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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue observar los efectos de los oligomeros de quitosan
sobre el crecimiento y tolerancia al estrés en plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum
L.) bajo invernadero, se realizaron cuatro aplicaciones via sustrato y foliar con soluciones
al 0.1 % peso/volumen de quitosan en acido acético al 1%. Un tratamiento testigo con
cuatro concentraciones de 0, 75, 150, 300 mMolar de cloruro de sodio (NaCl) y tres
tratamientos que fueron Oligomero 1, oligdmero 2, oligomero 3, con cuatro
concentraciones 0, 75, 150 y 300 mM de NaCl para cada uno de los diferentes oligdmeros.
Se encontré un aumento positivo en el peso fresco de las plantulas con el oligdmero 2 al
0.1% en aplicaciones via sustrato, respecto a los demas tratamientos. No se encontraron

diferencias entre los tratamientos restantes de las aplicaciones via foliar.

La forma de aplicacion via sustrato tiene efecto positivo en el funcionamiento a las
respuestas de sefializacion, Esto puede aclarar que la aplicacion exdgena de inductores de
resistencia varia en cuanto a la forma de aplicacion, peso molecular, sintesis etc.; asi como
también a las diferentes especies vegetales. También es posible deducir que las respuestas
adaptativas dependen de la accion de los sefializadores que interaccionan con los
receptores. Los resultados obtenidos indican el uso potencial de los oligdmeros de quitosan
en el manejo agrondmico de cultivos. Se requiere, sin embargo, realizar gran cantidad de

estudios para verificar la viabilidad de su aplicacion en los cultivos en México.

Palabras Clave: Tomate, quitosan, oligomeros, estrés, salinidad.
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I. INTRODUCCION

La busqueda de materiales menos agresivos con el ambiente es una tarea continua
en todas las aéreas del quehacer humano debido a los altos niveles de contaminacion
presentes en todo el planeta, siendo en la agricultura doblemente complicado. Por un lado
se deben producir materiales que presenten un efecto especifico en la planta o en sus
productos. Mientras que por otra parte, se necesita que estos se eliminen sin efectos
perturbadores en el medio ambiente. Adicionalmente en los sistemas agricolas es necesario
garantizar que los diversos agroquimicos utilizados como estimuladores del crecimiento,
fertilizantes, insecticidas etc., no produzcan efectos perjudiciales como la induccion de
resistencia en patdgenos o su acumulacion en los consumidores humanos. Se estima que

muchas de las enfermedades actuales se producen por las causas anteriores.

Diferentes compuestos fueron reportados en la literatura como inductores de
resistencia a través de mecanismos diversos como la inhibiciéon del crecimiento de
patogenos, la produccion de fitoalexinas, la activacion de genes de resistencia y la

resistencia sistémica inducida etc.

Entre las alternativas para el desarrollo de productos de origen natural se encuentran
algunos, como los oligdbmeros de pectina derivados de la degradacion incompleta de las
paredes celulares vegetales o de levaduras, asi como los oligdbmeros de quitina y quitosan
producidos a partir de la quitina de crustaceos y hongos. Una ventaja importante de estos
polimeros bioldgicos es su cardcter polifuncional: permiten aumentar la tasa de crecimiento
funcionando probablemente como fuente de carbono o como reguladores del crecimiento,
inducen resistencia hacia algunos patdgenos o ciertas clases de estrés abiotico, funcionan
como atrapadores de cationes aumentando la disponibilidad de nutrientes para las plantas o
eliminando aquellos iones indeseables como los metales pesados.

La quitina y su derivado el quitosan [poly(2-amino-2-deoxi-D-glucosa)] o (poli-D-
glucosamina) constituyen, después de la celulosa, los polisacaridos mas abundantes en la

naturaleza.
El quitosan es un compuesto preparado comercialmente a través de la desacetilacion

alcalina de la quitina obtenida del exoesqueleto de crustaceos marinos. Este compuesto es

soluble en 4cidos débiles y puede utilizarse directamente como agente antifingico o bien



como inductor de respuestas de defensa en las plantas, ademas se ha reportado la aplicacion
del quitosan para prevenir el crecimiento de microorganismos en jugos no pasteurizados,
mientras que en otros trabajos lo utilizaron incorporandolo en una cubierta que aumento la
vida de pos-cosecha de frutos. Al aplicarlo directamente a los tejidos de la planta el
quitosan induce la perooxidacion de lipidos y la produccion de especies reactivas de
oxigeno promoviendo de esa forma la activacion de respuestas de defensa contra el estrés
biodtico y abiotico En cambio, al aplicarlo en el sustrato es probable que el quitosan actie
como un efectivo agente quelatante. Sin embargo, la funcionalidad y actividad del quitosan

depende de sus caracteristicas fisicas como el peso molecular y el grado de acetilacion.

El uso del quitoséan en actividades agricolas es mucho mas reciente, pero a pesar de
ello puede considerarse hoy en dia abundante y en aumento. Propiedades utiles para la
agricultura: actividad bactericida, actividad antifingica, antiviral, estimulacion del
crecimiento, induccion de resistencia y algunos otros de usos especificos en areas

relacionadas con la agricultura.

El uso de agroquimicos de origen natural podria ser una solucién a la problematica
anterior. Son muchas las sustancias que se usan en este sentido. En el presente trabajo se
estudiaran los efectos de oligdmeros de quitosan, un biopolimero natural, en tomate bajo
estrés salino, ya que el quitosan se ha convertido rapidamente en una alternativa

prometedora para la agricultura.



JUSTIFICACION

La agricultura actual requiere de procedimientos efectivos y amigables desde el
punto de vista ambiental para el control del crecimiento, la fertilizacion y el manejo de
plagas y enfermedades. El trabajo propuesto esta orientado a la aplicacion de los
oligobmeros de quitosédn, en la produccion agricola. Los resultados obtenidos en otros
trabajos indican efectos positivos en el crecimiento, rendimiento, composicion quimica,
vida de poscosecha, y tolerancia al estrés, etc. De obtenerse resultados positivos se tiene la
posibilidad de utilizar los oligdmero de quitosan, como medios alternativos y competitivos
para optimizar los recursos de las plantas y aumentar el uso de productos eficientes y

ecologicos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la efectividad de oligdémeros de quitosan de diferente peso molecular

como promotores de crecimiento de plantas bajo estrés salino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Obtencion de oligomeros de quitosan por via enzimatica a partir de quitosan

comercial de peso molecular alto a nivel Planta Piloto.

* Aplicacion de oligdomeros de quitosan de diferentes pesos moleculares con posibles

propiedades inductoras de tolerancia al estrés salino.

HIPOTESIS

La aplicacion de los oligdbmeros de quitosan incrementa la tolerancia al estrés salino en las

plantas.



I1. REVISION DE LITERATURA

Inductores de Resistencia

Diferentes compuestos fueron reportados en la literatura como inductores de
resistencia a través de mecanismos diversos como la inhibiciéon del crecimiento de
patogenos, la produccion de fitoalexinas, la activacion de genes de resistencia y la

resistencia sistémica inducida (Ryals et al., 1994).

