se ve amenazada
por diversos factores, incluyendo el estrés bidtico y la disminucién de la calidad
nutricional de los alimentos (Mou, 2020). Una de las enfermedades mas
importantes de este cultivo es el mildiu, ocasionada por el hongo Bremia lactucae
Regel. Esta enfermedad esta ampliamente distribuida por todo el mundo y es
causante de graves peérdidas econdmicas, tanto en cultivos bajo invernadero
como al aire libre puesto que por sus condiciones bioldgicas pueden danar
seriamente el cultivo hasta perderlo por completo (Garcia et al., 2021).

Por lo anterior, en este trabajo se realiz6 la aplicacién via foliar de complejos de
nanoquitosan-yodo en plantas de lechuga, con el objetivo de evaluar su efecto
en la biofortificacion en dicho cultivo; asi como la calidad nutricional en las plantas
tratadas, ademas se evalu6 el efecto promotor del crecimiento y vigor en la

respuesta de tolerancia contra Bremia lactucae.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto bioestimulante y biofortificante en plantas de lechuga tratadas

con complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo (NPsCS-I) bajo estrés bidtico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de promocién del crecimiento y vigor en plantas de
lechuga tratadas con complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo
(NPsCS-I).

2. Evaluar el efecto en la calidad nutricional en plantas de lechuga
tratadas con complejos de NPsCS-I.

3. Determinar la biofortificacidn del yodo en hojas de lechuga tratadas con
complejos de NPsCS-I.

4. Evaluar el efecto de tolerancia a Bremia lactucae en plantas de lechuga

tratadas con complejos de NPsCS-I.

HIPOTESIS

La aplicacion foliar de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo
(NPsCS-I) permitira que el cultivo de lechuga presente un efecto biofortificante
por la acumulacion de yodo en el 6rgano de consumo humano, asi como una
mejora en la calidad nutricional; asi como un efecto bioestimulante que

promovera el crecimiento del cultivo de la lechuga.

El uso de nanoparticulas de quitosan-yodo en la lechuga mejorara la tolerancia

contra la infeccién por Bremia lactucae.



REVISION DE LITERATURA

El yodo y su impacto en la salud

El yodo es un elemento que no produce el cuerpo humano, por lo que es un
componente que debe obtenerse a través de la dieta. Al ser un elemento
necesario para la produccion de la hormona tiroidea, su deficiencia puede
producir agrandamiento de la tiroides, hipotiroidismo y retardo mental en los
infantes cuyas madres tuvieron deficiencia de yodo durante el embarazo
(American Thyroid Association, 2024).

La deficiencia de yodo se diagnostica en poblaciones y no especificamente a
nivel individual. La deficiencia de yodo se define como una concentracién media
de yodo en la orina por debajo de 50 ug L' en una poblacién. Por lo que, cuando
se observa su deficiencia en una poblacidén entera, la mejor manera de tratarlo
es asegurando que los alimentos comunes de consumo frecuente contengan
suficientes niveles de yodo (American Thyroid Association, 2024).

Una solucion a la deficiencia de yodo ha sido la introduccion de la sal yodada, sin
embargo, en muchas partes del mundo no se tiene suficiente yodo disponible en
la dieta por lo que la deficiencia de este elemento continda siendo un importante
problema de salud publica globalmente. Aunado a esto, se considera que una
ingesta diaria de yodo superior a 300 ug L' es excesiva y puede ocasionar
problemas de salud como el hipertiroidismo inducido por el yodo y la tiroides
autoinmune (OMS, 2014).

El riesgo de insuficiencia de yodo, que aun afecta a cerca del 40% de la poblacion
mundial (American Thyroid Association, 2024), se manifiesta en los desérdenes
por deficiencia de yodo (DDY), los cuales se originan cuando la ingesta y
asimilacion de yodo son insuficientes para la produccion de tiroxina vy
triyodotironina por la glandula tiroidea (Lazarus , 2015).

El yodo ha demostrado poseer propiedades antioxidantes y antiproliferativas, lo
que sugiere un papel relevante en la carcinogénesis y el tratamiento de diversas

lineas celulares. Su capacidad para modular el estrés oxidativo y la proliferacion



celular lo convierte en un agente de interés en la investigacion oncologica
(Venturi, 2017).

Yodo en la naturaleza

El yodo es un elemento ampliamente estudiado debido a su importancia
metabdlica en mamiferos. Su distribucion irregular en la corteza terrestre ha
ocasionado que muchas regiones del planeta presenten deficiencia de este
elemento, acentuandose en areas montafosas y llanuras (FAO, 2019).

El mar es el mayor reservorio de yodo, éste se moviliza hacia las zonas terrestres
a través de formas quimicas volatiles producidas por algas marinas o bien por
aerosoles marinos que son arrastrados por el viento. Esto podria explicar porque
los suelos alejados del océano generalmente estan desabastecidos de yodo y
por consiguiente las plantas que crecen o se cultivan en estos suelos tendran
baja concentracion del elemento (Zimmermann, 2019).

La cantidad de yodo presente en el suelo varia considerablemente, oscilando
entre menos de 0.1 y hasta 150 mg kg™'. Esta amplia gama de concentraciones
esta fuertemente influenciada por la composicion del material original del suelo,
lo que resalta la importancia de considerar este factor al evaluar la disponibilidad
de yodo para las plantas (White y Broadley, 2019).

En comparacién con el yodo inorganico, el yodo organico parece ser absorbido
de manera mas eficaz por las plantas que crecen en el suelo. El yodo inorganico
puede ser la forma dominante para el transporte de yodo en las plantas. Las
trazas de yodo pueden actuar como un nutriente beneficioso, un antioxidante y
un ingrediente activo antiestrés para promover el crecimiento de las plantas,
mientras que el yodo excesivo puede causar estrés oxidativo en las plantas
(Zhang et al., 2023).



Disponibilidad y absorcion del yodo

A diferencia de la mayoria de los elementos presentes en el suelo, que derivan
principalmente del desgaste de la litosfera, el yodo exhibe un comportamiento
geoquimico distintivo y unico. Esta particularidad influye significativamente en su
disponibilidad y distribucién en el ambiente edafico (Dai y Andersson, 2020).

La presencia de yodo en un suelo es una combinacion del suministro de yodo y
la capacidad del suelo para retenerlo, sin embargo, en suelos ricos en materia
organica es mas probable que el KI mantenga una mayor movilidad vy
disponibilidad para las plantas (Kiferle et al., 2013).

En condiciones de campo, el yoduro del suelo es mas susceptible a pérdidas por
lixiviacion, debido a su mayor solubilidad en comparacién con la forma de yodato
(Lawson et al., 2016). La disponibilidad y absorcion de yodo en el suelo se ve
significativamente influenciada por la cantidad de materia organica presente,
especialmente cuando el yodo se encuentra en su forma de yodato. La actividad
microbiana en las sustancias humicas desempefia un papel crucial en la
retencion del yodo, reduciendo su volatilizacién y, por ende, mejorando su
disponibilidad para las plantas (Weng y Horwath, 2019).

La textura del suelo, especificamente el contenido de arcillas, muestra una
relacion inversa con la absorcidn de yodo por las plantas. Esto sugiere que suelos
con mayor contenido de arcilla tienden a limitar la captacion de yodo por los
cultivos. Por otro lado, el pH del suelo, dentro de un rango de 5.4 a 7.6, no parece

ejercer un efecto significativo en la absorcién de yodo (White y Broadley, 2019).

Yodo en las plantas

La forma en que este elemento es acumulado en plantas terrestres es poco
conocido, sin embargo, estudios recientes han demostrado que, tras la aplicacion
de yodo inorganico u organico al sustrato, la mayor parte del yodo se acumula en
las raices, mientras que una fraccion significativa se transloca a las partes aéreas
y se almacena en los cloroplastos, contribuyendo a la funcion fotosintética y a la
proteccion contra el estrés oxidativo (Weng y Hong, 2018). En otras especies

como nabo y amaranto se encontré el yodo presente en las plantas y se



concentrd en las raices y el tallo después de la absorcion inicial del suelo (Ligowe
et al., 2021).

Otros autores investigaron la absorcidén y acumulacion de yodo en la porcion
comestible de vegetales como Brassica napus y Brassica pekinensis que se
cultivaron en dos suelos diferentes: suelo arenoso y suelo franco limoso, con
diferentes concentraciones de aplicacion de yodo (usado en forma de yoduro de
sodio) en dosis de 0 ppm, 50 ppm y 100 ppm. Las concentraciones de yodo en
las raices de BNP y BPK oscilaron entre 46 y 223.7 pg/g, lo que muestra una
fuerte correlacion con otros nutrientes del suelo (Faridullah et al., 2023).

Al ser almacenado por los cloroplastos se pudiera explicar la induccion de
tolerancia que tiene el yodo frente a algunos tipos de estrés, ya que gran parte
del proceso antioxidante celular se encuentra en los cloroplastos (Leija-Martinez
et al., 2016).

Prevencion de la deficiencia de yodo

En los ultimos 80 afos, se han hecho esfuerzos a nivel mundial para tratar de
eliminar la deficiencia de yodo, siendo la eliminacion de la deficiencia de yodo
una de las metas principales de la Organizacion Mundial de la Salud. La sal
yodada ha sido una de las soluciones principales a nivel mundial. Inyecciones de
aceite yodado se han utilizado ocasionalmente en regiones del mundo donde no
es posible el uso extensivo de la sal yodada. La yodacion de los suministros de
agua también ha sido efectiva en algunos otros lugares (OMS, 2014).

En Estados Unidos, el Instituto de Medicina ha establecido el Consumo Dietético
Recomendado (RDA) de yodo en adultos en 150 pg dia’'. Para mujeres
embarazadas es de 220 pg y 290 ug diarios para mujeres que estan lactando.
Debido a que los efectos de la deficiencia de yodo son mas severos en mujeres
embarazadas y sus bebes, la Asociacion Americana de la Tiroides (ATA) ha
recomendado que todas las mujeres embarazadas y lactando en los Estados
Unidos y Canada tomen multivitaminas prenatales diariamente que contengan

150 ug de yodo.



Biofortificacion con yodo

Como se ha mencionado anteriormente, el yodo es vital para la salud humana y
la biofortificacion de cultivos con yodo podria ser una estrategia para aumentar
los niveles de yodo en los alimentos derivados de plantas y, por lo tanto, mejorar
la nutricion humana (Krzepilko et al., 2019). Algunos autores reportan efectos
positivos al aplicar sales de yodo en diversos cultivos (Halka et al., 2020; Sabatino
et al., 2021).

