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RESUMEN

El &cido salicilico es una molécula ampliamente utilizada, la cual se aplica de
manera exdgena en diversos cultivos ya que tiene efectos activadores de la
resistencia sistémica adquirida (SAR) debido a que aumenta la sintesis de algunas
moléculas antioxidantes y fotosintéticas, ambas relacionadas con dicha resistencia.
Sin embargo, se sabe que la aplicacién de las moléculas ya sea via foliar o via
drench (aplicacion directa en la solucién de riego aplicada en el suelo) predisponen
a una baja disponibilidad de las moléculas por periodos largos de tiempo debido a
qgue interaccionan con factores bibticos y abiodticos del medio ambiente que
conllevan a la pérdida de la molécula o de la funcién de ésta por degradacion,
evaporacion, transformaciéon o inactivacion. Investigaciones realizadas en los
ultimos afios, se han enfocado en el uso agronémico de moléculas inmovilizadas en
diferentes matrices organicas e inorganicas con la finalidad de prolongar su
estabilidad y disponibilidad. En el presente trabajo de investigacién se evaluaron 4
tratamientos aplicados en plantulas de tomate: (1) matriz de alginato-calcio (perlas
de alginato al 2%), (2) &cido salicilico al 0.01mM (AS 0.01mM), (3) acido salicilico al
0.01mM inmovilizado en una matriz de alginato-calcio (AS 0.01mM inmovilizado en
alginato al 2%) y (4) solucién Steiner (tratamiento control). Los efectos de los
tratamientos se evaluaron mediante la medicion de algunas variables bioguimicas,
potencial antioxidante total y variables agrondmicas en plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum variedad Rio Grande), las cuales fueron determinadas 24 h
posteriores a cada una de las 2 dosis aplicadas (con excepcion de las variables
agronomicas). La investigacién se realizdé en condiciones de invernadero bajo un
disefio experimental completamente al azar con 4 tratamientos y 5 repeticiones. Las
técnicas utilizadas para las determinaciones fueron mediciones métricas y analisis

espectrofotomeétricos, de las cuales se obtuvieron como resultados relevantes los

Xii



siguientes: el tratamiento de Acido Salicilico (AS) mostr6 mejores resultados en la
cuantificacion de clorofilas totales, seguido del tratamiento de Acido Salicilico
inmovilizado en alginato (AS+ALG) en comparaciéon con las plantas que solo
recibieron tratamientos con Alginato (ALG) o Solucion Steiner (Plantas Control),
mientras para las variables agron6micas obtuvo mejores resultados en biomasa
seca, fresca y la longitud de la raiz al emplear acido salicilico inmovilizado en
alginato (AS + ALG) y Alginato (ALG), por ultimo, en resultados de antioxidantes
totales el mejor tratamiento fue el que consistié en acido salicilico inmovilizado en
alginato (AS + ALG)

PALABRAS CLAVE: Acido salicilico, inmovilizacion en matriz alginato-calcio,
estimulacion fisiolégica vegetal, pigmentos fotosintéticos, potencial antioxidante,

variables agronémicas.
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I. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas cultivada y
extendida de todo el mundo, ademas de su gran valor econémico y demanda
aumenta continuamente su produccién y comercio, (Vaca et al., 2011). En los
ultimos afios su consumo estd en constante aumento por lo que consumidores
exigen calidad y valor nutricional en los frutos, lo que ha convertido al fruto de la
planta de tomate en un alimento funcional y nutraceutico (Blancard et al., 2011;
Vazquez et al., 2016).

En México, el tomate juega un papel importante debido a la variedad de productos
gue se obtienen de él, asi como, por ser parte de la dieta diaria de la poblacion, lo
gue se ve reflejado en la demanda de esta hortaliza y en la importancia del cultivo
de la planta tanto a campo abierto, como en invernadero, proporcionando gran
cantidad de trabajo en campo (Santiago et al., 1998). Sin embargo, el cuidado del
cultivo durante todo el ciclo de crecimiento, desarrollo y produccién de la planta se
ve afectado por diversos factores bioticos y abidticos que provocan pérdidas de los
frutos o la planta completa, lo que también se manifiesta en pérdidas econémicas
para el productor (Ascencio et al., 2008). Dentro de las principales afecciones del
cultivo de tomate encontramos las de origen bidtico, especialmente las llevadas a
cabo por microorganismos fangicos y bacterianos, como lo son Fusarium
phytophthora, Vecticilum y Pseudomonas, los cuales son frecuentes agentes
causantes de enfermedades vasculares, limitando el rendimiento de las plantas
(Guédez et al., 2012). También hospedan insectos que limitan su produccién, como
lo es la polilla del tomate o cogollero del tomate, Tuta absoluta (Lepidoptera) y el
perforador o barreno del fruto del tomate, Neuleucinodes elegantalis (Lepidoptera:
Pyralidae) (Salas y Ferrer, 2022).



Por muchos afios se han utilizado diferentes formas quimicas de plaguicidas con la
finalidad de combatir los factores bibticos que provocan pérdidas en el cultivo de
tomate, los cuales a pesar de su efectividad tienen un fuerte impacto ambiental y
afeccion en la salud publica a niveles criticos considerables, por lo cual, en los
ultimos afos se ha optado por la aplicacion de moléculas orgénicas de origen
vegetal, animal o microbiano, conocidos como elicitores, entre ellos el acido
salicilico (AS) (Camarena et al., 2007). Con la finalidad de reducir la aplicacion de
fertilizantes quimicos y reducir los dafios ocasionados al suelo (Vazconez et al.,
2020). Este regulador de crecimiento vegetal no solo activa el sistema de
Resistencia Sisteméatica Adquirida (SAR) de la planta, sino también tiene efectos
positivos sobre algunos parametros relacionados con el crecimiento y rendimiento
vegetal cuando se suministra exdgenamente a bajas concentraciones (Ruiz et al.,
2011; Carrillo et al., 2003). La aplicacion de moléculas directo al sustrato presenta
ciertos problemas que ocasionan que se pierda el efecto deseado (pérdida por
lixiviacion, descomposicion o desnaturalizacion de la molécula, poca o nula
disponibilidad de la molécula, lo que ha llevado a buscar soluciones a dichos
problemas siendo la inmovilizacién en diferentes agentes una de las opciones con
mayor potencial (Velasco et al., 2016).

Tomando en cuenta los principales y recurrentes problemas relacionadas con
enfermedades provocadas por patdgenos que presenta el cultivo de tomate, asi
como, el interés por incrementar el crecimiento y productividad de la planta se llevé
a cabo la evaluacion de cuatro tratamientos basados en una matriz de alginato-
calcio, acido salicilico inmovilizado en una matriz de alginato-calcio, acido salicilico
en solucién y un tratamiento control basado en riego con solucién nutritiva Steiner,
con el objetivo de evaluar el efecto de dichos tratamientos sobre variables agricolas
relacionadas con el crecimiento vegetal (altura de la planta, didmetro del tallo,
longitud de raiz, biomasa seca y biomasa fresca, nimero de hojas), la acumulacién
del acido salicilico en tejido foliar, asi como, para evaluar parametros bioquimicos
relacionados con la activacion de defensa vegetal (capacidad antioxidante total) y

la mejora en la produccion de pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenos).



1.1. Justificacion

Debido a que el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) es altamente
demandado se requiere que su fruto tenga mayor calidad nutricional, y a la vez, se
obtenga una mayor productividad. Sin embargo, este cultivo es susceptible a
algunos dafos causados por agentes bioticos (patdgenos) y abidticos que afectan
estas dos caracteristicas deseadas.

Se sabe que la aplicacion exdégena de 4cido salicilico activa mecanismos de defensa
en las plantas contra algunos organismos patdégenos, y a su vez, es capaz de
mejorar algunos aspectos fisiolégicos, morfolégicos y agronémicos de la planta. Sin
embargo, la molécula de acido salicilico es susceptible a la degradacién
microbiolégica o descomposicion por factores fisicos del suelo, ademas de que se
lixivia con los constantes riesgos perdiéndose rapidamente la concentracion
aplicada de la molécula reflejandose en una disminucién de su efectividad. Con la
finalidad de minimizar este problema se pretende aplicar &cido salicilico
inmovilizado en una matriz alginato-calcio para conseguir un efecto fisiolégico
prolongado de la molécula en la planta evitando la lixiviacién, descomposicion o

degradacion quimica o microbiologica de la molécula o la indisponibilidad de ésta.

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Establecer si hay un efecto positivo en por lo menos una de las variables
biogquimicas, potencial antioxidante total o variables agronémicas evaluadas en
plantulas de tomate (Solanum lycopersicum variedad Rio Grande) sometidas a un

tratamiento con acido salicilico inmovilizado en una matriz de alginato-calcio.



1.2.2. Objetivos Especificos

e Establecer los parametros para el proceso de inmovilizacion del acido
salicilico en una matriz de alginato-calcio.

e Evaluar la acumulacion del acido salicilico en tejido foliar de plantulas de
tomate al ser aplicado con y sin inmovilizacion en una matriz de alginato-
calcio.

e Establecer la forma de aplicacion mas efectiva del acido salicilico con la que
se obtengan mayores efectos positivos sobre los pardmetros biogquimicos
(contenido de pigmentos fotosintéticos), potencial antioxidante total o
variables agrondmicas evaluados en plantulas de tomate (Solanum

lycopersicum variedad Rio Grande).

1.3. Hipoétesis

La inmovilizacion del acido salicilico en una matriz de alginato-calcio mejorara su
eficiencia al ser aplicado sobre el sustrato de plantulas de tomate, proporcionado a
la molécula una mayor estabilidad y disponibilidad, lo cual incrementara los efectos
positivos en por lo menos uno de los parametros bioquimicos, antioxidantes o

agronomicos evaluados en las plantulas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen, Domesticaciéon e Importancia Del Tomate

El tomate pertenece a la familia de las solanaceas, cuyo nombre cientifico,
Solanum lycopersicum, hace referencia al pigmento rojo que el da su coloracién
caracteristica (Cuadro 1), el género Solanum estd compuesto de ciertas
especies salvajes, asi como, de las especies cultivadas y domesticadas por el
hombre (Mufios et al., 2011).

Cuadro 1. Clasificacibn taxondmica  Solanum

lycopersicum (tomate).

TAXON NOMBRE DE TAXON
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie lycopersicum
Nombre Cientifico Solanum lycopersicum
Nombre Comun Tomate, jitomate

Ledn et al., 2004

El origen del tomate (especies salvajes) se localiza en el sur de América, en la
region Andina desde la costa del Ecuador hasta Chile, mostrando 2 especies
endémicas de la Isla Galapagos (S. cheesmaniae y S. galapaguense) (Muiios et
al., 2011; Salim et al., 2020). Sin embargo, la evidencia molecular y morfolégica
apunta que la domesticacion se llevd a cabo probablemente en 2 etapas

separadas en espacios geograficos diferentes, primero una pre-domesticacion



de S. lycopersicum var. cerasiforme a partir del tomate silvestre Solanum
pimpinellifolium (planta tipo maleza de crecimiento indeterminado con frutos
pequefios y redondos) (Kimura y Sinha, 2008), en el Ecuador y norte de Perq,
para posteriormente originarse una migracion de Solanum lycopersicum var.
cerasiforme a Mesoamérica, donde en México se origind la verdadera
domesticacion dando como resultado el origen de las especies cultivadas con
grandes frutos y gran productividad, gracias al buen manejo de tierras (Mufios et
al., 2011; Salim et al., 2020; Sun et al., 2017).