La Quitina

La quitina y su derivado el quitosan, [poly(2-amino-2-deoxi-D-glucosa)] o (poli-D-
glucosamina), constituyen después de la celulosa, los polisacaridos mas abundantes en la
naturaleza. Estos biopolimeros forman parte del exoesqueleto de los insectos, los crustaceos

y también constituyen parte de la pared celular de algunos hongos (Rathke y Hudson,

1994; Cauhie, 1998).

Quitosan

El quitosdn es un polisacarido natural formado por unidades de glucosamina,
sustancia no toxica y biodegradable; que se obtiene por hidrolisis basica de la quitina, es
decir ocurre un proceso de desacetilacion en presencia de NaOH, pero el proceso nunca es
completo ya que es un copolimero donde el nimero de unidades de glucosamina y
acetilglucosamina puede variar en su composicion. La presencia de grupos amino libres
hacen que sea muy activa bioldgicamente, como es el caso de su actividad antimicrobiana.
(Shahidi et al., 1999).

El quitosén tiene un contenido de nitrégeno (N) mayor al 7 % (Muzzarelli, 1977) y
posee una distribucion regular de los grupos aminos libres, que pueden ser protonados por
ciertos acidos cargandose positivamente lo que le confiere un comportamiento de polication

(Glasser, 1997), (Figura 2.1).



Figura 2.1 Estructura Quimica del Quitosan.

Este hecho permite explicar algunas propiedades del quitosan como son: la
habilidad de enlazarse con sustancias cargadas negativamente tales como lipidos, proteinas,
colorantes, entre otras; asi como su comportamiento como floculante, adherente y
adsorbente, adicionales a las reacciones tipicas de las aminas (Sugimoto, 1999; Crini,
2005). Una propiedad importante del quitosan es su estructura rigida, caracterizada por
numerosos enlaces por puentes de hidrogeno, la cual le confiere una buena estabilidad
térmica. De acuerdo a Sugimoto (1999), se descompone aproximadamente a 170°C y se
degrada antes de fundir, lo cual es caracteristico de polisacaridos que poseen muchos
enlaces por puentes de hidrogeno.

En cuanto al grado de acetilacion se ha establecido, que la quitina con mas de un
50% de desacetilacion debe ser considerada quitosan e incluso algunos investigadores la
definen como tal con un grado de desacetilacion superior al 60%. Usualmente en el caso de
del quitosan el grado de desacetilacion se encuentra comprendido entre 60-98%. Sin
embargo, también se ha reportado que para lograr una mayor actividad bioldgica, el

contenido de los acetilos debe encontrarse alrededor de un 40% (Muzzarelli, 1977).

Métodos de Obtencion del Quitosan

Se han desarrollado varios procedimientos para la obtencion de quitosan en los
ultimos afios. EI método mas utilizado es la reacciéon de conversion de quitina en este
polisacéarido natural principalmente por N-desacetilacion alcalina (Aiba y Muraiki, 1998).
Dicho proceso se realiza mediante el tratamiento directo de la quitina con una solucion
concentrada de hidréxido de sodio o potasio (40-50%) a una temperatura de 100°C o mas,
con hidrolisis de la mayoria o todos los grupos acetilos del polimero. Otro de los

procedimientos de obtencion de este polimero, es también la desacetilacion de la quitina



por medio del uso de reactivos acidos; sin embargo, este método puede provocar la
hidrdlisis del polisacarido y traer como consecuencia, bajos rendimientos del producto final
(quitosan). Por esta razon, los métodos alcalinos son los procesos cominmente empleados

para la desacetilacion de la quitina (Muzzarelli, 1977).

Oligomeros de Quitosan

El estudio de los oligobmeros no solo ha abierto nuevos campos en la investigacion
del quitosan, sino que también nos permitira entender mejor las propiedades fisicoquimicas
de sus polimeros.

En el caso del quitosan, el estudio de sus propiedades se encuentra restringido a su
solubilidad en agua en un rango de pH de 2 a 6 y también a su viscosidad a concentraciones
altas (Rupley, 1964).

En algunos trabajos se describe la preparacion de los oligomeros de D-glucosaminas
libre de grupos acetilos, a partir de la hidrdlisis parcial del quitosan, estos oligosacaridos
(hidroclorados) no pueden ser cristalizados, pero a partir de ellos es posible obtener
quitosan con bajo contenido de grupos acetilos (Sang y Hudson, 2003).

En la literatura se encontraron solamente dos trabajos que mencionan la hidrélisis
enzimatica del quitosan (Rupley,1964), por lo que su estudio sera de gran utilidad para
entender el proceso de hidrdlisis enzimatica usando complejos enzimaticos celuloliticos
muy efectivos en la celulosa que ademas son bastante baratos, faciles de usar y resistentes a
cambios de pH (Ortega-Ortiz et al., 2009).

El uso del quitosan en actividades agricolas es mucho mas reciente pero, a pesar de
ello, puede considerarse hoy en dia abundante y en aumento. El cuadro 1 muestra algunas
de las aplicaciones que se han ensayado para este biopolimero en actividades relacionadas

con la agricultura.



Cuadro 2.1. Algunas de las aplicaciones de la quitina y el quitosdn en actividades

relacionadas con la agricultura.

Propiedades
Uso Biopolimero Referencias Cultivo
Aprovechadas

Peliculas para el Quitosan Antimicrobiana Galed et al., (2004), Citricos, mango,
recubrimiento de Srinivasaet al., toronja, papaya,
frutos, hojas, (2004), fresa,
semillas y vegetales Ratanachinakorn Tomate
frescos et al., (2005)

Hewajulige et al.,

(2007), Devlieghere

et al., (2004).

Clarificacion de Quitosan Coagulante- Chatterjee et al., Pera, toronja,
jugos de fruta Floculante (2004), Limon, manzana

Boguslawski et al.,

(1990),

Root y Johnson,

(1978),

Hongfei y Hesheng,

(2003)

Proteccion de Quitosan Fungicida Barka et al., (2004); Uva de vino,
Plantulas Lafontaine y Tomate
Benhamou,

(1996)

Liberacion Quitina y Formacion de Mc Cormick et al.,  Arandano
controlada de Quitosan hidrogeles, (1982),
agroquimicos labilidad de Teixeira et al.,
derivados (1990),

Hirano,(1978),

Palma et al.,

(2005).
Estimulacion del Quitosan Bioestimulante Nge et al., (2006) Orquidea

Crecimiento




Inhibidor del
oscurecimiento de
frutos y tubérculos

Platano, papa

Correccion de
sustratos de

crecimiento

Inductor de
mecanismos de

defensa

Quitosan

Quitosan

Quitina y

Quitosan

Oligomeros

de quitina y

quitosan

Biocida

Antimicrobiana

Fungicida,

Nematicida

Inductor de

Resistencia

Waliszewski et al.,

(2002)

Liu et al., (2007),
Hadwiger y
McBride,
(2006),Bautista-
Baifios et al., (2006)

Sneh y Henis,
(1972), Abd-El-
Kareem, (2002),
Abd-El-Kareem et
al., (2002), Abd-El-
Kareem et al.,
(2004), Abd-El-
Kareem et al.,

(2006)

Khan et al., (2003)

Platano, papa

Tomate, papa,

Hortalizas

Lupino blanco
(altramuz),

chicharo, tomate,

papa, apio

Soya

Revista 2 UDO Agricola 8 (1): 1-22. 2008.