La biofortificacion con este elemento se ha llevado a cabo utilizando diversas
fuentes, que incluyen algas marinas, yodo organico y sales de yodato y yoduro
(Stasinska-Jakubas y Hawrylak-Nowak, 2022). En sus formas inorganicas han
sido ampliamente usados el yoduro de potasio (Kl) y yodato de potasio (KIO3).
Investigaciones como las de Krzepitko et al., (2019) y Gupta et al., (2015) han
profundizado en la eficacia de estas sales inorganicas, proporcionando valiosa
informacion sobre sus tasas de absorcion, translocacién y acumulacién en
diferentes especies vegetales.

La aplicacion de yodo en forma de yodato ha sido utilizada para aumentar el nivel
de proteinas en semillas de soya, ademas los resultados mostraron que el yodo
en bajas concentraciones ayuda a la planta a desarrollar una extensa red de
enzimas antioxidantes para combatir el efecto del estrés por cadmio (Gupta et
al., 2015).

Realizar aplicaciones de yoduro y yodato por medio de aspersion foliar, es una
forma para evitar la complejidad de los fendmenos de absorcion y transporte del
yodo cuando este se aplica al suelo. En el trabajo de Lawson et al., (2016),
reportaron que las concentraciones de yodo en las partes comestibles de lechuga
(Lactuca sativa) aumentaron cuando se aplicaron via foliar soluciones de yoduro
de potasio (KI) y yodato de potasio (KIO3) a dosis de hasta 0.25 kg ha™' en
diferentes fechas cercanas a la cosecha.

Algunos trabajos sugieren que algunas hortalizas de hoja como lechuga y
espinaca son aptas para la biofortificacion con yodo, asi como en hortalizas de

importancia comercial como el tomate, los resultados sugieren que la aplicacion
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de yodo influye en la capacidad antioxidante de una serie de plantas como la
lechuga y el tomate (Kiferle et al., 2020).

Aplicaciones de yoduro y yodato fueron aplicados en plantas de lechuga, los
resultados de este estudio demuestran que la respuesta al estrés oxidativo es
variable y depende de la forma de yodo aplicada. Al aplicar yoduro se produjo
una reduccién en la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) y un
aumento en la actividad de las enzimas catalasa (CAT), la L-galactonolactona
deshidrogenasay en la actividad de compuestos antioxidantes como el ascorbato
y el glutation. Por su parte, la aplicacion de yodato produjo un incremento en las
actividades de SOD, ascorbato peroxidasa y CAT;, también aumentd la
concentracién de ascorbato y las actividades regenerativas del ciclo Halliwell-
Asad (Weng y Hong, 2018).

Las concentraciones de yodo en las partes comestibles de lechuga (Lactuca
sativa) aumentaron cuando se aplicaron via foliar soluciones de yoduro de
potasio (KI) y yodato de potasio (KIOs) a dosis de hasta 0.25 kg L ha™" en

diferentes fechas cercanas a la cosecha (Lawson et al., 2016).

Quitosan y su uso en la nanotecnologia

El quitosan (CS) es un compuesto que gracias a sus propiedades fisicoquimicas
es idoneo para ser utilizado en medicina, farmacia, proteccion del medio
ambiente y principalmente en la agricultura (Stasinska-Jakubas y Hawrylak-
Nowak, 2022). Ademas, el quitosan tiene diversas aplicaciones en el campo de
la nanotecnologia debido a su facil y controlable extraccion, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, no toxicidad, propiedades antifungicas, facil modificacion
quimica ademas de su capacidad para formar geles, peliculas y nanoparticulas
solidas (Ashra et al., 2019).

Los usos y potencial de la nanotecnologia en la produccion de cultivos agricolas
son enormes. Estos incluyen la mejora en la calidad y la seguridad de los
alimentos, la reduccion de los insumos agricolas, el enriquecimiento de la

absorcion de nutrientes del suelo y el manejo de plagas de insectos a través de
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las nuevas formulaciones de insecticidas basadas en nanomateriales (Sabry y
Ragaei, 2018; Prasad et al., 2017).

Los oligosacaridos derivados del quitosan se han descrito como elicitores que
conducen a una variedad de respuestas de defensa en las plantas huésped
contra infecciones microbianas, incluida la acumulacion de fitoalexinas, proteinas
relacionadas con la patogénesis e inhibidores de proteinasa, sintesis de lignina 'y
formacion de calosa (Mondéjar-Lépez et al., 2022).

Davila-Rangel et al., (2020) mostraron en su estudio la viabilidad del uso de
complejos de quitosan-yodo, especialmente al utilizar KIO3, como una alternativa
para biofortificar cultivos con yodo. En sus resultados encontraron que la
aplicacion unica de CS-KIO3 a 5y 25 mg kg™ al suelo aumento la biomasa de la
lechuga, mientras que la aplicacion de una dosis dividida condujo a una
disminucion de la biomasa. Ademas, los resultados obtenidos en esta
investigacion sugieren que la aplicacion de CS-KIOs no solo incrementa la
biomasa de la lechuga, sino que también podria contribuir a la retencion del yodo
en el suelo, minimizando las pérdidas por volatilizacion.

El quitosan en su forma de nanoparticula ha sido estudiado como encapsulante
de aceite esencial de ajo, incrementando de esta manera su capacidad
antifungica (Mondéjar-Lépez et al., 2022). Ademas, el uso de yodo | con
nanoparticulas ha sido evaluado con nanoparticulas de silicio en plantas de
perejil (Golubkina et al., 2021).

Se han evaluado los efectos del hidrogel de quitosan-alcohol polivinilico con
nanoparticulas de cobre absorbidas (CS-PVA-nCu) en la morfologia de la hoja 'y
el crecimiento de plantas de sandia. Mostrando una estimulaciéon en el
crecimiento de los tallos primarios, el sistema radicular y un aumento en el ancho

de los estomas (Gonzalez-Gémez et al., 2017).

Cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.)
Es una hortaliza de hoja ampliamente consumida a nivel mundial, valorada por
su consumo en fresco y su rico perfil nutricional, que incluye vitaminas A, C, E,

B1, B2, B3 y B9, asi como minerales esenciales como fésforo, hierro, calcio y
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potasio. Ademas, es una fuente importante de antioxidantes y aminoacidos (Kim
et al., 2016; Yang y Kim, 2019).

En México, la lechuga es un cultivo de gran relevancia econdmica y social. Segun
datos del Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en 2023,
se cosecharon aproximadamente 22,843 ha de lechuga, con una produccién total
de 552,940 ton. Los principales estados productores son Guanajuato, Zacatecas
y Puebla, que en conjunto representan una parte significativa de la produccion
nacional. La lechuga no solo contribuye a la seguridad alimentaria, sino que
también genera empleo y divisas a través de la exportacion, consolidandose
como un cultivo estratégico para la agricultura mexicana.

Bremia lactucae

La lechuga es susceptible a diversas plagas y enfermedades que pueden
comprometer su produccidn y calidad. Entre las plagas mas comunes se
encuentran los pulgones (Nasonovia ribisnigri, Myzus persicae), trips (Thrips
spp.), gusanos cortadores (Agrotis spp.) y minadores de hojas (Liriomyza spp.).
En cuanto a las enfermedades, destacan la podredumbre gris (Boftrytis cinerea),
la esclerotinia (Sclerotinia sclerotiorum) y el oidio (Golovinomyces
cichoracearum) (Lebeda et al., 2021).

Sin embargo, una de las enfermedades de la lechuga mas extendida y destructiva
en todo el mundo es el mildiu ocasionado por el hongo Bremia lactucae Regel.
Este patdgeno, altamente especializado y genéticamente variable, dificulta su
control y causa pérdidas significativas en la produccion, especialmente en
condiciones de alta humedad y temperaturas moderadas. Los sintomas incluyen
manchas foliares y crecimiento blanco y esponjoso en el envés de las hojas,
afectando principalmente a las hojas mas viejas y pudiendo causar su muerte. B.
lactucae es un parasito obligado, lo que significa que puede crecer y reproducirse
so6lo en tejido vegetal vivo, es capaz de infectar a la lechuga en todas las etapas
de crecimiento (Abada y Attia, 2017; Lebeda et al., 2021).
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area de estudio

La presente investigacion se llevé a cabo en el Departamento de Horticultura en
la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila. El experimento
se establecié en un invernadero tipo capilla con orientacion sur-norte que se
localiza en las coordenadas 25° 21' 217 latitud norte y 101° 02' 10” longitud oeste,
a una altitud 1758 msnm durante los meses de febrero a septiembre de 2022.
La fase experimental se realiz6 en cuatro etapas: ) Sintesis de NPsCS y
preparacion de los complejos de NPsCS-I. II) Experimento de biofortificacion. 111)
Experimento con inoculacion del patdgeno. IV) Analisis de variables
agronomicas, bioquimicas y actividad enzimatica. Estas etapas se describen a

continuacion.

Sintesis de NPsCS y preparacion de los complejos NPsCS-I.

Para la sintesis de las nanoparticulas se utilizd el método de gelificacion
ionotropica reportado por Manikandan y Sathiyabama (2016). La cual se llevo a
cabo en el Centro de Investigaciéon de Quimica Aplicada (CIQA). Se utilizé
quitosan de la marca Marine Chemicals (Marine, Hydrocolloids, Kerala, India). Se
disolvié el quitosan (Mv=200,000 g/mol) al 0.5% (p/v) en acido acético al 1% (v/v).
La formacion de las nanoparticulas de quitosan se realizé por la adicién de
tripolifosfato (TPP), el cual se disolvié en agua a una concentracion de 0.5 %
(p/v). Para realizar la sintesis de 1 L de quitosan se agregaron 300 mL de TPP
en las siguientes condiciones de reaccion: Cs:TPP en una relacion 10:3 (v/v) con
un tiempo de reaccion de 2 horas y agitacion continua a 600 rpm. Posteriormente
la suspension se centrifugd a 8,500 rpm durante 15 minutos a una temperatura
de 5°C. EIl precipitado se lavé dos veces para eliminar las sustancias sin
reaccionar, centrifugandose 2 veces a 15,000 rpm durante 15 min a una
temperatura de 5°C. Finalmente, el precipitado obtenido fue liofilizado.