Durante el siglo XVI en México ya se consumian tomates de distintas formas,
tamafios e incluso colores (rojos y amarillos), después del descubrimiento del
nuevo mundo esta hortaliza fue llevada a Europa, y posteriormente, distribuida a
todo el mundo (Salazar et al., 2005; Salim et al., 2020). De las variedades de
tomate existentes, las especies silvestres son las que muestran la mayor
diversidad en caracteristicas de sabor, aroma, coloracién y textura del fruto
(Agudelo et al., 2011).

La hortaliza de tomate es de gran importancia ya que es uno de los cultivos mas
consumidos en todo el mundo debido a que su fruto puede consumirse en fresco
(Casierra et al., 2008), y tiene gran valor en las divisas por exportaciones (Triste
et al.,2014), procesarse mediante coccion o formular productos derivados de
este, y su importancia ha incrementado debido a que el fruto es una fuente rica
en antioxidantes, tales como, carotenoides, compuestos fendlicos y flavonoides
(Véazquez et al., 2013).

2.2. Morfologia de Solanum lycopersicum (tomate)

El tomate pertenece a la familia Solanaceae, originaria de Peru, conocido de
diferentes maneras como tamarillo, tomate francés, tomate de arbol, (Belén et
al., 2004) por lo cual el tomate es una planta herbacea, que presenta un tallo con
ramificaciones de brotes simpodiales que pueden tener variaciones en el habito
de crecimiento, el cual puede ser del tipo determinado o indeterminado (Ranjan

et al., 2012), la mayoria se ubican en especies silvestres, caracterizando su fruto


https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/gb-2012-13-8-167#auth-Aashish-Ranjan

por sabor, color, textura (Agudelo et al., 2011), con una yema terminal vegetativa
o reproductiva, en el caso de esta ultima, con la formacion de frutos carnosos
gue muestran variaciones entre especies en intensidad de color, forma, calidad,
y morfologia del fruto, aunque en la mayoria de las especies el color
predominante es el rojo (Schauer et al., 2004).

La planta presenta hojas alternas y flores pentameras, cuyos pétalos forman una
corola tubular, al menos en la base, y los estambres se alternan con los cinco
I6bulos de la corola. El ovario es, bilocular, aunque puede ser también
multilocular, con muchos 6vulos en placentas axilares, y con un estilo terminal y
los frutos son bayas (Florido et al., 2014). El fruto de tomate puede variar en el
numero de l6culos o cavidades puede variar desde 2 hasta mas de 10 loculos
(Mufios et al., 2011).

El sistema radicular consiste en una raiz pivotante y raices secundarias, y puede
llegar a alcanzar una profundidad de hasta 2 metros. La planta de tomate
presenta dos formas de crecimiento: crecimiento determinado o crecimiento
indeterminado, presentandose segmentos uniformes con tres hojas y una
inflorescencia en los tallos con crecimiento indeterminado, terminando en un
apice vegetativo. En el caso de la planta de tomate con crecimiento determinado
sus tallos suelen presentar menos hojas por inflorescencia y terminan en un apice
reproductivo, lo que da lugar a un crecimiento mas compacto, erecto y ordenado
(Martinez et al., 2001).

Los tallos son ligeramente angulosos, semilefiosos y con tricomas simples y
glandulares. Las hojas muestran tamafios variables, que van de 10 a 50 cm,
alternas, pecioladas y con foliolos divididos. Las flores se presentan agrupadas
de 9 con 5 0 més sépalos verdes que siguen creciendo una vez cuajado el fruto
y 5 0 mas pétalos amarillos. Las anteras forman un cono que cubre al ovario, el
cual esta formado por dos 0 mas carpelos. En la antesis el polen fecunda al 6vulo
para formar las semillas, de una tonalidad parda, con un tamafo entre 3 a5 mm
y, el cuajado del fruto que es la parte que se consume (Casierra et al., 2008).

El fruto del tomate es unatipica baya, de forma variable entre esférica y cilindrica,

la cual en su madurez presenta un pericarpio carnoso con dos o mas léculos y


javascript:;

una placenta con una parte carnosa en el centro y otra mas gelatinosa que llena
parcialmente los l6culos, donde se encuentran las semillas. La parte exterior esta
formada por un exocarpio complejo (piel) con varias capas de células lo que le
confiere gran resistencia y baja permeabilidad. El fruto maduro presenta una
variacion en la coloracion que va desde el color verde (cuando no vira) a amarillo
o rojo, dependiendo esta caracteristica de la degradacion de la clorofila y la
existencia de pigmentos carotenoides y licopeno, este Ultimo responsable del
pigmento rojizo tipico de este fruto (Ochoa y Carravedo, 1999).

Usualmente el tomate se consume cuando el fruto se pigmenta por completo de
color rojo, siendo esta caracteristica organoléptica externa mas importante en la
determinacién del punto de maduracion y de la vida postcosecha, asi como, un
factor determinante en la decision de compra por parte de los consumidores
(Fraser et al., 1994).

2.3. Paradmetros 6ptimos para el crecimiento del cultivo de tomate en

invernadero

El cultivo de tomate bajo invernadero requiere ciertas condiciones para llevarse
de manera adecuada, dentro de dichas condiciones el sustrato o medio de
crecimiento es de los mas determinantes, asi como, de tener agua dulce para
llevarse a cabo el riego (Ledn et al., 2004; Soto et al., 2018). La turba, lana de
roca y el polvo de coco son algunos de los sustratos mas utilizados en el cultivo
del tomate que demuestran obtener efectos positivos en el crecimiento,
desarrollo y produccion (Guzméan, 2017). Algunos otros factores a controlar los
efectos sobre todo para regular la evapotranspiracién son parametros climéaticos,
tales como: la radiacion solar, temperatura, humedad del aire y velocidad del
viento, entre otros (Soto, 2018).

El cultivo de tomate en invernadero se produce para el mercado en el mes julio-
enero, es necesario mantener los invernaderos con sistemas de calefaccion y
clima para las bajas temperaturas durante los meses de frios, en lo cual se

observa un menor costo, asi como mantener las temperaturas con un limite



minimo entre 4-7°C. El tomate se desarrolla mejor bajo condiciones de
invernadero ya que la produccién en condiciones protegidas es mayor en
produccion, calidad y rendimiento de la cosecha (Monroy et al., 2018), aunque la
induccion floral se desarrolla en base a las condiciones ambientales y con esto
el crecimiento del fruto se relaciona con la temperatura, siendo 6ptimo entre 10-
30°C, aunque a partir de 26°C reduce la tasa de crecimiento y cosecha (Iglesias,
2015).

En México el rendimiento en campo abierto es bajo ya que no cumple con las
condiciones adecuadas que se necesitan, un caso seria el suelo mas infértil en
campo abierto y en los invernaderos: falta de equipamiento adecuado, falta de
capacitacién, conocimiento sobre el manejo de las instalaciones y los equipos
necesarios que se deben tener para mantener sobre todo una temperatura viable
y correcta (Fajardo et al., 2016). Aunque la produccién de tomate bajo
invernadero es controlada, el crecimiento se basara a la temperatura, el agua y
algunas veces el fertilizante que le aplicamos mediante el riego (Sanchez et al.,
2008).

2.3.1. Humedad, temperaturay pH

El cultivo de tomate requiere una humedad en base a la temperatura del
invernadero o atmosférica, al igual que la Solucion Nutritiva (SN) que se aplica a
dos factores que influyen en la absorcion de agua y nutrimentos (Mondragon.,
2005). La temperatura es muy importante para el cultivo de tomate y se debe
encontrar alrededor de los 22 °C, por las noches puede soportar entre 10 °Cy 17
°C como limite minimo para su 6ptimo rendimiento fisiolégico (Valerio., 2012),
por lo que si la temperatura se encuentra por encima de los 32°C, es dificil que
se lleve a cabo la polinizacién sin tener una buena humedad relativa ya que es
demasiado importante para ella (Castellanos., 2011), es importante saber que en
medida de que la temperatura disminuye también disminuye el crecimiento, la

absorcion y asimilacion de los nutrimentos en la planta (Martinez et al., 2008).



Por otro lado, el pH para cualquier condicion climatolégica en la que se encuentre
el cultivo debe oscilar entre 5.5 y 6.0 (Lara, 1999), ya dentro de este rango se
permite la disponibilidad de la mayoria de los aniones y cationes presentes en la
solucion de suelo o solucién nutritiva aplicada.

La humedad relativa es el aire y agua que se presentan en el ambiente del
invernadero , ademas ayuda al desarrollo de la planta polinizacion y garantiza
una produccion entre el 60% y 80% (Mondragon., 2005) , nivel de humedad
relativa inferiores o superiores a este rango puede ocasionar que se presenten
enfermedades derivadas de infecciones por agentes patdgenos o decremento en
la actividad fisiol6gica de la planta por la falta de agua para movilizar moléculas
necesarias para llevar a cabo los ciclos metabdlicos vitales (Lépez et al., 2016).
La produccién de tomate en condiciones protegidas (crecimiento en invernadero)
incrementa el rendimiento y calidad del fruto, ya que es posible controlar la
mayoria de los factores que afectan el crecimiento y rendimiento del cultivo. La
superficie empleada para cultivos en invernadero en México asciende a 4900 ha,
presentando una tasa de crecimiento anual de 25 %; de esta superficie, 3450 ha

se destinan solamente a la produccion de tomate (Rodriguez et al., 2008).

2.4. Importancia Econémicay Agrondémica del Tomate

Los principales paises productores de tomate son: Estados Unidos, Canada,
Grecia, Italia, México, Turquia, Egipto, India y Espafia. En la actualidad el tomate
se cultiva en una superficie que varia entre 600 mil ha del cual un 15% fue en
producido en invernadero (Garcia et al., 2006), con rendimientos entre las ocho
toneladas de tomate de piso para consumo nacional hasta 60 toneladas en
tomate para exportacion (Ascencio et al., 2007).

En México, el cultivo del tomate tiene importancia no sélo como generador de
divisas, sino también por la elevada derrama econdémica que genera (Sanjuan.,
et al 2014), la generacién de mano de obra estacional del campo, y la creacion y
fomentaciébn de empleo en otras areas de la actividad econémica, como el

transporte y empresas que se dedican a la venta de insumos, la industria



alimenticia que genera productos derivados del tomate y los comercios que
generan la venta del fruto (Juarez et al., 2015).

México se encuentra en el décimo lugar con alrededor de 2 millones de toneladas
anuales. Ya que el tomate es una de las hortalizas con mayor variedad de tipos
en cuanto al: color, sabor, forma (Ruiz., 2002). Existe una produccion entre
1,535,157 y 2,968,195 toneladas, siendo Estados Unidos el mayor pais
exportador que tiene, las exportaciones de tomate en México a EE.UU.
(Monardes., 2009). Crecieron al pasar de 457 mil toneladas a 628 mil toneladas,
el incremento en porcentaje medio anual fue de 5.5%. Los principales estados
productores son Sinaloa, Baja California Norte y Baja California Sur, San Luis

Potosi y Michoacéan (Garcia et al., 2005).

El 70% de los cultivos que se producen en México bajo condiciones protegidas
corresponde al tomate, por ello, es sustancial realizar un manejo eficiente en la
agricultura intensiva para conocer los factores que condicionan el potencial de
produccion de los cultivos (Juarez et al., 2015).