Interaccion Oligémeros — Planta

Las plantas cuentan con un complejo sistema de sefalizacion que permite integrar
los eventos del desarrollo y las actividades bioquimicas y fisiologicas con los constantes
desafios que impone el ambiente de crecimiento. El resultado de esta red de sefales y

receptores es el conjunto integrado de respuestas que se manifiesta como el fenotipo de una

planta.



Muchas de las respuestas mencionadas son constitutivas, dependientes del
patrimonio genético particular de la planta, mientras que otras se manifiestan s6lo bajo una
condicion particular inductiva. Estas ultimas son las que se observan durante las respuestas
de adaptacion al ambiente y son desencadenadas por factores bidticos, como patdgenos,
plagas y simbiontes, o por factores abioticos como la temperatura, radiacion, salinidad, etc.

Las respuestas adaptativas dependen de la accion de los senalizadores que
interaccionan con los receptores. Existen multiples clases de sefializadores, variando
ampliamente en cuanto a clase quimica, composicion, peso molecular y origen o sintesis.
Entre estos compuestos sefializadores se encuentran los derivados de la hidrélisis o
rompimiento de la molécula de quitina o del quitosan, que da lugar a un amplio grupo de
oligbmeros de diverso peso molecular con habilidad para modificar las actividades
fisiologicas, bioquimicas y genéticas de las plantas (Fry ef al., 1993).

Normalmente el receptor activado por el sefializador modifica la expresion genética,
cambia las propiedades de la membrana celular o determina un cambio en la estructura o
propiedades de ciertas proteinas. Se sabe que existen al menos cuatro cascadas distintas de
transduccion de senales de estrés de agua, salinidad y baja temperatura, los cuales son los
tipos de estrés abidtico mas estudiados. Dichas cascadas de sefiales muestran comunicacion
e interaccion entre ellas formando una red de sefializacion (Pastori y Foyer, 2002).

Diferentes derivados del quitosan han sido implicados en la induccion de la
resistencia al ataque de insectos y patogenos, principalmente a través de la via del
jasmonato, que estd también implicado en la respuesta a estrés hidrico (Munemasa et al.,
2007).

Hasta el momento la informacion con que se cuenta sobre la sefalizacion con los
complejos de polidcido acrilico-quitosan es solamente la realizada por nuestro grupo de
trabajo, siendo los resultados mas sobresalientes los que a continuacion se detallan.

La hipotesis del efecto fisiologico de los complejos fue verificada por nuestro grupo
demostrando que en el tomate la presencia de los complejos de quitosan activan dos de las
enzimas antioxidantes (catalasas y peroxidasas) asociadas con la tolerancia al estrés

abiotico (Ortega-Ortiz ef al., 2007).



Una actividad mayor de la peroxidasa en los tratamientos con quitosan parece
indicar la efectividad de este compuesto como inductor de los sistemas antioxidantes de la
planta (Simontacchi et al, 2000).

Al aplicarlo directamente a los tejidos de la planta el quitosan induce la
perooxidacion de lipidos (Dubery et al., 2000) y la produccion de especies reactivas de
oxigeno (Orozco-Cardenas y Ryan, 1999), promoviendo de esa forma la activacion de
respuestas de defensa contra el estrés bidtico y abiotico (Lee et al., 1999). En cambio, al
aplicarlo en el sustrato (Ohta et al., 1999), es probable que el quitosan actie como un
efectivo agente quelatante (Rathke y Hudson, 1994). Sin embargo, la funcionalidad y
actividad del quitosan depende de sus caracteristicas fisicas como el peso molecular y el
grado de acetilacion.

En cuanto al efecto de los complejos sobre la morfologia, crecimiento e induccion
de tolerancia en las plantas se tiene lo siguiente:

Los complejos de polidcido acrilico-quitosan fueron probados en plantulas de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill. var. Floradade), sembradas en sustratos inoculados
con los patdgenos F. oxysporum y P. Capsici, el tratamiento de la semilla con los
complejos ejercid un efecto positivo sobre la emergencia y la biomasa de las plantulas
aumentando en un 15% el promedio de estas variables. Se observd un efecto positivo
significativo también en ausencia de patogenos, lo cual parece indicar el efecto promotor de
crecimiento de los complejos de polidcido acrilico y quitosan en las plantas probadas.
(Benavides-Mendoza et al., 2004).

La aplicacion del complejo de quitosan-polidcido acrilico con PAA de bajo peso
molecular (106,000) aumenta un 40% el crecimiento de las plantas de lechuga (Lactuca
sativa L. var. Great Lakes) y cebolla (snow ball) bajo condiciones alta salinidad. (Ortega-
Ortiz et al., 2003)

La aplicacion de los complejos polielectroliticos de poliacido acrilico-quitosan
aplicados en Agave tequilana Weber actuaron como promotores de la acumulacion de
carbohidratos en hojas y en la corona de las plantas, pero sin influir en el peso seco de raiz,
peso seco de corona, peso seco de hojas y peso seco total de la planta. En particular el
tratamiento con los complejos de quitosan aumento6 del 20 al 30% el contenido de azlcares

solubles en los tejidos de la corona y las hojas. (Ortega-Ortiz et al., 2007).
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Se encontr6 adicionalmente un efecto promotor de crecimiento de los complejos al
cultivar plantas en suelos pobres de zonas aridas. Semillas de tomate sembradas en suelo
calcareo tratado con diferentes concentraciones de acido benzoico y complejo de polidcido
acrilico-quitosan (PAA-Q) hicieron posible que se presentara un efecto positivo sobre el
crecimiento y la produccion de fruto tanto al aplicar el complejo de PAA-Q como con el
acido benzoico. En cuanto a la calidad del fruto fue posible mantener la firmeza en el
transcurso de varios dias, los mejores resultados se obtuvieron con el PAA-Q (Benavides-
Mendoza et al., 2007).

La aplicacion foliar de quitosan en acido acético aumenta la biomasa de la lechuga
(Lactuca sativa L.). Donde se observo el efecto del quitosan sobre el crecimiento y
adaptacion postrasplante de la lechuga. En el invernadero se hicieron aplicaciones foliares
durante nueve semanas de soluciones de 0.1 y 0.25% peso/volumen de quitosano en acido
acético al 1%. Aunque en campo abierto se observd mayor biomasa en las plantas
provenientes del tratamiento con quitosan al 0.25% en comparacion con el de 0.1%, no
hubo diferencias significativas entre las plantas con quitosan y aquellas a las que se aplico

unicamente la solucion con acido acético al 1%. (Benavides-Mendoza et al., 2001).