Para preparar el complejo de nanoparticulas con sales de yodo se realiz6 el

procedimiento anterior agregando a la solucion 240 mL de las sales de yoduro de
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potasio (Kl) y yodato de potasio (KIOs3), respectivamente. Este procedimiento se
realizé inmediatamente después de afiadir el TPP.

Para preparar las dispersiones de los complejos de NPsCS-I con una
concentracion de 25 mg de sales de yodo se tomd 1 g del complejo y para la
concentraciéon de 5 mg se tomaron 0.2 g. Posteriormente se dispersaron en el
ultrasonido durante 3 minutos a una amplitud del 50% por tres veces.
Adicionalmente, se prepararon las soluciones de sales de Kl y KlOs.

El tamafo de las NPsCS fue de 140-440 nm y de los complejos NPsC-| con Ki
de 60-200 nm y con KlO3 de 80-400 nm, presentando todas las nanoparticulas

una forma esférica.

Fase experimental biofortificacion

Desarrollo del cultivo

El experimento se establecio en un invernadero tipo capilla del Departamento de
Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio durante los meses de
febrero a mayo de 2022. La temperatura promedio fue de 28°C y 50 a 60% de
humedad relativa (se utiliz6 un monitor de temperatura y humedad de la marca
Uplayteck). Se utilizaron semillas de lechuga de la variedad Great Lakes. Las
semillas fueron sembradas en charolas de germinacion. A los 30 dias fueron
trasplantadas a macetas de 10 L, utilizando una mezcla de peatmoss y perlita en
proporcion 1:1 (v/v) como sustrato, ademas se adicion6 un 10% de vermiculita.
La aportacion de agua y fertilizantes se realiz6 mediante un sistema de riego por
goteo. La nutricion fue provista a través de la solucion Steiner (Steiner, 1961) de

acuerdo con la etapa fenoldgica.

Aplicacion de tratamientos
Durante el ciclo del cultivo se realizaron cuatro aplicaciones de manera foliar de
los tratamientos (Tabla 1), siendo la primera aplicacion al momento del trasplante

y posteriormente cada 15 dias.
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Clave Tratamiento

TO  Testigo absoluto

T1  NPsCS

T2  Yoduro de potasio 5 mg L™

T3  Yoduro de potasio 25 mg L™’

T4  Complejo de NPsCS -l con 5 mg L KI
T5 Complejo de NPsCS -l con 25 mg L' K
T6  Yodato de potasio 5 mg L™

T7  Yodato de potasio 25 mg L™

T8  Complejo de NPsCS-I con 5 mg L' KIO3
T9 Complejo de NPsCS-I con 25 mg L' KIO3

Tabla 1. Tratamientos aplicados al cultivo de lechuga.
Donde: NPsCS-I (complejos de nanoquitosan-yodo); Kl (yoduro de potasio) y KIO3 (yodato de

potasio).

Diseno experimental
El experimento se establecié en un disefio de bloques completos al azar. Cada
bloque consistié en 9 tratamientos y un testigo. La unidad experimental consté

de seis plantas y se tuvieron en total tres bloques.

Analisis de datos

Los datos obtenidos para cada variable fueron sometidos al analisis de varianza
y prueba de comparaciones multiples de medias de LSD Fisher (p<0.05) con el
software para analisis estadistico InfoStat (InfoStat Group, Cérdoba, Argentina.).

lll) Experimento con inoculacién del patégeno
Desarrollo del cultivo
El experimento se establecio en un invernadero tipo capilla del Departamento de

Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro durante los meses
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de julio a septiembre de 2022. Las condiciones durante las cuales se desarrolld
el cultivo fueron similares a la primera fase experimental.

Preparacién del inéculo

El in6culo, se prepar6 mediante el lavado, con agua destilada, de hojas de
lechuga afectadas por el hongo. Mediante este lavado se recolectaron las
esporas del hongo (Parra et al., 2015; Yafez et al., 2012). Para ello se tomd
material contaminado (tres lechugas), se pico y sumergio en un balde con cuatro
litros de agua destilada durante un lapso de dos horas y posteriormente se realizé
el conteo de esporas utilizando un microscopio optico para determinar el numero
de esporas germinadas. Finalmente, al in6culo se agregaron cuatro gotas de
Tween-20 por cada litro del preparado (Abdel-Maksoud y Farouk, 2017). En el
caso de esta investigacion el indculo fue pulverizado sobre las plantas con ayuda
de un atomizador inmediatamente después del conteo de esporas.

La inoculacion artificial con B. lactucae se realiz6 a los 20 DDT, inoculando las
hojas con 4.15 x 107 esporas/mL del hongo fitopatdgeno siguiendo la metodologia
de Attia et al., (1990). Se realizé una segunda inoculaciéon con 3.2 x 10’
esporas/mL 15 dias después de la primera inoculacién para asegurar la infeccion

en el cultivo.

Aplicacién de tratamientos
Durante el ciclo del cultivo se realizaron cinco aplicaciones de manera foliar de
los tratamientos (Tabla 2), siendo la primera aplicacion al momento del trasplante

y posteriormente cada 15 dias.

Diseiio experimental
El experimento se establecié en un disefio de bloques completos al azar. Cada
blogue consistio en 9 tratamientos, un testigo absoluto y un testigo infectado. La

unidad experimental constd de seis plantas y se tuvieron en total tres bloques.
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Tabla 2. Tratamientos aplicados al cultivo de lechuga inoculado con B. lactucae.

Tratamiento

TO Testigo absoluto (sin patdégeno)

T1 Testigo infectado (con patégeno)

T2 NPsCS (con patégeno)

T3 Yoduro de potasio 5 mg L™ (con patdégeno)

T4 Yoduro de potasio 25 mg L' (con patégeno)

T5 Complejo de NPsCS-I con 5 mg L™ Kl (con patdégeno)
T6 Complejo de NPsCS-I con 25 mg L' KI (con patégeno)
T7 Yodato de potasio 5 mg L' (con patégeno)

T8 Yodato de potasio 25 mg L' (con patégeno)

T9 Complejo de NPsCS-I con 5 mg L' KIOs (con patogeno)

T10 Complejo de NPsCS-I con 25 mg L' KIO3 (con patégeno)

Donde: NPsCS-I (complejos de nanoquitosan-yodo); Kl (yoduro de potasio) y KlOs (yodato de

potasio).

Analisis de datos
Los datos obtenidos para cada variable fueron sometidos al analisis de varianza
y prueba de comparaciones multiples de medias de LSD Fisher (p<0.05) con el

software para analisis estadistico InfoStat (InfoStat Group, Cérdoba, Argentina.).

Analisis de variables agronémicas, bioquimicas y actividad enzimatica
Variables agronémicas

Se determinaron variables agronémicas en ambas fases experimentales de dos
plantas por bloque (un total de tres bloques) a los 30 y 60 dias después del
trasplante (DDT) tales como altura de planta y diametro ecuatorial de la cabeza,
las cuales se midieron con el uso de un flexémetro (cm). El rendimiento se
registro pesando la cabeza de la lechuga en una balanza analitica. Para medir la
biomasa seca aérea y radicular se recolectaron hojas de cada individuo,
posteriormente el tejido se secd en una estufa de secado a una temperatura de

70 °C durante 3 dias, se registro el peso (g planta') con una balanza analitica.
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Conductancia y densidad estomatica

El analisis de densidad estomatica fue realizado en ambas fases experimentales,
mientras que la conductancia estomatica fue evaluada unicamente en el
experimento de patdégenos que corresponde a la segunda fase experimental.

La conductancia estomatica fue determinada utilizando un porémetro medidor de
apertura estomatica LEAF SC-1 de la marca Decagon Devices Inc., evaluando
una hoja de dos individuos por bloque por tratamiento.

Para el estudio morfolégico de la epidermis foliar se siguio la metodologia usada
por Gonzalez et al., (2017) utilizando la hoja mas joven totalmente expandida con
orientacion hacia el oriente de tres plantas seleccionadas al azar de cada
tratamiento, de las cuales se tomaron impresiones estomaticas. Se coloco una
pelicula delgada de pegamento transparente para PVC con un pincel de
aproximadamente 1 cm? sobre el envés y haz de las hojas, se espero durante 15
minutos para que la pelicula de pegamento secara. Las muestras se extrajeron
con trozos de cinta adhesiva transparente los cuales se adhirieron posteriormente
a un portaobjetos de vidrio y se procedié a observar en un microscopio y al
localizar los estomas y células epidérmicas se tomaron fotografias. Las imagenes
digitales fueron capturadas y posteriormente analizadas con el software de
procesamiento de imagenes AxioVision rel. 4.8 (Carl Ziess AG, Oberkochen,
Alemania). En cada impresion foliar se realizaron conteos de estomas y células
para determinar densidad estomatica (SD), longitud (SL) y ancho (SW) de los
estomas adaxial y abaxial.

La densidad estomatica en unidades de estomas mm-2se calcul6 con la siguiente

férmula:

Sp Numero de estomas por cuadro

Area del cuadro visualizado
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Variables evaluadas relacionadas con el efecto de biofortificacion
Recoleccién de muestras

Para realizar los analisis de contenido de yodo y los minerales, se tomd una
muestra compuesta por el tejido seco de dos plantas (por bloque y por
tratamiento). Para el resto de las variables bioquimicas, se colectaron muestras
compuestas de dos individuos por unidad experimental, y fueron almacenadas
en condiciones de congelamiento a -80 °C y posteriormente fueron liofilizadas en
el Centro de Investigacion de Quimica Aplicada bajo condiciones de presion y
temperatura de 0.420 mBar y -50 °C respectivamente, durante 24 horas. Las

muestras fueron molidas y almacenadas para su posterior analisis en laboratorio.

Contenido de yodo

El contenido de yodo se determind siguiendo la técnica de cenizas alcalinas
(Fisher et al., 1986) con un equipo de espectroscopia de emision atdmica de
induccién por plasma (ICP-OES Agilent 725). Se pesaron 500 mg del tejido
vegetal seco (cabeza de lechuga) previamente molido. La muestra se coloco en
un crisol y posteriormente se agregaron 2 mL de KOH (2 M) y 1 mL de KNOs (2
M). En seguida la muestra en el crisol se llevé a predigestion en estufa a 100 °C
por 2 h en una campana con extractor. Posteriormente se colocaron las muestras
a una temperatura de 580°C por 3 h para que se llevara a cabo el resto de la
digestion. Finalmente, las cenizas fueron pasadas a tubos coénicos para ser
extraidas con 2 mL de KOH 2 M. La muestra fue centrifugada a 10,000 rpm por
15 minutos, una vez que se sedimentaron los sdlidos, se tomé 1 mL del
sobrenadante y se colocé en un matraz de aforaciéon de 10 mL, aforando con la

solucion de KOH 2 M para su posterior analisis en el ICP-OES.

