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RESUMEN

NANO Y MICRO ENCAPSULADOS DE EXTRACTOS VEGETALES PARA
CONTROL Y ACTIVACION DE RESISTENCIA INDUCIDA CONTRA Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici EN TOMATE

POR
MARCO ANTONIO TUCUCH PEREZ

DOCTOR EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
CALZADA ANTONIO NARRO NO. 1923, BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA

JUNIO 2021

DR. FRANCISCO DANIEL HERNANDEZ CASTILLO —ASESOR-

El cultivo del tomate es uno de los mas importantes a nivel mundial y nacional. Sin
embargo, su produccion es afectada por el marchitamiento vascular causado por el
hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Para controlarlo se utilizan productos
quimicos, lo que trae consigo resistencia hacia los ingredientes activos por parte de los
microorganismos; debido a esto se buscan alternativas como los extractos vegetales los
cuales para mejorar su efectividad se formulan en nano y microencapsulados (NPs) con
biopolimeros. En el presente trabajo se identificaron fitoquimicos en extractos de Lippia
graveolens y Viscum album, se determind la actividad antifingica de estos por el método
de medio envenenado, se produjeron NPs cargados con los extractos vegetales, y se
estudio su efectividad biolégica sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici asi como su
capacidad para inducir la activacion de enzimas asociadas a mecanismos de defensa en
plantas de tomate. Se identificaron fitoquimicos de familias como los taninos, alcaloides,
saponinas, azUcares reductores, purinas, flavonoides, 4&cidos hidroxicindmicos,
estilbenos, catequinas y acidos metoxicinamicos; en cuanto a la actividad antifingica

ambos extractos presentaron inhibicion del 100 % a 200 mg/L; con relacion a la
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concentracion inhibitoria al 50 % (Clsg) L. graveolens presentd 64. 68 mg/L y V. album
71.61 mg/L; finalmente se observé la capacidad de mejorar el desarrollo morfométrico
en las plantas por parte de los NPs de extractos vegetales, asi como la capacidad de
aumentar la actividad de enzimas asociadas mecanismos de defensa en las plantas como
fenilalanina amonio liasa (PAL), peroxidasa (POD) y superoxido dismutasa (SOD), en
distintos tiempos.
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ABSTRACT

NANO AND MICRO ENCAPSULATES OF PLANT EXTRACTS TO CONTROL
AND ACTIVATION OF INDUCED RESISTANCE AGAINST Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici IN TOMATO

BY
MARCO ANTONIO TUCUCH PEREZ
DOCTOR

DOCTOR OF SCIENCE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGY

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
CALZADA ANTONIO NARRO NO. 1923, BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA

JUNE 2021

DR. FRANCISCO DANIEL HERNANDEZ CASTILLO —~ADVISOR-

The tomato crop is one of the most important worldwide and national. Nevertheless, its
production is affected by vascular wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. Chemical products are used to control it, which provoke resistance to active
ingredients by phytopathogenic microorganisms; due to this, have been proposed
alternatives as plant extracts, which to improve their effectiveness are formulated in
Nano and Micro encapsulates (NPs) with biopolymers. In the present work,
phytochemicals were identified in extracts of Lippia graveolens and Viscum album, their
antifungal activity was determined by the poisoned medium method, NPs loaded with
plant extracts were produced, and their biological effectiveness was studied on F.
oxysporum f. sp. lycopersici as well as its ability to induce the activation of enzymes
associated with defense mechanisms in tomato plants. Phytochemicals from families
such as tannins, alkaloids, saponins, reducing sugars, purines, flavonoids,

hydroxycinnamic acids, stilbenes, catechins, and methoxycinnamic acids were
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identified; regarding antifungal activity, both extracts showed 100% inhibition at 200
mg / L; in relation to the 50% inhibitory concentration (ICsp) L. graveolens presented 64.
68 mg / L and V. album 71.61 mg / L; Finally, the ability to improve morphometric
development in plants by NPs from plant extracts was observed, as well as the ability to
increase the activity of enzymes associated with defense mechanisms in plants such as
phenylalanine ammonium lyase (PAL), persoxidase (POD) and superoxide dismutase
(SOD), at different times.



INTRODUCCION
El tomate es una de las principales hortalizas cultivadas a nivel mundial y nacional por
sus caracteristicas nutricionales, asi como sus propiedades organolépticas. Debido a lo
anterior, es uno de los de mayor importancia econémica, produciéndose en varios paises
registrando una superficie cultivada de 5,030,545 ha (FAOSTAT, 2020). Sin embargo,
se ve afectado por problemas fitosanitarios tales como plagas, enfermedades y maleza.
En el contexto de las enfermedades ocasionadas por virus, bacterias, nematodos y
hongos; los hongos fitopatogenos representan uno de los principales desafios en la

produccién de este cultivo.

Una de las principales enfermedades fangicas es el marchitamiento vascular, ocasionado
por el hongo fitopatdgeno, F. oxysporum f. sp. lycopersici; la cual es considerada una de
las mas devastadoras en regiones donde se cultiva el tomate, ya que si no se tiene control
de esta puede llegar a causar pérdidas de hasta el 80 % de la produccidn, afectando de
esta manera la economia de los productores. En la actualidad esta problematica se trata
de manejar mediante la aplicacién de fungicidas de sintesis quimica; sin embargo, la
aplicacion de estos productos a largo plazo trae consigo efectos negativos como
problemas medioambientales y de salud humana, ademas de ser agente mutagénico de
las plantas e incrementar el grado de resistencia de los patdgenos hacia los ingredientse
activos (Lucas et al., 2015; Villa-Martinez et al., 2015), por lo tanto, existe una

necesidad de desarrollar alternativas ecoldgicas para el control de dicha enfermedad.

Una de las alternativas que han tomado relevancia en los Gltimos afios, es el uso de los
extractos vegetales; los cuales han demostrado su eficacia para el control de
enfermedades debido a los compuestos fitoquimicos que poseen, y a sus diferentes
modos de accidn, los cuales pueden atacar a los fitopatogenos de manera directa al entrar
en contacto con ellos formando complejos con enzimas microbianas inhibiendo sus
funciones, mediante la inhibicion del transporte de electrones a través de las membranas,
interviniendo especies reactivas de oxigeno (ROs) intracelulares procedentes de las
mitocondrias las cuales producen hifas fungicas, formando complejos con esteroles
permitiendo mayor permeabilidad de la membrana o por la capacidad de inhibir la

sintesis de acidos nucleicos inhibiendo la enzima dihidrofolato reductasa, ademas de



afectar la proteina FtsZ durante la division celular (Candiracci et al., 2012; Lanzotti et
al., 2012; Mendez et al., 2012; Cushnie et al., 2014; Warris y Ballou, 2019); o de
manera indirecta mediante la activacion de defensas de la planta por la induccion de
resistencia (IR), proceso en el cual moléculas llamadas elicitores estimulan cambios en
el metabolismo, dicha respuesta empieza de manera local con el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdgenos (PMAPSs) o a dafios (PMADs), los cuales
son reconocidos en receptores de la membrana citoplasmatica Ilamados Receptores de
Reconocimiento de Patrones (RRPs), formados por una Repeticion Extracelular Rica en
Leucina (LRR) y un dominio de quinasa intracelular (KD), de esta manera los RRPs
interactuaran con las proteinas Brasinoesteroide Insensible 1-Asociadas a Quinasas 1
(BAK1), activando la Inmunidad Activada por Patrones (PTI) la cual trae consigo el
flujo de iones para la despolarizacion de la membrana plasmatica, produccion de (ROs)
y la activacion de las proteinas Quinasas activadas por mitégenos (MAPK). Todas estas
sefiales inducen una respuesta transcripcional masiva en genes relacionados con la
defensa; la activacion de estos genes implica la produccion y acumulacion de Proteinas
Relacionadas con la Patogénesis (PRPs) como peroxidasas, quitinasas, glucanasas,
defensinas, etc.; fitoalexinas como sesquiterpernos, furanoterpenos, isocumarinas,
resveratrol, pinosilvyn, piceatannol y bibenzil; ligninas en pared celular y fitohormonas
como el 4cido salicilico (AS), acido jasmodnico (AJ) y etileno (ET) (Pretali et al., 2016;
Khoa et al., 2017). Una vez iniciada la respuesta local PTI, se activan las defensas
sistémicas que son la Respuesta Hipersensible (RH), Respuesta Sistémica Inducida
(RSI) y la Respuesta Sistémica Adquirida (RSA) (Tsuda & Katagiri, 2010; Burketova et
al., 2015). Los extractos vegetales se presentan como una solucion para contrarrestar los
problemas ocasionados por los productos de sintesis quimica frente a enfermedades en la
agricultura, este efecto puede ser potenciado mediante el uso de la nanotecnologia
desarrollando formulaciones de Nano y Microencapsulados (NPs) a base de
biopolimeros, los cuales encapsulan y protegen los ingredientes activos de los factores
ambientales permitiendo la aplicacion de dosis mas pequefias, reduccién de las pérdidas
de los compuestos encapsulados y liberacion regulada del ingrediente activo; ademas el
uso de biopolimeros como el quitosan y alginato, presentan efectos positivos en las

plantas como la induccion de resistencia, promocion de crecimiento e induccion de la



division celular en los meristemos apicales asi como la elongacion de células de la raiz
(Armendariz-Barragan et al., 2016).

Se tienen reportes del uso de NPs cargados con hormonas en el manejo de enfermedades
las cuales mejoraron el desarrollo general de plantas de frijol (Pereira et al., 2017); asi
como NPs a base de quitosan aplicados en plantulas de Pennisetum glaucum y Camellia
sinensis los cuales aumentaron la produccion de enzimas relacionadas con los
mecanismos de defensa, tales como la fenilalanina amonio liasa, peroxidasa y
stperoxido dismutasa (Chandra et al., 2015; Siddaiah et al., 2018).



OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antifungica y la produccion de enzimas relacionadas con
mecanismos de defensa del extracto de L. graveolens en mezcla con extracto de V.
album, nano y microencapsulados, y sin encapsular; sobre F. oxysporum f.sp. lycopersici

en el cultivo de tomate.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar los fitoquimicos presentes en extractos de L. graveolens y V. album.

e Determinar la actividad antifiungica de los extractos vegetales sobre F.
oxysporum in vitro.

e Producir nano y microencapsulados de extracto de L. graveolens mezclado con
extracto de V. album.

e Determinar la efectividad biologica de las formulaciones sobre F. oxysporum en
plantas de tomate bajo condiciones de invernadero y su efecto en el desarrollo de
las plantas de tomate en invernadero.

e Cuantificar enzimas relacionadas con mecanismos de defensa en plantas de

tomate por la mezcla de los extractos vegetales encapsulados y sin encapsular.

HIPOTESIS
Los NPs de extractos de L. graveolens y V. album, presentaran actividad antifingica
sobre F. oxysporum f.sp. lycopersici, estimularan la produccién de enzimas involucradas
con los mecanismos de defensa de plantas de tomate, ademés de mejorar el desarrollo en

las caracteristicas morfométricas de las plantas.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del Cultivo de Tomate

El centro de origen del tomate se encuentra en América del Sur, en la region de los
Andes; sin embargo, su domesticacion se llevé a cabo en México, es una planta de porte
erecto o semi erecto, arbustivo y cultivo de tipo anual. Las variedades existentes pueden
presentar crecimiento determinado o indeterminado. El fruto del cultivo de tomate es
una baya ovalada, redonda o periforme; y su tamafio va desde el tamafio de una cereza,
hasta frutos de 750 g (SAGARPA, 2010). Los procesos fisiologicos de crecimiento y
desarrollo de la planta de tomate dependen de las condiciones del clima, del suelo y de
las caracteristicas genéticas de la variedad (Estrada et al., 2006).

Cultivo de Tomate en el Mundo y en México

El tomate es una de las hortalizas mas producidas por su alto nivel nutricional, ademas
de ser la base gran variedad de platillos en diferentes regiones del mundo, su
importancia se logra observar con el aumento de la superficie sembrada en el mundo,
siendo esta de 4,429,564 ha en el afio 2010, y aumentando a 5,030,545 ha para el afio
2019; siendo los principales paises China, India, Turquia, Estados Unidos de América,
Egipto, Italia, Iran, Espafia y México (FAOSTAT, 2020). En cuanto a nivel nacional, la
produccion total del cultivo de tomate segln el SIAP (2020) alcanzé6 3,441,639.37 Ton,
siendo los estados de Sinaloa, San Luis Potosi, Michoacan, Zacatecas y Jalisco los
principales productores; el aumento en la produccion, asi como las mejoras en los
canales de comercializacion ha permitido al pais, ocupar el primer lugar como
exportador de esta hortaliza con 2.17 millones de toneladas, siendo el principal mercado
los Estados Unidos de América (SAGARPA, 2019).

F. oxysporum f.sp. lycopersici
De los hongos filamentosos asociados a los diferentes cultivos, el género Fusarium es
uno de los mas importantes, debido a los dafios que este ocasiona en las plantas, este
género fue descrito por primera vez en 1809 por Link (Leslie et al., 2001). Desde
entonces su ubicacion taxondmica ha ido cambiando reportandose actualmente la
siguiente clasificacion (SENASICA, 2019):



Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae

Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum

La forma especial asignada a cada especie del género Fusarium se caracteriza por ser
cepas morfoldégicamente indistinguibles; sin embargo, las diferencia su capacidad de

hospedar y colonizar hospederos especificos (Deighton et al., 1962). Dentro del género

Fusarium se han descrito mas de 70 formas especiales (Armstrong y Armstrong, 1981).

La marchitez del tomate causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici, es una enfermedad
altamente destructiva en variedades susceptibles y especificas para el cultivo de tomate.
El patdégeno es un organismo que habita en el suelo y que sobrevive en el cultivo, en los
restos de plantas infectadas que yacen en el suelo en forma de micelio y en cualquiera de
sus formas de esporas, pero lo hace con mayor frecuencia en forma de clamidosporas,

sobre todo en las regiones templadas frias (Agrios, 1995).

Sintomatologia de F. oxysporum f. sp. lycopersici

La enfermedad conocida como marchitamiento vascular del tomate por lo general es
mas agresiva cuando las condiciones ambientales se presentan con temperaturas y
humedad elevadas, y los suelos son arenosos; el dafio que ocasiona el patdgeno se
presenta principalmente cuando las plantas se encuentran en etapa de floracion y
fructificacion (Ramirez, 1998). La sintomatologia por lo general comienza a nivel de la
raiz de la planta y avanza hacia el tallo, dentro del cual, en un corte transversal, es
posible observar un anillo necrético de color café que se extiende hacia arriba conforme
la enfermedad avanza. Debido al taponamiento de raices y haces vasculares, los
sintomas empiezan a hacerse visibles con un amarillamiento en un solo lado de las hojas
y ramas mas viejas de la planta, permaneciendo las hojas muertas adheridas a las ramas.
Una vez que raices y tallos son invadidos, una pudricién negra se manifiesta en las

raices jovenes laterales, lo que favorece el marchitamiento (SENASICA, 2019).



Importancia de F. oxysporum f. sp. lycopersici en el cultivo de tomate

La enfermedad causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici, es una de las més
devastadoras en regiones donde se cultiva tomate; dicha enfermedad afecta directamente
el sistema vascular de la planta, evitando el paso de nutrientes y agua, ocasionando el
marchitamiento y muerte de las plantas (Marlatt et al., 1996). Se ha estimado que, si la
enfermedad no es controlada, puede llegar a ocasionar perdidas en la produccion de méas
del 80 %; su distribucion ha sido reportada en al menos 32 paises, y se han identificado
tres razas (Amaral et al., 2008; Gonzélez et al., 2012; Herndndez- Martinez, et al.,
2014).

Medidas de Control de Enfermedades en el Cultivo del Tomate

Control quimico

El control quimico se puede definir como el uso de sustancias de sintesis quimica con
accion biocida, capaces de eliminar patdgenos que afectan a los cultivos. Este tipo de
productos ha sido el mas empleado por muchos afos; sin embargo, se ha detectado que
puede generar dependencia, ademas de ocasionar resistencia por parte de los
microorganismos hacia los ingredientes activos, disminuyendo en gran medida la
efectividad de estos (Bautista-Bafios, 2004; Jaramillo, 2007). Ademéas de lo anterior
mencionado, estos productos tienen un impacto ambiental negativo, debido al efecto que
presentan sobre organismos benéficos, la atmosfera, el suelo y cuerpos de agua

(Ramirez-Legarreta y Jacobo-Cuellar, 2002).

La residualidad que tienen los fungicidas quimicos en alimentos es otra objecién al uso
de estos productos, ya que se tiene evidencia de su capacidad como agentes
cancerigenos y mutagénicos sobre la salud humana; la preocupacion por sus posibles
efectos nocivos adquiere especial importancia si tenemos en cuenta que la fruta suele ser
consumida en fresco. Debido al grave problema que representan los residuos de
productos quimicos para la salud humana, los diferentes paises y en especial los mas
desarrollados han establecido una serie de limites maximos de residuos (LMR) bastante
restrictivos (Vifas et al., 2006).



Control bioldgico

El control bioldgico se define como el uso de organismos vivos para control de plagas,
enfermedades y maleza, utilizando los organismos como tal o compuestos que se
sintetizan dentro de su metabolismo; este tipo de control presenta ciertas ventajas como
la especificidad en su actuacion, respeto al medio ambiente, ademéas de menor desarrollo
de resistencia de los patdgenos a los ingredientes activos (Fernandez y Juncosa, 2002).
En el crecimiento de la agricultura organica, las investigaciones se enfocan en la
busqueda de nuevos compuestos para el control de enfermedades, cuya actividad y

seguridad ambiental sea adecuada (Igbinosa et al., 2009).

Induccion de resistencia (IR)

La IR se ha convertido en el foco de estudio en los centros de investigacion tanto del
sector publico como privado, debido a la necesidad de contar con diferentes enfoques
para el control de las enfermedades de las plantas; en este sentido el mecanismo de
defensa de las plantas es una opcién interesante, porque permite reducir el dafio por
fitopatdgenos, ademas la IR se ubica en el contexto de ser aplicado en la agricultura
organica (Cipollini y Heil, 2010; Walters et al., 2013).

En la naturaleza, las plantas estan en contacto con microorganismos patégenos, Yy
generalmente estan sanas debido a los mecanismos de defensa; uno de estos mecanismos
es la defensa pasiva que son barreras estructurales que pone la planta tales como ceras,
cuticulas y paredes celulares; y la otra es la defensa activa o inducida también llamada
IR. Este tipo de resistencia implica cambios en el metabolismo provocados por la
expresion diferencial de genes (Laredo-Alcala et al., 2017). La IR es la estimulacién de
las defensas naturales de las plantas con elicitores que simulan el ataque de
fitopatdgenos y ponen a las plantas en estado de alerta; cuando las plantas reconocen un
patdgeno, la velocidad de las defensas a menudo determina si las plantas resistiran una
infeccion (Burketova et al., 2015; Llorens et al., 2017). Te6ricamente, las plantas poseen
genes para responder a la agresion de patdgenos, se ha demostrado que una compleja red
de sefiales hormonales controla las respuestas de las plantas frente al ataque de

patdgenos (Laredo-Alcalé et al., 2017).