El tomate es una de las hortalizas con mayor consumo a nivel mundial tanto en
fresco como en procesos industriales. En México los rendimientos en campo
abierto e invernadero son generalmente bajos. Para incrementar el rendimiento
es necesario realizar evaluaciones respecto a los efectos genéticos en
variedades e hibridos (Hernandez et al., 2016b).

En la regién de El Bajio, México, se reportd por primera vez una enfermedad
denominada permanente del tomate (PT). Es la enfermedad mas dafina en las
siembras de tomate del ciclo primavera-verano. Existen alrededor de 200
enfermedades que afectan al tomate (Martinez et al., 2016). La etiologia de esta
enfermedad no es muy clara, ya que observaciones al microscopio electronico,
describen la presencia de cuerpos de plantas enfermas (Garzén et al., 2009). Los
factores bidticos de mayor afectaciéon al tomate (Solanum Lycopersicum) son los

virus, bacterias, parasitos y hongos (Martinez et al., 2016).
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2.4.1 Produccién del tomate a nivel nacional e internacional

En Sinaloa, Michoacan y Baja California son los estados que mayor aportacion
tienen (Martinez., 2005). En el afio 2011, México ocupaba el décimo lugar como
productor de tomate, y el tercero como comercializador de tomate en el mundo,
con volumenes cercanos a las 600 mil toneladas por afio, la mayor parte va a
Estados Unidos de Norteamérica (Cih et al., 2011).

Por otro lado, la produccion de tomate en el 2008 se distribuy6 a nivel mundial
en el siguiente orden: China fue el primer productor de jitomate en el mundo, con
un 36%, Estados Unidos de Norteamérica con 14%; Turquia con 12%; India con
11%; mientras que México ocupo el octavo lugar con 3% de la produccion
mundial (Garcia et al., 2005). Sin embargo, es importante mencionar que a lo
largo del cultivo hay grandes pérdidas econdmicas por dafio en los cultivos o en
el fruto debido a diversos factores bidticos y abiodticos que perjudican la
produccion y venta de esta hortaliza. un millon de hectareas en China como lider

mundial que genera el 25 % de la produccién mundial (Marin., 2020).

2.5. Dafos y patologias mas frecuentes que afectan en el cultivo de tomate

Las pérdidas o bajos rendimientos del cultivo de tomate a campo abierto o en
invernadero, asi como, las pérdidas econdémicas durante el transporte,
almacenamiento, venta al consumidor pueden deberse a diversos factores
(Marin., 2020), los mas comunes son los causantes de las modificaciones en la
calidad de los tomates, que pueden ser de naturaleza mecanica, fisiolégica o
patoldgica (Casierra et al., 2008).

e Dafios mecanicos: Pueden ser causados por golpes durante la cosecha,
transporte o almacenamiento del fruto, dicho dafo puede originar
alteraciones metabdlicas y fisiologicas, generando una apariencia

anormal o poco agradable en la constitucion externa o interna del fruto
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gue adicional a la apariencia, puede causar alteraciones en el

metabolismo respiratorio, sabor y firmeza (Casierra et al., 2008).

Dafios fisicos: Algunos factores como la luz, temperatura o cambios de
pH pueden afectar la composicidon fisicoquimica del fruto de tomate,

sobretodo del pericarpo y del tejido locular (Casierra et al., 2008).

Dafos fisiologicos: Son alteraciones en el funcionamiento metabdlico de
la planta causadas por factores abioticos (limitacion de oxigeno, pH,
radiacion solar, salinidad del suelo, estrés hidrico, temperatura, etc.) o
biéticos (causados por organismos vivos, tales como, bacterias, hongos,
insectos, etc.) (Sanchez et al., 1997; Pardos., 2004).

Dafios patoldgicos: Estas alteraciones son causadas por agentes
infecciosos (factores bidticos, como: hongos, insectos y bacterias) y
factores no infecciosos (factores abioticos, como: alta radiacion solar, alta
humedad, déficit hidrico, alta temperatura, el congelamiento por bajas
temperaturas, entre otros) (Sanchez et al., 1997; Pardos., 2004).

Algunos de los organismos patégenos mas comunes que afectan al cultivo

de Solanum lycipersicum L.:

v

Fusarium oxysporum es un patdégeno que causa marchitez de tejido
vascular y clorosis en la planta (Guédez et al., 2012).

Clavibacter michiganensis ocasiona la marchitez en la hoja, frutos
inmaduros y tallos con estrias (Borboa et al., 2009; Marin.,2020).

Virus del mosaico del género Tobamovirus ocasiona que aparezcan
alteraciones en la forma y color de los foliolos, y de los frutos (Morales et
al., 2009).

Bemisia tabaci o0 mosquita blanca este insecto es chupador de savia que
ocasiona amarillamiento de las hojas y su posterior caida (Badii et al., 2006;
Marin L.,2020).
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2.6. Ventajasy desventajade los tratamientos tradicionales y alternativos

para patologias vegetales

Los tratamientos organicos son una forma alternativa de fertilizacion en los
sistemas agricolas, derivados de un incremento en los precios de los
agroquimicos y de una mayor toma de conciencia sobre la necesidad de proteger
el ambiente y la salud humana, mediante la mejora de las condiciones fisicas y
quimicas del suelo, lo que se refleja en la materia orgénica y estimulacién de la
actividad bioldgica (Orozco et al., 2011).

Los tratamientos tradicionales generan mejor rentabilidad que un tratamiento
organico, sin embargo, a largo plazo, cuando los alimentos y sistemas han
crecido y ocupa un lugar importante por el aporte de vitaminas, acidos organicos
asimilables y sales minerales para la alimentacion humana (Borrero et al., 2012).
Algunas de las desventajas de los sistemas agricolas tradicionales es el uso de
fertilizantes y pesticidas para su funcionamiento, mientras que en los sistemas
agricolas orgénicos usan residuos organicos del propio cultivo o de otros cultivos
para generar composta y fertilizantes naturales que tienen un costo mucho menor
en relacién con otros sistemas (Gémez et al., 2011). El uso de acolchado nos
ayuda al control de malas yerbas ni ocasiona problemas de erosion en el suelo
(Zribi et al., 2011).

Para poder preparar la tierra para sembrar es necesario hacer el uso de
magquinaria agricola como tractores, arados y cosechadoras y asi recoger la
produccion. Estos tratamientos dafian fuertemente la capa superficial del suelo
donde estd la mayor cantidad de nutrientes. En cambio, Los tratamientos
organicos generan que el suelo vaya fijando nutrientes en €l (Orozco et al., 2011),
como es el uso del acolchado, el cual tiene la ventaja de una mayor produccion
y calidad en el fruto y mejora su control en plagas y como desventaja la dificultad
al recoger el plastico del acolchado, ya que no lo levantamos al 100 % del suelo

y se quedan pequefios pedazos dificiles de retirar totalmente y por su lenta
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degradacion y la contaminacion potencial en el suelo (Anzalone et al., 2007; Zribi
et al., 2011).

2.7. Aplicaciones de extractos vegetales en diferentes cultivos como
técnicas alternativas, preventivas o de manejo de enfermedades causadas

por agentes bidticos

Los extractos de plantas contienen de forma concentrada principios activos
(flavonoides, terpenos o alcaloides) que se encuentran en las plantas (Dar et al.,
2023), que son sustancias que ejercen diversas actividades en los organismos
dependiendo de la conformacion quimica de estos, siendo los principios activos
vitaminas y minerales, o algunas otras sustancias como: polifenoles, flavonoides

0 aceites esenciales por mencionar algunos (Trujillo et al., 2015).

Algunas técnicas alternativas ya probadas y utilizadas en la agronomia

son:

e Extracto de tabaco (como insecticidas)

e Extractos organicos de neem (como insecticida)

e Extracto de Pinus pinea (bactericida, contra Xanthomonas), etc.

e Aplicacion de moléculas organicas (una sola molécula obtenida de
plantas) como &cido salicilico, acido jasmoénico, polifenoles, acidos
organicos, acidos grasos, etc.

e Cultivoin vitro de plantas (que se extrae del agar, es una mezcla gelificada

y semisélida

2.7.1 Acido salicilico

El &cido salicilico (AS) forma parte de un amplio grupo de compuestos
sintetizados en las plantas denominados fendlicos (Bernanrdo et al., 2017), estos

poseen una estructura quimica de un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico
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(Sanchez et al., 2012). Podemos encontrar al acido en las plantas en forma de
conjugados de azUcares, como son ésteres de glucosa (glucosa unida a un grupo
carboxilo) y glucésidos (glucosa unida con un grupo hidréfilo) (Villanueva et al.,
2009) debido a que es considerado como un biorregulador de crecimiento en
plantas (Sanchez et al., 2010) y es un compuesto fendlico producido a partir del
metabolismo secundario vegetal originado en hojas jovenes, meristemos florales
y vegetativos y transportado via floema (Martin et al., 2018; Staswick et al., 2002).
El AS tiene una asociacion con la sintesis de compuestos fendlicos en las
plantas, dichos compuestos son de gran importancia debido a sus diversas
funciones metabdlicas dentro de las células vegetales (Staswick et al., 2002),
como lo son: la sintesis de lignina, la actividad alelopatica, la sintesis de
compuestos relacionados con la defensa contra patégenos y la tolerancia al
estrés causada por factores abiéticos y bioticos, asi como, la pigmentacion de
organos vegetales, el crecimiento y reproduccién de la planta (Tucuch et al.,
2017).

La aplicacién enddgena de AS influye positivamente en procesos como la
inhibicion de la germinacion de semillas, crecimiento celular, respiracion, cierre
estomético, inhibicion del crecimiento de raiz y coledptilo, induccion e inhibicion
de la floracién (Anchondo et al., 2011; Contreras et al., 2017), expresion de genes
asociados a respuesta a estrés abidtico (Martin et al., 2012) y de tal forma
especial en la termogénesis, al igual que la resistencia a enfermedades
derivadas del estrés hidrico o a patégenos (Sanchez et al., 2010; Tucuch et al.,
2017). El acido salicilico participa de forma importante en la cascada de la
sefalizacion vegetal, durante la adaptacion de la planta a ambientes extremos,
asi como, en la induccién de resistencia sistematica adquirida (SAR) (Vazquez
et al., 2016; Audenaert et al., 2002). Esta molécula regula el crecimiento en las
plantas mediante los efectos de respuesta a nivel celular que favorecen el
desarrollo e incrementa el rendimiento de los cultivos cuando estos se
suministran en bajas concentraciones exogenas (Hayat et al., 2007; Vazquez et
al., 2016) beneficiando variables agronomicas referentes la longitud, peso,

perimetro y area de la raiz, al modificar su morfologia, ademas, aumenta la
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biomasa fresca y seca del tallo, asi como, los nutrimentos en los tejidos
(Avendano et al., 2013).

Dentro de los procesos fisioldgicos en los que interviene el AS se encuentran: el
cierre estomatico, mejoramiento de la carboxilacion y la actividad de la nitrato-
reductasa, aumento de la actividad fotosintética y reduccién del rendimiento
fotoquimico operacional (Hayat et al., 2007; Sanchez et al.,, 2011). Ademas,
estimula la produccion de metabolitos secundarios, como: capsaicina, bacosida
A, witaferina A, flavonoides y fenoles totales (Martin, 2009).