Contenido de minerales
El contenido de minerales se determiné mediante la digestion acida de muestras
de lechuga previamente secadas en estufa a 70 °C y molidas. De cada muestra

se tomaron 0.5 g a los cuales se les agregaron 30 mL de acido nitrico (HNO3) y
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se calentaron hasta punto de ebullicién durante 5 h. Posteriormente se filtraron
con papel filtro Whatman No. 42 y se afor6 con H20 desionizada a 50 mL. De
cada muestra se realizdé una dilucion tomando 5 mL de la solucién y aforando a
50 mL con H20 desionizada. Ambas muestras fueron analizadas en el ICP para

determinacién del contenido de macro y micronutrientes.

Contenido de Fésforo

Para la determinacion del contenido de fosforo se utilizé la muestra digerida para
absorcion atomica (en este caso la dilucion), se tomé 1 mL de la muestra y se
coloco en un tubo de ensayo, se agregaron 5 mL de una solucion de molibdato
de amonio y 2 mL de solucién de &acido aminonaftolsufénico (ANSA),
posteriormente se agitod y se dejo reposar por 20 minutos. Se leyo la absorbancia
en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 650 nm. Con el dato obtenido

se determind la concentracion del féosforo en base a la curva de calibracion.

Contenido de Nitrégeno

Para la determinacion del contenido de nitrogeno, se tomaron 50 mg de la
muestra seca y molida previamente, y se coloco en un tubo digestor agregando
4 mL de la solucion digestora, posteriormente se colocd en el digestor a una
temperatura de 350°C dentro de una campana extractora, durante 5 horas hasta
que la muestra tomd6 un color verde limén. La muestra se pasoé al destilador
Kjeldahl, haciéndose reaccionar con NaOH al 50% y se recibi6 el destilado en 30
mL de wuna solucion de HsBOs al 2% hasta que el volumen subié
aproximadamente a 60 mL, éste destilado se tituld6 con H2SOs 0.025N
(observandose un cambio de coloracion de verde a rosa). Para los calculos se

utilizo la siguiente formula

(ml gastados de H,S0, — ml gastados del blanco)(100)(.014)(N)

N =
% Peso de la muestra

Donde:

N= Normalidad del acido sulfurico
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Vitamina C

El contenido de vitamina C se determiné por el método volumétrico (Horwitz,
2000), se pesaron 100 mg de muestra liofilizada y se colocaron en un mortero,
después se le agregaron 10 mL de HCl al 2% y se molié por completo, a la mezcla
se le agregaron 100 mL de agua destilada. La mezcla fue homogenizada con el
mortero y filtrada, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se midié el volumen
exacto de la muestra y se tomaron 10 mL del filtrado. En una bureta volumétrica
de 10 mL se coloco reactivo de Thielmann y se tituld hasta la aparicion de una
coloracion rosa constante durante 30 segundos. Los resultados se expresaron en

mg/100 g de peso fresco siguiendo la siguiente férmula:

ml gastados de reactivo de Thielmann * 0.088 = VT = 100
VA x P

Vitamina C =

Donde:

0.088= miligramos de acido ascoérbico equivalentes a ml de reactivo de Thielmann
VT= Volumen total del filtrado de vitamina C en HCI

VA= Volumen en mL de la alicuota valorada

P= Peso de la muestra en gramos

Fenoles totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se realizd para ambas fases
experimentales, se extrajo con una muestra de 100 mg de tejido liofilizado
agregando 2 mL de la solucién agua y acetona en una proporcion 1:1 (Yu y
Dahlgren, 2000). Posteriormente, se sometié a vortex por 30 seg, y se sonico
durante 5 minutos, finalmente se sometié a centrifugaciéon a 4 °C y 12,500 rpm
durante 10 min. Una vez que se retird el sobrenadante, se realiz6 la cuantificacion
colorimétricamente mediante el reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich,
Alemania). Se tomaron 50 uL del extracto y se agregaron 200 pL del reactivo

Folin-Ciocalteu, se afiadieron 500 yL Na2COs al 20% y se adicionaron 5 mL de
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agua destilada, una vez hecha la mezcla fue sometida a vortex, se colocé a 45
°C durante 30 min para que la reaccion fuera efectuada y se leyo la absorbancia
a una longitud de onda de 750 nm (Sultana et al., 2009). La curva de calibracion
se trazé con acido galico a concentraciones de 50, 100, 200, 500, 750 y 1000 mg

L-'. Los resultados fueron expresados en mg de acido galico g-! de tejido seco.

Pigmentos fotosintéticos

El contenido de clorofilas se determiné siguiendo el método descrito por Sumanta
(2014), con algunas modificaciones midiendo Ch a: Clorofila a, Ch b: Clorofila b,
C total: Clorofila total. En un tubo de ensayo, se agregaron 60 mg de tejido
liofilizado y 5 mL de metanol puro, se incub6é a temperatura ambiente en
oscuridad por 24 h para la extraccidon completa de los pigmentos. Pasadas las 24
h, se procedi6 a hacer una diluciéon 1:15 (muestra: metanol) para medir la
absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo G10S,
Waltham, MA, EE. UU.) a longitudes de onda de 666, 653 y 470 nm. La
concentracién de los pigmentos se expresé en miligramos por gramo de peso

seco (mg g PS), usando las siguientes formulas:

Ch a= 1565 * A666 - 734‘ * A653
Chb = 2705 * A653 - A666

Cltotal=Cla+Clb

Variables evaluadas relacionadas con la tolerancia al estrés por patégenos
en hojas

Recoleccién de muestras

Se determino la actividad de las enzimas quitinasa, B-1,3 glucanasa y fenilalanina
amonio liasa (PAL), asi como la incidencia y severidad del patégeno. Las
determinaciones en laboratorio se realizaron en hojas correspondientes a tres
muestreos; el primer muestreo a las 24 h después de la tercera aplicacion de los

tratamientos, el segundo muestreo a las 24 h después de la cuarta aplicacion y
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el tercer muestreo 24 h después de la quinta aplicacion de los tratamientos, el
cual corresponde al final del ciclo del cultivo.

En cada muestreo, se colectaron muestras compuestas de dos individuos por
unidad experimental y por tratamiento. Se utilizé nitrdgeno liquido para congelar
las muestras, posteriormente se almacenaron en un ultracongelador a -80 °C, y
se liofilizaron en el Centro de Investigacion de Quimica Aplicada bajo condiciones
de presion y temperatura de 0.420 mBar y -50°C respectivamente, durante 48
horas. Las muestras fueron molidas y almacenadas para su posterior analisis en

el laboratorio.

Incidencia y severidad de B. lactucae

Se evalud incidencia y severidad de la enfermedad de B. lactucae cada 10 dias
a partir de la inoculacién. La incidencia de la enfermedad se determin6 por
presencia de plantas sanas y enfermas. La severidad de los sintomas de la
enfermedad se midié utilizando una escala de 0-3 propuesta por Lebeda et al.,
(2008).

Extraccion de enzimas quitinasa y glucanasa

Se procedio a la extraccidén con una solucién amortiguadora de acetato de sodio
0.1 mol L' pH 5.2 para la determinacion de las actividades B- 1,3 glucanasa y
quitinasa. Se tomaron 100 mg de la muestra liofilizada y se afadieron 2 mL de
buffer. Posteriormente se agitdé en vortex por 5 segundos, se llevo a sonicacion
durante 5 min, se centrifugo a 12,500 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante
se extrajo con jeringas y se filtré con filtro pirinola de 45 micras de diametro de

poro.

Actividad quitinasa

Para este ensayo se adicionaron 500 pL de solucion amortiguadora de acido
citrico 0.1 M y fosfato de sodio 0.1 M a pH 5.2 a 250 uL de extracto enzimatico
(dilucién 1:1) y se le agregaron 250 uL de quitina coloidal 0.5%. Se incubaron las

muestras a temperatura ambiente durante 20 minutos. La reaccion se detuvo al
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calentarla a ebullicion por 5 minutos. Se determind el incremento de azucares
reductores por la técnica de Miller (1959), agregando 1 mL de DNS, y se calento
durante 2 minutos, deteniendo la reaccién con un bafo de agua fria durante 5
minutos, posteriormente se agregaron 5 mL de agua destilada y se agito en vortex
por 30 segundos, se dejo reposar 5 minutos y se ley6 en espectrofotometro a una
absorbancia de 540 nm. Los resultados se expresaron como la cantidad de N-
acetilglucosamina liberada por minuto y por miligramo de proteina total en la
muestra, con unidades de ug N-acetilglucosamina/min/mg proteina (Rodriguez-
Pedroso et al., 2006).

Actividad glucanasa

A 200 pL de sustrato laminarina 1 mg mL™" se le agregaron 100 uL de solucién
amortiguadora de acetato de sodio 0.1 M a un pH de 5.2 y 100 pL de extracto
enzimatico, las muestras se incubaron a 40° C durante 30 minutos. La actividad
enzimatica se determind por la medicion del nivel de produccion de azucares
reductores (Miller,1959) agregando 1 mL de DNS, y se calenté durante 4 minutos,
deteniendo la reaccion en un bafo de agua fria durante 5 minutos, posteriormente
se agregaron 5 mL de agua destilada y se agitaron en un vortex por 30 segundos,
se dej6 reposar 5 minutos y se leyo en espectrofotometro a una absorbancia de
540 nm. La actividad enzimatica se determin6 midiendo la produccién de glucosa.
Los resultados se expresaron como la cantidad de glucosa liberada por minuto y
por miligramo de proteina total en la muestra, con unidades de ug

glucosa/min/mg proteina (Rodriguez-Pedroso, et al., 2006).