Inmunidad en Plantas

Inmunidad activada por patrones (PTI)

Las plantas han desarrollado un sistema inmunolégico eficaz contra el ataque de
fitopatdgenos. La activacion de las defensas de las plantas comienza con el
reconocimiento de moléculas denominadas PMAPs o mediante DMAPS; estas sefiales
son reconocidas por receptores ubicados en la membrana citoplasmatica Ilamados
receptores RRPs, formados por una LRR y un KD, los RRPs interactGan con la proteina
BAKZ1 para activar el sistema de defensa local PTI (Figura 1); el PTI activa una gran
cantidad de sefiales como los flujos de iones para la despolarizacion de la membrana
plasmatica, la produccion de ROs y la activacion de las MAPK (Burketova et al., 2015;
Jones y Dangl, 2006) . Estas sefiales inducen una respuesta transcripcional masiva en
genes relacionados con la defensa; la activacion de estos genes implica la produccion y
acumulacion de PRPs, fitoalexinas, lignina en la pared celular y ROs que son tdxicas

para patdgenos (Tsuda y Katagiri, 2010; Burketova et al., 2015).

Inmunidad activada por efectores (ETI)

Los patdgenos evolucionan continuamente, lo que puede corroborar a través de otra
estrategia de defensa vegetal local conocida como ETI (Figura 1). En esta estrategia, los
patdgenos desarrollaron proteinas conocidas como efectores, las cuales son transferidas
a la célula de la planta, evadiendo la defensa local PTI, ocasionando la produccion de
receptores llamados Receptores de Unidén a Nucleétidos (NBRs), que reconocen
moléculas llamadas efectores; con la ETI generalmente ocurre lisis en las células
cercanas a un patégeno llamada RH; se puede considerar a la ETI como evidencia de
coevolucién dindmica entre microorganismos y plantas (Tsuda & Katagiri, 2010; Dodds
& Rathjen, 2010;Diaz, 2012).
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Figura 1. Representacion esquematica de las estrategias defensivas PT1 y ETI utilizadas
por plantas contra fitopatogenos.

A

Resistencia sistémica adquirida (RSA)

La resistencia activada en las plantas depende de factores bidticos y abidticos conocidos
como elicitores. (Burketova et al., 2015; Mahesh et al., 2017). Las fitohormonas son
sustancias quimicas que regulan las respuestas en las plantas, generalmente se producen
y transportan en pequefias cantidades, de una parte, a otra de las plantas; algunas
fitohormonas son el acido abscisico (ABA), brasinoesteroides (BR), etileno, auxinas,
giberelinas, AS y AJ. En cuanto a la IR las fitohormonas mas relevantes son el AS y AJ,
estas fitohormonas estan involucradas en la respuesta inmune de las plantas contra los
patdgenos (Javid et al., 2011; Burketova et al., 2015).
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Figura 2. Representacion esquematica de RSA y su mecanismo de respuesta

La RSA es un tipo de IR de amplio espectro activado local y sisteméaticamente por
patdgenos necrotizantes (Figura 2), confiere resistencia a una variedad masiva de
patdgenos; una vez que se activa la RSA puede permanecer activa dias 0 semanas, esta
caracteristica la hace atractiva para la agricultura. La RSA se puede activar con
compuestos sintéticos o naturales (Laredo-Alcala et al., 2017; Llorens et al., 2017). Los
estudios han demostrado que la RSA depende de la acumulacién de AS, componentes de
la via de AS como el derivado metilado del AS, diterpenoide deshidroabiético, radicales
libres de dxido nitrico (NO), ROs, asi como la activacion de la Proteina 1 No
Expresadora de Patogénesis (NPR1) (Gao et al., 2015). La via del AS comienza con la
sintesis de AS durante los mecanismos locales de defensa PTI o ETI, a través del acido
corismico, que es un metabolito obtenido de la ruta del &cido shikimico; una vez
presente el AS interactia con la NPR1 provocando cambios estructurales y
translocandose al nucleo celular, activando la expresion de genes relacionados con la
patogénesis (PRs), por lo que NPR1 y el AS actian como coactivadores de PRs (Pieterse
et al., 2012; Llorens et al., 2017). Una vez activados los PRs inicia la produccion de
PRPs (Cuadro 1), las cuales se acumulan en el citoplasma y las vacuolas, y muchos de

ellas tienen actividad antimicrobiana; existen 14 familias de PRPs, y cada una presenta
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actividad distinta como quitinasas, glucanasas, ribonucleasas. peroxidasas, defensinas y
tioninas (Pieterse et al., 2012; Gao et al., 2015; Herrera et al., 2018). EI término PRPs se
convirtio en un término colectivo para todas las proteinas inducidas por microbios y sus
homologos en la medida en que enzimas como la fenilalanina amonio liasa (PAL),
peroxidasa (POD) y poli fenol oxidasa, estan presentes de manera constitutiva y solo
aumentan durante la infeccion (Van Loon et al., 2006).

Enzimas de defensa en plantas
La produccion de enzimas relacionadas con la defensa es una de los principales

mecanismos bioquimicos que presentan las plantas, para contrarrestar el efecto de
microorganismos patégenos. Dichas enzimas se producen por la accion de elicitores con
capacidad de estimular las estrategias de defensa locales PTI o ETI, ademas de los
mecanismos de defensa sistémicos RH, RSA y la RSI, a partir de compuestos como el
AS, AJ 0 ROs; los cuales a nivel molecular inducen la activacioén de genes capaces de
codificar proteinas que actian como factores de defensa 0 como enzimas esenciales en la
biosintesis de compuestos de defensa; esta respuesta puede generarse en el sitio de la
infeccion o sistémicamente en otros 6rganos (Blanco-Labra y Mancilla, 2002; Rodriguez
et al., 2004).

Cuadro 1. Familias de Proteinas Relacionadas con la Patogénesis (PRPS)

PR Familia
PRPs-1 Cistelnas
PRPs-2 B-1,3-glucanasas
PRPs-3 Quitinasas LILII, 1V, V, VIy VI
PRPs-4 Quitinasas 1 y 11
PRPs-5 Taumatinas
PRPs-6 Inhibidores de la proteinasas

PRPs-7 Endoproteinasas
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PRPs-8 Quitinasas 11

PRPs-9 Peroxidasas

PRPs-10 Ribonucleasas

PRPs-11 Quitinasas |

PRPs-12 Defensinas

PRPs-13 Tioninas

PRPs-14 Proteina de transferencia de lipidos

Las B-1,3-glucanasas son enzimas que forman parte de las PRPs las cuales actian como
factores de defensa. Un gran numero de microorganismos fitopatdgenos poseen en su
estructura celular polisacaridos como los B-glucanos los cuales juegan un rol importante
en la patogénesis de estos hacia las plantas; en este sentido en los vegetales las B-1,3-
glucanasas, provocan lisis y degradacién de la pared celular ocasionando la fuga de su
contenido; este efecto se produce por hidroélisis en el extremo no reductor del glucano, lo
que provoca la formacion de oligosacaridos y glucosa (Edison et al., 2018; Confortin et
al., 2019). Otras PRPs que tiene la capacidad de actuar como factores de defensa son las
quitinasas, las cuales son enzimas que degradan la quitina en oligdmeros

(endoquitinasas), o en dimeros y mondmeros (exocitinasas) (Confortin et al., 2019).

En el caso de las enzimas que intervienen en la biosintesis de compuestos de defensa, las
enzimas como PAL y POD, son producidas como parte de la defensa bioquimica de las
plantas; a diferencia de las enzimas que acttan sobre los microorganismos fitopatdégenos
directamente, estas son parte de rutas metabdlicas que sintetizan productos conocidos
como compuestos fendlicos o fenilpropanoides, quimicamente estos compuestos son un
grupo en los cuales estan presentes moléculas sencillas como los &cidos fendlicos hasta
polimeros complejos como la lignina. La actividad de estas enzimas ha sido descrita en
la ruta metabdlica del &cido shikimico, el cual mediante reacciones metabdlicas se
convierte en el &cido corismico, este acido por una reaccién de transposicion catalizada
por la enzima enolpiruvato transferasa, se transforma en el acido prefenico;
posteriormente este acido mediante una reacciéon de descarboxilacién mediada por una

enzima descarboxilasa, elimina el grupo hidroxilo y sustituye el oxigeno cetonico por un
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grupo amino resultando la L- fenilalanina; a continuacion la L-Fenilalanina es
desaminada por la enzima PAL, lo que da como resultado el acido cinamico, el cual en
presencia de NDPH genera acido 4-cumarico que al ser oxidado y posteriormente
metilado produce acido fellrico el cual se vuelve a oxidar y a metilar para generar el
acido sinaptico. Los tres &cidos son reducidos a alcohol cumarilico, coniférico y
Sinapilico, respectivamente mediante reacciones catalizadas por el NADPH y la
coenzima A (Gordo, 2018). EIl ultimo paso es la oxidacion de los alcoholes cinamilicos o
monolignoles en la pared celular esto ocurre mediante la accion de la enzima POD la
cual emplea ROs como el H,O, para realizar la reaccion de oxidacion que da lugar a la
formacion de radicales 4-O-Fenoxilo que polimerizan espontaneamente, a dimeros y
oligbmeros, y posteriormente a un polimero de lignina (Figura 3); la incorporacién de
este compuesto en la pared celular puede ayudar a fortalecerla y hacerla mas resistente a
la degradacion por enzimas secretadas por organismos fitopatdgenos, ayudando de esta
manera en la defensa sistémica contra patégenos de plantas (Gordo, 2018; Martinez,
2014; Ulloa, 2018). De este modo las enzimas antioxidantes como POD contrarrestan y
regulan el estallido de la oxidacion por ROs y al mismo tiempo intervienen en la

formacion de defensas estructurales (Alcantar-Acosta et al., 2018).
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Figura 3. Biosintesis de lignina generalizada, que indica el papel de las enzimas PAL y
POD.

La biosintesis de compuestos como la lignina no es el Gnico producto resultante de la
ruta de los fenilpropanoides mediada por enzimas involucradas en la resistencia, ya que
también mediante esta ruta se generan compuestos fendlicos como, cumarinas,
chalconas, estilbenos y flavonas (Camarena-Gutiérrez y De la Torre-Almaraz, 2007). En
el caso de las cumarinas estas se generan a partir del acido cinamico el cual es producido
por la desaminacion de la L-fenilalanina mediada por PAL, el cual es oxidado a &cido 2
y 4-cumarico, posteriormente este sufre una isomerizaciéon catalizada por la enzima
acido-2-cumarico isomerasa, obteniendo las cumarinas. Sin embargo, si la ruta es por
medio del acido 4-cumarico no ocurre una isomerizacion, sino una hidroxilacion lo que

genera el acido 2,4 dihidroxicinamico, esto mediante una lactonizacion para obtener



16

Umbeliferona, esta se convierte en escuiletina la cual es esterificada para dar paso a la
escopoletina, y por O-glicosidacion generarse la escopolina (Figura 4) (Gordo, 2018).
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Figura 4. Biosintesis de cumarinas a partir del acido cinamico (Gordo, 2018).

Los compuestos fendlicos provenientes de los fenilpropanoides se caracterizan por ser
un grupo muy grande, en estos también se encuentran las chalconas las cuales se
originan por acoplamiento del 4-hidroxicinamoil-CoA, lo que forma un intermediario el
cual al sufrir una reaccidn tipo Clasein por la chalcona sintasa, origina las chalconas. En
esta misma ruta metabolica se pueden generar los estilbenos que son fitoalexinas, estos
se forman mediante una reaccién alddlica del intermediario proveniente del
acoplamiento del 4-hidroxicinamoil-CoA catalizada por la estilbeno sintasa; y las
flavonas las cuales se sintetizan a partir de las chalconas por reacciones de ataque
nuclefilicos de los hidroxilos al sistema a y B insaturado de las chalconas (Figura 5)

(Gordo, 2018).

Extractos Vegetales
Los extractos vegetales son mezclas compuestas de quimicos con propiedades

bioldgicas, estos se presentan como una alternativa a los productos de sintesis quimica
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en la agricultura para el manejo de problemas fitosanitarios como plagas y
enfermedades, ya que contienen compuestos biodegradables e inocuos (Herndndez-
Castillo et al., 2011). Dichos extractos por lo general se obtienen a partir de 6rganos
vegetales secos mediante filtracion y evaporacion utilizando diversos solventes (Wang et
al. 2004).
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Figura 5. Biosintesis de chalconas, estilbenos y flavanonas (Gordo, 2018)

Extractos vegetales como fungicidas

En el metabolismo de las plantas se generan reacciones bioquimicas que derivan en
productos Ilamados metabolitos secundarios, las plantas tienen una capacidad ilimitada
para sintetizar estos metabolitos (Figura 6). En las plantas, algunos de los metabolitos
secundarios mas importantes son los terpenos, terpenoides y aromaticos debido a sus
efectos sobre los microorganismos, principalmente fenoles o sus derivados sustituidos
con oxigeno. Algunos compuestos de estas clases son fenoles, acidos fenolicos,

quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles, taninos, cumarinas y alcaloides. Estos
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fitoquimicos con mecanismos de accion variables, como el formar complejos con
enzimas y proteinas microbianas para inhibir sus funciones, inhibir el transporte de
electrones a través de las membranas, y como alterar iones importantes como el hierro y
el cobre (Castillo et al., 2010; Mendez et al., 2012). El uso de extractos vegetales con
propiedades antifungica surge como alternativa para el manejo de enfermedades en
plantas; diversos estudios han demostrado su efectividad para controlar patdégenos de

plantas en laboratorio, invernadero y campo.

Se considera que la mayoria de los compuestos obtenidos de las plantas son
biodegradables e inocuos, por lo tanto, resulta conveniente investigar y explorar el
potencial de empleo de los extractos vegetales para el control de enfermedades en
cultivos; por esta razon, los extractos vegetales con propiedades antifungicas se
presentan como alternativa al uso de funguicidas sintéticos para el manejo de

enfermedades fangicas (Ujvary, 2002).
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Figura 6. Principales compuestos fitoquimicos de plantas
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Extractos vegetales como inductores de resistencia

Los compuestos fitoquimicos presentes en los extractos vegetales otorgan a estos
diversas propiedades, siendo la capacidad de inducir resistencia de las plantas hacia
enfermedades una de las mas estudiadas. Actualmente no se ha dilucidado por completo
el modo de accidn de los extractos vegetales para inducir resistencia en plantas, siendo
probablemente la mezcla de diversos compuestos lo que desencadena las respuestas en
el sistema de defensa de las plantas (Burketova et al., 2015; Khoa et al., 2017). Sin
embargo, diversas investigaciones sefialan que las vitaminas son metabolitos producidos
en plantas, involucradas en la IR, se ha propuesto que las vitaminas B como la tiamina y
la riboflavina inducen resistencia en las plantas, se sugiere que la tiamina afecta el flujo
de iones CA" a través de la membrana plasmatica, estos iones juegan un papel
fundamental en la RH porque regulan la actividad de la proteina Quinasa C, aumentando
las ROs (Ahn et al., 2005); mientras, la riboflavina estimula la produccion de H,0O,, la
formacion de depésitos de lignina y la expresion del gen 13-LOX que codifica la
produccién de lipoxigenasa, la cual juega un papel esencial en la biosintesis de AJ a

través de la via octadecanoica (Taheri y Tarighi, 2010).

Dentro de los compuestos fitoquimicos producidos en el metabolismo de las plantas, los
compuestos fenolicos son importantes, debido a su actividad biologica, uno de los mas
relevantes es el AS, que induce la activacion de genes PRs para codificar PRPs, la RH y
desencadena la RSA (Liu et al., 2019). Los flavonoides, otros compuestos fendélicos
importantes, se sintetizan en todos los organismos de las plantas, su capacidad para
inducir resistencias esta relacionada con su capacidad para estimular la colonizacion de
las raices por rizo bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR),
desencadenando el mecanismo de RSI en la defensa de las plantas, también han
reportado la acumulacion de flavonoides para inhibir el transporte de auxinas

aumentando la resistencia a los fitopatégenos (Dao et al., 2011; Mierziak et al., 2014).

También se ha reportado que los polimeros de carbohidratos como los polisacaridos u
oligosacaridos son inductores en la defensa de las plantas; dichos compuestos estan
presentes en las paredes celulares, por lo que forman parte de los extractos vegetales; en

general, los carbohidratos activan la via PTI interactuando con las RRPs, estos contienen
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un ectodominio de unién a ligando, que a su vez contiene una lisina, una lectina, factor
de crecimiento epidérmico y LRR que permiten reconocer ligandos, jugando un papel
esencial en la interaccion con carbohidratos para activar las defensas (Zheng et al.,
2020). Algunos carbohidratos con actividad inductora son los [-glucanos,
oligogalacturénidos y carragenanos; dentro de las respuestas inducidas se encuentran el
influjo de calcio, el estallido de ROs, la deposicion de callosa, la acumulacion de AS,
expresion de genes relacionados con la defensa, activacion de enzimas de defensa y la

produccién de fitoalexinas (Zheng et al., 2020).

Lippia graveolens Kunth

Clasificacion taxonomica
L. graveolens es una planta arbustiva originaria del norte de América, en la actualidad es
una especie de importancia econémica debido a la gran variedad de usos que se le da;
taxondmicamente pertenece a la familia Verbenaceae, y es conocida comunmente como
orégano, su clasificacion taxondmica segun el Sistema Integrado de Informacién
Taxonomica es la siguiente (ITIS, 2020):
Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae
Género: Lippia
Especie: Lippia graveolens
Descripcion botanica
L. graveolens forma arbustos pequefios de 45 cm hasta 1.80 m de alto, los tallos
presentan tonalidades rojizas y se ramifican en su parte superior, y por lo general tienden
a deshojarse en la parte inferior. Las hojas son ovales opuestas y anchas, de 2 a 5 cm de
largo, con bordes enteros o ligeramente dentados con el haz denso y piloso, envés
glandular, apice obtuso o redondeado, base redondeada a subcordada; el nidmero de
peciolos varia de 5-10 cm de largo. Las flores se presentan muy pequefias, de color
blanco de inflorescencias terminales ramificadas; y los frutos son pequefios y

encencerrados en el céliz (Villacencio-Gutiérrez et al., 2010).
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Composicion fitoquimica

Se han identificado diversas sustancias mediante andlisis quimicos en raiz y la parte
aérea, alguno de los compuestos identificados son aceites esenciales, iridoides,
flavonoides, naftoquinonas, flavonoides y compuestos fenolicos, entre otros (Garcia-
Bores et al., 2017). L. graveolens presenta pequefias glandulas donde se almacena una
esencia color amarillo limén compuesta por un estearopteno y dos fenoles denominados
carvacrol y timol, estos compuestos determinan su valor en el mercado, ademas de ser
de gran interés en la industria farmacéutica, alimenticia, asi como en la agricultura
(Huerta, 2005).