El Tomate

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es miembro de la familia de las
solanaceas. En los tropicos el tomate es una herbacea perenne (hdbito de crecimiento
indeterminado), pero en latitudes mas templadas se cultiva como planta anual (habito de
crecimiento determinado); debido a lo anterior, la longitud de los tallos wvaria
apreciablemente. Los frutos de tomate son soportados en racimos que portan usualmente de
cuatro a ocho frutos. El fruto es una baya compuesta por varios l6éculos y con muchas

semillas en su interior. (Valadez, 1996).

Importancia del Cultivo

En México el tomate esta considerado como la segunda especie horticola mas
importante por la superficie sembrada que ocupa, y como primera por su valor de

produccion. A esta hortaliza de fruto se le encuentra en los mercados durante todo el afio, y
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se consume tanto fresca como procesada (puré), siendo una fuente rica en vitaminas

(Valadez, 1996).

El tomate ocupa un lugar preponderante con relacion al desarrollo econdmico y social de la

agricultura a nivel mundial.

Origen e Historia

El tomate es una planta nativa de América tropical, cuyo origen se localiza en la
region de los Andes (Chile, Colombia, Ecuador, Bolivia y Perti en donde se encuentra la
mayor variabilidad genética y abundancia de tipos silvestre. México esta considerado a

nivel mundial como el centro més importante de domesticacion del tomate (Valadez, 1996).

Factores Ambientales y Culturales que Afectan la Productividad

La productividad de los cultivos de tomate en cierto grado suele estar limitada por
luz, temperatura, nutricion y abastecimiento de agua. A gran escala, la importancia relativa
de estos factores depende de la latitud y a nivel regién o area depende de la geografia y las
condiciones ambientales particulares del lugar. Asi, los cultivos de invierno en
invernaderos con calefaccion, como los utilizados por los productores del norte de Europa y
Norteamérica, la luz viene siendo un factor limitante. En cambio, en cultivos en
invernaderos sin calefaccion como en los que cultivan los productores del sur de Europa y

Medio Oriente la luz y la temperatura, ambos vienen siendo limitantes.

Esto también ocurre en México, sobre todo en la region del Altiplano Norte Centro,
donde no es posible producir tomate de calidad durante el invierno, sin el apoyo de
calefaccion. La produccion de cultivos en casas sombra (Net house) o Vil espacios
(Bustamante 1997), con gran auge en el noroeste del pais (Sinaloa, Sonora y Baja
California), cuyo principio fundamental a diferencia de los invernaderos, es el reducir la
temperatura y funcionar de barrera para los insectos, lo cual ha derivado a dicho concepto,
que conjunta practicas agronémicas y la modificaciéon microambiental, en zonas con alta
radiacioén y temperatura y baja humedad relativa para favorecer el crecimiento y desarrollo

de las plantas (particularmente hortalizas de fruto).
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En condiciones de campo y bioespacios, las temperaturas (demasiado altas y bajas);
luz (dias cortos y nublados, denso dosel); agua, nutricion o falta de proteccion de malezas,
plagas y enfermedades, todas en conjunto o de manera particular pueden ser limitantes. No
obstante, el manejo del agua y la nutricion vienen a ser uno de los impedimentos mas
importantes para alcanzar elevados rendimientos de tomate de calidad (Mufioz y

Castellanos, 2003).

Luz

La calidad de la luz y el fotoperiodo no son tan importantes para el crecimiento del
tomate como la radiacion integral diaria. Tratar de superar las limitaciones de luz a nivel
comercial, econdémicamente rara vez se justifica. Por lo que generalmente es mejor
maximizar la iluminacion natural poniendo especial atencion en el material y limpieza de la
cubierta de los invernaderos, un disefio cuidadoso y orientacion invernal Optima del

invernadero y del cultivo dentro de este (Muioz y Castellanos, 2003).

Temperatura

El tomate es una hortaliza de clima céalido que no tolera heladas (Valadez, 1996), la
temperatura 6ptima para el desarrollo del tomate es de 23-25°C y 15-17°C, durante el dia y
la noche respectivamente y una humedad relativa del 70%. Las temperaturas por debajo de
8°C y por encima de 30°C, alteran el desarrollo (deficiente fructificacion por deficiencias
en el desarrollo de los frutos) del tomate y a 0°C se hiela. A altas temperaturas, por encima
de los 30°C y largos periodos, agobian las plantas y ocasionan desordenes fisiologicos en el
fruto (Munoz y Castellanos, 2003), cuando se presentan temperaturas altas (>38°C ) durante
5 a 10 dias antes de antesis, hay poco amarre del fruto debido que se destruyen los granos
del polen; si las temperaturas elevadas prevalecen durante 1 a 3 dias después de la antesis,

el embrion es destruido (después de la polinizacion) (Valadez, 1996).
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Riego y Fertilizacion

Actualmente el riego por goteo se ha impuesto en los sistemas de produccion de
hortalizas bajo condiciones protegidas y el tomate no es la excepcion. El 80% de la
superficie cultivada bajo invernadero se realiza en suelo, por lo que la nutricion del cultivo
debe ser gestionada entendiendo las interacciones suelo planta. En los cultivos
hidroponicos los métodos de riego son mas variados, precisos y rigurosos. Hoy en dia no
existe un consejo general sobre la dosis y el nimero de riegos en cultivos en sustratos

confinados en contenedores (Mufioz y Castellanos, 2003).

Plagas y Enfermedades del Tomate

El primer paso para prevenir el dafo al cultivo ocasionado por plagas y
enfermedades es tener un diagnostico cuantitativo del problema. Es decir, una clara
identificacion sin lugar a dudas y su dimension de una plaga o enfermedad. De ahi que el
monitoreo juega un papel relevante, aspecto que muchas veces no se le da la debida

importancia (Muioz y Castellanos, 2003).

Tipo de Suelo

La salinidad de los suelos es un problema mundial, en México el centro y norte del
pais. El problema se agudiza en las zonas aridas y semiaridas, donde los suelos presentan
drenaje deficiente y alta evaporacion. La superficie afectada a nivel mundial es de 8.97
millones de km” (Szabolcs I 1994). En México un 10% del area irrigada esté afectada por la
salinidad, y de ésta, aproximadamente el 64% se localiza en la parte norte del pais (Umali
1993). La conservacion de los suelos, asi como su recuperacion cuando estan afectados por
sales, son de gran importancia para la produccion agricola, y su atencion esta relacionada
con las causas del ensalitramiento de los mismos, que pueden ser: su origen, manejo y
utilizacion, asi como las fuentes y calidad del agua de riego, factores que intervienen en las

propiedades fisicas y quimicas de los suelos.
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Concepto de Estrés

El estrés se identifica como una desviacion significativa de las condiciones optimas
para la vida. Dichas condiciones ocasionan cambios en todo los niveles funcionales de los
organismos. Desde un punto de vista biologico, el estrés tiene una connotacion mas amplia,
refiriéndose a los cambios ambientales que alteran al estado fisiologico de las plantas
(Larcher, 1995). El estrés es el conjunto de respuestas bioquimicas o fisioldgicas que
definen un estado particular del organismo diferente al observado bajo un rango de
condiciones Optimas. Se define la resistencia al estrés como la capacidad de un organismo
para resistir, evitar y escapar a los estimulos ambientales negativos o poder permanecer
bajo un estado particular de estrés sin que su fenotipo se vea modificado de manera
significativa; su estado “ideal” se identifica al ser observado bajo condiciones Optimas y se
denomina “norma” (Benavides, 2002).