Actividad fenilalanina amonio liasa (PAL)

El extracto enzimatico para esta determinacion se obtuvo afiadiendo 1.5 mL de
buffer de fosfatos 0.1 My pH 7.2 a 100 mg de muestra liofilizada, se sonico por
10 min, posteriormente se sometié a centrifugacion a 12,000 rpm por 10 min a
4°C, el sobrenadante se recolecto y se filtr6 en membrana de nylon de 0.45 ym

de diametro de poro (Ramos et al., 2010).
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La actividad de la enzima PAL se determind siguiendo la metodologia de
Syktowska-Baranek et al., (2015), con algunas modificaciones. En un tubo de
ensayo se colocaron 100 uL del extracto (dilucion 1:1 con el buffer de fosfatos)
900 pL de L-fenilalanina 6 mM. Se incubd a 40 °C por 30 minutos, la reaccion se
detuvo agregando 250 uL de HCI al 5 N. Se colocaron en bafo de hielo y se les
agregaron 5 mL de agua destilada. Finalmente, se determiné la absorbancia a
290 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis con una celda de cuarzo. Las lecturas
de las diferentes muestras se sustituyeron en la ecuacion obtenida de la curva
de calibracion del acido transcinamico (100 ppm).

Los resultados se expresaron como Unidades (U), siguiendo la siguiente formula:

voum (@) _

Proteinas totales-L
kg

PAL =

U que equivalen a la produccién de uM de acido transcinamico por minuto por
proteinas totales (g kg™'), donde:
UM * min

mg
g

U =

Proteinas totales

La cuantificacion de proteinas se determiné mediante la técnica colorimétrica de
Bradford (1976), se tomaron 0.1 mL del extracto enzimatico y se agregd 1 mL del
reactivo Bradford. Se dejo reposar durante 5 minutos y se leyo la absorbancia a
una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo
Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.). Se realiz6 una curva de
calibracion con albumina de suero bovino estandar (0.005-0.5 mg mL™"). Los

resultados se expresaron como g kg de proteinas totales en peso seco.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento de biofortificacion

Variables agronémicas

La aplicacion de los complejos de NPsCS-l a los 60 DDT en el cultivo de lechuga
tuvo un efecto significativo en las variables agrondmicas evaluadas de altura de
planta y rendimiento (ANOVA, Fisher p< 0.05) (Tabla 3). En las variables de
diametro ecuatorial y biomasa seca aérea y radicular, no se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos.

El mayor rendimiento del cultivo (940.5 g planta™) se encontré con la aplicacion
del complejo de NPsCS-KIO3 en una dosis de 5 mg L, lo cual representa un
incremento del 30.8% con respecto al testigo. Mientras que la aplicacion de Kl en
una dosis de 25 mg L' mostré una disminucién en la altura de planta del 14.4%
con respecto al testigo, esto se ha observado en especies como la albahaca
donde altos niveles de | en la solucion nutritiva han provocado una marcada
reduccion de la expansion de la hoja y en la actividad fotosintética, lo cual fue
atribuido a una gran acumulacion de este elemento en los tejidos foliares (Incrocci
et al., 2019).

La aplicacién de los complejos de NPsCS con sales de Kl y KIOs no tuvieron un
efecto significativo sobre la altura de las plantas en ninguna dosis aplicada, sin
embargo, en otros estudios, formulaciones de NPsCS mostraron actividades
prometedoras al promover la germinacion de semillas y el crecimiento de
plantulas en trigo, tomate y otras especies de plantas (Chun y Chandrasekaran
2019; Li et al., 2019).

En estudios similares, Davila-Rangel et al,. (2020) mostraron en su estudio la
viabilidad del uso de complejos de Cs-I, especialmente al utilizar KIO3, como una
alternativa para biofortificar cultivos con yodo. En sus resultados encontraron que
con una sola aplicacion CS-KIOs a 5y 25 mg kg™ al suelo aumenté la biomasa
de la lechuga, mientras que la aplicacion de una dosis dividida condujo a una
disminucién de la biomasa. Ademas, observaron un incremento en el diametro

polar al aplicar Kl en una dosis de 25 mg kg™'.
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En el estudio de Voogt et al., (2020) se investigo el efecto de la aplicacion de
yodo en el crecimiento de la lechuga (Lactuca sativa L.) en un sistema
hidroponico. Los autores observaron un aumento del 11.5 % en el crecimiento
vegetativo de las plantas tratadas con yodo en comparacion con el grupo control.
Este aumento se manifestd en diversas variables, incluyendo la altura de la
planta, biomasa, niumero de hojas y area foliar.

Estudios indican que un factor importante en las respuestas a la aplicacién de
yodo es la forma de aplicacion. La aplicacion foliar de NPsCS mejoro el
crecimiento, el rendimiento y el contenido mineral en Panicum miliaceum L.
(Sathiyabama y Manikandan, 2021).

Tabla 3. Efecto de la aplicacion de los complejos de nanoparticulas de quitosan-

yodo sobre las variables agronémicas de lechuga a los 60 DDT

Altura de Diametro Biomasa
Rendimiento Biomasa seca aérea
Tratamientos planta ecuatorial seca de raiz
(g planta) (g planta)
(cm planta')  (cm planta™) (g planta)
Testigo
absoluto 354a 15.8 a 719b 27.7 a 24 a
NPsCS 324 ab 16.3 a 783 ab 29.5a 24 a
Kl-5 32.2 ab 18.1a 803.7 ab 27.6 a 26a
Kl-25 30.3b 16.9 a 773.7 ab 251a 1.7 a
NPsCS-KI-5 31.1ab 16.9 a 773.6 ab 27.6 a 24 a
NPsCS-KI-25 34.9 ab 16.7 a 778.4 ab 27.8 a 21a
KIOs-5 33.9ab 16.1 a 686.1b 26.2 a 22a
KIOs-25 32.5ab 16.7 a 703 b 27.2 a 22a
NPsCS-KlO3-5 32.6 ab 179 a 940.5 a 26.8 a 23a
NPsCS-KlIO3-25 31.1ab 16.0 a 869.4 ab 26.2 a 19a

Donde NPsCS: nanoquitosan, Kl: yoduro de potasio y KIOs: yodato de potasio. Letras distintas

en columnas representan diferencias significativas entre tratamientos (Fisher, p<0.05).
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Biofortificacion con yodo

En cuanto al contenido de yodo, en el analisis de varianza se observo un efecto
significativo entre tratamientos (ANOVA, Fisher p<0.05) (Figura 1). En la
comparacion de medias se observd que la aplicacién de complejos de NPsCS
con sales de Kl en una dosis de 5 mg L' incrementé el contenido de yodo en un
127.4 % con respecto al testigo absoluto, al aumentar la dosis a 25 mg L' se
obtuvo un incremento del 151.3 %. En cuanto a la aplicacion de complejos de
NPsCS con sales KlOs, el tratamiento con la dosis menor no presento diferencias
significativas, mientras que en la dosis alta (25 mg L") se encontré un aumento
del 175 %.
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Letras distintas representan diferencias significativas entre tratamientos (Fisher, p<0.05). Las
lineas sobre las barras indican la desviacion estandar.

Figura 1. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo sobre el

contenido de yodo en plantas de lechuga.

Davila-Rangel et al., (2020) mostraron en su estudio la viabilidad del uso de
complejos de quitosan-yodo, especialmente al utilizar KIO3, como una alternativa
para biofortificar cultivos con yodo. En sus resultados encontraron que la maxima
acumulacion de yodo en lechuga se observo después de la aplicacion en dos

partes de CS-KIO3 en una dosis de 25 mg kg™.



29

El efecto benéfico de la biofortificacion con yodo puede relacionarse con la
incorporacion de este elemento en las proteinas vegetales, afectando asi el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Kiferle et al., 2021).

En los resultados arrojados por su investigaciéon, Sady et al., (2018) reportaron
que después del periodo de maduracion el contenido de yodo en la parte
comestible (tallo y hoja) de la lechuga alcanzé los 26.90 mg kg™, y el contenido
de yodo en la raiz de la lechuga alcanzo los 11.30 mg kg™'. El uso combinado de
KlOs3 y acido salicilico aumenta el grado de acumulacién de yodo en lechuga en
un 28.2 % (m/m).

Las concentraciones de yodo en las partes comestibles de lechuga (Lactuca
sativa) aumentaron cuando se aplicaron via foliar soluciones de yoduro de
potasio (Kl) y yodato de potasio (KIO3) a dosis de hasta 0.25 kg yodo ha™' en
diferentes fechas cercanas a la cosecha (Lawson et al., 2016). En otro estudio,
las concentraciones de yodo en las hojas de las plantas de espinaca tratadas con
yoduro fueron mucho mas altas que las tratadas con yodato. Las concentraciones
de yodo en las hojas fueron generalmente mas altas que en las raices (Zhu et al.,
2003).

En cuanto a la distribucion del yodo en la planta, se encontré que, en especies
sometidas a cosechas repetidas, como B. napus y A. retroflexus, el yodo presente
en la planta se concentra en las raices y el tallo después de la absorcién inicial
del suelo. La biofortificacion de vegetales verdes que estan sujetos a multiples

cosechas requiere aplicaciones repetidas (Ligowe et al., 2021).

Contenido de minerales

El analisis de medias Fisher (p>0.05) se muestra en la Tabla 4. Con respecto a
los macronutrientes, se observaron diferencias significativas en el contenido de
calcio y magnesio. La aplicacion de KIO3 en una concentracion de 5 mg L' mostro
un aumento del contenido de calcio en un 87.1% con respecto al testigo. En el
caso del magnesio, la aplicacion de esta forma de yoduro mostré una disminucién
del 52.8% con respecto al tratamiento dénde se aplicaron las nanoparticulas

(para esta sal y en esa misma dosis). Se observé una disminucion en los
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tratamientos donde fueron aplicadas las NPsCS con Kl, del 41.6% para la dosis

de 5 mg L'y del 30.7% para la dosis de 25 mg L™, esto fue con respecto a al

tratamiento dénde se aplicé KIO3 en una concentracion de 5 mg L.