Propiedades antifangicas

Los extractos de plantas del semi desierto mexicano han sido descritos como una
alternativa para el manejo y control de microorganismos fungicos, debido a la cantidad
de fitoquimicos presentes en estos. En este sentido diversos autores han realizado
estudios con resultados destacados como los reportados por Jasso de Rodriguez et al.
(2011) quienes observaron efecto antifungico de extractos etanélicos y hexanicos de L.
graveolens sobre Rhizopus stolonifer inhibiendo el 100% del crecimiento; del mismo
modo Peschiutta et al.(2016) observaron inhibicién de Fusarium veticilloides utilizando
el aceite esencial de hojas de L. graveolens; Hernandez et al. (2008) también reportaron
actividad antifangica del aceite esencial de L. graveolens sobre Fusarium sporotrichum,

Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes, F. moniliforme y Rhizoctonia solani.

Viscum album L.

Clasificacion taxonémica

V. album también conocido como muérdago blanco o europeo, es una planta
hemiparasita que se desarrolla en una gran cantidad de hospederos, actualmente V.
album ha sido objeto de diversas investigaciones para manejo alternativo de células
cancerigenas debido a la cantidad de compuestos fitoquimicos presentes; en relacion a
su calificacion taxonoémica el Sistema Integrado de Informacion Taxondmica acepta la
siguiente (ITIS, 2020):

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
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Clase: Magnoliopsida
Orden: Santalales
Familia: Santalaceae
Género: Viscum
Especie: V. album

Descripcion botanica

V. album presenta tallos dicotdmicos que pueden alcanzar hasta 1 m, divididos en varias
ramas, cilindricos y divididos por nudos. Las hojas presentan color amarillo verdoso con
longitud de 2 a 8 cm por 0.80 a 2.5 cm de ancho; lanceoladas y de textura correosa. Las
flores son diminutas de 2 a 3 mm de didmetro, dioicas y de color amarillo verdoso. El
fruto es una baya pequefia verde en estado inmadura, una vez madura se vuelve

traslucida de color blanco o amarillo (Smith y Glendhill, 1983).

Composicion fitoquimica

La especie V. album presenta una gran cantidad de compuestos bioactivos incluyendo
alcaloides, polisacaridos, ligninas, lectinas y viscotoxinas; adema se han descrito gran
variedad de carbohidratos incluyendo azlcares simples, asi como polisacaridos;
compuestos fendlicos como flavonoides, acido caféico, acido salicilico y siriginina;
esteroles, incluyendo beta esterol, estigmasterol y triterpenos; gran cantidad de
amino&cidos, asi como amino vaso activos incluyendo tiramina, feniletilamina e
histamina; y acidos grasos como el linoleico, palmitico y acido oleico (Luczkiewicz et
al., 2001; Pizzorno y Murray, 2020):

Propiedades antimicrobianas y como inductor de resistencia

Aunque tradicionalmente la especie V. album ha sido utilizada en el sector
farmacolégico para tratamiento de enfermedades como céncer, problemas
cardiovasculares y del sistema inmune (Pizzorno y Murray, 2020). En la actualidad ha
ido en aumento su interés como producto antimicrobiano, debido a que los extractos de
V. album han demostrado ser capaces de controlar microorganismos patdgenos de
humanos, en este sentido Ertirk et al. (2004) y Hussain et al. (2011) reportaron
actividad antifungica de extractos de V. album contra Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae y Aspergillus flavus; y Ertirk (2010) observo inhibicién en el desarrollo de C.

albicans y Aspergillus niger con extracto de V. album.
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La especie V. album ha sido descrita como una especie que posee compuestos
fitoquimicos capaces de inducir resistencia de las plantas a enfermedades, entre los que
destacan poli fenoles, los cuales estan fuertemente implicados en dicho mecanismo
(Regnault-Roger, 2012). La induccion de resistencia que otorga V. album ha sido
descrita en diversas investigaciones; Chandrashekhara et al (2010) reportaron un
aumento en la produccion de enzimas de resistencia en semillas de Pennisetum glaucum
infectadas con el hongo Sclerospora graminicola al ser tratadas con extracto de V.
album; por su parte Mosch et al. (1993) reportaron un aumento en el contenido total de
fenoles y de la actividad enzimética al aplicar extracto de V. album en plantas de
Cotoneaster watereri infectadas con Erwinia amylovora. El efecto elicitor que otorga el
extracto de V. album incluso ha sido aprovechado por empresas para la formulacion de
productos a base de extracto de esta especie, para control de enfermedades tal y como se
menciona en la patente US 10342237 B2 en la cual se describe la formulacion de un
producto a base de extracto de V. album para induccion de resistencia contra virus
fitopatdgenos (GreenCorp, 2019).

Nanotecnologia y su Aplicacién en Agricultura
A pesar de que los extractos vegetales se presentan como una alternativa para el control
de plagas y enfermedades, y para contrarrestar el problema de resistencia y al medio
ambiente que provocan los compuestos quimicos, existe la necesidad de desarrollar
formulaciones capaces de mejorar su estabilidad y efectividad en diferentes aplicaciones
(De Oliveira et al. 2018). Una opcion es el uso de la nanotecnologia, la que es definida
como la manipulacion de materia en escala de 1 a 100 nm, e implica el desarrollo de
materiales o dispositivos con ese tamafio (Agrawal y Rathore, 2014). La nanotecnologia
en la agricultura puede ser aplicada de varias maneras, siendo los nanocidas los mas
estudiados; estos incluyen, fungicidas e insecticidas naturales como extractos de plantas
y aceites esenciales; aunque también se aplican tecnologias en fertilizantes,
nanoparticulas, envasado de alimentos, uso de residuos agricolas, nano sensores y

agricultura de precision (Mukhopadhyay, 2014).
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Nano y Microencapsulados (NPs) de extractos vegetales para proteccion de

cultivos

El uso de polimeros para encapsulacion de ingredientes activos surge como una técnica
novedosa para la proteccion de cultivos; en esta técnica los ingredientes activos se
disuelven, atrapan, y encapsulan o adhieren a los NPs (Roy et al. 2014); generalmente
los encapsulados consisten en un nacleo o fase interna, y una pared o matriz polimérica
que reviste dicho ndcleo (Figura 7) (Bakry et al. 2016). Dicha matriz polimérica es
esencial para determinar la estabilidad de los encapsulados. En la proteccion de cultivos,
se busca el uso de polimeros biodegradables no tdxicos con el medio ambiente, capaces
de degradarse por procesos quimicos y descomposicion microbioldgica. Dentro de los
materiales utilizados como polimeros naturales se encuentran polisacaridos como
alginato, carragenanos, agar/agarosa, goma gellan, goma guar, goma arabiga, almidon,
celulosa, pectina, quitosan, incluidos sus derivados, polipéptidos como poli-L-lisina, o
proteinas como gelatina o lipidos de suero como ceras u otros biopolimeros como la
lignina (Vemmer y Patel 2013; Roy et al. 2014; Armendariz-Barragan et al. 2016; Bakry
et al. 2016).

Nucleo o fase interna con el Matriz de biopolimeros o
pared

principio activo

Figura 7. Representacion de NPs cargados con principio activo en forma simplificada
(Bakry et al. 2016).

Biopolimeros
Los polimeros son moléculas de gran tamafio formadas por otras de menor tamafo

Ilamadas mondmeros. Por su naturaleza los polimeros pueden ser clasificados en
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sintéticos, si son obtenidos a partir de un proceso de sintesis quimica; o biopolimeros si
provienen directamente del reino animal o vegetal. En relacion a su uso en la
encapsulacion de compuestos se considera apto a un biopolimero si presenta
caracteristicas como: biocompatibilidad, biodegradabilidad, resistencia mecanica, baja
toxicidad, entre otras. Entre la gran diversidad de biopolimeros existentes, el quitosan y
alginato, destacan por sus caracteristicas, usos y potencial para la encapsulacion de

compuestos quimicos (Neira-Carrillo et al., 2013)

Quitosan

El quitosén es un compuesto formado por amino polisacéridos, después de la celulosa es
el polimero mas ampliamente distribuido en la naturaleza; inicialmente es obtenido en
forma de quitina la cual estd presente en el exoesqueleto de crustaceos, pero mediante
una reaccion de desacetilacion se elimina el 50 % de los grupos acetilo obteniendo de
esta manera el quitosan (Figura 8) (Velasquez, 2006).

CHyOH ¢o

Quitina Quitosan
Figura 8. Desacetilacion de la quitina a quitosan (Velasquez, 2006)

Debido a sus propiedades fisicoquimicas y funcionales como la biocompatibilidad,
biodegradabilidad y baja toxicidad, se le ha podio adjudicar diversas aplicaciones en
areas como medicina, cosmética, alimentacion, farmacia y agricultura (Hernandez-
Cocoletzi et al., 2009; Macea et al., 2015). En la agricultura, puede ser utilizado como
recubrimiento para la proteccion de semillas en postcosecha, aplicandose como
bactericida o fungicida para la proteccion de plantas, en sistemas liberadores de
nutrientes y plaguicidas, ademéas de ser empleado debido a su capacidad de inducir
resistencia en plantas frente a microorganismos, a través de la activacion de enzimas

como catalasa y PAL (Velasquez, 2006; Nandeeshkumar et al. 2008).
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Alginato

Es una sal copolimérica de &cido alginico que se encuentra formada por cadenas lineales
de acidos D-manuroénico y &cido L-gulurénico, unidos por enlaces a y B glucosidicos
(Figura 9) (Higuera et al., 2002); esta sal es importante, ya que posee la capacidad de
hidratarse formando hidrocoloides para obtener soluciones viscosas o geles (Neira-
Carrillo et al., 2013).
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Figura 9. Estructura quimica del alginato de sodio (Neira-Carrillo et al., 2013).

Una de las principales caracteristicas de este compuesto es su naturaleza anionica debido
a la presencia en su estructura de grupos quimicos cargados negativamente, lo cual le
otorgan la capacidad de formar geles al entrar en contacto con cationes divalente como
calcio, bario y estroncio; recientemente el alginato de sodio ha sido objeto de estudio en
diversas areas lo que ha permitido su aplicacion en sistemas para liberacion de
farmacos, remocién de metales pesados, biomineralizacion de calcio, entre otras

aplicaciones (Neira-Carrillo et al., 2013).

En la agricultura, este compuesto ha tomado relevancia, debido a su biodegradabilidad y
a que no presenta toxicidad. Ademas, diversas investigaciones han demostrado su
capacidad para promover la germinacion de semillas, elongacion de raices, aumento en
el crecimiento de plantulas, aumento en el rendimiento en produccion agricola y en
reducir el estrés abiodtico de plantas. En relacion con la IR, se ha comprobado que este
compuesto, aplicado endogenamente promueve la produccion de enzimas de defensa
(Idrees et al., 2011; Yang et al., 2020).
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Técnicas de produccion de NPs y encapsulacion de compuesto fitoquimicos

Se han utilizado numerosas técnicas para la produccion de NPs y encapsulacion de
compuestos fitoquimicos; a continuacién, se mencionan los procesos mas comunes para
encapsular, utilizando polimeros naturales los cuales permiten su aplicacion en la

agricultura.

Nanoprecipitacion

La nanoprecipitacion es una técnica sencilla, reproducible y econémica adecuada para
encapsular compuestos fitoquimicos hidréfilos e hidréfobos; en esta técnica, se
presentan dos fases miscibles, una fase orgénica y una acuosa. La fase organica contiene
la solucion de polimero en un solvente organico y el compuesto fitoquimico a
encapsular, y la fase acuosa contiene un solvente para polimeros; en esta técnica, se
produce una desolvatacion rapida del polimero cuando se afiade la fase organica a la fase
acuosa, induciendo la encapsulacién directa de los compuestos (EI Asbahani et al. 2015;
Salatin et al. 2017).

Secado por aspersion

Es una de las técnicas mas utilizadas para producir microencapsulados debido a su bajo
costo, ademas de ser flexible y continua. Mediante esta técnica se pueden obtener
particulas cuyo tamafio es de 10-40 um aproximadamente, el proceso de secado por
aspersion convierte un liquido en un polvo estable. Una mezcla liquida que contiene la
solucién de polimeros y los ingredientes activos se cargan en un secador por aspersion y
se atomizan en una camara de secado donde el aire caliente fluye continuamente, luego
el solvente que es principalmente agua se evapora y se forma un polvo con

microencapsulados (Nedovic et al.2011; Jia et al. .2016).

Pre gelificacidn ionotropica

El principio de este método es la interaccidn electrostatica entre un polimero y un poli
electrolito con carga opuesta. Para formar los encapsulados, se mezcla una solucién
polimérica cargada con los compuestos activos, y luego se agrega gota a gota bajo
agitacion constante a un poli electrolito diferente, lo que provoca la reticulacién formada

por las particulas (Armendéariz-Barragan et al.2016; Sagiri et al.2016).
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Coacervacion

Es un método estdndar para formar encapsulados; esta técnica implica la atraccion
electrostatica entre dos polimeros y la formacion de coacervados; se clasifica en
coacervacion simple, cuando se utiliza un solo polimero, o en coacervacion compleja
cuando se utilizan dos polimeros. El proceso consiste en la adicion de uno o dos poli
electrolitos en una solucion denominada fase coacervada, en la cual los coacervados se
depositan alrededor del compuesto a encapsular; la cubierta formada se puede reticular
con un reticulante quimico o enzimatico para mejorar su robustez. Este proceso se ve
afectado por el pH, la temperatura, la fuerza ionica, el peso molecular y la concentracion
(Vemmer & Patel 2013; Bakry et al. 2016; Jia et al. 2016).

Extrusion

Con este método se encapsula una soluciéon de biopolimeros con el compuesto de
interés. Los materiales de la matriz pasan a través de una boquilla a un entorno de
gelificacion a pequefia escala con una jeringa. Esta técnica puede encapsular una gran
variedad de compuestos hidrofilos o hidrofobos. El tamafio de la boquilla regula el
tamafio de las particulas en el pulverizador; los encapsulados se pueden incubar en una
solucién de reticulante para mejorar sus caracteristicas (Jia et al. 2016; Sagiri et al.
2016; Shishir et al. 2018).

Factores limitantes en el proceso de encapsulacion

Sin importar la técnica que se elija para la produccion de NPs, al momento de realizar la
encapsulacion de compuestos bioactivos existen factores que se deben de tomar en
consideracién, ya que pueden modificar la estructura y eficiencia de los NPs; algunos de

estos factores son:

e Tipo de polielectrolitro, estos son polimeros que contienen grupos idnicos unidos
por enlaces covalentes, lo cuales pueden ser naturales o sintéticos tal como el
quitosan, la celulosa, el alginato, etc. Dependiendo del tipo de NPs que se desea
formular es importante tener en cuenta las propiedades de los polielectrolitros, ya
que estas pueden variar por factores como la naturaleza del monémero, el grupo
ionico, el contraion, carga positiva 0 negativa dependiendo del grupo iénico

conjugado y el grado de disociacion (Andrews & Marquez, 2017).
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e EIl pH, es un factor importante al momento de la produccién de NPs; cuando el
pH es mayor a su punto isoeléctrico las soluciones pueden adquirir carga
negativa en contraparte, cuando es menor la carga puede ser positiva, en caso de
que la carga sea igual a su punto isoeléctrico, la carga es neutra (Andrews &
Marquez, 2017). De este modo el pH modifica la densidad de la carga lo que
puede dar lugar a moléculas contraidas o expandidas en funcion de las fuerzas
intramoleculares (Sandoval-Peraza et al., 2017).

e La temperatura puede afectar las NPs, ya que, en la mayoria de las técnicas para
produccion de encapsulados, esta determina la eficiencia y degradacion de los
compuestos bioactivos asi como la ruptura de las matrices poliméricas
(Sandoval-Peraza et al., 2017).

e La concentracion del biopolimero es otro factor a considerar; se ha observado
una relacion entre la alta concentracion del biopolimero y el aumento en la
eficiencia de la encapsulacion. Esto se debe a que mientras mayor sea la
concentracion aumentara la viscosidad ademas de reducir la porosidad de las NPs
(Jyothi et al., 2010).

Beneficios de NPs de extractos vegetales en la agricultura

Los productos naturales como los extractos vegetales han ganado interés en el manejo de
enfermedades, debido a su bajo impacto ambiental. Aun asi, diversas investigaciones
reportan la mejora de estos productos cuando son aplicados en campo mediante NPs,
estos beneficios son importantes, ya que incrementan el efecto de los compuestos sobre
los microorganismos, otorgando mayor proteccion a la planta. En cuanto a esto, dentro
de los beneficios del uso de formulaciones NPs de extractos vegetales, destaca la
proteccién de los compuestos activos evitando la degradacion de dichos compuestos por
factores ambientales (Armendariz-Barragan et al. 2016); otro beneficio presentado es la
liberacion del ingrediente activo en la planta de manera gradual y regulada, permitiendo
un nivel constante del agente activo durante un periodo prolongado y con dosis mas
pequefias (Vemmer y Patel 2013; Roy et al., 2014); el problema de lixiviacion también
es comun al aplicar extractos vegetales en campo, sin embargo, debido a las
caracteristicas fisico-quimicas de los NPs, se ve reducida (Santo-Pereira et al. 2017); un

tema fundamental en la agricultura es el efecto de los plaguicidas en organismos no
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objetivos, en este sentido los encapsulados han demostrado tener mayor eficiencia contra
organismos para los cuales han sido disefiados y menor toxicidad contra organismos
benéficos (Kah y Hofmann 2014); finalmente el uso de formulaciones con encapsulados
permite la encapsulacion de mezclas de compuestos asi como la eliminacion de olores

desagradables (Armendariz-Barragén et al. 2016).

Aplicacion de NPs para control de fitopatogenos

Actualmente diversos trabajos enfocados en la proteccidn vegetal se centran en el uso de
extractos vegetales debido a la necesidad de cambiar el paradigma de agricultura
intensiva e industrializada a una agricultura sustentable; en este contexto también se
buscan alternativas para la aplicacion de estos productos organicos, surgiendo los
extractos vegetales nano y microencapsulados por mostrar ventajas y beneficios.
Mohammadi et al. (2015) reportaron la formulacion de nano encapsulados cargados con
extracto de Zataria multiflora, el cual demostré alta actividad antifingica contra Botritys
cinerea; de la misma manera Zhaveh et al. (2015) observaron buen control en el del

hongo Aspergillus flavus con extracto nano encapsulado de Cuminum cyminum.