Rodriguez et al., 2017, demostraron que el efecto del AS en algunos procesos
fisiolégicos resulta contradictorio y depende de las concentraciones utilizadas y
la especie vegetal estudiada. La aplicacion de AS ha sido extensamente
estudiada, en las hojas (aplicacion foliar) expuestas a estrés salino acelera la
actividad de clorofilas a y b, aumenta la actividad enzimatica de Rubisco y por
consiguiente la actividad fotosintética, la concentracion de carotenoides y
carbohidratos, la longitud y el peso fresco y seco de las raices, asi como, la altura
y la biomasa seca de los 6rganos aéreos vegetales (Larqué et al., 2010).

Esta molécula fendlica ha sido aplicada en cultivos como semillas de chile
jalapefio con el objetivo de mejorar la biomasa, actividad fotosintética, contenido
nutricional y productividad del cultivo (Rodriguez et al., 2017).

Se ha reportado que los tratamientos con acido salicilico se incrementa la
productividad de cultivos horticolas y genera resistencia ante situacion de estrés
(Bernardo et al., 2017). El uso de aplicaciones a concentraciones bajas de esta
molécula ha sido estudiado en algunos cultivos horticolas, tales como, pimiento
(Capsicum annuum), chile (Capsicum chinense), tomate (Solanum
lycopersicum), pepino (Cucumis sativus) y papaya (Carica papaya)
observandose una mejora en el rendimiento y calidad del cultivo (Gomez., 2018).
En el arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum) y cebada (Hordeum vulgare)
el AS protege contra dafios causados por cadmio (Cd) e induce la aparicion de
proteinas relacionadas con la patogénesis en plantas (PR), responsables de la
resistencia sistematica adquirida (SAR); estimula la actividad de las enzimas

peroxidasa, 3-glucanasa y catalasa, reduce los efectos adversos causados por

16



salinidad mediante la activacion del sistema de defensa antioxidante para
combatir los efectos negativos del factor abiético (Tucuch et al., 2017).

2.7.2. El Acido Salicilico y la Resistencia Sistematica Adquirida (SAR)

Diaz en el 2012 reporta que el Resistencia Sistematica Adquirida (SAR) protege
a la planta de infecciones por patdgenos biotréficos, necroéticos y hemibiotroficos
(Robayo et al., 200), esta se presenta en dos etapas, iniciando dicha respuesta
de defensa vegetal mediante AS al ocurrir el reconocimiento del patégeno por
parte de la planta, e iniciar la respuesta de defensa vegetal a través de sefiales
gue llevan a la acumulacion intracelular de AS que actia como mensajero
secundario para iniciar el mecanismo de defensa SAR (Attaran et al., 2009;
Camarena et al., 2007). Palazon en el 2014, menciona que el SAR actda como
una de las respuestas de duracién a prolongada inducida por una infeccién
localizada otorgando proteccion a la planta contra patdgenos.

Otro sistema de defensa es el proceso de los genes relacionados con la defensa
vegetal, el cual esté regulado por moléculas de sefializacion como el etileno, el
acido salicilico (Ayala et al., 2019) y el acido jasmoénico (JA) (Peteira, 2020),
siendo sintetizado por la planta el AS como parte de la respuesta de resistencia
a patégenos biotrofos y hemibiotrofos, mientras que la sintesis de JA y el etileno
se basa en la resistencia a patégenos necrotréficos y a la mayoria de los insectos
herbivoros, siendo la mayor parte de esta comunicacion continua consistente en
una represion mutua entre la sefializacion medida entre SA 'y el JA (Diaz, 2012),
la cual es de suma importancia como parte del mecanismo de respuesta de

defensa vegetal.

2.8. Inmovilizacién

La inmovilizacion se basa en la limitacion del movimiento de una molécula
organica, elemento mineral o microorganismo, ya sea por union quimica (union

covalente, adsorcidén idnica) o retencion fisica (reticulado, encapsulacion o
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atrapamiento) que puede ocurrir dentro o en la superficie de una matriz (Martinez
et al., 2012) (Figura 1), en los cuales se restringe o limita el espacio por medio

de una union a una estructura sélida (Arroyo, 1998).

| 4 %32

Unién Adsorcion Bttt
covalente ionica

Atrapamiento Encapsulacién
Figura 1. Técnicas de Inmovilizacién por (a) uniéon quimica y

(b) retencién fisica. Fuente: Sanchez et al., 2014.

2.8.1. Ventajas de la Inmovilizacion

Algunas de las ventajas de la inmovilizacion es el aumento de la estabilidad y
viabilidad de las moléculas (proteinas, enzimas, compuestos volatiles, etc),
generacion de proteccion de moléculas bioactivas ante las temperaturas
extremas, pH, oxidacion y humedad, o contra la biodegradacion por
microrganismos, la posibilidad controlar la liberacion del producto inmovilizado o
de la reutilizacion del derivado (Cebrian., 2020; Hernandez et al., 2016a).

Existen reactores enzimaticos inmovilizados que permiten se empleen cargas
elevadas de la enzima, la cual podra mantener su actividad durante un tiempo
mas largo, teniendo como ventajas el reciclado, permitiendo la obtencion de

productos con mayor pureza a bajo costo, debido a que es posible encapsular
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gran variedad de enzimas, siendo la unién enzima-soporte lo suficientemente
fuerte para mantener una mayor estabilidad (Arroyo., 1998).

Algunos materiales que se han usado como soporte para la inmovilizacion de
microorganismos para uso ambiental, son los biosolidos, suelos enmendados
con carbon, arcilla, estiércol o turba (Chalela et al., 1991; Martinez et al., 2012),
debido a que presentan una gran variabilidad en la calidad y composicion.

2.8.2. Técnicas de inmovilizacion

La inmovilizacion de moléculas o microorganismos puede realizarse por
diferentes técnicas basadas en procesos quimicos y fisicos (Sanchez et al.,
2014). Para seleccionar la técnica adecuada es necesario conocer las
propiedades fisicoquimicas del material de soporte que se a utilizar como agente
inmovilizante, asi como, la aplicacion final del elemento inmovilizado esto para
asegurar la biodisponibilidad o permeabilidad de los compuestos quimicos o
componentes bioactivos microbianos (Scouten et al., 1995). Se debe saber sobre
el funcionamiento en el sistema de inmovilizacién e incluso cual sera el
mecanismo de incorporacibn en productos alimenticios, farmacolégicos,
agronomicos o cosmeéticos, para seleccionar el agente inmovilizante que no
modifiqgue propiedades fisicoquimicas, funcionales u organolépticas de los
productos en los cuales son aplicados (Pawar et al., 2012).
Las técnicas de inmovilizacion Fisicas y Quimicas (Cuadro 3) se han utilizado
para uno o mas propositos, como los siguientes:

e Reutilizacion de enzimas (reduccién de costos).

e Facil separacion del producto.

e Procesamiento continuo.

e Control de procesos facilitado.

e Tiempo de residencia bajo.

e Optimizacion del rendimiento del producto.

e Estabilizacion por inmovilizacién.

¢ No hay necesidad de aislamiento enzimatico y purificacién.
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Las enzimas, moléculas y células microbianas han sido inmovilizadas par aun
amplio campo de aplicaciones industriales y cientificas (Cedillo et al., 2014). La
tecnologia de la inmovilizacion enzimas se ha empleado para llevar a cabo
fermentaciones comerciales dentro de biorreactores, asi como, para su
aplicacion médica mediante el uso de organelos, anticuerpos, células y enzimas
inmovilizadas que han permitido desarrollar innovadoras formas de tratamientos
a diversas enfermedades (Klibanov., 1983). Las enzimas no son los uUnicos
elementos inmovilizados aplicados en el area médica, sino también células
bacterianas, fungicas y de levaduras han sido inmovilizadas para la produccion
de compuestos como los aminoacidos, acidos organicos, antibiéticos, esteroides
y enzimas en procesos fermentativos llevados a cabo dentro de biorreactores
(Cedillo et al., 2014).

La seleccion del método de encapsulacion nos permite la proteccion del
elemento inmovilizado de factores ambientales, tales como: temperatura, pH, luz,
oxigeno (Valenzuela., 2020) esta proteccion y la eficacia de la técnica de
inmovilizacién estara en funcién del tamafio medio de la particula requerida, las
propiedades fisicas del agente encapsulante, la sustancia a encapsular, las
aplicaciones del material encapsulado propuesto, del mecanismo de liberacion

deseado y del costo (Hernandez et al, 2016a).
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Cuadro 2. Principales técnicas de inmovilizacién fisica y quimica.

Tipos de

inmovilizacion

Técnica

Fundamento

Cita bibliogréfica

FISICA

Absorcion

La adsorcion es un método simple que resulta de
las interacciones hidrofébicas que se producen
entre las enzimas adsorbidas y el agente
inmovilizante, lo que produce un efecto protector
que evita la agregacion, la protedlisis y la
interaccibon de la enzima con interfaces
hidrofobas. Los soportes comunmente utilizados
son resinas de intercambio catiénico y anidnico,
carbon activado, gel de silice, alimina, vidrio de

poro controlado y ceramica.

(Datta et al., 2013).

Encapsulacién

La encapsulacion es un proceso mediante el cual
sustancias bioactivas sélidas, liquidas o
gaseosas se introducen en una matriz polimérica
mediante la formacién de capsulas, lo que impide
gue los compuestos se pierdan, y a la vez, dichas
sustancias son protegidas de la reaccién con

otros compuestos o de reacciones de oxidacion a

(Pasin et al., 2012;
Défaz et al., 2017).
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causa de la luz o del oxigeno, obteniéndose la
liberacion de las sustancias bioactivas a partir de
las capsulas poliméricas solo en condiciones

determinadas.

Atrapamiento

El atrapamiento es el aislamiento espacial o fisico
de moléculas organicas e inorganicas, enzimas,
organelos o microorganismos dentro de una
matriz solida porosa formada por polimeros
(quitosano, alginato de calcio, colageno,
carragenato, poliacrilamida, resinas de
poliuretano, triacetato de celulosa, poliacrilamida,
gelatina, agar, caucho de silicona, alcohol
polivinilico y poliuretano, etc.) que forman una

matriz con fibras entrecruzables.

(Arroyo., 1998)

QUIMICA

Gelificacion

idnica

La técnica en mezclar la solucion que contiene la
célula, microorganismo, enzima o molécula que
se desea inmovilizar dentro del material
encapsulante, para posteriormente dejar caer por
goteo la mezcla dentro de una solucion de cloruro

de calcio fria en agitacion continua para evitar

(Arroyo., 1998;
Hernandez et al,
2016b).
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(Figura 2). La union del calcio con el polimero
inmovilizante permitira la gelificacion del polimero

y el atrapamiento del material de interés.

Unidén covalente

La union covalente es un método convencional
para la inmovilizacién de enzimas, ya que los
enlaces covalentes se forman a través de
reacciones quimicas entre los materiales de
soporte y los aminoacidos de la cadena lateral de
las enzimas, como la lisina, la cisteina o los

residuos de acido aspartico y glutamico.

(Abdelmajeed et al.,
2012)

Reticulado

Este método consiste en uso de reactivos
bifuncionales  (dialdehidos,  diiminoésteres,
diisocianatos, sales de bisdiazonio e, incluso)
estas dan origen a uniones intermoleculares en
las moléculas de la enzima. Las cuales se
inmovilizan  firmemente para mejorar la
reutilizacién y la estabilidad mediante enlaces
intermoleculares irreversibles capaces de ser
resistentes a condiciones extremas de pH y

temperatura.