Son manifestaciones fenotipicas de estrés las deformaciones como el
amarillamiento, manchas, necrosis, etcétera. Otras menos obvias requieren técnicas
especiales para su deteccion, como la baja asimilacion enzimatica, induccion a transmision
de genes, cambios en la composicion quimica, etcétera. Multiples factores ambientales
inducen estados de estrés en las plantas. El estrés hidrico es la principal barrera para
incrementar la produccion y la calidad; en conjunto las plagas, las enfermedades y la
dindmica nutrimental forman parte del objetivo de los sistemas de produccion tecnificado

(Cornejo, 2002).

Algunos Efectos de la Salinidad en el Cultivo del Tomate

Efecto de la Salinidad en las Raices

El efecto de las sales en las raices de las plantas de tomate siempre resulta en un
menor crecimiento de estos drganos, hecho que puede afectar el crecimiento general de la
planta al reducirse el volumen de suelo que pueden explorar sus raices (Almasoum, 2000).
Existe variabilidad en esta respuesta, la cual depende del cultivar o especie de que se trate,

los niveles de salinidad a que son expuestas y la duracion del periodo al estrés salino.
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Las principales sales que afectan a los vegetales y que se encuentran en los suelos
corresponden a cloruros y sulfatos de sodio, calcio, magnesio y potasio (Munns et al.,
2005), siendo para las plantas los principales iones citotoxicos Na', ClI” y SO,

(Chinnusamy et al., 2005).

Investigaciones en las cuales se examino el efecto del NaCl sobre las raices de los
cultivares de L. esculentum: Sera, 898, y Rohaba se determindé que el aumento de la
concentracion de sal afectaba adversamente el crecimiento de las raices, cuantificado como

materia seca (Al-Karaki, 2000).

Las sales afectan el crecimiento al alterar la absorcion de agua por las raices,
fenomeno que se denomina componente osmotico, y seria el efecto inicial que padecen las
plantas (Shannon y Grieve, 1999). También se desencadenan desequilibrios i6nicos en las
plantas por la excesiva absorcion de sodio y cloruros, los que generan efectos secundarios
como problemas de toxicidad y nutricionales vinculados a la absorcion de iones esenciales

para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Yokoi et al., 2002).

En cuanto al componente osmotico, para superar los problemas de absorcion de
agua las plantas requieren acumular solutos compatibles a nivel de citosol y organelos sin
afectar la actividad de las enzimas. Algunos de éstos son iones esenciales como el K+, pero
la mayoria son solutos organicos como azucares simples (principalmente glucosa y
fructosa), alcoholes derivados de azucares (glicerol e inositoles metilados) y azuicares
complejos (trialosa, resinosa y fructanos). También se incluyen derivados de los
aminodcidos cuaternarios (prolina, glicina betaina, D-alanina betaina, prolina betaina),
aminas terciarias (1,4,5,6-tetrahidro-2—metil-1-4carboxil piramidina) y compuestos
sulfonicos (o-sulfato de colina, propironato dimetil sulfoénico) (Yokoi et al., 2002). Con ello
las plantas logran disminuir el potencial osmotico, hecho que facilita el movimiento del

agua hacia el interior de las células de las raices.

En relacion a la prolina, plantas de tomates (L. esculentum cv Radja) sometidas a
estrés salino con niveles de 140 mM de NaCl generan una acumulacion significativa de
prolina en el citoplasma celular de las raices primarias y secundarias. A un estrés moderado
(70 mM de NacCl) solo existen diferencias significativas de acumulacion de prolina en las
raices primarias. Estos resultados sugieren que a nivel de raices la acumulacion de prolina

puede ser considerada como un indicador de sensibilidad a las sales en tomate, ademas de
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contribuir como una respuesta adaptativa a la disminucién del potencial osmotico en el

citoplasma (Pérez-Alfocea et al., 1996).

Otro osmoregulador, la sacarosa, también cuantificada en raices primarias del
cultivar (cv) Radja, manifest6 un comportamiento opuesto al esperado, puesto que
disminuy6 su concentracion significativamente a niveles de 140 mM NaCl. En raices
secundarias la concentracion de sacarosa fue semejante a 0 y 70 mM NaCl y
significativamente menor a concentraciones de 140 mM NaCl. Estos resultados estarian
dando cuenta que la sacarosa no es un soluto organico que se acumule en L. esculentum cv
Radja, hecho que también reafirmaria que los solutos que acumulan las plantas varian entre
las especies (Yokoi et al., 2002).Referente a desequilibrios idnicos y toxicidad. Al ingresar
el sodio al citosol de las células de la raiz a través de canales de cationes o transportadores
(selectivos y no selectivos) o a través de la via apoplastica, reduce la relacion K'/Na" en el
citosol, la cual en condiciones normales debe ser alta para el buen funcionamiento celular

(Chinnusamy et al., 2005).

Esto resulta en niveles toxicos de sodio y en una concentracion insuficiente de
potasio para algunas reacciones enzimaticas y el ajuste osmotico, dado que como se sefiald
anteriormente el potasio también es un soluto compatible. La toxicidad es causada por el
reemplazo del K" por Na" en reacciones bioquimicas (Chinnusamy et al., 2005). Se
considera también que una alta relacion K'/Na" mejora la tolerancia de las plantas a la

salinidad (Hu y Schimdhalter, 2005).

Efectos Nutricionales en el Cultivo de Tomate

Altas concentraciones de Na' en la solucidn externa causan una disminucion en las
concentraciones de K’ y Ca®" en los tejidos de las plantas. Estas reducciones se pueden
deber al antagonismo del Na' y K" por los sitios de absorcion en las raices, el efecto del
Na+ en el transporte al xilema o a la inhibicion de los procesos de absorcion (Hu y
Schimdhalter, 2005). Otros investigadores consideran que una alta concentracion de Na+
no soélo inhibe la absorcion de nutrientes directamente por interferencia con transportadores
en la membrana plasmatica de la raiz, tales como los canales selectivos de K, sino también
por la inhibicion del crecimiento de la raiz a causa del efecto osmético del Na+ y a los

afectos adversos del Na™ en la estructura del suelo (Tester y Davenport, 2003). También se
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ha observado que al existir un aporte suplementario de calcio y potasio se mejora la
respuesta de la planta al estrés salino. Asi la adicion de Ca(NOs), y KNO; a una solucion
de 50 mM NacCl con la que regaron cinco cultivares de L. esculentum mejoraba el volumen

radicular de éstos (Lopez-MV vy Satti, 1996).