El uso de microencapsulados también ha sido documentado en diversas investigaciones
para control de microorganismos fitopatégenos, tal como reportaron Wang et al. (2018),
quienes utilizando microencapsulados de quitosan con extracto de clavo controlaron
Penicillium digitatum en la naranja Novel. Si bien se logra tener control de los
organismos fitopatdgenos por accion directa de las formulaciones aplicadas; los
extractos vegetales encapsulados han demostrado ser capaces de inducir resistencia
contra enfermedades en plantas; mediante la activacion de diversos mecanismos de
accion como el extracto de hojas de café encapsulado que ha sido utilizados como
inductor de resistencia en plantas, o como el extracto de ajo que ha demostrado inducir
resistencia a fitopatdgenos en diversos cultivos (Slusarenko et al. 2008; Correa et al.
2016).
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MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se dividio en 4 etapas, las cuales fueron; etapa 1, aislamiento e
identificacion morfoldgica y molecular de F. oxysporum f. sp. lycopersici y produccion
de extractos vegetales. Etapa 2, efectividad bioldgica de extractos vegetales in vitro, y
produccion y caracterizacion de NPs por el método de pre gelacion ionotrdpica. Etapa 3,
pruebas de efectividad biolégica bajo condiciones de invernadero. Y etapa 4,

cuantificacion de enzimas asociadas a mecanismos de defensa en plantas de tomate.
Etapa 1

Aislamiento e Identificacién Morfologica y Molecular de F. oxysporum f. sp.
lycopersici

Aislamiento e identificacion morfoldgica

Se realizaron muestreos en plantas de tomate Saladette variedad Rio grande con
sintomas de marchitamiento vascular, localizadas en el campo de cultivo del bajio de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. Se desinfectaron pequefios trozos de raiz
con sintomas de la enfermedad con una solucién de hipoclorito de sodio al 3 % durante
tres minutos, posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces, y se
dejaron secar sobre papel secante estéril en una camara de transferencia. Una vez secos
se colocaron en cajas de Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), y se
incubaron por tres dias a 28 °C. Transcurridos los tres dias se realizo la purificacion de
la cepa por el método de cultivo monosporico La identificacion morfologica se realizd
mediante la observacion al microscopio de las diferentes estructuras del hongo,

utilizando como referencia claves taxondmicas de Leslie & Summerell (2006).
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Identificacion molecular

Extraccion de ADN

Se utilizé tejido micelial de siete dias de crecimiento; el cual fue macerado en un
mortero de porcelana con nitrogeno liquido, posteriormente el material macerado se
coloco en un tubo Ependorff de 1 ml y se agreg6 1000 uL de buffer CTAB més 100 pL
de NaCl 5M, y se agito por vortex durante 30 s, para luego colocarse en incubacion por
90 minutos a 95 °C; transcurrido el tiempo se enfrié a temperatura ambiente y se
centrifugd a 1200 rpm por un minuto y se recuperaron 700 pL de sobrenadante los
cuales fueron transferidos a un tubo estéril; se agregd una solucion de cloro: alcohol
isoamilico (24:1) y se mezcld por inversion para posteriormente centrifugarse a 1200
rpm por 10 minutos; se tomaron 700 pL de la fase superior, y se transfirieron a un nuevo
tubo estéril al cual se le agregd isopropanol frio y se mezclo por inversién, para ser
puesto en incubacion toda la noche a -20 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion la
muestra se centrifugd a 1200 rpm por 15 minutos, y se decantd el sobrenadante
manteniendo la pastilla formada en el fondo del tubo, la cual fue lavada agregando 1000
pL de etanol al 70 % para ser sometido a una Ultima centrifugacion de 1200 rpm por 5
minutos; finalmente se dejé secar la pastilla invirtiendo los tubos en papel secante
estéril, y se resuspendié la pastilla en 100 pL de agua estéril libre de nucleasas. Se

cuantifico el ADN para corroborar su integridad y la cantidad de este.

PCR con pimers especificos para F. oxysporum f. sp. lycopersici

Para la identificacion molecular se emplearon los primers especificos FO1 (5'-
ACATACCACTTGTTGCCTCG-3") y FO2 (5'-CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3")
(Nirmaladevi et al., 2016). La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador, la
mezcla de amplificacion consistié de 3 puL del ADN de la muestra, 12.5 pL de GoTagq®
Green Master Mix (GoTag® ADN polimerasa en 2X Buffer de reaccion GoTag® pH
8.5, 400 pug dNTPs, 3 mM MgCI2, buffer de reaccion), 2 uL de los primers y 7.5 uL de
agua libre de nucleasas estéeril. La amplificacion se realizd con una desnaturalizacion
inicial a 94 ° C durante 4 min, seguida de 30 ciclos de 94 ° C durante 1 min, 58 ° C
durante 1 miny 72 ° C durante 1.5 min, con una extension final de 72 ° C durante 8 min.
Finalmente, el producto de la PCR se cargd en un gel de agarosa al 1% que contenia

bromuro de etidio, y se visualizé bajo luz UV.
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Produccion de extractos vegetales

Obtencidn de material vegetal

La colecta de L. graveolens se llevo a cabo en el Municipio de General Cepeda,
Coahuila, México, las muestras se colocaron en bolsas plésticas y se trasladaron al
Laboratorio de Micologia y Biotecnologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro; la especie V. album se colectd en el Municipio de Orizaba en el estado de
Veracruz, México. Las muestras se lavaron con agua y se secaron, posteriormente se
cortaron en piezas de un 1 c¢cm, el siguiente paso consistié en colocarlas en estufa de
secado a 60 °C hasta que presentaron peso constante. En ambas especies vegetales,
fueron utilizados tallos y hojas los cuales fueron molidos y tamizados con poro de 0.2
mm para homogeneizar las particulas, una vez listas se almacenaron en frascos oscuros a

temperatura ambiente (Castillo et al., 2010).

Preparacion de los extractos vegetales

Los extractos de plantas se prepararon siguiendo la metodologia propuesta por Shami et
al. (2013), utilizando etanol como solvente. El primero paso fue agregar 14 g de la
planta ya pulverizada en 200 mL del solvente, y colocandose en agitacion durante 72 h a
50 °C (Jasso de Rodriguez et al., 2015). Posteriormente, el extracto obtenido se filtrd
con papel filtro Wathman No. 1 para separar el polvo del extracto; el extracto se

rotoevapord a 150 rpm a 60 °C; se liofilizo, para finalmente almacenarse a -20 °C.

Identificacidn cualitativa de fitoquimicos presentes en extractos vegetales

La identificacion de fitoquimicos se realiz6 utilizando técnicas cualitativas las cuales
incluyeron la deteccion de: carbohidratos (prueba de Molish); azlcares reductores
(pruebas de Fehling y Benedict); alcaloides (pruebas de Dragendorff y Sonneschain);
flavonoides (prueba de Shinoda y prueba de NaOH); glucosidos cianogénicos (prueba de
Gringnard); saponinas (prueba de la espuma); esteroles y terpenos (prueba de Liberman-
Burchard); taninos {FeCl3, K3 [Fe(CN)6] y pruebas de gelatina; quinonas (prueba de
Borntraguer); purinas (pruebas de HCI); polisacaridos (prueba de Lugol); almidon
soluble (pruebas de KOH y H2S04); asi como carotenoides (pruebas H2SO4 y FeClI3)
(Sahgal et al. 2009; Usman et al. 2009).
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Deteccion de compuestos fitoquimicos presentes en extractos vegetales por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa

La identificacion cuantitativa se realizd en un sistema de HPLC con muestreador
automatico, una bomba ternaria, un detector PDA y un espectrometro de masas con
trampa de iones de cromatdgrafo de liquidos equipado con una fuente de iones por
electro pulverizacion. Se inyectaron 5 pl de la muestra a 200 mg/L en una columna
Denali C18, la temperatura del horno se mantuvo en 30 °C. Los eluyentes utilizados
fueron acido férmico (0.2%, disolvente A y acetronitilo (disolvente B). El gradiente
utilizado fue el siguiente: inicial, 3% B; 0-5 min, 9 % B lineal; 5-15 min, 16 % B lineal;
15-45 min, 50 % B lineal. Posteriormente la columna se lavé y se reacondiciond; el
caudal se mantuvo a 0.2 ml/min y la elucion se controlé a 245, 280, 320 y 550 nm. Se
inyecto todo el efluente (0.2 ml/min) en la fuente del espectrofotdmetro de masas, sin
dividirlo. Se utilizé nitrégeno como gas nebulizador y helio como gas amortiguador, los
parametros de la fuente de iones fueron: voltaje de pulverizacién 5,0 kV, voltaje capilar
90 V y temperatura de 350 °C. Los datos se procesaron utilizando el software MS
Workstation. (Ascacio-Valdés et al., 2016).

Deteccion de fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante (DPPH)

La deteccion de fenoles totales se realizé con ambos extractos; V. aloum y L. graveolens,
estos se resuspendieron en etanol a concentracion de 1000 mg/L; la metodologia
utilizada fue la propuesta por Zenil-Lugo et al. (2014) con ligeras modificaciones. Se
tomaron 20 pL del extracto, blanco y curva de calibracion (98, 195, 391, 781, 1563,
3125, mg/L, r’= 0.998), y se mezclaron con 120 puL de NA,COs;, 30 pL de Folin-
Ciocalteu y 400 uL de agua. La reaccion se llevé a cabo a 50 °C por 5 min y los valores
se leyeron a 700 nm; el estandar utilizado fue acido gélico.

El contenido de flavonoides totales se llevo a cabo por el método de cloruro de aluminio
descrito por Chang et al. (2002). La absorbancia se hizo a 510 nm, el estandar utilizado
fue quercitina. Se preparo una curva de calibracion utilizando la solucion de quercitina
(195, 391, 781, 1563, 3125, 6250, 12500, 25000, 50000, 100000, mg/L, r’= 0.998)

Finalmente, la actividad antioxidante se llevd a cabo por el método descrito por Martins

et al. (2013), para esto se prepard una solucion de 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH);
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se tomaron 2950 uL de esta solucion y se agregaron a 50 pL del extracto. La mezcla se
agitd vigorosamente y se incub6 por 30 min a temperatura de 37 °C, la lectura de
absorbancia se hizo a 517 nm. La solucion control consisti6é de 100 puL de agua
destilada. Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicién, siguiendo la

siguiente formula
% de inhibicion DPPH= (1-As/Ac) *100

Donde, Ac y As son la absorbancia de control y la absorbancia de la solucién,

respectivamente.
Etapa 2

Efectividad Bioldgica de Extractos de L. graveolens y V. album in vitro

Actividad antifungica de L. graveolens y V. album por el método de medio
envenenado

Se determino la actividad antifungica por el método de medio envenenado propuesto por
Jasso de Rodriguez et al. (2011); se utilizaron concentraciones de 50 mg/L, 100 mg/L,
200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L y 600 mg/L, con ocho repeticiones por
tratamiento. Primero se determind la concentracion y el volumen para cada extracto y se
afiadio a un matraz con la cantidad requerida de PDA estéril. Posteriormente se
colocaron discos de 0.4 cm de didmetro con micelio activo del hongo de siete dias de
crecimiento; finalmente se incubaron a 28 + 2 °C hasta que el testigo sin tratamiento
Ileno por completo con micelio la caja Petri. Se determiné el porcentaje de inhibicion

mediante la siguiente formula:
Porcentaje de Inhibicion= (DC-DT/DC) *100

Donde DC es el didametro del tratamiento control, y DT es el diametro de las diferentes

concentraciones.

Analisis estadistico
Se realizd un andlisis Probit para determinar la concentracion inhibitoria al 50 % de cada
extracto; posteriormente con los resultados obtenidos se realizé un analisis de varianza

con las concentraciones inhibitorias utilizando pruebas de Tukey (p<0.05).



36

Produccion y Caracterizacion de NPs por el Método de Pregelacion lonotrépica
La produccion de NPs se realizé por el método de pregelacidn ionotrdpica propuesto por
Sarmento (2006). Se agregaron 3.75 mL de una solucién de CaCl, en 59 mL de una
solucion de alginato de sodio (0.037 %, pH 4.9) utilizando una bomba peristaltica bajo
agitacion constante y vigorosa; posteriormente se agregaron 12.5 mL de una solucién de
quitosén (0.07 %, pH 4.6) a la solucion de CaCl, y alginato de sodio, manteniendo la
agitacion constate y vigorosa por 90 min. Se produjeron dos tipos de encapsulados; los
cargados a los cuales se afiadio 175 pL de cada extracto vegetal a concentracion de 117
mg/L, en la solucion de quitosan; y los no cargados, en los cuales estuvieron ausentes los

extractos vegetales.

Tamanfo y dispersion dinamica de luz
El tamafio de las particulas se determiné mediante la técnica de dispersion dindmica de
luz. Las muestras se analizaron por triplicado a 25 °C, con luz dispersa detectada en un

angulo de 90 °.

Potencial Zeta
El potencial Zeta (mV) se determiné por triplicado con las muestras a 25 °C, utilizando
el equipo ZETA-Check, Colloid Metrix).

Estabilidad quimica de polimero (pH)
El pH se determiné para evaluar la degradacion de los componentes en la formulacion,
esta se determiné utilizando un potenciémetro lon Meter450, Corning. Las muestras se

evaluaron por triplicado, a 25 °C.

Peso
Para determinar el peso total de los NPs, estos se centrifugaron al finalizar el proceso de
encapsulacion, y posteriormente se sometieron a liofilizacion, para finalmente ser

pesadas en una balanza analitica.
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Etapa 3

Pruebas de Efectividad Bioldgica Bajo Condiciones de Invernadero

Pruebas de patogenicidad en plantulas de tomate
Previo al establecimiento del experimento en invernadero, se realizaron pruebas de

patogenicidad con la cepa obtenida del aislamiento para observar su capacidad infectiva.
Se inocularon plantulas de tomate Saladette variedad Rio Grande con 10 cm de altura,
para esto se extrajeron del sustrato donde germinaron y se lavo la tierra, posteriormente
se les realizaron cortes en las raices y se colocaron en una suspension de esporas de la
cepa a concentracion de 1x10° durante 3 min, transcurrido el tiempo se sacaron y se
volvieron a sembrar en el sustrato. Se colocaron en una camara bioclimatica con
temperatura promedio de 28+2 °C, humedad relativa de 90 %, y un ciclo de luz-

oscuridad de 12 horas; durante 7 dias.

Establecimiento del experimento en invernadero

El experimento se llevd a cabo en un invernadero ubicado en el campo de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México; durante el
ciclo otofio-invierno del 2020. La temperatura y humedad promedio se registré mediante
un termémetro digital, con este se pudo determinar que la temperatura promedio durante

el ensayo fue de 18 °C

Inoculacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici

Se utilizaron plantas de tomate Saladette variedad Rio Grande, las cuales se
trasplantaron en macetas de 4 kg; el sustrato utilizado consistié de una mezcla de tierra'y
peat moss previamente esterilizado en una relacion 50/50; la cepa del hongo se cultivd
en medio de cultivo PDA, y se incubd durante siete dias a 28 C°, posteriormente se
realizd un barrido de conidios, y se ajustd la concentracion para obtener una solucion a
1x10° conidios/mL. La inoculacion de las plantas se realizé mediante un corte en la parte
apical de las raices, sumergiéndolas en la solucion de conidios durante 3 min;

transcurrido el tiempo se trasplantaron a las macetas.

Aplicacion de los tratamientos
Los tratamientos utilizados fueron T1: Testigo Inoculado, T2: Quimico (Benomil 1 g
/L), T3: NPs de Extractos Vegetales (1 g/L), T4: Mezcla de Extractos sin Encapsular
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(2000 mg/L- L. graveolens y 3000 mg/L - V. album) y T5: Testigo Absoluto. Los
tratamientos se aplicaron por aspersion, y se realizaron tres aplicaciones; la primera fue
durante el trasplante antes de colocar las plantulas en las macetas directamente en el
hoyo donde se colocaron las plantulas, asperjando tres veces; las otras dos aplicaciones
se realizaron a los 15 y 40 dias despueés de la primera aplicacion directamente en la base
del tallo.

Manejo agronomico

El manejo agrondmico se realiz6 mediante poda de tallos axilares con la finalidad de que
la planta mantuviera un solo tallo principal; en tutorado cuando las plantas alcanzaron 20
cm de altura para permitir a las plantas un crecimiento vertical y evitar su caida por el
peso del follaje y de los frutos; riego y fertilizacion cada dos dias mediante fertirrigacion
utilizando solucién nutritiva Steiner, y manejo de plagas y enfermedades mediante la
aplicacion de los productos organicos Entomax 5x2® y Best ultra F®.

Variables evaluadas

Incidencia y severidad

Se evaluo la incidencia de la enfermedad utilizando la formula:
Incidencia= (No. de plantas enfermas) / (Total de plantas) (100)

En el caso de severidad del follaje se utilizo la escala propuesta por Marlatt et al. (1996),
la cual mide en un rango del 1 al 5, donde: 1= sin sintomas; 2= clorosis ligera; 3=
clorosis moderada y marchitamiento; 4= clorosis severa y marchitamiento y 5= muerte

de la planta.

Altura de planta (cm) y longitud de raiz (cm)

La altura de planta se midi6 cada 15 dias utilizando una cinta métrica, se tomo en cuenta
desde la superficie del sustrato hasta el punto de abscision de la Gltima hoja emergida; la
longitud de raiz se midié al final del ensayo, lavando las raices con agua corriente y
midiendo con una cinta métrica desde el cuello del tallo hasta el extremo apical de las

raices.
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Diametro de tallo (mm) y clorofila en hojas (Unidades SPAD)

El didmetro se determino cada 15 dias utilizando un vernier digital (Bonachan, Caliper),
se tomo en cuenta el tallo a un centimetro de altura del sustrato; la clorofila en hojas se
midié utilizando un medidor de clorofila SPAD 502 Minolta, seleccionando tres hojas de

la parte inferior y calculando el promedio.

Peso seco de biomasa aérea (g) y peso seco de raiz (g)

El peso seco de biomasa aérea (hojas y tallo) y de raiz se midié al final del ensayo, para
esto se separ0 la parte aérea de las raices, y se cortaron en trozos mas pequefios,
enseguida se colocaron en bolsas de papel y se metieron en una estufa de secado a 50 °C

durante tres dias; posteriormente las muestras fueron pesadas en una bascula digital.

Numero de flores, frutos cuajados y peso de frutos
Se contaron los botones florales abiertos; frutos cuajados y el peso promedio de los

frutos el cual se pes6 con una bascula digital.

Diametro ecuatorial de frutos y diametro polar de frutos (mm)

El diametro ecuatorial y polar de los frutos se determind utilizando un vernier digital.

Andlisis estadistico

Se establecié un disefio completamente al azar con siete tratamientos y seis repeticiones.
Todos los datos de las variables evaluadas se sometieron a analisis de varianza y prueba
de comparacion de medias de Tukey (p<0.05), con el programa computacional

Statistical Analysis System, versién 9.0.

Etapa 4

Cuantificacion de Enzimas Asociadas a Mecanismos de Defensa en Plantas de
Tomate

Aplicacion de los tratamientos

El material vegetal utilizado consistid de plantas de tomate variedad Rio Grande de 30
dias de desarrollo, el sustrato fue una mezcla de tierra y peat moss, ambos previamente
esterilizados en una relacion 50/50. La aplicacion de los tratamientos se realizd por
aspersion foliar, hasta que las hojas quedaron mojadas a punto de rocio. Los tratamientos

utilizados fueron: T1: NPs de Extractos Vegetales, T2: NPs sin cargar, T3: Mezcla de
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Extractos sin Encapsular (2000 mg/L- L. graveolens y 3000 mg/L - V. album), T4:
Testigo Absoluto. Los muestreos se realizaron a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48 h después de la

aspersion con los diferentes tratamientos.