(Arroyo., 1998)
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Unién a soportes

Es un método de inmovilizacion en el que se usan
diferentes tipos de soporte, cuyo fundamento se
basa en la activacion de los grupos quimicos del
soporte para formar una union con los grupos
quimicos de la molécula de interés.

La eleccién del soporte y del tipo de enlace son
de gran importancia en la estabilidad de este tipo

de método.

(Arroyo, 1998; Sanchez

et al., 2014)
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Figura 2. Técnica de gelificacién ionica de alginato de sodio por goteo en

cloruro de calcio (CaCl2) (Hernandez et al, 2016a).

2.9. Agentes Inmovilizantes

Los agentes inmovilizantes se componen de un amplio grupo de moléculas con
caracteristicas fisicoquimicas variadas que permiten ofrecer una amplia gama de
aplicaciones inmovilizantes, siendo algunas mejores en proporcionar una mayor
estabilidad, para aplicacion en la produccion industrial de productos quimicos,
farmacéuticos, alimentos; en el tratamiento de residuos o en el diagnéstico y
tratamiento de enfermedades (Arroyo, 1998). El método de inmovilizacién se ha
ganado una atencion fuerte debido a su efectividad potencial, corta duracién en el
tratamiento, bajo costo, el extenso tiempo de accién y menor influencia en la salud
ambiental (Jakubus et al., 2022).

La funcionalidad de los agentes inmovilizantes puede variar, debido a que su cada
uno de ellos tiene diferencias en su estructura quimica lo que deriva en diferentes
propiedades a la matriz compuesta. Las propiedades mecanicas y de barrera de
esta, no solo dependen de los compuestos utilizados en la matriz del polimero, sino
de su compatibilidad y de las fuerzas de cohesion, incluyendo enlaces covalentes,
enlaces ionicos y enlaces de hidrégeno, entre moléculas de polimero formadoras
de recubrimiento (Davila et al., 2011). Los agentes inmovilizantes se pueden obtener

de una gran variedad de fuentes como lo son las plantas, algas, animales y
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microorganismos bacterianos o fungicos, siendo una de las fuentes mas utilizadas

las algas (Hernandez et al., 2016a; Pasquel, 2001).

2.9.1. Agentes inmovilizantes obtenidos de algas

Hay una diversidad de agentes inmovilizantes, sin embargo, algunos son los que

destacan debido a su facil utilizacién, obtencién o rendimiento, entre los

inmovilizantes mas comercializados o industrialmente utilizados encontramos los

obtenidos a partir de algas, como lo son:

1.

3.

Agar: Este polimero se obtiene de algas rojas de la clase Rhodophyceaem
(Gelidium cartilagineum, Gracilaria confervoides y Pteroclaia capillacea). El
agar es de gran importancia ya que produce una gelificacion perceptible en
concentraciones tan bajas como 0.04% a temperaturas entre 35°C a 40°C,
resultando un gel fuerte que es utilizado ampliamente en las areas de
microbiolodgica y biologia molecular (Durazo et al., 2000; Lopez et al., 2018).
Goma carragenina: Es un compuesto polimérico sulfatado compuesto por
unidades de galactosa y anhidrogalactosa extraido de algas rojas o rodofitas
(de la familia Rhodophyta) ampliamente utilziado en la industria alimentaria
como aditivo en diversas formulaciones alimentaria, sin aportar calorias,
sabor o color a los productos (Pasquel, 2001; Lépez et al., 2018).

Alginato: El alginato es un polisacarido formado por unidades de acido D-
manurénico y 4cido L-gulurénico el cual podemos obtener de la dentro de sus
caracteristicas mas sobresalientes se destacan su elasticidad y flexibilidad
(Lupo et al., 2012; Pasquel, 2011). El alginato es ampliamente utilizado como
agente o0 matriz inmovilizante de diversas moléculas y microorganismos
(Rodriguez et al., 2003; Krasaekoop et al.,, 2004; Gardner y Champagne,
2005; Lupo et al., 2012).
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2.10. Alginato

El alginato es un polisacérido lineal compuesto principalmente por dos unidades de
mondémeros, el acido B-D-manurdnico (M) y el acido a-L-gulurénico (G), este
polisacéarido se encuentra presente en la pared celular de las algas marinas, debido
a que tienen como principal funcion dar a las células rigidez, elasticidad, flexibilidad
y la capacidad de enlazar agua (Avendafo et al., 2013; Miranda et al., 2008). El
alginato se puede obtener a partir de las algas pardas (Paeophyta) (Miranda et al.,
2008), siendo las especies de Ascophyllum, Durvillae, Ecklonia, Laminaria,
Lessonia, Macrocystis, Sargassum y Turbinaria las fuentes comerciales mas
comunes para obtener las sales de alginato (Ayarza, 2014).

Las sales de alginato obtenidos de estas especies estan formadas principalmente
por calcio (sal de &cido alginico insoluble en agua), obteniéndose en menor cantidad
las sales de alginato compuestas por sodio, potasio, magnesio, estroncio y bario
(Avendano et al., 2013; Ayarza, 2014; Ribeiro et al., 2005; Papageorgiou et al.,
2012). El tipo de sal de alginato determinara el grado de solubilidad en agua del
polisacéarido (Avendafio et al., 2013).

Las propiedades mas sobresalientes de los alginatos se basan en su habilidad para
solubilizarse en el agua y formar soluciones acuosas viscosas (Avendafio et al.,
2013), su capacidad para formar geles que se vera reflejada al unirse la solucion de
alginato de sodio con una sal de calcio (generalmente cloruro de calcio, CaClz), y
finalmente, su propiedad para formar peliculas de alginato de sodio o calcio y fibras
de alginato ( Miranda et al., 2008), estas tres propiedades dan un amplio rango de
usos a las sales de alginato en diversas areas industriales, médicas, agronémicas
y de investigacion. El acido alginico tienen la capacidad para enlazarse con el
cloruro de calcio (CaCl2) y formar pequefias esferas huecas con multicapas
poliméricas que modulan estabilidad mecéanica y la permeabilidad adecuada de
solutos (Lee et al.,2012; Mandal et al., 2010), esta propiedad ha sido ampliamente
explotada en areas industriales para la elaboraciéon de productos alimenticios,
cosméticos y farmacéuticos, asi como, para el desarrollo de técnicas de

inmovilizacién de diferentes agentes biolégicos e inorganicos.
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2.10.1. Usos del Alginato

Hurtado et al., 2020 mencionan que el alginato muestra un gran ndmero de

aplicaciones que siguen en crecimiento debido a sus excelentes propiedades

quimicas, fisicas y biologicas. De esta forma, en el Cuadro 2 se presentan algunas

de las aplicaciones del alginato dentro de diferentes areas.

Cuadro 3. Usos industriales del alginato.

propilenglicol

debido a que proporciona viscosidad o
consistencia a los productos.

Tipo de Sal de Usos Referencias
Alginato
. En la elaboracion de cremas, quesos,
Alginato de .
: salsas, y aderezos, asi como, en la
sodio y fabricacion de cerveza se utiliza el alginato Lupo et al.,
Alginato de g 2012.

La microencapsulacion en alginato de
bacterias probidticas se utilizar para
proteger y mejorar su biodisponibilidad en

Krasaekoop et

un medicamento (Paracetamol).

Matriz de . ) al., 2004;
; . los productos alimentarios y en el tracto
Alginato sin | . . . : Gardnery
-~ intestinal, asi como, para incrementa la
especificar el : . Champagne,
. cantidad de biomasa durante los procesos )
tipo de sal ., : 2005; Lupo et
de fermentacion destinados en la
i : . al., 2012.
obtencion de metabolitos secundarios de
interés industrial
El alginato es empleado en las
impresiones dentales debido a su
Alginato de | plasticidad, viscosidad, flexibilidad, | Ayarza, 2014,
calcio elasticidad, resistencia, compatibilidad | Buitrago, 2015.
con otros materiales de uso odontoldgico
y su facil manipulacion.
Los recubrimientos en base a alginato son
. aplicados durante la postcosecha de
Alginato de : )
: . tomate para mejorar la calidad, retardar el | Ventosa et al.,
sodio mas i L
proceso de maduracion, minimizar las 2013.
Aloe vera L .
pérdidas de peso y mantener la firmeza de
los frutos.
Alginato de Exsgua;ﬂlzlr::ién dl?berac?éanp?:(ggﬁglada 32 Rodriguez et
Sodio P y al., 2003.
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La revision basada en las propiedades reportadas en la literatura cientifica sobre el
beneficio de la aplicacién exdgena del acido salicilico y el uso del alginato de sodio
como agente inmovilizante basto para proponer una investigacion centrada en la
aplicacion de tratamientos basados en estos dos compuestos, con la finalidad de
observar y determinar el efecto de ambas compuestos sobre algunas moléculas de
importancia en la defensa de la planta de tomate, y a la vez favorecer algunos
aspectos fisiolégicos y morfologicos vegetales al dejar biodisponible el &cido
salicilico por un tiempo mas prolongado. Esto con el objetivo de plantear las bases
para una investigacion a futuro que se base en la formulacidén organica de elicitores
combinados (acido salicilico y el alginato u alguno otro polisacéarido), que
contribuyan a utilizarse como preventivos en cultivos con problemas de pérdidas
debido a patologias microbianas o abi6ticas, como es el caso del cultivo de tomate
gue es altamente susceptible a las pérdidas por infecciones con hongos o dafios

por temperaturas.
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3.1. Instalaciones y Tratamientos

MATERIALES Y METODOS

La experimentacion del proyecto se llevé a cabo en diferentes instalaciones de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (Figura 3). La parte analitica se

realizd en los laboratorios del Departamento de Botanica y en el laboratorio de

Fisiologia Vegetal del Departamento de Horticultura.
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Figura 3. Ubicacion del Departamento de Botanica y Departamento de Horticultura en la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro. Fuente: GOOGLE MAPS.

El Invernadero del Departamento de Forestal fue utilizado para establecer el cultivo

de las plantulas de tomate (Solanum lycopersicum variedad Rio Grande) a las

cuales se aplicaron diferentes tratamientos durante su desarrollo (Cuadro 4). La

Figura 4 representa el acomodo al azar de las plantulas dentro del invernadero.
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Figura 4. Distribucién espacial al azar dentro del invernadero de plantulas de tomate
sometidas a diferentes tratamientos. Los circulos sin relleno representan a las plantulas

muestreadas 24 horas después de la primera dosis de tratamientos y los circulos

completamente coloreados representan a las plantulas muestreadas 24 horas posteriores
a la segunda aplicacion las dosis de cada tratamiento.
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Cuadro 4. Tratamientos y Cadigo de Colores.

Tratamientos Siglas Abreviacion Descripcion

Solucion de Acido Salicilico a

Tratamiento 1 AS AS 0.01mM 0.01mM.

Matriz de alginato-calcio.

Tratamiento 2 ALG ALG 2%-Ca®*  (Gelificacion de alginato al 2% en

solucion de calcio a 0.06M).

Acido Salicilico a 0.01mM
inmovilizado en una Matriz de
alginato-calcio.

AS 0.01mM en

Tratamiento 3 AS + ALG ALG 2%-Cal*

Control Tratamiento control.

Tratamiento 4 TC-SS Riego Solucion

_ (Riego con Solucién Nutritiva
Steiner

Steiner).

3.2. Inmovilizaciéon del acido salicilico en una matriz de calcio-alginato

(Modificacion de latécnicade inmovilizacion reportada Boadi y Neufeld, 2001).