Tabla 4. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo en el

contenido de minerales en hojas de lechuga

Tratamiento

Macronutrientes

K (%) P (%) N (%) Na (%) Mg (%) Ca (%)
Testigo 439a 045a 4.37 a 0.29 a 0.22 ab 0.60 b
NPsCS 586a 0.65a 50a 0.32a 0.18 ab 0.73b
KI-5 5.39a 0.67a 4.03a 0.31a 0.21 ab 0.72b
KI-25 525a 0.51a 493a 0.29a 0.18 ab 0.70 b
NPsCS-KI-5 449a 049a 4.57 a 0.26 a 0.16 b 0.59b
NPsCS-KI-25 435a 0.50a 430a 0.28 a 0.19b 0.64 b
KlOs-5 586a 040a 4.40a 043 a 0.27 a 1.13 a
KlOs-25 543a 0.51a 433a 0.31a 0.19 ab 0.70 b
NPsCS-KIOs-5 4.61a 0.54a 4.67 a 0.25a 0.13b 0.65b
NPsCS-KIO;-25 4.87a 0.49a 417 a 0.29 a 0.22 ab 0.65b
Micronutrientes

Fe Cu Zn Mn
(nglg) (ng/g) (ngl/g) (nglg)
Testigo 482 a 69.9 ab 3.8a 446 b
NPsCS 629 a 84.1a 74 a 471b
KI-5 51.7 a 74.3 ab 42a 413b
Kl-25 55.6 a 70.8b 32a 38.6b
NPsCS-KI-5 54.7 a 67.9 ab 46a 39.1b
NPsCS-KI-25 66.5 a 79.4 b 34a 415b
KlOs-5 116.4 a 112.1 ab 6.5a 39.5a
KIOs-25 57.5a 84.3 ab 41a 46.3 b
NPsCS-KIOs-5 79.7 a 76.0 ab 45a 43.1 ab
NPsCS-KIOs-25 58.1a 81.8 ab 6.2a 45.0b

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Fisher, p>0.05).
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El yodo interactua con otros componentes quimicos del sistema, como
compuestos organicos e iones metalicos (Fe, Cu, Mn, V), modificando el estado
de oxidacion y la biodisponibilidad. Estos componentes a su vez dan lugar a
cambios en la forma quimica, biodisponibilidad y tasa de volatilizacion del yodo
en la biomasa, el agua y el suelo, asi como posibles cambios en la
biodisponibilidad de otros elementos (Terzano et al., 2015). Se ha encontrado una
correlacion positiva entre la aplicacion de yodo y la acumulacién de manganeso
(Mn) en la lechuga, mientras que no se observé una correlacion significativa con

la acumulacion de cobre (Cu) (Kiferle et al., 2020).

Smolen et al., (2023) aplicaron KlO3y una aplicacién simultanea de KlO3zy acido
salicilico (SA) en lechuga resultando en un contenido mas alto de iones de
amonio y nitrato (V) en las hojas de lechuga y N-total en hojas y raices. La
aplicacion simultanea de KlO3+SA aumento el contenido de nitrato (V) tanto en
las hojas como en las raices, junto con la mayor acumulacion de nitratos en las
hojas, asi como la acumulacion de Mg, K, Ca y Mn en hojas y raices contenido
de Fe.

Smolén et al., (2014) observaron una mayor eficiencia de la biofortificacion con
yodo y selenio en plantas de lechuga hidropdnica después de la aplicacion foliar
de los compuestos probados en lugar de su introduccion en el medio nutritivo. La
aspersion foliar con 103™ y Se04% no afectd la absorcion de yodo y selenio por
las raices presentes en el medio nutritivo. La aplicacion foliar de yodo junto con
selenio mejoré la absorcion de SeOa4? por las hojas en comparacion con las
plantas rociadas solamente con Se. Los resultados obtenidos pueden sugerir
indirectamente que el transporte de yodo y selenio en las plantas puede ocurrir

desde las hojas hasta las raices a través del floema.

Las concentraciones de yodo en las raices de Brassica napus y Brassica
pekinensis oscilaron entre 46y 223.7 ug g, lo que muestra una fuerte correlacion
con otros nutrientes del suelo. Ademas, se perdié una gran cantidad de yodo
debido a la lixiviacion (Faridullah et al., 2023).
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Vitamina C

El mayor contenido de vitamina C (277.20 mg 100g™") fue encontrado al aplicar
las NPsCS-KI en una dosis de 25 mg L, sin embargo, los resultados obtenidos
en la comparacion de medias indican que no existe diferencia significativa entre
los tratamientos (ANOVA, Fisher < 0.05) (Figura 2). En lechuga bajo cultivo
hidroponico se encontré que el yodo en dosis de 80 ug indujo mayor acido L-
ascorbico (vitamina C), aumentando de esta manera la biofortificacion del cultivo
(Blasco et al., 2008).
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Letras distintas representan diferencias significativas entre tratamientos (Fisher, p<0.05).
Las lineas sobre las barras indican la desviacién estandar.

Figura 2. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo sobre el

contenido de vitamina C en lechuga.

La lechuga tiene un gran contenido de nutrientes como la vitamina C y son ricas
en antioxidantes y aminoacidos. Aplicaciones de yodo han mostrado efectos
diversos sobre el aumento en el crecimiento y en la capacidad antioxidante en
varias especies; dicha capacidad antioxidante varia dependiendo de las fuentes,

la concentracién y el tipo de aplicacion (Halka et al., 2020; Sabatino et al., 2021).

Zhang et al., (2023), concluyeron que las trazas de yodo pueden actuar como un
nutriente benéfico. para promover el crecimiento de las plantas, mientras que el

yodo excesivo puede causar estrés oxidativo en las plantas.
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Smolen et al., (2019) realizaron un estudio en invernadero para evaluar los
efectos de la aplicacion de | (como KIO3), Se (como Na2SeOs) y acido salicilico
(SA) en soluciones nutritivas sobre la composicion quimica de seis cultivares de
lechuga. En sus resultados, se observo un aumento en el contenido de acido

ascorbico en dos cultivares de lechuga.

Fenoles totales
Los resultados del analisis de varianza para el contenido de compuestos
fendlicos totales se muestran en la Figura 3, estos resultados indican que no

existe diferencia significativa entre los tratamientos (ANOVA, Fisher p< 0.05).
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Letras distintas representan diferencias significativas entre tratamientos (Fisher, p<0.05). Las
lineas sobre las barras indican la desviacion estandar

Figura 3. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo sobre el

contenido de fenoles totales en lechuga.

Se ha estudiado el efecto del yodo en la calidad nutricional y la actividad
antioxidante de la lechuga. Kiferle et al., (2020) encontraron que la aplicacion
foliar de yoduro de potasio (KI) a una concentracién de 10 mg L™ indujo un
aumento del 20 % en la concentracidén de fenoles totales y un aumento del 15 %

en la actividad antioxidante en las hojas de lechuga.
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Incrocci et al., (2019) reportan que la aplicacion de yodo incrementd los fenoles
totales en hojas de albahaca y en lechuga, ésta ultima sometida a estrés salino.
Contrario a lo anterior, Rodriguez-Salinas et al., (2022) reportaron que la
presencia de yodo en situacion salina redujo los fenoles totales en 9% en higuera.
Gonzali et al., (2017) reportan que el efecto de la aplicacion de yodo provoco la
activaciéon de enzimas antioxidantes, asi como el sistema antioxidante no
enzimatico en el que se encuentran los compuestos fendlicos, con el fin de
mantener las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés),

como el O2 y H202 en niveles minimo.

Pigmentos fotosintéticos

La aplicacion de NPsCS con sales de Kl en una concentracion de 25 mg L'
mostré una disminucién del contenido de clorofila b en un 15.2 % en comparacion
con el testigo, mientras que al aplicar NPsCS con sales de KIO3 en la misma

concentracién, mostré una disminucién del 69.1 % (Figura 4).
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Letras distintas representan diferencias significativas entre tratamientos (Fisher, p<0.05). Las
lineas sobre las barras indican la desviacion estandar.

Figura 4. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo sobre el

contenido de clorofilas en hojas de lechuga.
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Las hortalizas de hoja verde contienen diversos tipos de pigmentos dentro de los
cuales destacan las clorofilas (Chl) del tipo a y b (Sangeetha y Baskaran, 2010)
las cuales se asocian a la capacidad evitar el estrés oxidativo ante la presencia
de radicales libres (Clark y Lee, 2016).

La aplicacion de yodo en plantulas de higuera incremento6 la concentracion de
clorofila a, independiente del cultivar y la concentracion de NaCl. La presencia de
yodo en situacion salina redujo los fenoles totales en 9 % en higuera (Rodriguez-
Salinas, 2022).

Diversos autores han reportado que aplicaciones de yodo aumentan la capacidad
antioxidante de los tejidos de las plantas. Kiferle et al., (2019), mencionan que el
yodo incrementd los fenoles totales en hojas de albahaca. De manera similar,
Gonella et al., (2019) reportaron un aumento en la concentracion de antioxidantes
en lechuga con la aplicacion de yodo. Estos resultados sugieren que el yodo
puede modular la sintesis de compuestos antioxidantes, que son importantes
para proteger a las plantas del estrés oxidativo. Sin embargo, es importante
considerar que el contenido de pigmentos y antioxidantes en la lechuga puede
variar significativamente segun la variedad, el estado de madurez y los métodos

analiticos empleados (Moreno-Pérez et al., 2021).

Densidad estomatica

El analisis de medias Fisher (p>0.05) se muestra en la Tabla 5. En el haz de las
hojas, la aplicacion de NPsCS-KIO3 en una concentracién de 5 mg L' mostro
diferencias significativas en comparacién con el testigo, encontrando una
disminucién del 27.54 % para la variable de densidad estomatica. Por otro lado,
la aplicacion de KIOs en una concentracion de 25 mg L' mostré una disminucion
de la densidad estomatica en un 29.26 %, en comparacion con el testigo. En el
envés de las hojas, no se encontraron diferencias significativas en los
tratamientos en comparacién con el testigo.

En cuanto al largo de los estomas ubicados en el haz de las hojas, la aplicacién
de Kl en las concentraciones de 5 y 25 mg L' mostraron incrementos del 12.55 y

13.27 % respectivamente, en comparacion con el testigo. Mientras que, en el
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enveés, se encontrd un incremento del 15.92 % con la aplicacion de NPsCS con

respecto al testigo para esta misma variable.

Tabla 5. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo en la

morfologia y densidad estomatica (DS) de hojas de lechuga.