Extraccion de enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), peroxidasa (POD) y
superdxido dismutasa (SOD)

Se tomo6 1 g del tejido vegetal, y se maceré en mortero de porcelana con nitrégeno
liquido, posteriormente se procedid a la extraccion con una solucién amortiguadora de
tetra borato de sodio 0.1 mol/L pH 8.8 en el caso de PAL (Rodriguez-Pedroso et al.,
2006), buffer de fosfatos 0.05 M pH 6 para POD (Yedidia et al., 1999) y buffer de
fosfatos 0.05 M pH 8.8 para SOD (Romero-Tejeda et al., 2015). Finalmente, las
muestras para las tres enzimas se centrifugaron a 10000 rpm a 4 °C, y se tomo el

sobrenadante el cual fue almacenado a -20 °C.

Determinacion de la actividad PAL

La actividad PAL se determind utilizando 900 pL de L- Fenilalanina mg/L, se adicion0
100 uL del extracto enzimético y se incub6 a 40 °C por 30 min; la reaccion enzimética
se detuvo con 250 pL de HCL 5 N; posteriormente las muestras se colocaron en hielo y
se agregaron 5 mL de agua destilada estéril; los valores de absorbancia se determinaron
a 290 nm (Rodriguez-Pedroso et al., 2006).

Determinacion de la actividad POD

Para la actividad POD se utiliz6 una mezcla de reaccion con 20 pL del extracto
enziméatico, 50 pL de rojo fenol al 0.2 % y citrato de sodio 50 mM pH 4.2;
posteriormente se dio inicio a la reaccion con 10 pL de H,O; y se detuvo transcurridos 3
min con 40 pL de NaOH 2 N; la lectura de absorbancia se realizé a 610 nm (Yedidia et
al., 1999).

Determinacion de la actividad SOD

Para determinar la actividad SOD se prepard una mezcla de reaccion, la cual contenia 27
mL de buffer de fosfatos 0.05 M pH 7.8, 0.1 mM de EDTA pH 7.8, 1.5 mL de L-
metionina (30 mg/mL), 1 mL de nitro blue tetrazolium (NBT) (1.41 mg/mL) y .075 mL
de Triton X-100 al 0.1 %, posteriormente a esta mezcla de reaccion se agregaron 400 pL

del extracto enzimatico y 30 pL de riboflavina (4.4 mg / mL); la mezcla se agit6 y se
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coloco en iluminacion con una lampara fluorescente de 20 watts por 7 min, y se realiz6

la lectura a absorbancia de 560 nm (Romero-Tejeda et al., 2015).

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento, la
comparacion de medias se realizé a través de andlisis de varianza y la prueba de
comparacion de medias de Tukey (p<0.05), con el programa computacional Statistical

Analysis System, version 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Etapa 1

Aislamiento e Identificacion Morfoldgica y Molecular de F. oxysporum f. sp.
lycopersici

Identificacién morfol6gica de F. oxysporum

Las cepas de hongos obtenidas por aislamientos monosporicos fueron caracterizadas
morfolégicamente; macroscOpicamente presentaron micelio abundante, colonias de
color blanco que se tornaron a violeta después de siete dias en medio de cultivo PDA.
Las caracteristicas microscopicas observadas fueron; microconidas abundantes ovaladas
y sin septos; macroconidias con medidas promedio de 38.5 um de largo y 3.72 um de

ancho, curvadas, con la parte apical cénica en forma de gancho, con tres septos; y
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clamidiosporas intercaladas en las hifas con pared celular rugosa (Figura 10). Dichas

descripciones corresponden a la especie F. oxysporum (Leslie y Summerell, 2006).

Figura 10. Desarrollo micelial (a), macroconidas (b), microconidas y clamidioesporas
(c) de F. oxysporum f. sp. lycopersici a los 7 dias de crecimiento.

Identificacion molecular de F. oxysporum f. sp. lycopersici
La PCR obtenida con los primers especificos FO1/FO2 confirmo la especie F.
oxysporum f. sp. lycopersici obteniendo productos amplificados del ADN de 340 pb

(Nirmaladevi et al., 2016).

Figura 11. Deteccién de F. oxysporum f. sp. lycopersici con primers especificos FO1 y
FO2 por PCR.
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Identificacién cualitativa de fitoquimicos presentes en extractos vegetales

De los extractos vegetales etanolicos, correspondientes a las especies L. graveolens y V.
album; se logro identificar varios compuestos fitoquimicos pertenecientes a los
polifenoles (Cuadro 1). En el caso de L. graveolens se detectaron la presencia de
flavonoides especificamente flavonas y flavononas, en este sentido se menciona que L.
graveolens posee la capacidad de producir flavonas y flavononas, siendo compuestos
con alta actividad antifingica y antioxidante (Guereca et al., 2007); otros compuestos
fitoquimicos de interés por su alta actividad antiflngica identificados son las saponinas
(Apaza et al., 2016). Estos compuestos han sido reportados en plantas de la familia
Verbenaceae especificamente del género Lippia (Farias et al., 2010). También se
identificé la presencia de taninos, dichos compuestos igualmente otorgan actividad
antimicrobiana al extracto de L. graveolens (Clarenc et al., 2020). De las propiedades
mas interesantes de los taninos se encuentra su capacidad de combinarse con diversas
sustancias para formar complejos con proteinas, polisacaridos, &cidos nucleicos
esteroides, alcaloides y saponinas (Hernandez-Castillo et al., 2011). Otros compuestos
identificados fueron las quinonas también reportadas por Maroyi (2019) quien identifico

dichos compuestos en extractos de plantas del género Lippia.

En la especie V. album se lograron identificar compuestos como los alcaloides,
flavonoides especificamente flavonas, azlcares reductores, saponinas triterpenoides,
taninos derivados de &cido galico y fendlicos, asi como purinas (Cuadro 1). La especie
V. album contiene alcaloides, los cuales tienen la capacidad de degradar células
cancerigenas (Amer et al., 2012); los flavonoides se han identificado de la parte aérea de
la planta, dichos compuestos poseen actividad antioxidante, antiinflamatoria, antibiotica,
entre otras (Jia-Kun et al., 2019); las saponinas y taninos también se mencionan como
parte de los compuestos fitoquimicos que se producen dentro del metabolismo de V.
album (Ibegbulem y Chikezie, 2013). Una de las caracteristicas que se ha explorado muy
poco en esta especie vegetal es la capacidad de inducir resistencia en plantas hacia
microorganismos fitopatdogenos. Diversos estudios han demostrado que algunos
compuestos polifendlicos presentan un rol importante en la produccion de enzimas
implicadas en el mecanismo de defensa de la planta como la peroxidasa y fenilalanina

amonio liasa (Chandrashekhara et al., 2010; Regnault-Roger, 2012).
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Cuadro 2. Compuestos fitoquimicos identificados en extractos etanolicos de L. graveolens y V. album
por métodos cualitativos.

Extracto A C F GC Az S T Q Cu P Ca
Fi. Fo R Ry SiS% T T, T3 Q1 Q Qs

L.graveolens - + - + + - - + -+ o+ o+ o+ o+ + - - + -

V. album + - -+ - - - + + -+ -+ - - - - + -

+=Fitoquimico presente; -=Fitoquimico no presente; A=Alcaloides; C= Carbohidratos; F= Flavonoides; GC= Gluco6sidos
cianégenicos; AZ= Azlcares reductores; S=Saponinas; T= Taninos; Q=Quinonas; Cu=Cumarinas; P=Purinas;
Ca=Carotenoides; F1=Antocianinas; F2=Flavonas; F3= Flavononas; F4= Chalconas; S1= Triterpenoides; S2= Esteroidal;
T1= Derivados de acido galico; T2= Derivados de catecoles; T3= Fenoles; Q1= Antroquinonas; Q2= Benzoquinonas; Q3=
Antronas

Deteccion de compuestos fitoquimicos presentes en extractos vegetales por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa

El andlisis por cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa permitio la
deteccidn de varios compuestos en ambos extractos etandlicos. L. graveolens presentd
compuestos de familias como los &cidos hidroxicinamicos, estilbenos, flavonoides,
catequinas y polifenoles; tales como acido caféico 4-O-glucésido, resveratrol 3-O-
glucésido, resveratrol 5-O-glucosido, kaempferol 3-O-glucosil-ramnosil-glucésido,
sinensetina, (+) - Catequina 3-O-glucosa, arbutina, pinocembrin. Por otro lado, en el
extracto de V. album se detectaron compuestos de las familias como &cidos
hidroxicindmicos, catequinas, flavonoides y &cidos metoxicindmicos, dentro de los
presentes compuestos se encuentran el acido caféico 4-O-glucosido, (+) - catequina 3-O-
glucosa, luteolina 7-O- (2-apiosil-6-malonil) -glucésido, acido 5-feruloilquinico y &cido

p-cumaroil tartarico (Cuadro 3).

Las plantas son capaces de producir gran cantidad de compuestos fitoquimicos como
parte de su metabolismo, estos se producen a partir de vias metabdlicas que se activan
como respuesta a factores bidticos y abioticos. El acido caféico y el resveratrol son
polifenoles producidos en la pared celular de varios vegetales, ambos tienen actividad
antioxidante, antiviral, antifingica y antitumoral, y también estan implicados en la
defensa contra plagas y enfermedades debido a que reportan efecto inhibidor en el
crecimiento de insectos, hongos, y bacterias (Espindola et al., 2019; Risuleo y La Mesa,
2019; Vestergaard y Ingmer, 2019); en este sentido, Trejo-Marquez et al. (2015)
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reportaron la presencia de ambos compuestos en extracto etandlico de L. graveolens,
ademaés se ha reportado la presencia de acido caféico en extracto de Lippia citriodora
(Quirantes-Piné et al., 2009;); por otro lado estudios cromatograficos por HPLC han
detectado la presencia de &cido caféico en extractos metandlicos de V. album (Khatun et
al., 2016). La actividad antioxidante que permite la interacciébn de compuestos
fitoquimicos con radicales libres, es uno de los atributos mas significativos de los
flavonoides porque se relaciona con la actividad antifingica por la interaccion de estos
con especies de oxigeno reactivas de hongos (Warris y Ballou, 2019), el kaempferol y
las sinensetinas son flavonoides reportados con actividad antifungica posiblemente
debido a su actividad antioxidante, ademas de lo mencionado anteriormente las
catequinas también son compuestos con actividad antifungica (Sitheeque et al., 2009;
Rocha et al., 2019; Husain et al., 2020); el kaempferol y las catequinas se han
identificado a través de estudios como compuestos comunes presentes en extractos de
plantas producidos con varios disolventes de especies de la familia Verbenaceae que
incluye el género Lippia (Glereca et al., 2007; Funari et al., 2012; de Oliveira et al.,
2013; Cid-Pérez et al., 2016), mientras que en extractos etanodlicos de V. album se han
podido detectar catequinas (Kang et al., 2016; Trifunschi et al., 2017). Dentro de los
metabolitos secundarios de las plantas, los polifenoles juegan un papel importante en la
actividad antimicrobiana y antioxidante presente en los extractos vegetales, esta
capacidad de inhibir el crecimiento de los microorganismos ha sido documentada en
varios estudios, permitiendo obtener compuestos naturales como alternativas para el
control de enfermedades en plantas como la arbutina, pinocembrina, luteolina y acido
fertlico (Lopez-Lazaro, 2009; Rasul et al., 2013; Jurica et al., 2017; Kim y Park, 2019);
los compuestos antes mencionados han sido reportados por diversos autores como
compuestos presentes en extractos vegetales, en este sentido Arias et al. (2020)
detectaron pinocembrina en aceite esencial de Lippia origanoides y L. graveolens,
mientras que en extractos acuosos de V. album se ha detectado la presencia de luteolina
y &cido feruloilquinico (Trifunschi et al., 2017; Stefanucci et al., 2020).

Cuadro 3. Compuestos fitoquimicos detectados en el extracto de L. Graveolens y V.
album por cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa.

Extracto Compuesto Tiempo de retencion ~ Masa Familia
(Min)
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L. Acido caféicod-O- 4,094 340.9 Acidos

graveolens glucésido hidroxicindmicos
Resveratrol 3-O-glucosido 13.881 391  Estilbenos
Resveratrol 5-O-glucosido 18.291 389  Estilbenos
Kaempferol 3-O-glucosil- 25.897 755  Flavonoles
ramonosil- glucoésido
Sinensetina 26.243 371.1 Metoxiflavones
(+)-Catequina 3-O-Glucosa 26.699 451.3 Catequinas
Arbutina 41.333 270.9 Otros polifenoles
Pinocembrina 50.559 254.9 Flavonones

V. album Acido  caféico  4-O- 4,152 341  Acidos
glucédsido hidroxicindmicos
(+)-Catequina 3-O-glucosa 26.628 451.3 Catequinas
Luteolina 7-O-glucdsido 3.823 665  Flavones
5- 4cido ferdlico 55.776 367.2 Acidos

metoxicindmicos

p-Coumaroil acido tartarico 58.2 295.2  Acidos

hidroxicinamicos

Deteccion de fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante (DPPH)

El extracto de L. graveolens present6 la mayor cantidad de fenoles totales con 254 mg/g
y de 1210 mg/g de flavonoides totales, mientras que el extracto de V. album se encontrd
53 mg/g de fenoles totales y 283 mg/g de flavonoides totales, observandose diferencias
estadisticas para este factor; en tanto que para la actividad antioxidante, no se
observaron diferencias significativas, se obtuvo mayor actividad con el extracto de L.

graveolens con 96 % en relacion al extracto de V. album que presento 94 % (Cuadro 4).

La cantidad de fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante obtenida en
esta investigacion es mayor a la reportada en la literatura. En cuanto a la cantidad de
fenoles totales en los extractos de L. graveolens se menciona que solo alcanza 4.54
mg/g, y una actividad antioxidante de 8.79 %; y en flavonoides totales una cantidad
méaxima de 200 mg/g (Martinez-Rocha et al., 2008; Cortés-Chitala et al. 2021). También
se presentan cantidades menores de fenoles totales y flavonoides totales en el extracto de
V. album con 10.43 mg/g y 0.428 mg/g, respectivamente (Pietrzak et al., 2017); y una
actividad antioxidante de 95.36 % (OnayUcar et al., 2006). Los compuestos fendlicos,
tanto los fenoles como los flavonoides son sintetizados por todos los organismos
vegetales y muestran alta actividad biol6gica al ser aplicados en diferentes organismos;

en relacion a las plantas se menciona la capacidad que tienen estos en activar la
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resistencia hacia enfermedades, aumentando la produccion de compuestos que actlian en
los mecanismos de defensa contra el ataque de microorganismos fitopatégenos, debido a
su actividad antioxidante, quelante de metal y anti radical (Regnault-Roger, 2012; Zenil-
Lugo et al., 2014; Franco-Bariuelos et al., 2017).

Cuadro 4. Fenoles y flavonoides totales, y actividad antioxidante (DPPH) de
extractos etanolicos de L. graveolens y V. album

Extracto Fenoles totales * Flavonoides totales DPPH
(mg/g) (mg/g) (%)

V. album 53+17b 283+85b 94+0.24a

L. graveolens  254+3a 1210+349a 96+0.39%

Datos son promedio de tres repeticiones, * = Valores con la misma letra son estadisticamente
iguales (P <0.05).

Etapa 2

Efectividad Bioldgica de Extractos de L. graveolens y V. album in vitro

Actividad antifungica de L. graveolens y V. album por el método de medio
envenenado

Los resultados obtenidos de la actividad antifungica de los extractos de L. graveolens y
V. album por el método de medio envenenado muestran que la inhibicion del
crecimiento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici comenzo a partir de 50 mg/L con
30.59 % y 17.65 % para L. graveolens y V. album, respectivamente (Figura 12);
posteriormente se observé un aumento significativo en la inhibicién del crecimiento con
ambos extractos alcanzando 79.71 % a 100 mg/L para finalmente obtener el 100 % de
inhibicién a la concentracion de 200 mg/L tanto con el extracto de L. graveolens como

el de V. album.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion de extractos etanolicos de L. graveolens y V. album
sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici por el método de medio envenenado.

El efecto antifingico de L. graveolens ha sido reportado por Jasso de Rodriguez et al.
(2011) con otras especies de hongos obteniendo efecto inhibitorio del 100 % sobre el
crecimiento micelial y la esporulacion de Colletotrichum gloesporoides y Rhizopus
stolonifer a una concentracién de 500 mg/L, también se ha observado este mismo efecto
sobre R. solani a concentracion de 3000 mg/L con 60 % de inhibicion (Hernandez-
Castillo et al., 2011). En el caso del extracto etandlico de V. album se reporta que
presenta actividad antifingica contra C. albicans, Saccharomyces cerevisiae Yy
Aspergillus flavus y Aspergillus niger (Ertirk et al., 2004; Ertiirk 2010; Hussain et al.,
2011).

La actividad antimicrobiana de los extractos de L. graveolens y V. album puede ser
atribuida a la presencia de compuestos poli fendlicos (Jasso de Rodriguez et al., 2011);
como los taninos, los cuales pueden inhibir el transporte de electrones a través de la

membrana y afectar iones importantes para la vida microbiana como el hierro y el cobre
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(Mendez et al., 2012); los estilbenos como el resveratrol que acttan sobre la hidrolisis
ATP, inhiben la fosforilacion oxidativa, inducen la fragmentacién del ADN, y suprimen
la expresion de la proteina ftsZ, que es una proteina clave en la division celular
(Vestergaard y Ingmer, 2019); los flavonoides que son compuestos reconocidos por su
actividad antioxidante y que pueden actuar inhibiendo la formacién de hifas debido a
que afectan especies reactivas de oxigeno de las mitocondrias del patdgeno (Candiracci
et al. 2012; Warris y Ballou 2019). Ademas, flavonoides como el kaempferol forman un
complejo con la pared celular e inhiben el crecimiento de hongos (Tatsimo et al., 2012),
mientras que la luteolina estd involucrada con la bomba de eflujo, la cual es un
transporte en células fungicas involucradas en la resistencia contra sustancias toxicas, ya
que desintoxica el cuerpo fungico, por lo tanto, una inhibicién de esta bomba induce la
muerte celular en los hongos (Aboody et al., 2020). La respiracion es un proceso
importante en el metabolismo de varios microbios a través del cual obtienen energia para
la germinacion y el crecimiento, siendo las mitocondrias el organulo fundamental en la
respiracion celular para la produccion de energia, en este sentido la pinocembrina tiene
un efecto sobre la respiracion de las mitocondrias provocando la disminucién de la
produccion de ATP, lo que induce una peroxidacion lipidica la cual provoca cambios en
la membrana y su disrupcion (Peng et al., 2012). El &cido caféico y el éacido
feruloilquinico son &cidos hidroxicinamicos presentes en la pared celular de los
vegetales de los cuales estudios han demostrado su capacidad para inhibir la expresion
de genes involucrados en la produccién de ergosterol, que es una proteina fundamental
en la vida de los hongos, ya que participa en la reorganizacién del citoesqueleto,
crecimiento, transduccién de sefiales, y en el proceso infeccioso (Cantelli et al., 2012).
Finalmente, las catequinas y saponinas son compuestos con actividad antifingica debido
a su capacidad de dafiar la membrana celular, provocando lisis de las hifas y formando
complejo con esteroles, permitiendo una mayor permeabilidad de la membrana fungica,
provocando la salida del contenido celular (Hirasawa y Takada, 2004; Lanzotti et al.,
2012).
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Concentracion inhibitoria al 50 % (Clsy) de los extractos de L. graveolens y V.
album

Se observaron diferencias estadisticas entre las Clsy de los extractos (Cuadro 5), siendo
el extracto de L. graveolens el que presento la mejor Clsp con 64.68 mg/L, seguido del
extracto de V. album con 71.61 mg/L. La Clsp indica cuanto se necesita de un compuesto
quimico para lograr inhibir un proceso bioldgico a la mitad, permitiendo obtener una
medida de la potencia de una sustancia usada en investigacion, esta medida es esencial
porque una Clsg baja indica que es un extracto con potencial para el control de
microorganismos fitopatdgenos (Aykul y Martinez-Hackert, 2016). En estudios con
otras especies de hongos han reportado Clsp superiores a la obtenida en este trabajo con
el extracto de L. graveolens alcanzando concentracién de 1930 mg/L sobre R. solani
(Hernandez-Castillo et al., 2011); en el caso de V. album no existen reportes para control
de microorganismos que causan enfermedades en plantas, ya que este extracto se ha
utilizado principalmente en el tratamiento de enfermedades de humanos, y se ha

observado Clsg bajas para destruir células cancerigenas (Zhao et al., 2012).