Se dispersaron 0.0138g de acido salicilico en 1L de solucién de alginato de sodio al
2% (P/V), resultando una concentracion de 0.1mM de &cido salicilico. Las mezclas
se dejaron gotear dentro de 50 mL de solucion fria de CaClz (0.06M), la cual se
encontré en continua agitacién con ayuda de una mosca magnética. Las perlas
resultantes tuvieron un diametro aproximado de 2.2 mm. En el sobrenadante
restante se cuantifico la presencia del &cido salicilico para determinar la cantidad de

fitohormona inmovilizada. Las perlitas obtenidas, fueron colocadas en las macetas.

3.3. Cuantificacion de acido salicilico inmovilizado por HPLC.

Se tomaron 1000uL del sobrenadante del cloruro de calcio que se utilizdé para

inmovilizar el acido salicilico en el alginato, y se filtraron mediante una jeringa,
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filtrado a través de un filtro de PVDF de 0.45um de poro, posteriormente el
sobrenadante filtrado fue colocado en un vial para HPLC y se desgasificé en un
ultrasonificador por 5 min. En seguida 20uL del sobrenadante fue inyectado en el
cromatoégrafo de liquidos. El analisis del acido salicilico se llevé a cabo mediante el
uso de una columna de C-18 (250 mm de longitud). Las fases méviles utilizadas son
50% de fase A (agua 94.9% : acetonitrilo 5% : acido férmico 0.1%) y 50% de fase B
(acetonitrilo 94.9% : agua5% : &cido férmico 0.1%) a un flujo de 0.6 mL/min, y
controlando la temperatura de la columna a 35 °C. La deteccion de la molécula de
acido salicilico se realiz6 a una longitud de onda de 250nm. Para calcular la
concentracion de &cido salicilico presente en el sobrenadante de cloruro de calcio
se utilizo la ecuacion de la recta resultante de una curva patron de acido salicilico
(Oppm a 500ppm), la cual fue analizada siguiendo las mismas condiciones
cromatograficos sefialadas para el sobrenadante de cloruro de calcio (Forcat et al.,
2008). Posteriormente, se calculd el porcentaje de retencion de acido salicilico en
la matriz de alginato-calcio tomando como 100% la concentracion inicial de acido
salicilico a inmovilizar, a partir de la cual se calculd el porcentaje correspondiente
de la concentracion presente en el sobrenadante. La prueba de cuantificacion de la

inmovilizacién de &cido salicilico en la matriz alginato-calcio se realiz6 por triplicado.

3.4. Aplicacion del acido salicilico inmovilizado en plantulas de tomate.

Se utilizaron 10 macetas de 1 litro con una proporcion de perlita y peat moss (30:70)
en las cuales se sembraron semillas de tomate variedad toro. Una vez que
emergieron las plantulas fueron colocadas en una mesay se les aplico fertiirrigacion
utilizando una solucion Steiner al 25%, manteniendo la humedad del sustrato en un
80%. A los 10 dias posteriores a la siembra se inicio con la aplicacion de los

tratamientos.
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Se aplicaréan los tratamientos a utilizar en cada una de las plantas:

1. 10 macetas de 1 litro con una proporcion de perlita y peat moss (30:70) para
llevar a cabo el cultivo de plantas control negativo (solo riego con solucion

nutritiva Steiner).

2. 10 macetas de 1 litro con una proporcion de perlita y peat moss (30:70) para

llevar a cabo el cultivo de plantas control negativo (matriz de alginato-calcio).

3. 10 macetas de 1 litro con una proporcion de perlita y peat moss (30:70) para
llevar a cabo el cultivo de plantas control positivo absoluto (acido salicilico a

0.1mM sin inmovilizar).

4. 10 macetas de 1 litro con una proporcion de perlita y peat moss (30:70) para
llevar cabo el cultivo de plantas control positivo analitico (con &cido salicilico

a 0.1mM inmovilizado en la matriz de alginato-calcio).

3.5. Cuantificacion de la acumulacién de acido salicilico en tejido por medio
de la técnica de HPLC.

3.5.1. Extraccion de acido salicilico a partir del tejido foliar liofilizado (Mufioz-
Lopez et al., 2018).

Los tejidos liofilizados de las plantulas de tomate se colocaron en un mortero de
mano y congeladas con nitrogeno liquido, se maceraron hasta obtener un polvo fino
y en tubos para microcentrifuga de 1.5 mL se agregan 50 mg de este polvo adn
congelado. Al tubo para microcentrifuga se le afiade 1 mL de la solucion de
extraccion y se procedié a colocarlo en un vortex por aproximadamente 15
segundos, posteriormente se sometio a ultrasonificacion por 10 minutos para lograr

una mejor solubilizacion del acido salicilico. Al término de paso anterior el extracto
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fue centrifugado a 13,000 rpm por 10 min y una vez finalizado este proceso el
sobrenadante fue extraido con una jeringa, filtrado a través de un filtro de PVDF de
0.45um de poro y colocado en un tubo para microcentrifuga nuevo (Aboul et al.,
2004).

3.5.2. Cuantificacion de 4cido salicilico por HPLC

El extracto obtenido para determinar acido salicilico se desgasific6 en un
ultrasonificador por 5 min. En seguida 20uL del extracto fue inyectado en el
cromatografo de liquidos. El analisis del acido salicilico se llevo a cabo mediante el
uso de una columna de C-18 (250 mm de longitud). Las fases méviles utilizadas son
50% de fase A (agua 94.9% : acetonitrilo 5% : acido férmico 0.1%) y 50% de fase B
(acetonitrilo 94.9% : agua 5% : &cido formico 0.1%) a un flujo de 0.6 mL/min, y
controlando la temperatura de la columna a 35 °C. La deteccion de la molécula de
acido salicilico se realizé a una longitud de onda de 250nm. Para determinar la
concentracion del acido salicilico presente en los extractos foliares se utilizo la
ecuacion de la recta resultante de una curva patron de acido salicilico (Oppm a
500ppm), la cual fue analizada siguiendo las mismas condiciones cromatograficos

sefaladas para los extractos (Forcat et al., 2008).

3.6. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides)
Sarker et al., 2014.

3.6.1. Determinacion de carotenoides totales y clorofila

Los carotenoides totales y el contenido de clorofila a, b y clorofilas totales se
cuantificaron mediante un meétodo espectrofotométrico mediante el uso de

coeficientes de absorcién y la absorbancia a diferentes longitudes de onda (663nm,
645nm y 480nm).
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Para la extraccion de los pigmentos fotosintéticos se pes6 100 mg de hoja liofilizada,
se pas6 a un mortero y se afiadié 1mL de acetona al 80%, finalmente se sonicaron
por 10 min a temperatura ambiente y fueron centrifugadas a 15,000 r.pm. durante
10 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante fue puesto en una celdilla para
posteriormente se leido en espectrofotdmetro a 663nm, 645nm y 480nm, usando

acetona al 80% como blanco.

Para estimar el contenido de clorofila a, clorofila b, clorofilas y carotenoides totales

se utilizaron las siguientes ecuaciones (Sarker et al., 2014):

Carotenoides totales (mg / g) = A480 + (0.114 x A663) - (0.638 x A645) x V /1000 x W

Donde:
A = Absorbancia a la longitud de onda dada
V = Volumen final de acetona al 80% en ml

W = Peso de la muestra en gramos

Clorofila"a" (mg/g) = (12.7 x A663) - (2.69 x A645) x V /1000 x W
Clorofila “b” (mg / g) = (22.9 x A645) - (4.68 x A663) x V /1000 x W
Clorofila total “a” + “b” (mg / g) = (8.02 x A663) + (20.2 x A645) x V /1000 x W

Donde:
A = Absorbancia a la longitud de onda dada
V = Volumen final de acetona al 80% en ml

W = Peso de la muestra en gramos.

3.7. Cuantificacion de potencial de antioxidante total por la técnica de DPPH.

Las hojas de las plantulas se liofilizaron por 72 horas, posteriormente se maceraron
con mortero de mano y se tomaron 50 mg de este tejido pulverizado mas 10 mg de
polivinilpirrolidona. Se coloco en un tubo para centrifuga y se le afiadieron 1.5 mL
de 0.1 M de buffer de fosfatos pH 7-7.2, y se sonificé por 5 min, posteriormente se

llevd a cabo una microcentrifugacion a 12,500 rpm por 10 min a 4°C., el
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sobrenadante se recolecto vy filtré6 con una membrana de nylon de 0.45u de poro.
Finalmente, el extracto se diluyé en una proporcion 1:15 con buffer de fosfatos
(Ahmad et al., 2008). El extracto diluido fue cuantificado mediante la técnica del
DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidrazil) en la cual la forma oxidada de este radical
absorbe a un maximo de 540 nm y la inhibicién en la oxidacién fue atribuida
directamente a la presencia de antioxidantes. La absorbancia se ley6 en un lector
de placas marca ELx800 mediante el uso de placas de 96 well. Se trazé una curva
patron usando como referencia el TROLOX y el Acido Ascorbico. Los resultados
fueron expresados en unidades de mM de Equivalentes Trolox y unidades mM de
equivalentes de Acido Ascorbico.

3.8. Determinacion de biomasa frescay seca.

Para determinar la biomasa fresca y seca se realizaron muestreos destructivos a
los 50 dias posteriores a la siembra. Cinco plantulas representativas por tratamiento
fueron divididas en hoja, tallo y raiz, los cuales fueron pesados por separado en una
balanza electrénica antes de ser sometidas a secado y el peso fue registrado como
biomasa fresca. Posteriormente la plantula fue secada en una estufa a temperatura
constante de 70°C durante 72h, y posteriormente, se pesaron en una balanza
electronica registrando los datos obtenidos como biomasa seca (Velasco et al.,
2016).

3.9. Variables agrondmicas de crecimiento.

Son aquellas variables que nos indican la respuesta positiva 0 negativa de un
producto sobre el crecimiento vegetativo o la fructificacion, lo cual se refleja como
un efecto del cambio en la fisiologia de la planta, permitiéndonos conocer mejor la
respuesta vegetativa especifica hacia algunos componentes quimicos exdgenos o

factores abiodticos o bibticos a los que se somete dicha planta (Asprelli et al., 2005).
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Las variables agronémicas evaluadas fueron:

e Numero de hojas
El nimero de hojas se cuantific6 contando cada lamina foliar (foliolo) dentro de la
hoja compuesta en la totalidad de la planta.

Diametro del tallo

El diametro del tallo fue medido con el apoyo de un vernier digital a 10 cm sobre la
base del tallo y el diametro intermedio se midi6 de los 8 cm después.

e Alturade laplanta.
La altura se midié con cinta métrica flexible desde la base del tallo hasta el externo
apical del tallo.

e Longitud de laraiz
La longitud de la raiz fue medida con una regla milimétrica desde la base del tallo

hasta el extremo apical de la raiz.

3.10. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa Statistical Analysis Systems (InfoStat
2017.1.2.) mediante un analisis de comparacién de medias (LSD de Fisher (a
< 0.05). En el Cuadro 5 se muestra la distribucién del nUmero de réplicas analizadas

en cada una de las determinaciones para cada uno de los tratamientos evaluados.

Cuadro 5. Distribucién de réplicas analizadas por tratamiento.