Investigaciones en L. esculentum cv Rossel relacionada con la adicién de potasio
(0.2 y 2.0 mM) en la solucion salina preparada con 100 y 200 mM de NaCl reportaron que
el efecto nocivo del NaCl disminuye al incrementarse el potasio. Cuando las plantas fueron
cultivadas con 100 mM NaCl y el potasio elevado de 0.2 a 2.0 mM en el medio de

crecimiento, se observd una disminucion significativa en la concentracion de sodio, siendo

éste de un 17% en las raices. Al aplicar 200 mM de NaCl, la disminuciéon en la
concentracion de sodio también fue significativa, siendo del orden del 19%. Estos
resultados indican que el potasio suministrado, su acumulacion y la regulacion que produce
en el tejido de la planta contribuyen a la tolerancia de la sal y a un mejor crecimiento de las

plantas de tomate (Al-Karaki, 2000).

Otros estudios que relacionaban distintos niveles de salinidad con las
concentraciones de nitratos en las raices y tallos, y con el periodo de aplicacién de las
soluciones salinas en tres cultivares de tomates con diferentes tolerancias a las sales,
demostraron que los efectos de la salinidad en las concentraciones de nitrogeno total y
particularmente los nitratos dependen parcialmente de los niveles de NaCl y de la duracién
del estrés, mas bien su dependencia esta determinada por el grado de la tolerancia del
cultivar. De los cultivares que estuvieron sometidos menos tiempo a la solucion salina (tres
semanas) el cv mas tolerante (GC-72) mostré el mayor incremento de nitratos en las raices.
Con el aumento del periodo de estrés (10 semanas) las respuestas entre los cultivares mas

tolerantes fueron mas similares (Pérez-Alfocea et al., 1993).

Efectos en el Desarrollo de la Parte Aérea

La altura de las plantas de tomate disminuye con el incremento de la salinidad. A
nivel de hojas la salinidad genera una reduccidon en su nimero y en el area foliar (Romero-
Aranda et al., 2001). También se observa clorosis, necrosis, disminucion de la densidad

estomatica en la cara adaxial y simultaneamente un aumento en la cara abaxial, aumento de
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la clorofila e incremento de la actividad de la peroxidasa (Romero-Aranda et al., 2001).
También afecta la floracion y la produccion de frutos entre otros (Del Rosario, et al., 1990;
Pérez-Alfocea et al., 1996; Cucci et al, 2000). En cuanto a su vinculacién con

enfermedades, favorece la incidencia de pudricion terminal en frutos de tomates.

La disminucion en el numero de hojas como consecuencia del incremento de la
salinidad es una respuesta variable que depende de la especie o cultivar que se trate como
también de los niveles de sales a que son expuestas las plantas. Experimentos realizados en
los tomates cultivados del cv Daniela y Moneymarker (Romero-Aranda et al., 2001) que
fueron sometidos a estrés salino con 35 y 70 mM de NacCl, el nivel inferior fue suficiente
para reducir significativamente el nimero de hojas en el cv Daniela, no asi en el cv
Moneymarker, que requiri6 70 mM de NaCl para presentar una respuesta similar.
Considerando este parametro, se podria pensar que el cv Moneymarker es mas tolerante a la
salinidad que el cv Daniela y que al interior de L. esculentum existe variabilidad genética

para tolerancia salinidad.

Efectos Positivos de la Salinidad

Al regar las plantas de tomate con aguas salobres se ha observado que algunos
atributos inherentes a la calidad del los frutos mejora, por cuanto éstos presentan un mayor
contenido de solidos solubles (Del Amor et al., 2001; Fernandez-Garcia et al., 2004; Serio
et al., 2004; Satti-SME y Lopez, 1994), solidos totales, acidez total (Guichard et al., 2001),
carotenoides y licopeno (Maggio et al., 2001).Estudios sobre la respuesta de las plantas al
estrés osmotico (Nichols-MA et al., 1995) muestran que a mayores niveles de estrés se
mejora la calidad de los frutos, por cuanto el indice de refraccion (°Brix) registrado en éstos

fue superior a los controles.

Los frutos de tomates constituyen una fuente valiosa de carotenoides, en los cuales
destaca el licopeno, poderoso antioxidante natural que se ha reconocido como beneficioso
para prevenir enfermedades y patologias cardiovasculares. Investigaciones referentes a este
pigmento en las cuales se sometieron plantas de tomates (hibrido H601) a tratamientos con
aguas salinizadas detectaron que las concentraciones de carotenoides totales y licopeno se
incrementaban gradualmente desde los niveles mas bajos de CE 0.5 dS/m hasta los 4.4

dS/m (aproximadamente 0.25% NaCl w/v), sobre este valor de conductividad comenzaba a
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decrecer su concentracion (Maggio et al., 2001). Estos datos muestran la posibilidad de
mejorar el contenido de carotenoides en los frutos con una aceptable reduccion del
rendimiento al regar con agua con una CE de 4.4 dS/m. No obstante estos resultados, en
otras investigaciones en las cuales se regaron plantas de tomates cv Naomi con una

solucidn nutritiva ajustada a 3 y 6 dS/m con NaCl no se detectaron efectos en el contenido

de licopeno (Serio et al., 2004). Por otra parte, estudios realizados con el cv Durina F1
expuesto a CE de 2.7, 4.5, 6.0, 7.5 y 8.6 dS/m se detectaron en frutos ubicados en el
segundo racimo un aumento en la concentracion de licopeno a 4.5 dS/m. A 6.0 dS/m se
reducia la concentracion, volviendo a subir a los 7.5 dS/m, para bajar a los 8.6 dS/m

(Leonardi et al., 2004).

Considerando estos tres experimentos es posible afirmar que no existe una tendencia
clara en la respuesta de las plantas de tomate a producir carotenoides cuando son sometidas
a estrés salino. Presumiblemente en su produccion, ademas del cv de que se trate, estén
interactuando otras variables, de modo que es un tema que amerita mas estudios para ser

aclarado.

Tolerancia a la Salinidad

La tolerancia o resistencia a la salinidad es generalmente expresada en términos de
la habilidad inherente de las plantas para resistir los efectos de las altas cantidades de sales
en la zona radical o en los tejidos foliares sin que presenten efectos adversos. Otros autores
demostraron que la salinidad causaba una mayor reduccion en el crecimiento de las raices
de la acelga que en las hojas, mientras que en la cebolla la reduccion en el crecimiento de
los bulbos fue menor que el observado en las hojas. Adicionalmente, consideran que la
resistencia o tolerancia a la salinidad es un caracter cuantitativo muy complejo controlado

por muchos genes (Benavides, 2002).
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III. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Localizacion
Este trabajo fue realizado en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en
Saltillo, Coahuila, México, siendo las coordenadas geograficas del sitio: 25° 21° 20’ latitud

norte, 101° 01° 50’ longitud oeste y altitud de 1,776 m.s.n.m.

Quitosan

Polimero de origen natural del proveedor Marine Chemicals (India), obtenido a
partir de caparazones de cangrejo. Peso molecular promedio de 200,000 determinado en el
CIQA por viscosimetria usando una mezcla de solventes: acido acético 0.2M/ acetato de

sodio 0.1M a una temperatura de 30°C y grado de desacetilacion del 84%.

Oligomeros de Quitosan

Los oligdbmeros de quitosan usados en el presente experimento se obtuvieron en el
Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) por via enzimadtica, a los cuales se
les determino el peso molecular por viscosimetria y son los siguientes: Oligémero 1 con
peso molecular viscosimétrico (Mv) de 12,000, oligdmero 2 con Mv de 8,000 y oligdbmero

3 con Mv de 5,000.