Haz Envés
Tratamiento Ancho Largo DS Ancho Largo DS
(um) (um) (estomas/mm™) (um) (um) (estomas/mm)

Testigo 20.02 ab 29.24 b 88.34 3 20.56 a 29.98 bcd 56.03 abc
NPsCS 19.71 ab 30.90 ab 60.75b 2219 a 34.75a 52.83 abc

Kl-5 20.77 a 32.91a 79.58 ab 21.22 a 32.36 abc 42.05c

Kl-25 20.18 ab 33.12a 58.87 b 19.69 ab 31.85 abcd 70.13 a
NPsCS-KI-5 20.57 ab 30.30 ab 79.45 ab 20.65a 30.30 bed 64.25 ab
NPsCS-KI-25  20.38 ab 30.56 ab 74.87 ab 20.06 ab 28.98d 59.17 abc
KlOs-5 19.81 ab 29.41b 79.68 ab 2115a 32.01 abcd 51.54 abc
KlOs-25 19.26 b 29.71b 62.49 b 17.41b 29.26 cd 60.79 abc
NPsCS-KIOs-5  19.51 ab 30.65 ab 64.01b 20.10 ab 32.49 ab 48.26 bc
NPsCS-KIOs-25 20.41 ab 30.72 ab 74.89 ab 19.91 ab 29.91 bed 60.70 abc

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Fisher, p>0.05).

La densidad estomatica es un factor crucial que influye en la transpiracién y el
intercambio gaseoso de las plantas, y su modulacién puede tener un impacto
significativo en la respuesta de las plantas al estrés. Estudios recientes han
demostrado que el yodo puede inducir el cierre de estomas en respuesta al estrés
oxidativo, lo que sugiere un papel del yodo en la proteccidn de las plantas contra
la pérdida excesiva de agua (Weng y Hong, 2018).

Adicionalmente, se ha observado que la aplicacion de yodo puede aumentar la
densidad estomatica en algunas especies, lo que podria mejorar la eficiencia

fotosintética y el crecimiento de las plantas (Voog et. al., 2020). En cuanto a la
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morfologia de los estomas, estudios recientes han demostrado que el yodo puede

afectar el tamafio y la forma de los estomas (Kiferle et al., 2020).

Experimento con inoculacion del patégeno

Incidencia y severidad de B. lactucae

La aplicacion foliar de 5 mg L' del complejo de NPsCS con KIO3 tuvo un mayor
efecto en la severidad del ataque de B. lactucae encontrandose una reduccion
en la severidad del 47.1% con respecto al testigo con patdégeno. Se observo que
al aumentar la dosis a 25 mg L' la severidad del patégeno se redujo en un 38.2%.
Mientras que, con la aplicacion del complejo de NPsCS con Kl se encontré una
disminucién en la severidad del 39% y 35.3% para las dosis de 5y 25 mg L™

respectivamente (Figura 5).
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Letras distintas representan diferencias significativas entre tratamientos (Fisher, p<0.05). Las
lineas sobre las barras indican la desviacion estandar.

Figura 5. Severidad de B. lactucae en plantas de lechuga tratadas con

nanoparticulas de quitosan-yodo a los 60 DDT

Las plantas de lechuga que fueron tratadas con la aplicacién foliar de 5 mg L'
del complejo de NPsCS con Kl mostraron un mayor efecto en la incidencia de B.
Lactucae a los 30 DDT. Encontrando un 27.8% de incidencia del patégeno, lo

cual representa un 50% de disminucion en comparacion con el testigo patogeno.
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Figura 6. Incidencia de B. lactucae en plantas de lechuga tratadas con complejos
de nanoparticulas de quitosan-yodo a los 30 y 60 DDT.

Abada y Attia (2017) en su investigacion probaron productos quimicos de
resistencia inductora; asi como quitosan, acido salicilico y bioagentes aislados,
los cuales dieron como resultado una reduccién significativa de las conidias
germinadas del hongo causal en comparacion con el tratamiento de control.
Encontrando que B. lactucae prefiere bajas temperaturas (10-15°C) y mayor

humedad relativa (95-100%) para el proceso de esporulacion e infeccion.

Variables agronémicas

Al finalizar el ciclo de cultivo (60 DDT), no se encontraron diferencias
significativas (ANOVA, Fisher < 0.05) en las variables de altura, diametro
ecuatorial, rendimiento y biomasa seca en los tratamientos comparados con el

testigo absoluto y el testigo patdgeno ( Tabla 6).
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Tabla 6. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo sobre las

variables agronémicas en lechuga infectada por B. lactucae a los 60 DDT.

Diametro Peso seco Peso seco de
Altura (cm Rendimiento
Tratamiento ecuatorial aéreo raiz
planta™) (g planta™)
(cm planta™') (g planta) (g planta)

TA 34.06 ab 20.18 a 882.18 ab 34.52 a 8.30 a
TP 32.72 ab 18.85 a 792.53 ab 26.65 a 7.44 a
NPsCS 34.25 ab 17.30 a 859.07 ab 26.37 a 7.97 a
KI-5 35.95 ab 20.35a 874.62 ab 2712 a 8.12 a
KI-25 35.17 ab 19.13 a 51343 ¢ 26.97 a 8.79 a
NPsCS-KI-5 33.92 ab 16.68 a 755.10 ab 27.55 a 5.79 a
NPsCS-KI-25 3713 a 18.60 a 734.87 ab 23.53 a 9.13 a
KlO3-5 35.48 ab 19.30 a 981.05 a 30.30 a 9.55a
KlO3-25 31.12b 20.22 a 798.72 ab 29.17 a 6.84 a
NPsCS-KIOs3-5 34.23 ab 19.52 a 792.22 ab 28.00 a 9.54 a
NPsCS-KIOs- 34.12 ab 17.25 a 650.28 bc 28.17 a 7.91a

25

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Fisher, p>0.05).

Conductancia y densidad estomatica
La conductancia estomatica en lechuga infectada por B. lactucae mostré
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (Figura 7) en

comparacion con el testigo infectado (ANOVA, Fisher p< 0.05).

La aplicacion foliar de 5 mg L' del complejo de NPsCS con Kl resulté en un
aumento del 117.52% en la conductancia estomatica en comparacioén con el
testigo infectado. De manera similar, el tratamiento NPsCS con KlO3 para esa

misma dosis, mostré un aumento del 125.32%.
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Letras distintas representan diferencias significativas entre tratamientos (Fisher, p<0.05). Las

lineas sobre las barras indican la desviacion estandar.

Figura 7. Conductancia en lechuga infectada por B. lactucae tratada con

complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo.

La conductancia estomatica es un indicador clave de la capacidad de la planta
para regular la transpiracion y el intercambio gaseoso, factores criticos para la
respuesta al estrés bidtico, como la infeccion por patégenos (McAusland et al.,
2016). Los resultados obtenidos sugieren que las nanoparticulas, en combinacion
con yodo, pueden mejorar la respuesta de la planta al estrés inducido por el
patdgeno. El aumento en la conductancia estomatica podria indicar una mayor
capacidad de la planta para realizar la fotosintesis y movilizar recursos para la
defensa.

En cuanto a las variables de morfologia y densidad estomatica, el analisis de
medias Fisher (p>0.05) se muestra en la Tabla 7. Se observo que la aplicacion
foliar de 25 mg L' del complejo de NPsCS con KIOz incremento el tamaro del
largo de los estomas del haz de la hoja en un 10.74% con respecto al testigo
absoluto. Mientras que la aplicacion de complejo de nanoparticulas mostré un
incremento del 39.81% en el ancho de los estomas con respecto al testigo
infectado con el patégeno, esto podria tener un efecto en la transpiracion y la

liberacion de compuestos volatiles de defensa de la planta.



41

Caso contrario, se observo en el envés de las hojas, que la aplicacion de las
nanoparticulas disminuyé el largo de los estomas en un 7.72%. Mientras que el
complejo con Kl y una concentracion de 5 mg L' provocé un aumento en el ancho
de los estomas en un 19.46%. En cuanto a la densidad estoméatica en el haz de

la hoja no se encontraron diferencias significativas.

Tabla 7. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo en la

conductancia y densidad estomatica de hojas de lechuga infectada por B.

lactucae.
Haz Envés
Tratamiento Largo Ancho DS Largo Ancho DS
(um) (um) (estomas/mm?) (um) (um) (estomas/mm?)

Testigo absoluto 33.94 c 18.51b 45.08 a 35.80 bcd 20.81 38.90 abc

Testigo patdogeno 36.54 ab 20.68 b 40.47 a 36.64 abc 2017 31.15¢
NPsCS 35.68 abc 2891 a 42.04 a 33.81d 20.38 39.00 abc
KI-5 36.64 ab 18.71b 46.69 a 38.78 a 21.08 35.78 abc

KI-25 36.77 ab 20.33b 41.94 a 35.98 abcd 20.56 32.66 bc
NPsCS-KI-5 35.92 abc 22.61ab 43.54 a 37.48 abc 24.09 34.15 abc
NPsCS-KI-25 37.59 a 24.07 ab 54.50 a 38.21 ab 21.22 37.17 abc
KIOs-5 34.75 bc 22.21 ab 45.20 a 35.97 abcd 21.73 41.97 abc
KlOs-25 34.53 bc 21.01b 52.88 a 38.11 ab 23.43 34.24 abc

NPsCS-KlOs-5 35.66 abc | 21.97 ab 41.96 a 35.47 cd 22.52 48.14 a
NPsCS-KlO3-25 36.30 ab 20.71b 52.95a 36.08 abcd 22.75 46.86 ab

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Fisher, p>0.05).

Los estomas, ademas de regular el intercambio gaseoso y la transpiracion, son
puntos de entrada para muchos patégenos, incluyendo hongos y bacterias. Por
lo tanto, la capacidad de la planta para modular la densidad y apertura estomatica
es fundamental para su defensa. Melotto et al., (2017) investigaron la interaccion
entre Arabidopsis thaliana y Pseudomonas syringae. Sus resultados mostraron
que las plantas con mayor densidad estomatica eran mas susceptibles a la
infeccion bacteriana. Observaron que un aumento del 20% en la densidad

estomatica resulté en un incremento del 30% en la colonizaciéon bacteriana.
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Hepworth et al., (2018) estudiaron la densidad estomatica en la resistencia de
tomate (Solanum lycopersicum) a Botrytis cinerea. Encontraron que los cultivares
de tomate con menor densidad estomatica presentaban una reduccion del 40%
en la severidad de la enfermedad en comparacion con los cultivares con mayor

densidad estomatica.

Fenoles totales
A los 42 DDT se pudo observar que la aplicacién de sales de KlO3 en una
concentracion de 5 mg L' mostré un aumento del contenido de fenoles totales en

un 141.9 % en comparacion con el testigo absoluto (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de los complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo sobre las

variables agrondmicas en lechuga infectada por B. lactucae en diferentes etapas

fenoldgicas.