Tratamiento Cuantificacion Pigmentos Potencial Variables
de AS en Fotosintéticos Antioxidante Agrondmicas
Tejido Foliar Total
M1 M2 M1 M2 M1 M2 M3
AS 5 5 5 5 5 5 5
ALG 5 5 5 5 5 5 5
AS + ALG 5 5 5 5 5 5 5
TC-SS 5 5 5 5 5 5 5

M1= 06 de diciembre de 2018, M2= 11 de diciembre de 2018, M3 = 18 de diciembre de 2018. MUESTREO 1
(M1) (Primera aplicacion de los tratamientos posterior a 15 dias de trasplante y colecta 24 horas después de la
primera aplicacién), MUESTREO 2 (M2) (Segunda aplicacién de los tratamientos posterior a 21 dias de
trasplante y colecta 24 horas después de la segunda aplicaciéon), MUESTREO 3 (M3) (Segunda aplicacion de
los tratamientos posterior a 21 dias de trasplante y colecta 8 dias después de la segunda aplicacion).
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IV. RESULTADOS y DISCUSION

4.1. Acumulacion de &cido salicilico en el tejido foliar de tomate.

Por medio de la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion se analizé el
contenido de &cido salicilico en tejidos de hojas liofilizadas en las plantas sometidas
a los diferentes tratamientos, los resultados (Cuadro 6) muestran diferencias en el
contenido de Acido Salicilico (AS) observandose una acumulacion mayor en las
plantas que recibieron el AS encapsulado en alginato en comparacién con los
niveles mostrados en los tejidos de hoja de las plantas a las cuales solo se les aplico

el riego con la solucion nutritiva Steiner (Plantas Control).

Cuadro 6. Acumulacion de acido salicilico en tejido foliar
liofilizado de plantulas de tomate.

Tratamiento AS (mg/g ps)

TC-SS 0.0029 + 0.0004 b
ALG 0.0036 + 0.0005 ab
AS 0.0037 + 0.0004 ab
ALG + AS 0.0046 + 0.0004 a

Los datos mostrados representan el promedio de 5 réplicas por tratamiento
cuantificados a 250nm mediante la técnica de HPLC. Valores con letras iguales
en cada columna, son estadisticamente similares con base en la prueba de
LSD de Fisher (p< 0.05).
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El Cuadro 6 permite observar que las hojas de las plantas sometidas al tratamiento
de AS encapsulado en alginato presentan en ambos muestreos posteriores a las 24
horas de la aplicacion de las 2 dosis de los tratamientos los niveles mas altos de AS

acumulado en los tejidos de hoja.

Cuadro 7. Andlisis de los niveles acumulados de &cido salicilico
en tejido foliar liofilizado de plantulas tomate sometidos a la
aplicaciéon de 2 dosis de cada tratamiento.

Tratamiento Aplicacién AS (mg/g ps)
(Muestreo)

TC-SS (control) 1 0.0026 + 0.0006 b

AS 0.0038 + 0.0006 ab

1
ALG 1 0.0042 £ 0.0007 ab
ALG + AS 1 0.0043 £ 0.0006 ab
TC-SS (control) 2 0.0032 + 0.0006 ab
AS 2 0.0036 £ 0.0006 ab
ALG 2 0.0030 £ 0.0006 b

ALG + AS 2 0.0049 + 0.0006 a

Los datos mostrados representan promedio de 5 réplicas por tratamiento cuantificados
a 250nm. MUESTREO 1 (Primera aplicacién de los tratamientos posterior a 15 dias de
trasplante y colecta 24 horas después de las aplicaciones). MUESTREO 2 (Segunda
aplicaciéon de los tratamientos posterior a 21 dias de trasplante y colecta 24 horas
después de las aplicaciones). Valores con letras iguales en cada columna, son
estadisticamente similares con base en la prueba de LSD de Fisher (p< 0.05).

En el Cuadro 7 se observa las interacciones entre tratamientos con muestreos de
las distintas fechas de analisis en base a los resultados obtenidos no se muestran
diferencias estadisticamente significativas debido a que los resultados obtenidos
muestran que el mejor tratamiento en hoja fue ALG + AS de la segunda fecha de
muestreo. Jordan, 2016 trabaj6é con la fitohormona acido abscisico (ABA) en hojas
de (Acer pseudoplatanus) en concentraciones de ABA son entre 0.01 y 1.0 M,
directo a la planta, ayudando a la regulacién de crecimiento, control de la apertura
de estomas y respuestas a estreses ambientales como sequia, salinidad, baja
temperatura, ataque por patdégenos y radiacion ultravioleta. Otros trabajos, muestran
la aplicacion directa de AS en hojas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc) en
concentraciones de 0.01 y 1.0 M via foliar, se observoé la produccion de proteinas

relacionadas a la patogénesis, conocidas también como proteinas PR, para la
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infeccion de un patdgeno y la concentracion de AS enddégeno aumento alrededor de
40 veces en hojas inoculadas con el virus y aproximadamente 10 veces en hojas no
inoculadas de la misma planta y resistencia contra virus, bacterias y hongos

patdgenos (Sanchez et al., 2010).

4.2. Pigmentos fotosintéticos en tejido foliar de plantulas de tomate.

Se cuantifico los niveles de clorofila a, clorofila b y clorofilas totales, asi como, los
valores de carotenoides totales (Pigmentos fotosintéticos) en tejido foliar de
plantulas de Solanum lycopersicum variedad Rio Grande posterior a la aplicacion
de los diferentes tratamientos (solucion Steiner), acido salicilico a 0.1mM, perlas de
alginato de calcio al 2% y &cido salicilico a 0.1mM inmovilizado en alginato de calcio
al 2%). Las aplicaciones fueron hechas en 2 fechas diferentes: La primera aplicacion
el dia 05 de diciembre de 2018 y la segunda aplicacién el dia 10 de diciembre de
2018, muestreandose en ambos casos trascurridas 24 horas después de la
aplicacién del acido salicilico (Muestreo 1 (M1): 6 de diciembre de 2018 y Muestreo
2 (M2): 11 de diciembre de 2018). Los resultados de la cuantificacién de los
pigmentos fotosintéticos se muestran en los Cuadros 8y 9.

4.3. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos en tejido foliar (clorofilas y

carotenoides).

Cuadro 8. Determinacion de pigmentos fotosintéticos en plantulas de tomate
sometidas a cuatro tratamientos.

Carotenoides

) Clorofila a Clorofilab Clorofila Total
Tratamiento Totales
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
(mg/g)
TC-SS 0.0014 £0.0001 b 0.00036 +0.0001 b 0.0017 +£0.0001 b 0.25+0.01b
AS 0.0014 £0.0001 b 0.00047 +£0.0001a 0.0019 +0.0001 ab 0.34+£0.01 a
ALG 0.0014 £0.0001 b 0.00047 +£0.0001a 0.0019 +0.0001 ab 0.31 £0.0001 b

ALG + AS 0.0016 + 0.0001 a 0.00041 +0.0001 ab 0.0020 + 0.0001 a 0.33+0.01a

Los valores de los diferentes pigmentos fotosintéticos representan las medias de 5 réplicas para cada
tratamiento. Los valores con letras iguales en cada columna son estadisticamente similares de acuerdo con la
prueba de media de LSD de Fisher (p< 0.05).
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En base al Cuadro 8 observamos que los 3 tratamientos aplicados (Alginato + Acido
Salicilico, Acido Salicilico y Alginato) mejoran los niveles de clorofila a y
carotenoides comparados con el tratamiento control (Riego con solucién Steiner).
Observandose los mayores niveles para ambas moléculas (Clorofila a y
Carotenoides) al usar el tratamiento de acido salicilico inmovilizado en la matriz de
alginato de calcio, comprobando que la encapsulacién en alginato mejora la

eficiencia del acido salicilico.

Cuadro 9. Determinacion de pigmentos fotosintéticos en plantulas de tomate
sometidas a cuatro tratamientos.

Carotenoides

. Clorofilaa Clorofilab Clorofila Total
Tratamiento Muestreo (malg) (mglg) (mglg) Totales
(mg/g)
TC-SS 1 0.0013+£0.0001 b  0.00034 +£0.00004 b  0.0017 £0.0001 b 0.25+0.0247 c
AS 1 0.0014 £0.0001 b  0.00048 +0.00004 a 0.0018 £0.0001 ab  0.34 +0.0247 ab
ALG 1 0.0014 £0.0001 b  0.00048 +0.00004 a 0.0018 £0.0001ab  0.33 +0.0247 ab
ALG + AS 1 0.0017 £0.0001a 0.00044 + 0.00004 ab 0.0022 + 0.0001 a 0.36 £ 0.0247 a
TC-SS 2 0.0014 £0.0001 b  0.00038 £ 0.00004 ab 0.0018 £ 0.0001 ab  0.27 £ 0.0247 bc
AS 2 0.0014 £0.0001 b  0.00046 + 0.00004 ab 0.0019 +£0.0001 ab  0.34 +0.0247 ab
ALG 2 0.0014 £0.0001 b  0.00046 £ 0.00004 b 0.0019 £0.0001 ab  0.29 + 0.0247 bc
ALG + AS 2 0.0015 £ 0.0001 ab  0.00038 £ 0.00004 b  0.0019 + 0.0001 b 0.30 + 0.0247 bc

Los valores de los diferentes pigmentos fotosintéticos representan las medias de 5 réplicas para cada
tratamiento. Los valores con letras iguales en cada columna son estadisticamente similares de acuerdo con la
prueba de media de LSD de Fisher (p< 0.05). MUESTREO 1 (Primera aplicacion de los tratamientos posterior
a 15 dias de trasplante y colecta 24 horas después de las aplicaciones). MUESTREO 2 (Segunda aplicacion de
los tratamientos posterior a 21 dias de trasplante y colecta 24 horas después de las aplicaciones).

Hadi et al., 2014 aplico 4 concentraciones de &cido salicilico (0, 0.1, 0.5y 1.0 mM)
y determind la clorofila a, b y clorofila total, carotenoides, en frijol blanco estresado
(Phaseulus vulgaris L.) via suelo, foliar e imprimacion, los resultados mostraron que
el efecto de las concentraciones aplicadas y los métodos de aplicacién sobre la
clorofila a y la clorofila total fueron significativos segun los resultados, el mayor
impacto correspondié al tratamiento del suelo, que no fue significativamente
diferente al imprimado. Entre las concentraciones aplicadas, la concentracion de 0.1
y 0.5 mM fue la més eficaz y la concentracion de 1 mM no fue significativamente

diferente del control.
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Por otra parte, Fahad y Bano., (2012) quienes aplicaron en cultivo de maiz (Zea
mays L.) via foliar los siguientes tratamientos: (a) condiciones no salinas, (b)
condiciones no salinas mas una dosis de 10°M (0.01mM) de &cido salicilico (AS),
(c) condiciones salinas y (d) condiciones salinas mas una dosis de de 10-°M
(0.01mM) de AS, reportando que el cultivo de maiz en condiciones salinas mas una
dosis de 10°M (0.01mM) de AS presenté un incremento en los niveles de clorofila
a, clorofila b y carotenoides en comparacion con las plantas cultivadas en campo
salino sin AS, por lo dedujeron que el aumento de las clorofilas y carotenoide se

debia a la aplicacion de SA bajo estrés salino.