Cloruro de Sodio (NaCl)
El cloruro de sodio usado fue grado reactivo con 98% de pureza de la marca

Halmeck con un peso molecular de 58.43 molar.

Soluciones Nutritivas
Haifa Poly-Feed ® GG 12-43-12 + Micros 1 g/L
Nitrato de Calcio 1 g/
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Material Vegetativo
Se utilizd6 como material vegetal para la produccion de plantulas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) la variedad “Rio Grande” con habito de crecimiento

determinado.

METODOS

Obtencion de Oligomeros de Quitosan por Via Enzimatica

Primero se determinaron los parametros Optimos de la reaccion de hidrélisis
enzimatica del quitosdn de peso molecular alto en el laboratorio; por lo que en base a estos
parametros se llevo a cabo la obtencion de los oligdmeros de quitosan a nivel Planta Piloto.

Las reacciones de hidrolisis enzimatica se llevaron a cabo en un reactor de 120 litros
con agitacion y control de temperatura agregando una solucion buffer de acetatos de pH 4.5
a temperatura ambiente, posteriormente se aumenta la temperatura a 60°C y se va
adicionando poco a poco la cantidad necesaria de quitosan para obtener una solucion al 1%
y hasta que el quitosan esté completamente soluble se estabiliza la temperatura a 40°C para
poder luego agregar una solucion del complejo enzimatico celulolitico Celobiridin
(Trichoderma viride). Toda la mezcla de reaccion se deja en agitacion y temperatura
constante por 24 horas. Después de este tiempo se detiene la reacciéon agregando una
solucion de hidroxido de sodio desactivando asi la enzima. Posteriormente se lava el
producto hasta pH neutro y se filtra; por ultimo se seca a 50°C en estufa con circulacion de
aire.

Para obtener diferentes pesos moleculares se vario solamente la concentracion de la
enzima de 20 mg/mL a 80 mg/mL.

A los tres oligomeros obtenidos se les determino el peso molecular viscosimétrico a
las mismas condiciones que para el quitosan de peso molecular alto del cual se parti6 y por
infrarrojo el grado de desacetilacion.

Para obtener las diferentes soluciones de los oligomeros de quitosan se disolvieron
en acido acético al 1% a una temperatura de 50°C por una hora y luego se aforo con agua

destilada.
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Descripcion de los Tratamientos

Fueron diez y seis los tratamientos donde se aplicaron via sustrato y via foliar tres

oligdbmeros de quitosan con sus diferentes concentraciones de NaCl (Cuadro 3.1), a

pléntulas de tomate.

Cuadro 3.1 Descripcion de los tratamientos de las plantulas de tomate tratadas con

oligdmeros de quitosan y estrés salino.

Tratamiento Abreviatura Descripcion
T1 T-0 Testigo con 0 mM de NaCl
T2 T-75 Testigo con 75 mM de NaCl
T3 T-150 Testigo con 150 mM de NaCl
T4 T-300 Testigo con 300 mM de NaCl
T5 0O1-0 Oligémero 1 con 0 mM de NaCl
Té 01-75 Oligomero 1 con 75 mM de NaCl
T7 O1-150 Oligémero 1 con 150 mM de NaCl
T8 01-300 Oligomero 1 con 300 mM de NaCl
T9 02-0 Oligébmero 2 con 0 mM de NaCl
T10 02-75 Oligomero 2 con 75 mM de NaCl
TI1 02-150 Oligéomero 2 con 150 mM de NaCl
Ti12 02-300 Oligémero 2 con 300 mM de NaCl
T13 03-0 Oligomero 3 con 0 mM de NaCl
Ti4 03-75 Oligébmero 3 con 75 mM de NaCl
TI1S 03-150 Oligémero 3 con 150 mM de NaCl
T16 03-300 Oligéomero 3 con 300 mM de NaCl

Diseiio Experimental

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con cuatro repeticiones,

aplicandose un analisis de varianza con pruebas de separacion de medias de Tukey

(p<=0.05).
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Establecimiento del Experimento
Las charolas fueron establecidas en camas flotantes bajo un invernadero tipo tunel,
con cubierta rigida de policarbonato y ventilacién activa a través de extractores y pared

htimeda, utilizando madera y polietileno como estructura para las camas flotantes (Esquema
3.1).

150w NaCl fresco ¥ seco

Soluciin Nutritiva > Anidlisisde
Polv-Feed ® GG 12-

minerales.
—.
43-12 + Micros 1gr/L

0,

150mM Nall

2000 M MNaCl

Oligimero 3 PP ——
2000 mki NaCl

Esquema 3.1 Diagrama de flujo del procedimiento experimental para cada tipo de

aplicacion de los oligdbmeros via sustrato y foliar.

Siembra

La siembra de la semilla se realizo el 15 de mayo en charolas de polietileno de 38
cavidades usando como sustrato un compuesto de Peat moss/Perlita 75:25 colocando dos

semillas para posteriormente hacer un aclareo hasta dejar s6lo una plantula por cavidad,

bajo condiciones de invernadero.

Riegos
Se utilizé como fuente de nutrimentos minerales una solucidn nutritiva constante

con fertilizante comercial de marca Haifa Poly-Feed ® GG 12-43-12 + Micros 1 g/L +
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Nitrato de Calcio 1 g/L. Haciendo dos primeras aplicaciones de fortalecimiento antes de
aplicar la solucion de NaCl después de 12 y 18 dias después de la germinacion (DDG).
Posteriormente se aplicoé la misma soluciéon nutritiva y agregando el NaCl a las
concentraciones correspondientes de 0, 75, 150, 300 milimolar, midiendo la C.E. y el pH
aplicando cada tercer dia segun el criterio de humedad. Para el calculo de la adicion del
NacCl de 0, 75, 150, 300 milimolar se tomo6 en cuenta el peso molecular del NaCl grado

reactivo (ver Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Calculo de la cantidad de NaCl a aplicar y medicion de CE y del pH de

las soluciones preparadas.

Concentraciones
Concentracion de CE de Sol. Nutritiva +
de NaCl a aplicar pH
NaCl ( g/L) NaCl (dS/m /cm)
(mM)

0 0 2,261 6.49
75 4.382 13,309 6.53
150 8.766 23,373 6.57
300 17.53 38,275 6.43

PM de NaCl 58.43;0.05843 g. (Unidad milimolar).

Aplicacion de Oligémeros de Quitosan

Soluciones de los tres oligobmeros de quitosan al 0.1% con pesos moleculares
diferentes se aplicaron en dos formas: via foliar y via sustrato, haciendo tres aplicaciones
de cada en estado de plantula. La primera aplicacion de los oligomeros se llevo a cabo a los

8,23 y 38 dias después de la germinacion (DDG).

Via Sustrato
Para cumplir la condicion de la aplicacion via sustrato se elaboraron camas
flotantes para cada tratamiento aplicando las soluciones para cada oligémero al 0.1% a

partir de una solucidon concentrada, retirando el excedente de las soluciones nutritivas
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anteriores para después agregar 3 litros de la solucion final de los oligdmeros a cada
charola por 24 hrs.