Las Clsp obtenidas en este trabajo sobre F. oxysporum f.sp. lycopersici con ambos
extractos de plantas puede considerarse bajo, debido a la presencia de compuestos
fitogquimicos de familias de los taninos, estilbenos, flavonoides, acidos hidroxicinamicos,
catequinas, é&cidos metoxicinamicos, saponinas Yy alcaloides; estos compuestos
polifendlicos presentes inhiben el desarrollo de microorganismos fitopatdgenos,
actuando sus grupos hidroxilo fendlicos sobre los extremos hidréfilos de la bicapa
lipidica para aglomerar los lipidos de la membrana y provocar su ruptura, permitiendo la
fuga de material citoplasmatico (Yang y Zhang, 2019).

Cuadro 5. Concentracion inhibitoria al 50 %y al 90 % (Clsoy Clgo) de extractos etanolicos de L.
graveolens y V. album sobre F. oxysporum f.sp. lycopersici

Extracto Clgp* Clgg
L. graveolens 64.68 £ 0.08a 117.17+0.08c
V. album 71.61 £ 0.39b 116.19+0.39d

Datos son promedio de tres repeticiones, * = Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (P <0.05), ME=Medio
envenenado.
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Produccion y Caracterizacion de NPs por el Método de PreGelacion lonotropica

Tamano y dispersion dinamica de luz

El tamafio de los NPs difirio cuando se cargaron con extractos vegetales en comparacion
a las no cargadas. El tamafio obtenido con los NPs con extractos vegetales fue de 195
nm y concentracion de 4.85x10%" particulas/mL, y del50 nm y concentracién de
6.65x10%" particulas/mL para los NPs sin extractos vegetales (Figura 13). La variacion
en el tamafio sugiere que la adicion de los compuestos fitoquimicos aumento el tamarfio
de los NPs en comparacion a los NPs sin cargar. La concentracion de quitosan, asi como
de alginato es un factor que puede determinar el tamafio de los NPs; esto puede ser
debido a la interaccion entre los biopolimeros y los compuestos fitoquimicos presentes
en los extractos vegetales (Pisoschi et al., 2018). En este sentido diversos autores
describen tamaros diferentes en NPs con extractos vegetales, debido al uso de distintas
concentraciones de biopolimeros; Mohammadi et al. (2015) produjeron NPs de extracto
de Z. multiflora con tamafio de particula de 125 — 175 nm; por su parte Donsi et al.
(2011) mencionan que NPs de terpenos y D-limonene presentaron tamafio promedio de
75— 175 nm, y no alcanzaron tamafios grandes como los reportados por Santo-Pereira et
al. (2017) quienes obtuvieron particulas elaboradas a base de alginato y quitosan con

tamanio de 450 nm.

Potencial Zeta

La caracterizacion de los NPs demostrd que en promedio el potencial Zeta fue de -26
mV para los NPs con extractos vegetales y de -28 mV para los NPs sin extractos
vegetales (Cuadro 6). El Potencial Zeta es importante, ya que se considera una potencia
electroestatica que se presenta entre las capas que se encuentran situadas en torno a una
particula, siendo el factor que evita la aglomeracion de estas. Se consideran que los NPs
son estables cuando presentan potencial Zeta de +30 mV y -30mV; el potencial Zeta
negativo de los NPs puede ser debido a los grupos carboxilos del alginato los cuales se
ionizan a pH de 4.9 (Sotelo-Boyas et al., 2015; Santo-Pereira et al., 2017). El potencial
Zeta obtenido de los NPs cargadas con extractos vegetales es adecuado, debido a que se
pretende que los NPs disefiadas para la aplicacién en la agricultura, se dispersen
buscando mayor movilidad al momento de trasladarse por el xilema o floema de la

planta.
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Figura 13. Andlisis de tamafio promedio de particula utilizando la técnica de dispersion
de luz dindmica (DLS) de NPs cargados con extractos vegetales (a) y NPs sin extractos
vegetales (b). Las muestras se analizaron por triplicado.

Estabilidad quimica de polimeros (pH) y peso

En relacién a la estabilidad quimica de los polimeros evaluados en el presente trabajo, se
observo que el pH final de los NPs con extractos vegetales fue de 6.6 y de 7.0 en los NPs
sin extractos vegetales. El peso final presentado fue de 0.13 g y 0.09 g para NPs con
extractos vegetales y NPs sin extractos vegetales, respectivamente (Cuadro 6).

El pH tiene alta relacion con la capacidad de encapsulacién y el tamafio final de las
particulas, en este sentido se ha comprobado que el pH cercano a 4 disminuye la
capacidad de encapsular compuestos; por el contrario, pH cercano a 7 0 superiores
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permite mayor estabilidad a los encapsulados, y mayor capacidad de encapsulacion de
compuestos al presentar una mejor interaccion con los polimeros (Sandoval-Peraza et
al., 2017). Santo-Pereira et al. (2017) reportaron nano encapsulados a base de quitosan y
alginato con valor de pH de 4.5.

Cuadro 6. Valores obtenidos de las diferentes variables evaluadas en las NPs con
extractos vegetales y sin extracto vegetal.

Tamafio  Concentracion Potencial Z  pH Peso
(nm) (Particulas/mL) (mV) (9)
NPs con extractos 195+1 4.85x10" -26+2 6.6+0.20 0.13+0.02
vegetales
NPs sin extractos 15016 6.65x10% - 2845 7.0£0.46 0.09+0.07
vegetales
Etapa 3

Pruebas de Efectividad Bioldgica Bajo Condiciones de Invernadero

Incidencia y severidad

Bajo las condiciones experimentales en la que se desarrollé la presente investigacion, no
se presentaron sintomas de marchitez por F. oxysporum f.sp. lycopersici por lo que no
fue posible determinar la incidencia y severidad de la enfermedad. Consideramos que la
enfermedad fue inhibida por las condiciones de temperatura las cuales no fueron
favorables para su desarrollo; la temperatura promedio registrada en el sitio
experimental se registro en los 20 °C con limites inferiores de 18 °C, siendo que la
temperatura considerada como 6ptima para la expresion de sintomas y signos del
marchitamiento vascular causado por F. oxysporum f. sp. lycopersici es de 26 — 28 °C
(Hibar et al., 2006). Consideramos que no fue causa inherente al fitopatégeno, dado que
previo al establecimiento del experimento bajo condiciones de invernadero, se evalud la
patogenicidad de la cepa de F. oxysporum f. sp. lycopersici bajo condiciones de
laboratorio, observando marchitez inicial en las plantas a los siete dias después de la

inoculacion, y la muerte total de estas a los 12 dias después de la inoculacion.

Altura de planta y longitud de raiz
Los tratamientos formulados con NPs de Extractos Vegetales y la Mezcla de Extractos

sin Encapsular mostraron mayor altura con 51.00 y 50.00 cm, respectivamente, siendo
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diferentes estadisticamente a la altura obtenida en los tratamientos correspondientes al

Quimico y al Testigo Inoculado (Figura 14).
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Figura 14. Altura de plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici y
tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

Los formulados de NPs de Extractos Vegetales otorgaron mayor longitud de raiz a las
plantas, seguidas de las plantas correspondientes al Testigo Absoluto y a las tratadas con
la Mezcla de Extractos sin Encapsular, con 38.92 cm, 36.75 y 36.50 cm,
respectivamente; estadisticamente no se observaron diferencias entre estos tratamientos
y el Testigo Inoculado, sin embargo, si se presentaron diferencias estadisticas entre los

NPs de Extractos y el tratamiento Quimico (Figura 15).

En la mayoria de los vegetales el estado de plantula se considera como la etapa mas
sensible a factores externos, ya que las membranas celulares mantienen mayor
permeabilidad lo cual permite mayor absorcién de nutrientes y otros compuestos (Yang
et al., 2020). En el presente trabajo los NPs se formularon a base de alginato, quitosan,
CaCl, y los extractos vegetales, en este sentido diferentes autores reportan efecto

positivo de estos compuestos en el desarrollo de las plantas.
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Figura 15. Longitud de raiz de plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

La induccién en el aumento de altura y raiz de plantulas de tomate se ha sefialado con
nano encapsulados de quitosan (Saharan et al., 2015), dicho efecto puede ser adjudicado
a que el quitosan favorece la produccion el acido indolacético, promueve la division
celular y activa los genes AX11 relacionados con la sefializacion de las auxinas; ademas
de aumentar la disponibilidad y absorcion de agua y nutrientes ajustando la presién
osmotica celular, ademéas los grupos funcionales amino e hidroxilo presentes en la
molécula del quitosan forman complejos con iones de cobre, hierro y zinc actuando
como agentes quelantes (Saharan y Pal, 2016; Katiyar et al., 2014). Por su parte el
alginato induce la divisién celular de la zona del meristemo y la elongacion de células en
la zona de elongacion de la raiz, aplicaciones exdgenas de alginato en plantas de trigo
otorgaron mayor altura, asi como longitud de raiz (Yang et al., 2020). La altura de
planta, también aumenta al ser tratadas con aplicaciones exdgenas de CaCl,, ya que
induce el aumento de la cantidad enddgena de hormonas de crecimiento como el acido
indolacético y el acido giberélico (Santo- Pereira et al., 2017). El extracto de L.
graveolens presenta flavonoides los cuales modulan la actividad de auxinas induciendo a
la planta a tener mayor desarrollo (Mierziak et al., 2014), en tanto que el extracto de V.
album presenta compuestos fenolicos (Luczkiewicz et al., 2001) los cuales estimulan el
desarrollo de la raiz (Larqué-Saavedra y Martin-Mex, 2007). Dado lo anterior se puede

deducir que el incremento observado tanto en la altura como en longitud de raices de las
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plantas de tomate puede ser debido a los compuestos de la formulacion de NPs con
extractos vegetales.

Diametro de tallo y clorofila en hojas

El mayor didmetro de plantas se obtuvo con el tratamiento de Mezcla de Extractos sin
Encapsular, sequido del tratamiento a base de NPs de Extractos Vegetales con 13.08 y
12.16 mm, respectivamente; no se observo diferencia estadistica entre ellos, sin
embargo, si se presentd diferencia significativa con los tratamientos de la Mezcla de
Extractos sin Encapsular y el Testigo Absoluto, Testigo Inoculado y el Quimico con
11.67, 10.76 y 10.56 mm (Figura 16); por lo que consideramos que puede existir un

efecto bioldgico de los extractos en el desarrollo de las plantas.

14.00 a
12.00 > be
T ¢ c
é 10.00
°
©  8.00
S
o 6.00
]
g 4.00
8
o 2.00
0.00
Testigo Inoculado Quimico NPs de Extractos Mezcla de Testigo Absoluto
Vegetales Extractos sin
Encapsular

Figura 16. Diametro de tallo de plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

Las plantas con la mayor cantidad de clorofila se obtuvieron con el tratamiento de
Mezcla de Extractos sin Encapsular con un valor de 75.71 Unidades SPAD, siendo
estadisticamente igual a la cantidad de clorofila presente en las plantas tratadas con NPs
de Extractos Vegetales, el Testigo Absoluto y el Quimico con 71.89, 61.53, 56.38
Unidades SPAD; sin embargo, si se observd diferencia significativa entre la Mezcla de
Extractos sin Encapsular y el Testigo Inoculado el cual tuvo valor de 54.21 Unidades
SPAD (Figura 17), este aumento en la clorofila por parte de los tratamientos aplicados

sugiere un efecto positivo en las plantas por parte de estos.
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Figura 17. Clorofila en hojas de plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

La presencia de compuestos como azUcares reductores en los extractos vegetales
utilizados en el presente trabajo, podrian otorgarles un ahorro energético a las plantas al
ser aplicados exdgenamente incorporandolos directamente a la savia sin tener que
sintetizarlos, lo que se veria reflejado en un mayor desarrollo ademas de la presencia de
flavonoides; compuestos que estan reportados como inductores del crecimiento en
plantas (Luczkiewicz et al., 2001; Mierziak et al., 2014). En este sentido, el mayor
diametro de tallo y contenido de clorofila otorgado por la mezcla de extractos vegetales
sin encapsular puede ser atribuido a la presencia de los compuestos antes mencionados,
existiendo un efecto directo entre la mayor cantidad de clorofila y el aumento en el

crecimiento y desarrollo de la planta (Mkindi et al., 2020).

Estos efectos han sido reportados por Khan et al. (2020) en aplicaciones exdgenas de
extracto de moringa en plantas de trigo y por Draz et al. (2019) en aplicaciones de
extracto de Lantana camara en plantas de trigo, donde se obtuvo mayor produccién de
clorofila en hojas. Por parte las plantas tratadas con NPs cargados con extractos
vegetales también presentaron buen desarrollo en el diametro del tallo y cantidad de
clorofila en hojas en relacion a los demas tratamientos, en este sentido la mejora en
comparacion al Testigo Inoculado y el Quimico se puede atribuir de nueva cuenta a los
compuestos con lo que se formularon los NPs; la literatura menciona que el quitosan y
sus derivados presentan alta cantidad de nitrégeno por lo que al ser aplicado en plantas,

estas aumentan su consumo induciendo mayor cantidad de clorofila en hojas (Saharan y
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Pal, 2016); en este mismo sentido Yang et al. (2020) obtuvieron un aumento de clorofila
y carotenoides en hojas de trigo al ser tratadas con formulaciones de alginato de sodio;
finalmente Santo-Pereira et al. (2017) observaron aumento en la cantidad de clorofila B
en plantas de frijol al ser tratadas con nano encapsulados a base de CaCl,, alginato y
quitosan, debido al aumento de los procesos bioquimicos presentes en el metabolismo de

las plantas.

Peso seco de biomasa aérea y peso seco de raiz

Se presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos, el mayor peso de biomasa
aérea lo presentd la Mezcla de Extractos sin Encapsular con 44.40 g y el Testigo
Absoluto con 43.37 g, ambos fueron estadisticamente iguales; estos tratamientos fueron
similares en peso a los tratamientos NPs de Extractos Vegetales y al Testigo Inoculado
que presentaron pesos de 38.88 y 37.36 g, respectivamente; y estadisticamente

superiores al testigo quimico el cual presento peso de 31.93 g (Figura 18).
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Figura 18. Peso seco de biomasa aérea de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum
f. sp. lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

Por otra parte, para el peso seco de la raiz en los tratamientos estudiados, se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos; siendo el formulado de NPs de Extractos

Vegetales el que presento mayor peso con 92.97 g y le siguieron con menor peso los
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tratamientos de la Mezcla de Extractos sin Encapsular, el Testigo Absoluto, el Testigo
Inoculado y al final el Testigo Quimico con 77. 27, 48.92, 46. 22 y 28.97 g,

respectivamente (Figura 19).
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Figura 19. Peso seco de raiz de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

Una mayor cantidad de biomasa refleja mayor actividad fotosintética, para sintetizar
mayor cantidad de carbohidratos transportados hacia las raices de la planta, lo que
permite una mejora en el desarrollo (Hadacek et al., 2002). Compuestos identificados
dentro del analisis fitoquimico de ambos extractos fueron los azlcares reductores los
cuales han demostrado su capacidad de inducir la activacion de varias proteinas como
las ciclinas hormonas como las auxinas, ademas de inducir expresién de genes que
permiten mayor crecimiento e incremento de biomasa (Fu et al. 2012; Lastdrager et al.
2014); los compuestos fenolicos presentes en los extractos vegetales también han sido
relacionados con una mayor produccion de biomasa debido a que modulan la actividad
de hormonas como las auxinas que inducen mayor desarrollo (Mierziak et al., 2014; Koo
et al., 2020). En este sentido Mkindi et al. (2020) reportaron mayor desarrollo en plantas

de frijol al ser tratadas con extractos de Tephrosia vogelii y Tithonia diversifolia.

El desarrollo de las raices es critico para la planta, ya que son responsables de la

absorcion de nutrientes y agua, en este sentido nuestros resultados sugieren que el mayor
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peso seco de raiz presentado por el formulado de NPs cargados con extractos vegetales
de nueva cuenta se puede atribuir a los compuestos como el quitoséan, alginato, CaCl, y
los extractos presentes en la formulacion de los NPs, los cuales en su conjunto pudieron
haber potencializado su accion y mejorar el desarrollo radicular, debido a que los NPs
aumentaron la actividad de células del meristemo de la raiz; por la activacion de
Proteinas Kinasas dependientes del calcio las cuales inducen mayor desarrollo radicular
por el CaCl, contenido en los NPs; asi como el efecto de los oligosacéaridos del quitosan
los cuales actlian sobre las plantas de manera similar a fitohormonas en la regulacion de
la morfogénesis, el crecimiento aéreo y en el desarrollo radicular (Saharan y Pal, 2016;
Ribaudo et al., 2017; Yang et al., 2020). El efecto positivo en el desarrollo radicular
observado en este ensayo coincide con lo reportado por Santo- Pereira et al. (2017)
quienes observaron un aumento en la radicula de plantas de frijol al ser tratadas con
nano encapsulados a base de quitosan, alginato y CaCl, cargados con &cido giberélico;
en este mismo sentido se ha reportado aumento en la formacion de la raiz principal y
laterales en plantas de frijol al ser tratadas con nano encapsulados de acido glutamico y
quitosan (Pereira et al., 2017). Se sugiere que todos los fendmenos anteriormente
mencionados son inducidos por los compuestos de la formulacion utilizada en esta
investigacion y pueden verse potencializados por los compuestos fitoquimicos de los

extractos de L. graveolens y V. album con los cuales se cargaron los NPs.