Tratamientos 29 DDT 42 DDT 57 DDT
Testigo absoluto 124.33 a 179.18 b 309.79 a
Testigo patégeno 199.18 a 366.15 ab 256.15 a

NPsCS 151.91a 340.39 ab 198.58 a
KI-5 117.36 a 389.18 ab 264.94 a
KI-25 208.58 a 280.70 ab 197.97 a
NPsCS-KI-5 71.00 a 397.06 ab 21252 a
NPsCS-KI-25 171.00 a 276.45 ab 194.94 a
KlOs-5 124.64 a 433.42a 198.58 a
KIOs-25 141.45 a 261.30 ab 201.61 a

NPsCS-KIOs-5 123.12 a 301.91 ab 224.03 a
NPsCS-KIOs-25 20221 a 184.33b 236.15a

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Fisher, p>0.05).
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La participaciéon de compuestos fendlicos en la resistencia de las plantas a
enfermedades es un proceso complejo que involucra la activacién de diversas
enzimas de defensa. Estudios recientes han demostrado que las enzimas
fenoloxidasa (PPO) y la peroxidasa (POD) desempefan roles cruciales en este
mecanismo. Nabavi et al., (2019) reportaron que la actividad de PPO y POD se
incrementd significativamente en plantas de tomate infectadas con Fusarium
oxysporum. Observaron que este aumento en la actividad enzimatica estaba
correlacionado con una mayor acumulacion de compuestos fendlicos y una
reduccion en la severidad de la enfermedad.

Sharma et al., (2020) investigd el papel de PPO y POD en la resistencia de
plantas de arroz a Magnaporthe oryzae. Sus resultados mostraron que la
sobreexpresion de genes que codifican para PPO y POD aumento la resistencia
de las plantas al patégeno. Observaron que estas enzimas catalizan la oxidacion
de compuestos fendlicos a quinonas, las cuales poseen actividad antimicrobiana
y fortalecen la pared celular de la planta, creando una barrera fisica contra la
infeccion.

Actividad enzimatica de PAL, quitinasa y B-1,3 glucanasa

La actividad enzimatica de las enzimas PAL, quitinasa y B-1,3 glucanasa fue
evaluada durante tres muestreos realizados en las diferentes etapas del cultivo,
los resultados expresados en U/mg min pueden observarse en la Tabla 9. El
analisis de medias realizado para la enzima quitinasa (ANOVA, Fisher < 0.05) no
mostré diferencias significativas con respecto a los tratamientos testigo, sin
embargo, puede observarse una disminucion en la actividad enzimatica al aplicar
el tratamiento con el complejo de NPsCS-KIO3 en la dosis de 5 mg L con
respecto al tratamiento donde sélo se aplicaron las sales. Esto sucedio para las
enzimas glucanasa y quitinasa, en un 77.5% y 65% respectivamente. Ambas
enzimas se relacionan con el ataque de la pared celular de hongos fitopatdgenos

y, por tanto, inhiben el crecimiento del hongo (Sharma et al., 2020).
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Tabla 9. Actividad enzimatica en lechuga tratada con complejos de
nanoparticulas de quitosan-yodo infectada por B. lactucae en diferentes etapas

de crecimiento.

29 DDT 43 DDT
Tratamiento Quitina Glucanasa PAL Quitina Glucanasa PAL
Testigo absoluto  0.50 ab 0.57 a 0.14 a 0.50 ab 1.04 ab 0.03b
Testigo patégeno 0.35 ab 0.56 a 0.10a 0.35ab 1.18 ab 0.05ab
NPsCS 0.54 ab 0.32a 0.06 a 0.54 ab 1.26 ab 0.04 ab
KI-5 0.80 ab 1.39a 0.11a 0.80 ab 212 ab 0.06 ab
Kl-25 0.44 ab 0.36 a 0.08 a 0.44 ab 1.19 ab 0.05ab
NPsCS-KI-5 0.34 ab 0.68 a 0.12 a 0.34 ab 1.29 ab 0.07 ab
NPsCS-KI-25 0.42 ab 112 a 0.1 a 0.42 ab 1.23 ab 0.06 ab
KIOs-5 0.93a 1.72 a 0.10 a 0.93 a 217 a 0.09 a
KIO3-25 0.25 ab 1.39a 0.09 a 0.25 ab 1.09 ab 0.04 ab
NPsCS-KIO3-5 0.21b 148 a 0.12 a 0.21b 0.95b 0.04 ab
NPsCS-KlO3-25 0.36 ab 0.53 a 0.06 a 0.36 ab 1.50 ab 0.04 ab
57 DDT
Tratamiento
Quitina Glucanasa PAL
Testigo absoluto 0.58 a 212 ab 0.07 ab
Testigo patogeno 0.37 a 1.37b 0.04b
NPsCS 0.57 a 2.34 ab 0.08 a
KI-5 0.48 a 1.87 ab 0.05ab
Kl-25 0.37 a 1.81 ab 0.05 ab
NPsCS-KI-5 043 a 287 a 0.05 ab
NPsCS-KI-25 0.37 a 1.52b 0.07 ab
KIOs-5 043 a 1.84 ab 0.04 b
KIOs-25 0.48 a 1.58 ab 0.05 ab
NPsCS-KlO3-5 0.50 a 1.91 ab 0.05ab
NPsCS-KI03-25 0.49 a 1.94 ab 0.07 ab

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Fisher, p>0.05).
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En cuanto a la actividad de la enzima PAL, se logré observar diferencias entre los
tratamientos con respecto a los testigos a partir del segundo muestreo (43 DDT),
encontrando un aumento del 182.1% al aplicar las sales de KlO3 en la dosis de 5
mg L-'con respecto al testigo absoluto a los 43 DDT. Mientras que, a los 57DDT
se encontré un aumento del 73.1% al aplicar el tratamiento de NPsCS con
respecto al testigo con patdgeno.

La interaccidn entre el patégeno y la planta huésped induce algunos cambios en
el metabolismo celular; principalmente en la actividad de enzimas,
particularmente fenilalanina amoniaco liasa (PAL), peroxidasa (POD), polifenol
oxidasa (PPO), lipoxigenasa (LOX), superoxido dismutasa (SOD) y B-1,3
glucanasa. Particularmente, PAL es la enzima principal en la via de los
fenilpropanoides, que conduce a la conversion de L-fenilalanina en acido
transcinamico con la eliminacion del amoniaco, siendo una enzima clave en la
sintesis de varios compuestos secundarios relacionados con la defensa, como
los fenoles y la lignina. (Sharma, et al., 2020).

Los datos obtenidos por Abada y Attia (2017) en lechuga, revelaron que hubo un
aumento considerable en la actividad de las tres enzimas: PAL, PO y PPO en las
hojas de todos los tratamientos asperjados con quitosan y acido salicilico en
comparacion con el tratamiento de control.

Estudios recientes han demostrado que el yodo desemperia un papel crucial en
la modulacién de la respuesta de la lechuga al estrés bidtico. Voogt et al., (2020)
investigaron el efecto de la biofortificacion con yodo en la resistencia de la
lechuga a patdégenos del suelo. Sus resultados revelaron que la aplicacién de
yodato de potasio (KIO3) a una concentracion de 20 yM aumento la actividad de
enzimas relacionadas con la defensa, como la peroxidasa, en un 30% en
comparacion con el control no tratado. Ademas, observaron una reduccién del
25% en la severidad de los sintomas de la enfermedad causada por Fusarium
oxysporum en las plantas biofortificadas con yodo.

Aplicaciones de yoduro (I") y yodato (I03) fueron aplicados en plantas de lechuga
demostrando que la respuesta al estrés oxidativo es variable y depende de la

forma de yodo aplicada. El yoduro reduce la actividad de la enzima superdxido
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dismutasa (SOD) y aumenta la actividad de catalasa (CAT), L-galactonolactona
deshidrogenasa, ascorbato (AA) y glutatiéon. El yodato, por otro lado, incrementa
las actividades de SOD, ascorbato peroxidasa, CAT y la concentracién de AA, asi
como las actividades regenerativas del ciclo Halliwell-Asada (Voogt et al., 2020).
Estos resultados sugieren que el yodo, tanto en forma de yoduro como de yodato,
puede modular la respuesta antioxidante de las plantas, lo que podria tener

implicaciones importantes para la proteccion contra el estrés oxidativo
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CONCLUSIONES

La aplicacién de complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo (NPsCS-I) influyé
significativamente en las variables agronémicas, especificamente en el
rendimiento y la altura de la planta. La aplicacion del complejo de NPsCS-KIOs a
una dosis de 5 mg L' demostrd ser efectiva para incrementar el rendimiento del
cultivo, mientras que dosis elevadas de sales de Kl pueden tener un efecto
negativo en la altura de la planta.

La biofortificacion con yodo se logré6 de manera efectiva, especialmente con la
aplicacion de NPsCS-KI en una dosis de 5 mg L', donde se observé un aumento
del 127.4%.

La aplicacion foliar de NPsCS-KIOs a 5 mg L' redujo la severidad del ataque de
Bremia lactucae, mientras que la aplicacion de NPsCS-Kl a 5 mg L' disminuy6
la incidencia en un 39%. Se observaron diferencias significativas en la
conductancia estomatica, lo que sugiere una mejora en la respuesta de la planta
al estrés bidtico. Ademas, la morfologia y densidad estomatica fueron afectadas
por los tratamientos de los complejos de nanoparticulas de quitosan yodo con
sales de Kl y KIOa.

La aplicacion de complejos de nanoparticulas de quitosan-yodo demostré
modular significativamente la actividad de enzimas clave en la respuesta de
defensa de la lechuga frente a Bremia lactucae. Especificamente, se observo que
los tratamientos con NPsCs-KIO3 (5 mg L") y NPsCs-Kl (25 mg L") indujeron un
aumento notable en la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL).
Asimismo, la actividad de la enzima quitinasa, involucrada en la degradacion de
la pared celular del patdgeno, se incrementd significativamente con la aplicacion
de NPsCs-KIO3 (25 mg L™"). Por otro lado, la actividad de la enzima glucanasa,
mostré un aumento con la aplicacién de NPsCs-KIO3 (5 mg L-') y NPsCs-KI (25
mg L"). Estos resultados sugieren que los complejos de NPsCs-I, en las dosis
mencionadas, activan mecanismos de defensa enzimaticos en la lechuga, lo que

podria contribuir a su mayor resistencia frente al patogeno Bremia lactucae.
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