4.4. Potencial antioxidante total en tejido foliar de tomate.

En el Cuadro 10 no se observan diferencias estadisticas significativas en el
potencial antioxidante total promedio de ambos muestreos realizados durante la
aplicacion de dos dosis de cada tratamiento, sin embargo, cuando analizamos por
separado los nuestros realizados posteriormente a la aplicacion de cada dosis de
tratamientos (Cuadro 11) se observa que la primera dosis tuve un mayor efecto en
la estimulacién de la produccion de antioxidantes al comparar entre plantas

sometidas al mismo tratamiento con una segunda dosis.

Cuadro 10. Potencial antioxidante total en tejido foliar liofilizado de plantulas
de tomate sometidas a tratamientos en base a &cido salicilico y alginato,
aplicados individuales y combinados.

POTENCIAL ANTIOXIDANTE

TRATAMIENTOS (Equivalentes de mM de TROLOX)

TC-SS (Control) 2.10+0.28 a
AS 227+0.28 a

ALG 2.28+0.28 a

ALG + AS 2.75+0.28 a

Los valores promedios del potencial antioxidante representan las medias de 5 réplicas para cada
tratamiento analizadas a 540nm. Los valores con letras iguales en cada columna son
estadisticamente similares de acuerdo con la prueba de media de LSD de Fisher (p< 0.05).

En el Cuadro 11 muestra que posterior a la primera dosis de tratamientos hay una

diferencia significativa entre el potencial antioxidante total que muestran las
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plantulas sometidas a la aplicacion de acido salicilico 0.01mM inmovilizado en la
matriz de alginato-calcio en comparaciéon con las plantulas del tratamiento control,
observandose en las primeras un incremento en el potencial antioxidante. Sin
embargo, al analizar y comparar los resultados con los obtenidos posterior a la
segunda dosis aplicada de cada tratamiento, se observa que la mayoria de las
plantulas muestras una disminucion en su potencial antioxidante, con excepcion de
las plantulas control, aunque estd disminucion no representan diferencias
significativas con los resultados obtenidos tras las primeras dosis aplicadas. La
Unica diferencia significativa observable se muestra al comparar el potencial
antioxidante total obtenido de plantulas tras la primera dosis de AS + ALG en
comparaciéon con los niveles obtenidos de plantulas sometidas a la primera dosis
del tratamiento control y plantulas sometidas a la segunda dosis de AS,
obteniéndose valores mas altos de antioxidantes totales en las plantulas analizadas
24 horas posterior a la primer aplicacion e AS + ALG.

Cuadro 11. Potencial antioxidante total en tejido foliar liofilizado de
plantulas de tomate.

POTENCIAL
TRATAMIENTOS MUESTREOS ANTIOXIDANTE TOTAL
(mM equivalentes TROLOX)

TC-SS (Control) 1 1.85+0.40 b
AS 1 2.81 £ 0.40 ab
ALG 1 2.56 +0.40 ab
ALG + AS 1 3.12+0.40 a
TC-SS (Control) 2 2.36 £ 0.40 ab
AS 2 1.73+0.40 b
ALG 2 1.99 £ 0.40 ab
ALG + AS 2 2.38 £ 0.40 ab

Los valores promedios del potencial antioxidante representan las medias de 5 réplicas para cada
tratamiento analizadas a 540nm. MUESTREO 1 (Primera aplicacion de los tratamientos posterior
a 15 dias de trasplante y colecta 24 horas después de las aplicaciones). MUESTREO 2 (Segunda
aplicacion de los tratamientos posterior a 21 dias de trasplante y colecta 24 horas después de las
aplicaciones). Valores con letras iguales en cada columna, son estadisticamente similares con
base en la prueba de LSD de Fisher (p< 0.05).
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Los resultados observados en el Cuadro 11 diferencian de lo reportado por Ramirez
et al., (2006) quienes, en cultivo de acelga, coliflor, brécoli y repollo, cultivadas bajo
invernadero aplicaron via foliar en acido salicilico (AS) 10 M (0.001 mM), acido
benzoico (AB) 106 M (0.001 mM), y quitosan (Q) al 1 %, usando como testigo un
riego sin la aplicacion de los tratamientos. En las determinaciones realizadas en la
acelga y repollo se observo un incremento en la capacidad antioxidante total en
respuesta a las aplicaciones de AS y Q, mientras que en coliflor no se registré
ningun efecto para ninguno de los tratamientos, y finalmente, en brocoli se encontré

una disminucioén de la capacidad antioxidante total.

4.5. Determinacién de variables agrondmicas en plantulas de Solanum

lycopersicum.

Con la finalidad de evaluar el efecto positivo o negativo de la aplicacion via suelo de
diferentes tratamientos (solucion de acido salicilico a 0.1mM, acido salicilico a
0.1mM inmovilizado en una matriz de alginato calcio al 2%, perlas de alginato de
calcio al 2% y un tratamiento control (solucion Steiner) se evaluaron diferentes
variables agrondmicas en las plantulas de tomate variedad Rio Grande (Cuadro 12)
mediante un muestreo destructivo (18 de diciembre de 2018) de la plantula de

Solanum lycopersicum variedad Rio Grande.

Cuadro 12. Variables agronémicas de la plantula todos los tratamientos.

Alturadela | Longitud de | Numero de Diametro
Trat. . . Peso fresco Peso seco
planta raiz hojas del tallo
TC-SS |[32.0+138a|31.2+267b [8.60+0.37a|29.33+1.13a|2.91+0.12ab|0.46+0.02a
AS 34.8+1.38a|31.2+267b |860+0.37a|2848+1.13a|2.66+0.12b | 0.45+0.02a
ALG 34.0+1.38a|36.4+2.67ab|840+0.37a|31.02+1.13a|3.12+0.12ab | 0.46 £0.02 a
AS+ALG |34.0+1.38a|420+267a |860+037a|3267+1.13a|3.27+0.12a | 0.49+0.02a

Los valores promedios de las variables agronémicas representan las medias de 5 réplicas obtenidas por
mediciones métricas. Valores con letras iguales en cada columna, son estadisticamente similares con base en
la prueba de medias de Tukey (p< 0.05).

En el Cuadro 12 se muestra que los tratamientos aplicados via drench en plantulas

de tomate variedad Rio Grande (Acido Salicilico + Alginato, Alginato) tienen un
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impacto en el crecimiento vegetal al incrementar la longitud del sistema radical
(raices) y el peso seco, sin embargo, no se observaron cambios significativos con
ningun tratamiento en los parametros de altura de la planta, nimero de hojas, peso
fresco y diametro de tallo.

Los resultados favorables al aplicar AS y alginato, individualmente o combinados
presentados en este trabajo de investigacion han sido reportados por otros autores,
gue han obtenido resultados similares.

Este efecto ha sido sefialado por Gutiérrez et al., (1998) al evaluar tratamientos de
AS a una concentraciéon de 102M y 10-8M aplicados via foliar en raices y brotes de
soja elevando el incremento de la longitud de raiz y tallo en condiciones bajo
invernadero.

Por otra parte, los trabajos de investigacion de Larqué et al., (2010) indica que el
perimetro y longitud de la raiz se ve incrementada debido al efecto de la aplicacién
de AS al utilizar concentraciones de 1.0 mM via foliar en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) por lo contrario al efecto de aplicar concentraciones de 0.0001 mM
de AS, las cuales reducen significativamente el perimetro de la raiz.

Otros autores como Sanchez et al., (2011), reportan que aplicaron via foliar AS a
diferentes concentraciones (0.025 mM, 0.05 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.4 mM y 0.8
Mm) mas un control (sin AS) en plantas de Chile jalapefio (Capsicum annuu)
teniendo un aumento significativo en la produccién de biomasa foliar, biomasa de
raiz y biomasa total, asi como, con una maxima actividad fotosintética en las
aplicaciones con concentraciones de 0.1mMy 0.2 mM de AS.

En el Cuadro 12 no se observa cambios significativos en la altura de las plantulas
de tomate al someterlas a los diferentes tratamientos, a diferencia de lo reportado
por Valdez et al., (2015) que aplico diferentes dosis de AS a 10*M (0.1 mM), 10-°M
(0.01 mM), 10 M (0.001 mM) y un testigo con agua, asi como solucién nutritiva
Steiner como solucion de riego. Valdez et al., (2015) evaluaron el efecto del acido
salicilico aplicado via foliar sobre el crecimiento y composicion mineral de plantulas
de tomate, tomatillo y pimiento en condiciones de invernadero. En base a los
resultados obtenidos ellos reportaron un aumento en el area foliar de las plantulas

de tomate de hasta un 56.85% y 47.43% en el tratamiento control y el tratamiento
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con AS 10*M, respectivamente. En cambio, con la concentracién de AS 10°°M se
redujo la altura en 7.33 cm respecto al control, y finalmente, las plantulas de pimiento
incrementaron su altura en un rango de 11%-12% respecto al control con los
tratamientos de AS 10°M (0.01 mM) y AS 104 M (0.1 mM).

En el presente trabajo el didmetro del tallo de las plantulas de tomate no se vio
afectado por los tratamientos utilizados via riego, a diferencia de lo que nos dan a
conocer en su trabajo Villanueva et al., (2009) quiénes aplicaron via foliar diferentes
concentraciones de acido salicilico (AS): 10°M (0.001 mM), 10 8M (0.00001 mM) y
10-1°M (0.0000001 mM). Dichos autores evaluaron el efecto del AS sobre la floracion
y el crecimiento de la planta de Chrysanthemum morifolium (Ramat) Kitamura var.
Polaris White observando un incremento significativo en el peso de materia fresca
y seca de follaje y raiz, asi como, en el volumen de raiz y area foliar. Durante la
floracion se alcanzé el mayor diametro de la flor (13.6 cm y 12.6 cm) con los
tratamientos de 108 My 101° M, respectivamente.
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V. CONCLUSIONES

Se establecieron y estandarizaron los parametros de inmovilizacion de acido
salicilico dentro de una matriz alginato-calcio.

Se determiné por HPLC la acumulacién de acido salicilico en tejido de hoja
de plantulas de Solanum lycopersicum variedad Rio Grande sometidos a
diferentes tratamientos, y se observdo la menor acumulacién de &acido
salicilico en muestras colectadas 24 horas posterior a la primera aplicacion
de Solucidn Steiner, mientras la mayor acumulacion se observé en muestras
de plantulas colectadas posterior a la aplicacion de acido salicilico
inmovilizado en una matriz de alginato calcio, sin haber diferencias
significativas en la concentracion de &cido salicilico cuantificado posterior a
las 24 horas de la primera y segunda aplicacion.

El contenido de clorofila a se increment6 con el uso de AS inmovilizado en
alginato al 2% posterior a las 24 horas de la primera aplicacion de las dosis,
lo cual se reflejo en las clorofilas totales en el mismo muestreo. EI mismo
comportamiento fue observado en la cuantificacion de los carotenoides.

Se observa un efecto positivo al aplicar acido salicilico que se suma a los
efectos proporcionados por el alginato al inmovilizarse en una matriz alginato-
calcio, observandose un incremento en la acumulacion de &cido salicilico en

tejido foliar, mayor concentracion de clorofila a, potencial antioxidante,

48



longitud de raiz, didmetro del tallo y peso seco (biomasa seca), factores que
son de gran importancia ya que una raiz mas larga permitira una mejor
nutriciobn mineral y captacion de agua, asi como, un anclaje mejor de la planta
al sustrato, sobre todo durante la germinacion y floracién, un tallo mas grueso
permitird sostener mayor peso de frutos y tener mas vascularizacion en la
planta, lo cual repercutira en la biomasa total debido a un mejor transporte

de nutrientes
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