Numero de flores, frutos cuajados y peso de frutos

Para variable nimero de flores no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo, se observd que el tratamiento de NPs de Extractos Vegetales
presentd mas numero de flores con 14.67, que el testigo inoculado y el testigo quimico

con 11.58 y 9.83, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Namero de flores de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

El mayor numero de frutos cuajados se presentd con los NPs de Extractos Vegetales con
un valor de 6.75, aunque no se presentd diferencias estadisticas entre este tratamiento y
los tratamientos de la Mezcla de Extractos sin Encapsular y el Testigo Absoluto con
valores de 5.42 y 4.67; sin embargo, si se observo diferencia estadistica entre los NPs de
Extractos Vegetales y el Testigo Inoculado, asi como con el Quimico que reportaron

valores de 3.17 y 2.58, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Frutos cuajados de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.
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En relacion al peso de frutos, el mayor peso se obtuvo de los frutos correspondientes a
las plantas tratadas con el formulado de NPs de Extractos Vegetales con 135.9 g,
seguido de los tratamientos Testigo Absoluto y Mezcla de Extractos sin Encapsular con
87. 20 g y 82.20 g, finalmente los tratamientos que otorgaron menor peso a los frutos
fueron el Quimico y Testigo Inoculado 39.55 g y 37.90 g, respectivamente (Figura 22),
observandose diferencia estadistica significativa entre todos los tratamientos.
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Figura 22. Peso de frutos de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

La floracién, el nimero de frutos cuajados, asi como el peso de los frutos son variables
esenciales en los cultivos horticolas, ya que determinaran el rendimiento de un cultivo.
El quitosan induce la activacion de hormonas relacionadas con el estrés en las plantas lo
que podria inducir mayor floracion; ademés la literatura menciona que el quitosan
también puede actuar como antitranspirante, activar el sistema captador de ROs, mejorar
la conductancia estomaética y estimular el crecimiento de los vasos del xilema lo que trae
consigo efectos positivos en el desarrollo y floracion de las plantas. (Lopez-Moya et al.,
2017; El Amerany et al., 2020;).

Los azUcares son compuestos importantes en el metabolismo de las plantas, por lo que
su presencia en extractos es de esperarse, dichos extractos al ser aplicados pueden

mejorar el crecimiento de las plantas, asi como la calidad de los frutos, ya que actian
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como fuente de energia y estimulan la asimilacién de nitrégeno, ademas de los azUcares,
los extractos vegetales también contienen nutrientes, aminoacidos, proteinas, petonas,
péptidos o agentes quelantes; por lo que su aplicacion puede mejorar el metabolismo del
nitrégeno y carbono dando como resultado un aumento de la calidad en frutos (Zulfigar
et al. 2020); por su parte diversos compuestos fenolicos han sido probados como
inductores de floracidn en diversas especies vegetales (Larqué-Saavedra y Martin-Mex,
2007). En este sentido se ha demostrado un aumento en la produccion de plantas al ser
tratadas con nano encapsulados de alginato/quitosan-acido giberélico en plantas de
tomate en las cuales aument6 la produccion de flores y frutos (Santo-Pereira et al.,
2019). En relacion al uso de extractos vegetales Khan et al. (2020) observaron mayor
rendimiento y calidad en el cultivo de trigo al ser tratado con extracto de moringa; y
también se ha reportado incremento en variables morfo métricas como el nimero de
flores y frutos en plantas de Vigna unguiculata al ser tratas con una mezcla de extractos
de Malva parviflora y Artemisia ludia (Lashin et al., 2013)

Diametro ecuatorial de frutos y diametro polar de frutos

El mayor didmetro ecuatorial en frutos se observo en plantas tratadas con los NPs de
Extractos Vegetales con 22.56 mm, posteriormente le siguieron las plantas
correspondientes al Testigo Absoluto con 21.20 mm y la Mezcla de Extractos sin
Encapsular con 17. 84 mm, no se observaron diferencias entre estos tratamientos; pero si
entre estos y los formulados de NPs de Extractos Vegetales, y el Quimico con 14.49
mm, asi como con el Testigo Inoculado con 14.08 mm (Figura 23).
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Figura 23. Diametro ecuatorial de frutos de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum
f. sp. lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.
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En relacion con el diametro polar de frutos el mayor didmetro se obtuvo en el
tratamiento formulado con NPs de Extractos VVegetales, seguido del Testigo Absoluto y
de la Mezcla de Extractos sin Encapsular con 36.43, 32.00 y 29.09 mm, no observandose
diferencias estadisticas entre estos tratamientos; sin embargo, si se observé diferencias
estadisticas significativas entre los NPs de Extractos Vegetales y el Testigo Absoluto
con el Quimico asi como con el Testigo Inoculado que reportaron valores de 22.59 y
21.67 mm (Figura 24).
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Figura 24. Diametro polar de frutos de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f.
sp. lycopersici tratadas con NPs y extractos vegetales bajo condiciones de invernadero.

El tamafio de frutos en el cultivo de tomate es un factor importante a tomar en cuenta al
momento de determinar la calidad y rendimiento en la produccion, en este sentido
mientras mayor sea el tamafio del fruto se considerard de mayor calidad. El uso de NPs
formulados con quitosan, alginato, CaCl, y extractos vegetales en este trabajo logro un
aumento en el tamafio de fruto por lo que de nueva cuenta se puede atribuir este
crecimiento a los componentes de la formulacion de los NPs, y a la serie de mejoras en
el desarrollo de la planta que estos indujeron como el aumento en el crecimiento de los
tallos el cual diversos estudios han descrito que influye en la produccién y calidad de los
frutos (Gonzéles-Gomez et al., 2017). Existen reportes del efecto positivo en la calidad
de frutos de tomate al ser tratadas las plantas exdgenamente con encapsulados de

quitosan y de formulaciones a base alginato/quitosan — acido giberelico (Sathiyabama et
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al., 2014; Santo-Pereira et al., 2019); asi como de aumento en la produccion y calidad de
frutos de mango al ser tratados los arboles con nanoparticulas de quitosan (Zagzog et al.,
2017).

Etapa 4

Cuantificacion de enzimas asociadas a mecanismos de defensa en plantas de tomate

Determinacion de la actividad de fenilalanina amonio liasa

La concentracion de la enzima PAL en las plantas de tomate fue estadisticamente mayor
entre los tratamientos de NPs de Extractos Vegetales, NPs sin Extractos Vegetales,
Mezcla de Extractos sin Encapsular que, en el Testigo Absoluto, en cada tiempo de
muestreo analizado (Figura 25). La concentracion de PAL vario de 186.62 UAE en el
Testigo Absoluto a 499.15 UAE con los NPs de Extractos Vegetales, esta tendencia se
mantuvo hasta las 24 h después de la aplicacion de los tratamientos, tiempo a partir del
cual se observé un incremento en la concentracion de PAL en el tratamiento de NPs de
Extractos Vegetales alcanzando una concentracion de 549.26 UAE, en tanto que los NPs
sin Extractos Vegetales, Mezcla de Extractos sin Encapsular y el Testigo Absoluto
disminuyeron la concentracion; de modo que a las 48 h el ANVA muestra que la
concentracion de PAL por los NPs de Extractos Vegetales es estadisticamente mayor
que los tratamientos NPs sin Extractos Vegetales y la Mezcla de Extractos sin
Encapsular, mientras que el Testigo Absoluto fue el que presentd la concentracion

estadisticamente menor a todos los tratamientos.
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Figura 25. Actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL) en plantas de tomate a las 0, 3,
6, 12, 24 y 48 h después de la aspersion.

La sintesis de PRPs es uno de los mecanismos mas comunes en plantas al ser tratadas
con elicitores para inducir resistencia (Yedidia et al., 1999); la enzima PAL es
importante debido a que elimina el amoniaco de la fenilalanina para formar acido
transcindmico el cual es el precursor de compuestos como fitoalexinas, cumarinas,
ligninas y flavonoides, a través de la via de los fenilpropanoides; dicha eliminacion se da
debido a la interaccion entre su grupo prostético conocido como imidazolina de metileno
y el sustrato de la fenilalanina, lo que incrementa la acidez de los protones en el f3-
carbon facilitando la desprotonacion permitiendo la eliminacién del amoniaco y
liberando el &cido transcindmico (Rodriguez-Pedroso et al., 2006; Davidson, 2010). EL
aumento de la actividad por parte de PAL en plantas tratadas con NPs cargadas con
extractos vegetales, puede ser atribuido al efecto de los compuestos como el quitosan,
alginato, CaCl, y los extractos vegetales, con los cuales se formularon los NPs; en este
sentido la literatura menciona al quitosdn como un compuesto capaz de mejorar la
sintesis de fitoalexinas, enzimas de defensa y PRPs. La activacion de las proteinas PRPs-
1, PRPs-2 y PRPs-5 y su patrén de expresion se han considerado durante mucho tiempo
como marcadores importantes de RSA sefialada a través de la via del &cido salicilico
(Siddaiah et al., 2018); por su parte se tiene reportes de la capacidad del alginato de
calcio y sus derivados para la activacion de la enzima PAL al ser aplicado exdgenamente
(Aitouguinane et al., 2020); asi como la capacidad de extractos vegetales para activar
este tipo de enzimas, debido a los compuestos obtenidos de los extractos, tales como
flavonoides, carvacrol, entre otros (De barros et al., 2019). Existen reportes de la
activacion de PAL en diferentes tiempos por la aplicacion de nanoparticulas a base
quitosan en plantas (Siddaiah et al., 2018), Nadendla et al. (2018) al aplicar
nanoparticulas de quitosén cargadas con un elicitor microbiano sobre plantas de tomate
observaron aumento en la produccién de enzimas de defensa, entre ellas PAL
obteniendo una respuesta similar a los resultados presentados en nuestro trabajo con NPs
cargados con extractos vegetales. En el uso de extractos vegetales como inductores
Chandrashekhara et al. (2010) reportan la aplicacion del extracto de V. album sobre

plantulas de P. glaucum como inductor de resistencia a través de la activacion de
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mecanismos de defensa para la activacion de la enzima PAL. Los resultados del presente
trabajo evidenciaron la capacidad de los NPs cargados con extractos L. graveolens y V.
album de aumentar la actividad de la enzima PAL en plantas de tomate, la cual juega un
rol importante en la RSA, permitiendo posicionarlos como una opcion viable para

inducir resistencia a enfermedades en plantas de tomate.

Determinacion de la actividad de peroxidasa (POD)

La actividad de la enzima POD inicié a partir de las 0 h con los tratamientos NPs de
Extractos Vegetales y la Mezcla de Extractos sin Encapsular con 55.99 y 52.70 UAE,
respectivamente, siendo ambos tratamientos estadisticamente superiores a los NPs sin
Extractos Vegetales y al Testigo Absoluto; posteriormente se observd una tendencia a
disminuir la concentracién por parte de los tratamientos NPs de Extractos Vegetales y la
Mezcla de Extractos sin Encapsular alcanzando su concentracién mas baja a las 48 h con
38.56 y 36.12 UAE, contrario al tratamiento NPs sin Extractos Vegetales el cual
incremento la concentracion de POD alcanzando su mayor contraccion a las 48 h con
56.79 UAE, por su parte el Testigo Absoluto no presento incremento ni disminucion
significativa en la concentracion conforme transcurrio el tiempo del ensayo. EIl ANVA
indica que la concentracion es estadisticamente superior a las 48 h entre el tratamiento

NPs sin Extractos Vegetales y los demas tratamientos (Figura 26).
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Figura 26. Actividad de peroxidasa (POD) en plantas de tomate a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48
h después de la aspersion.
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La enzima POD se encuentra presente en las plantas realizando diversas actividades
fisioldgicas; en cuanto a defensa inducida, dicha enzima tiene como objetivo el refuerzo
de barreras fisicas de la pared celular que comprenden lignina, suberina, polisacaridos
feruloilados y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina; mejora la produccion de ROs como
mediadores de sefiales y agentes antimicrobianos; y aumenta la produccion de
compuestos como las fitoalexinas (Pandey et al., 2017). Nuestros resultados sugieren
que la actividad enzimatica de POD otorgada por los tratamientos, puede ser atribuida a
los componentes con los cuales estan formulados cada uno, en el caso de los NPs
cargados con extractos vegetales, diversos estudios mencionan que compuestos como el
quitosan posee una estructura de oligosacaridos presente en muchas paredes celulares de
hongos y se sabe que desencadena respuestas de defensa de las plantas, incluida la
produccién de fitoalexinas y componentes estructurales, inhibidores de proteasa, y PRPs
como quitinasas y POD; debido a que actlan en receptores especificos presentes en las
células vegetales induciendo la activacion del mecanismo de defensa de las plantas
(Hidangmayum et al., 2019). El alginato de sodio es un compuesto elicitor en plantas
que estimula la formacion de compuestos como la lignina mediante la polimerizacién de
mono ligninoles por un mecanismo oxidativo con la consiguiente formacion de radicales
fenoxi a través de enzimas oxidativas como POD; asi como reacciones de catalizacion
para formacion de O, mediante enzimas POD, que posteriormente dismuta a H,O,, el
cual actia como una molécula de sefial para inducir respuestas moleculares, bioquimicas
y fisioldgicas en las células vegetales, siendo el H,O, capaz de iniciar la ruta
octadecanoide que conduce a la biosintesis de acido jasmonico, compuestos relacionados
con &cido jasmonico y otras oxilipinas que funcionan como inductores de la biosintesis
de metabolitos secundarios de plantas (Almagro et al., 2009; Pandey et al., 2017). Por su
parte los extractos vegetales también inducen resistencia mediante la activacion de POD
creando un ambiente tdxico dentro del citoplasma celular mediante la produccion de
ROs las cuales pueden inhibir directamente los patdgenos, asi como la formacién de
ligninas mediadas por POD (Goel & Paul, 2014).

Diversos estudios han demostrado la capacidad inductora de defensa en plantas, al ser
tratadas con nanoparticulas a base de biopolimeros como el quitosan y alginato, asi

como con extractos vegetales. Se ha reportado encapsulados a base de quitosan y



69

tiamina con capacidad de aumentar la produccion de enzimas de defensa, entre ellas
POD en el cultivo de garbanzo (Muthukrishnan et al., 2019), también nanoparticulas de
alginato aplicadas en el cultivo de arroz para la activacion de enzimas de defensa como
PAL y POD durante varios dias después de la aplicacion de los tratamientos (Zhang et
al., 2015); finalmente en cuanto a extractos vegetales, Goel & Paul (2014) detectaron la
activacion de la enzima POD en plantas de tomate después de ser tratadas con extracto
de Azadirachta indica. En lo que se refiere a la actividad POD detectada en nuestro
trabajo, los resultados indican que la aplicacion exdgena por aspersion de NPs cargados
con extractos vegetales, asi como la mezcla de extracto de L. graveolens y V. album
inducen la produccién de la enzima de defensa POD, preparando a la planta ante una
posible invasion de microorganismos fitopatégenos pudiendo ser a través de la ruta de
fenilpropanoide en la cual primero se activa la enzima PAL y posteriormente la enzima
POD (Pandey et al., 2017).

Determinacion de la actividad de superdxido dismutasa (SOD)

La concentracion de la enzima SOD fue baja a las O h en todos con todos los
tratamientos, siendo la Mezcla de Extractos sin Encapsular la que report6 mayor
concentracion en este tiempo con 44.00 UAE, no observandose diferencias estadisticas
entre los tratamientos; sin embargo, transcurridas 6 h se observd un incremento en la
concentracion de la enzima SOD en todos los tratamientos excepto el Testigo Absoluto,
siendo en este tiempo la Mezcla de Extractos sin Encapsular la que presentdé mayor
concentracion con 117.76 UAE, existiendo diferencias estadisticas entre este tratamiento
y los NPs sin Extractos Vegetales asi como el Testigo Absoluto; por su parte el
tratamiento NPs de Extractos Vegetales alcanzé la mayor concentracion de la enzima
transcurridas las 12 h con 116.74 UAE, presentando diferencia estadistica Gnicamente
con el Testigo Absoluto. Finalmente, tanto el tratamiento NPs de Extractos Vegetales y
la Mezcla de Extractos sin Encapsular presentaron una tendencia a disminuir la
concentracion de SOD hasta las 48 h; el Testigo Absoluto no presento cambios

significativos en la concentracion durante ningin tiempo del estudio (Figura 27).

El equilibrio entre la produccion de ROS vy la actividad antioxidante es importante para

mantener un sistema bioldgico saludable, debido a esto al igual que POD en las plantas,
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la enzima SOD se caracteriza por su actividad antioxidante, ya que mitiga el dafo
celular causado por ROS, catalizando la dismutacion de O2- en H,O, y oxigeno O; los
cuales activan cascadas de sefializaciones que conducen a la produccion de compuestos
como hormonas y metabolitos que permiten a la planta defenderse de microorganismos
fitopatogenos (Pandey et al., 2017; Dey et al., 2019;). En relacion a la capacidad
inductora de enzimas de defensa, compuestos como el quitosén, alginato, asi como
extractos vegetales presentan actividad como elicitores capaces de incrementar los

niveles de enzimas antioxidantes como SOD (Chandra et al., 2015; Dey et al., 2019).
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Figura 27. Actividad de superdxido dismutasa (SOD) en plantas de tomate a las 0, 3, 6,
12, 24 y 48 h después de la aspersion.

En este sentido la literatura menciona a diversos autores que han obtenido resultados
prometedores en relacion con la induccion de resistencia en plantas mediante enzimas de
defensa por NPs de extractos vegetales a base de quitosan y alginato; Chandra et al.
(2015) reportaron aumento en la actividad de enzimas de defensa incluida SOD al
aplicar nanoparticulas de quitosan por aspersién en Camellia sinensis, por su parte Dey
et al. (2019) observaron incremento en la actividad de SOD vy diversas PRPs al aplicar
nanoparticulas a base de alginato en plantas de tomate; en cuanto al uso de extractos
vegetales Seong et al. (2019) indicaron que la actividad de SOD aumenté al aplicar
extracto de Lavandula angustifolia en plantas de Nicotiana benthamiana. Nuestros
resultados sugieren que la mayor actividad enzimatica por parte de los NPs de extractos
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vegetales, puede ser atribuida a la composicion de la formulacion de estos a base

quitosan, alginato y extractos de V. album y L. graveolens.

CONCLUSIONES

Los compuestos fitoquimicos determinados en los extractos de L. graveolens y
de V. album pertenecen a las familias de los taninos, alcaloides, saponinas,
azlcares reductores, purinas, flavonoides, acidos hidroxicinamicos, estilbenos,
catequinas y acidos metoxicindmicos; en especifico compuestos como el &cido
caféico 4-O-glucésido, resveratrol 3-O-glucoésido, resveratrol 5-O-glucoésido, kaempferol
3-O-glucosil-ramonosil-glucoésido, sinensetina, (+)-catequina-3-O-glucosa, arbutina,
pinocembrina, luteolina 7-O-glucésido, 5- acido feralico y p-coumaril acido tartarico.

Los extractos de L. graveolens y V. album presentaron actividad antifingica al
inhibr al 100 % el crecimiento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici a partir
de 200 mg/L. Las Clsy obtenidas con los extractos de L. graveolens y V. album
sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici fueron de 64.68 mg/L y 71.61 mg/L,

respectivamente.

El uso de biopolimeros como el alginato y quitosan permitié la produccion de

NPs de extractos vegetales con caracteristicas estables.

Debido a los factores ambientales, no fue posible determinar el porcentaje de
incidencia y severidad de la enfermedad en plantas de tomate bajo condiciones

de invernadero.

La aplicacion de los formulados de NPs de extractos vegetales otorgo beneficios

en el desarrollo morfométrico de las plantas.

La aplicacion exogena de NPs cargados con extractos vegetales, asi como de

extractos vegetales en mezcla sin encapsular indujo la produccion de enzimas
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relacionadas con los mecanismos de defensa de las plantas como fenilalanina

amonio liasa, peroxidasa y superoxido dismutasa.
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Anexo A.l. Altura de plantas (cm) de tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
1.-Testigo inoculado 395 415 410 340 495 46.5
2-.Quimico 415 415 410 400 475 475
3-.NPs de Extractos Vegetales 510 415 515 575 50.0 545
4- Mezcla de Extractos sin

Encapsular 47.5 48.5 50 47.0 525 54.5
5-.Testigo absoluto 435 435 465 47.0 465 48.5

Anexo A.2. Analisis de varianza para altura de plantas de tomate inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Analisis de varianza
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FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 291.0500000 72.7625000 18.92 <.0001
Error 25 96.1250000  3.8450000

Total 29 387.1750000

C.V. 5.37%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo B.1. Longitud de raiz (cm) de plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum

f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
1.-Testigo inoculado 345 315 38 40 37 28.5
2-.Quimico 24 31 345 265 385 26.5
3-.NPs de Extractos Vegetales 43 43.5 35 41 37 34
4- Mezcla Extractos  sin

Encapsular 36.5 34.5 41 40 37 30
5-.Testigo absoluto 405 335 395 33 37.5 36.5

Anexo B.2. Analisis de varianza para Longitud de raiz (cm) de plantas de tomate
inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de
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invernadero.
Andlisis de varianza
FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 258.0500000 64.5125000 3.52 0.0206
Error 25 457.6250000 18.3050000
Total 29 715.6750000
C.V. 12.06
Nivel de 0.05
significancia

Anexo C.1. Diametro de tallo (mm) de plantas de tomate inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento
1.-Testigo inoculado
2-.Quimico

1 2 3 4 5 6
1144 1095 1032 11.09 1137 9.40
11.34 10.05 10.04 10.75 11.16 10.05

3-.NPs de Extractos Vegetales 1272 1182 1180 1265 126 11.35

4- Mezcla de Extractos

Encapsular
5-.Testigo absoluto

sin
13.22 13.35 1353 1219 1240 13.78
1354 12.14 11.37 10.35 1099 11.66

Anexo C.2. Analisis de varianza para didametro de tallo de plantas de tomate inoculadas
con F. oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.
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Analisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 25.64765000 6.41191250 11.01 <.0001
Error 25 14.55505417 0.58220217

Total 29 40.20270417

C.V. 6.55

Nivel de 0.05

significancia

Anexo D.1. Clorofila en hojas (Unidades SPAD) de plantas de tomate inoculadas con
F. oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
1.-Testigo inoculado 5540 5440 6240 5320 3843 61.40
2-.Quimico 56.60 56.85 55.65 55.20 53.90 60.10

3-.NPs de Extractos Vegetales 89.20 546 6125 68.65 59.10 98.55
4-Mezcla de Extractos sin

Encapsular 90.6 93.20 64.20 58.60 59.40 88.25
5-.Testigo absoluto 67.15 56.80 58.05 5425 76.75 56.20

Anexo D.2. Analisis de varianza para clorofila en hojas de plantas de tomate
inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de
invernadero.
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Analisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 2156.328353 539.082088 3.60 0.0189
Error 25 3744.298583 149.771943

Total 29 5900.626937

C.V. 19.13%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo E.1. Peso seco de biomasa aérea (g) de plantas tomate inoculadas con F.

oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento
1.-Testigo inoculado
2-.Quimico

1 2 3
40.55 40.65 38.55
38.75 2405 27.85

3-.NPs de Extractos Vegetales 4450 36.90 39.65

4-Mezcla de Extractos
Encapsular
5-.Testigo absoluto

sin
47.9 42.15 41.20
46.65 46.45 36.50

4
36.35
35.15
35.10

42.00
41.20

5
32.70
38.05
42.10

40.70
39.85

35.35
27.70
35.00

52.45
49.55

Anexo E.2. Andlisis de varianza para peso seco de biomasa aérea de plantas tomate
inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de

invernadero.
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Analisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 604.937833 151.234458 6.87 0.0007
Error 25 550.507917  22.020317

Total 29 1155.445750

C.V. 11.97%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo F.1. Peso seco de raiz (g) de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento

1.-Testigo inoculado
2-.Quimico

3-.NPs de Extractos Vegetales
4-Mezcla de Extractos
Encapsular

5-.Testigo absoluto

sin

1 2 3 4 5 6
46.22 46.22 46.22 46.22 46.22 46.22
28.97 2897 2897 2897 2897 28.97
9297 9297 9297 9297 9297 9297
77127 7727 77.27 7727 77.27  771.27
48.92 48.92 48.92 48.92 48.92 48.92

Anexo F.2. Peso seco de raiz de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Anadlisis de varianza
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FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 15926.43000 3981.60750 2.1916 <.0001
Error 25 0.00000 0.00000

Total 29 15926.43000

C.V. 57.24%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo G.1. Namero de flores en plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2
1.-Testigo inoculado 9.5 125
2-.Quimico 10.0 10.5
3-.NPs de Extractos Vegetales 11.0 10.0
4-Mezcla de Extractos sin

Encapsular 9.0 11.0
5-.Testigo absoluto 9.0 11.0

3
145
9.0
24.5

135
21.0

8.5
8.5
15.0

10.0
16.0

5
115
9.5
155

16.0
16.5

6
13.0
115
12.0

13.0
14.5

Anexo G.2. Numero de flores en plantas de tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici bajo condiciones de invernadero.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM

P>F
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Tratamientos 4 104.9500000 26.2375000 2.22 0.0952
Error 25 294.9166667 11.7966667

Total 29 399.8666667

C.V. 27.33%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo H.1. Frutos cuajados de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
1.-Testigo inoculado 2.0 2.5 55 1.5 3.0 4.5
2-.Quimico 2.0 4.0 4.5 0.5 2.5 2.0
3-.NPs de Extractos Vegetales 5.0 4.0 9.5 6.5 7.5 8.0
4- Mezcla de Extractos sin

Encapsular 2.0 4.5 5.5 6.0 6.5 8.0
5-.Testigo absoluto 5.0 3.5 2.0 8.5 6.0 3.0

Anexo H.2. Frutos cuajados de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici bajo condiciones de invernadero.

Analisis de varianza

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 5 19.3416667  3.8683333 0.66 0.6562
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Error 24 140.4000000 5.8500000
Total 29 159.7416667

C.V. 53.55%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo 1.1. Peso de frutos (g) de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
1.-Testigo inoculado 379 379 379 379 379 37.9
2-.Quimico 38.8 397 397 397 397 39.7

3-.NPs de Extractos Vegetales 1359 1359 1359 1359 1359 1359
4-Mezcla de Extractos sin

Encapsular 82.2 82.2 822 822 822 82.2
5-.Testigo absoluto 87.2 8725 872 872 872 87.2

Anexo 1.2. Peso de frutos de plantas tomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 4 39184.60533 9796.15133 361704 <.0001
Error 25 0.67708 0.02708
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Total 29 39185.28242
C.V. 1.21%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo J.1. Didmetro ecuatorial (mm) de frutos de plantas tomate inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
1.-Testigo inoculado 1776 17.79 11.17 13.32 1241 12.04
2-.Quimico 1783 1239 1931 1231 1271 12.36

3-.NPs de Extractos Vegetales 23.61 1929 2538 2369 1891 24.46
4-Mezcla de Extractos sin

Encapsular 19.62 2295 2191 1356 19.83 9.18
5-.Testigo absoluto 2091 26.38 2441 19.39 15.65 20.42

Anexo J.2. Analisis de varianza para didmetro ecuatorial de frutos de plantas tomate
inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de
invernadero.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 5 124.6558967 24.9311793 1.04 0.4169
Error 24 575.0215200 23.9592300
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Total 29 699.6774167
C.V. 27.10%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo K.1 Diametro polar (mm) de frutos de plantas tomate inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de invernadero.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5 6
1.-Testigo inoculado 21.29 2328 21.67 2358 1951 20.70
2-.Quimico 3471 18.39 21.07 2455 1843 18.39
3-.NPs de Extractos Vegetales 3462 3349 4268 3951 30.12 38.15
4-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 28.58 35.71 34.74 2233 30.96 22.19
5-.Testigo absoluto 3297 3958 29.18 30.31 28.70 31.22

Anexo K.2. Analisis de varianza para didmetro polar de frutos de plantas tomate
inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici al final del ensayo bajo condiciones de
invernadero.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 5 112.816857 22.563371  0.39 0.8534
Error 24 1402.672040 58.444668
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Total 29 1515.488897
C.V. 26.96

Nivel de 0.05

significancia

Anexo L.1. Actividad de PAL en plantas de tomate a las 0 y 3 h después de la aspersion.

Horas después de la aspersion

0 3
Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
1-.NPs de Extractos Vegetales 483.80 495.06 495.33 483.80 495.06 495.33
2-.NPs sin cargar 501.46 465 484.26 469.73 477.86 473.33
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 483.46 352.40 490.66 491.86 404.80 434.33
4- Testigo absoluto) 164.53 159.33 236.00 131.13 165.73 365.73

Anexo L.2. Actividad de PAL en plantas de tomate a las 6 y 12 h después de la

aspersion.

Horas después de la aspersion

6 12

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
1-.NPs de Extractos Vegetales 513.06 543.26 482.66 535.13 515.80 521.93
2-.NPs sin cargar 493.73 504.53 480.93 525.73 487.66 462.33
3-.Mezcla de Extractos sin
Encapsular 512.86 455.40 421.80 535.00 492.26 470.20
4- Testigo absoluto 164.40 231.06 310.06 134.93 144.60 285.40

Anexo L.3. Actividad de PAL en plantas de tomate a las 24 y 48 h después de la

aspersion.
Horas después de la aspersion
24 48
Repeticiones
Tratamiento 1 2 3 1 2 3

1-.NPs de Extractos Vegetales 547.86 507.13 515.60 560.26 546.20 541.33
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2-.NPs sin cargar 477.66 452.8 47433 456.66 480.33 467.6
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 547.80 505.46 435.93 428.66 428.33 505.66
4- Testigo absoluto 168.20 232.06 170.20 164.20 200.93 198.80

Anexo L.4. Analisis de varianza de actividad de PAL en plantas de tomate a las 0 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 187931.7795 62643.9265 30.30 0.0001
Error 8 16537.8672 2067.2334

Total 11 204469.6467

C.vV. 11.34%

Nivel de 0.05

significancia

Anexo L.5. Analisis de varianza de actividad de PAL en plantas de tomate a las 3 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 145756.9941 48585.6647 10.71 0.0036
Error 8 36297.6990 4537.2124

Total 11 182054.6931

C.vV. 16.47

Nivel de 0.05

significancia

Anexo L.6. Analisis de varianza de actividad de PAL en plantas de tomate a las 6 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 3 149626.0016 49875.3339 23.48 0.0003
Error 8 16989.9755  2123.7469
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Total 11 166615.9771
C.V. 10.81 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo L.7. Analisis de varianza de actividad de PAL en plantas de tomate a las 12 h
después de la aspersion.

Andlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 227555.6231 75851.8744 32.64 <.0001
Error 8 18589.2402  2323.6550

Total 11 246144.8633

C.V. 11.31

Nivel de 0.05

significancia

Anexo L.8. Analisis de varianza de actividad de PAL en plantas de tomate a las 24 h
después de la aspersion.

Andlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 215139.1949 71713.0650 55.67 <.0001
Error 8 10304.9278 1288.1160

Total 11 225444.1227

C.V. 8.55 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo L.4. Analisis de varianza de actividad de PAL en plantas de tomate a las 48 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F

Tratamientos 3 221802.1164 73934.0388 111.73 <.0001
Error 8 5293.8595 661.7324
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Total 11 227095.9759
C.V. 6.19 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo M.1. Actividad de POD en plantas de tomate a las 0 y 3 h después de la
aspersion.

Horas después de la aspersion

0 3
Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
1-.NPs de Extractos Vegetales 59.65 61.35 46.96 5545 55.63 51.71
2-.NPs sin cargar 3485 39.00 2426 37.33 36.05 34.06
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 4485 59.00 5426 53.33 52.05 50.06
4- Testigo absoluto 26.05 27.65 2295 3185 286 27.78

Anexo M.2. Actividad de POD en plantas de tomate a las 6 y 12 h después de la
aspersion.

Horas después de la aspersion

6 12
Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
1-.NPs de Extractos Vegetales 46.20 58.46 48.21 18.76 68.63 48.21
2-.NPs sin cargar 39.00 39.00 34.26 33.65 40.33 46.13
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 49.00 45.00 50.26 35.65 40.33 36.13
4- Testigo absoluto 38.16 22,7 30.75 6251 33.63 7.41

Anexo M.3. Actividad de POD en plantas de tomate a las 24 y 48 h después de la
aspersion.

Horas despues de la aspersion

24 48

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
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1-.NPs de Extractos Vegetales 33.65 4180 4985 4945 3543 30.80
2-.NPs sin cargar 4998 54.05 57.63 49.68 50.65 70.03
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 39.98 3405 37.63 39.68 30.65 38.03
4- Testigo absoluto 25.06 42.28 229 336 414 15.08

Anexo M.4. Analisis de varianza de actividad de POD en plantas de tomate a las 0 h
después de la aspersion.

Analisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 2000.818692 666.939564 15.06 0.0012
Error 8 354.378200 44.297275

Total 11 2355.196892

C.V. 15.94 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo M.5. Analisis de varianza de actividad de POD en plantas de tomate a las 3 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 1322.253900 440.751300 117.84 <.0001
Error 8 29.923000 3.740375

Total 11 1352.176900

C.V. 4.51 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo M.6. Analisis de varianza de actividad de POD en plantas de tomate a las 6 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 808.211400 269.403800 9.13 0.0058
Error 8 236.107600 29.513450

Total 11 1044.319000

C.V. 13.01 %
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Nivel de 0.05
significancia

Anexo M.7. Andlisis de varianza de actividad de POD en plantas de tomate a las 12 h
después de la aspersion.

Analisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 185.869158 61.956386  0.17 0.9118
Error 8 2867.544733 358.443092

Total 11 3053.413892

C.V. 48.19 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo M.8. Anlisis de varianza de actividad de POD en plantas de tomate a las 24 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 899.744633  299.914878 5.94 0.0197
Error 8 403.950333  50.493792

Total 11 1303.694967

C.V. 17.44 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo M.9. Andlisis de varianza de actividad de POD en plantas de tomate a las 48 h
después de la aspersion.

Anadlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 1193.490133 397.830044 3.68 0.0623
Error 8 863.922733  107.990342

Total 11 2057.412867

C.V. 25.73 %
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Nivel de 0.05
significancia

Anexo N.1. Actividad de SOD en plantas de tomate a las 0 y 3 h después de la
aspersion.

Horas después de la aspersion

0 3
Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
1-.NPs de Extractos Vegetales 820 6.05 27.76 56.58 18.74 12.66
2-.NPs sin cargar 17.17 22.05 29.46 27.89 19.97 19.15
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 61.97 2851 4151 110.38 64.46 92.48
4-.Testigo absoluto 20.23 26.35 325 20.10 20.05 20.87

Anexo N.2. Actividad de SOD en plantas de tomate a las 6 y 12 h después de la
aspersion.

Horas después de la aspersion

6 12
Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
1-.NPs de Extractos Vegetales 20.64 7515 9238 7443 99.61 176.17
2-.NPs sin cargar 26.05 1025 31.79 3528 4202 67.15
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 143.64 87.38 122.25 87.94 74.41 93.07
4- Testigo absoluto 2058 20.92 20.53 2041 20.94 2041

Anexo N.3. Actividad de SOD en plantas de tomate a las 24 y 48 h después de la
aspersion.

Horas después de la aspersion

24 48

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 1 2 3
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1-.NPs de Extractos Vegetales 26.82 5448 116.64 68.74 5197  56.33
2-.NPs sin cargar 30.76  49.61 57.92 3294  48.56 48.12
3-.Mezcla de Extractos sin

Encapsular 7143 9889 59.53 7846 73.35 76.64
4- Testigo absoluto 2043 20.38 30.15 20.28 30.79 9.05

Anexo N.4. Anélisis de varianza de actividad de SOD en plantas de tomate a las 0 h
después de la aspersion.

Andlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 1665.215492 555.071831 3.64 0.0637
Error 8 1218.291600 152.286450

Total 11 2883.507092

C.V. 50.67 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo N.5. Anélisis de varianza de actividad de SOD en plantas de tomate a las 3 h
después de la aspersion.

Andlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 9670.75702 3223.58567 11.46 0.0029
Error 8 2251.00980 281.37623

Total 11 11921.76683

C.V. 41.64

Nivel de 0.05

significancia

Anexo N.6. Analisis de varianza de actividad de SOD en plantas de tomate a las 6 h
después de la aspersion.

Analisis de varianza

FvV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 18647.80080 6215.93360 10.66 0.0036
Error 8 4666.76887 583.34611

Total 11 23314.56967
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C.V. 43.15
Nivel de 0.05
significancia

Anexo N.7. Andlisis de varianza de actividad de SOD en plantas de tomate a las 12 h

después de la aspersion.

Andlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 15931.82473 5310.60824 6.67 0.0144
Error 8 6365.75673  795.71959

Total 11 22297.58147

C.V. 41.69 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo N.8. Analisis de varianza de actividad de SOD en plantas de tomate a las 24 h

después de la aspersion.

Andlisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 4905.24047 1635.08016 2.38 0.1455
Error 8 5497.80760 687.22595

Total 11 10403.04807

C.V. 49.38 %

Nivel de 0.05

significancia

Anexo N.). Anélisis de varianza de actividad de SOD en plantas de tomate a las 48 h

después de la aspersion.

Analisis de varianza

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 5124.544892 1708.181631 24.43 0.0002
Error 8 559.436733  69.929592

Total 11 5683.981625
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C.V. 16.85 %
Nivel de 0.05
significancia