Las aplicaciones fueron a los 8, 23 y 38 dias después de la germinaciéon (DDG)
haciendo la primera aplicacion antes de aplicar la solucién nutritiva con las diferentes
concentraciones de NaCl.

Via foliar

Las aplicaciones fueron a los 8, 23 y 38 dias DDG, aplicando a la parte foliar de
manera independiente para cada tratamiento para evitar contaminacion con otros
tratamientos, se utilizaron atomizadores diferentes para cada oligbmero, asperjando de
manera completa todas las plantulas de cada tratamiento.

Control de Plagas y Enfermedades

Se tomaron medidas preventivas para el control de plagas y enfermedades que
fueron tratadas con diferentes productos comerciales (Cuadro 3.3) haciendo s6lo una
aplicacion.

Cuadro 3.3 Principales plagas del tomate en invernadero y su control, durante el

ciclo primavera-verano del 2010.

Nombre comun y técnico Dosis ha™
Mosca blanca (Bemisia sp) Confidor ® 0.3-0.6 L
Trips (Frankliniella occidentales) Confidor ® 0.3-0.6 L
Minador de hoja (Liriomyza spp) Confidor ® 0.3-0.6 L

Cuadro 3.4 Principales enfermedades del tomate en invernadero y su control,

durante el ciclo primavera-verano del 2010.

, e 1
Nombre comun y técnico Dosis ha
Tizon tardio ( Phytophthora infestans ) Ridomil Gold 76.5PH 2.5 Kg.
Tizén temprano (Alternaria solanil ) Ridomil Gold 76.5PH 2.5 Kg.
Mancha bacteriana ( Xantomonas sp ) Cupravit ® 2-4 Kg.
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Variables a Evaluar
Variables de Biomasa

Peso fresco de Raizy Tallos

Se evalud la biomasa a los 8, 16, 24,32, dias después de la germinaciéon (DDG),
muestreando 2 plantulas por tratamiento que se seleccionaron de forma aleatoria, iniciando
de la primera semana de crecimiento. Separando la parte aérea de la raiz, posteriormente se

peso cada parte en una balanza analitica. Los resultados se expresan en g-planta™.

Peso Seco de Raizy Tallos
Cada parte de las plantulas fueron introducidas a una estufa de secado a una
temperatura constante de 60°C por 48 horas y se pesaron en una balanza analitica para

obtener el peso seco. Los resultados se expresan en g-planta™.

Analisis de Minerales

Los analisis del contenido de nitrogeno (N), fosforo (P), calcio (Ca), magnesio
(Mg), hierro (Fe), zinc (Zn) y cobre (Cu) se llevaron a cabo en los tejidos vegetativos
aéreos (tallo + hojas), en el fruto y en la raiz. Para determinar el N, los tejidos secos se
molieron y se pesaron para posteriormente, someterse a digestion acida con acido sulfurico
a 200°C. Para evaluar la concentracion de N, se uso el método de anélisis microkjeldahl.
Para los demas minerales, la digestion acida de los tejidos se llevo a cabo con acido nitrico
y perclorico a la temperatura mencionada. La evaluacion del P fue por colorimetria en un
fotocolorimetro (Thermo Spectronic, modelo Helios Epsilion). Para los otros elementos, la
evaluacion se realizd en un espectrofotometro de absorcion atomica (Varian, modelo AA-
1275).

Asimilacion de CO,

Se evalu¢ la asimilacion de CO, tomando dos lecturas a los 31,32 y 33 DDG. Con
un area foliar de 6 cm?, con un equipo (LI-COR, modelo 6400). Tomado dos lecturas por

cada tratamiento. Procurando tomar las lecturas con cielo despejado en horas del medio

dia.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 4.1 se muestran las propiedades de los oligobmeros de quitosan
aplicados al tomate en condiciones salinas.
Cuadro 4.1 Propiedades de los oligdbmeros de quitosan obtenidos por hidrdlisis

enzimatica en Planta Piloto (CIQA).

Concentracion
. . . e . Grado de
Oligomero de enzima PM viscosimétrico L,
desacetilacion (%)
(mg/mL)
1 20 12,000 98
2 40 8,000 100
3 80 5,000 100

El célculo del grado de desacetilacion se hizo en base a la siguiente ecuacion a partir
del espectro de IR de cada oligobmero midiendo la absorbancia (area) de los picos
caracteristicos a 1320 cm™ y 1420 cm™ segun la formula de Brunerotto (Figura 4.1).

Ecuacion:

% grado de acetilacion = [31.92 (A1320/A1420)] — 12.2

% grado de acetilacion = 100 - % de acetilacion

A= absorbancia

100 T

90 -

80

70

% Transmitancia

60

50 T T T T T T T 1

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Numero de onda (cm)

Figura 4.1 Espectro de Infrarrojo del oligobmero 1.
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Peso Fresco de Tallos de la Aplicacion Via Sustrato

Los resultados del analisis de varianza para peso fresco aéreo no mostraron
diferencia significativa entre las medias de los tratamientos. No obstante, en promedio, el
tratamiento con la aplicacion del Oligomero 2 y 3 a 75 mM, fue superior frente al testigo;

siendo el Oligémero 2 el que presento con mayor respuesta con mayor peso (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2 Promedio de los muestreos (a los 7, 14, 21, 28 dias después de la
germinacion) de las variables de biomasa fresca y seca en plantulas de tomate tratadas con

oligdbmeros de quitoséan via sustrato.

Peso fresco Peso seco

Tratamiento Tallos Raiz Tallos Raiz
0 mM de NaCl

Testigo 43.61a 8.90a 4.76a 1.27a

Oligébmero 1 33.07a 6.57a 3.14a 0.82a

Oligébmero 2 31.25a 4.55a 3.14a 0.57a

Oligbmero 3 9.87 a 1.77a 1.05a 0.31a

75 mM de NaCl

Testigo 15.09a 3.43a 1.38a 0.39a

Oligébmero 1 18.16a 3.35a 1.61a 0.31a

Oligébmero 2 23.66a 3.58a 2.14a 0.54a

Oligémero 3 21.22a 3.82a 1.98a 0.45a
150 mM de NaCl

Testigo 18.43a 3.71a 1.93a 0.42a

Oligémero 1 19.82a 3.23a 2.06a 0.50a

Oligémero 2 15.00a 3.17a 1.46a 0.32a

Oligémero 3 16.53a 2.99a 1.71a 0.34a
300 mM de NaCl

Testigo 11.51a 2.14a 1.17a 0.23a

Oligébmero 1 10.85a 2.04a 1.04a 0.24a

Oligébmero 2 10.82a 2.17a 1.12a 0.23a

Oligbmero 3 9.87a 1.77a 1.05a 0.31a

* Medias con letras iguales no difieren significativamente para p<0.05, segun Tukey.
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Los resultados no coincidieron a los obtenidos por Ortega-Ortiz et al., (2002) con
derivados del quitosan, donde la aplicacion del complejo de quitosan-polidcido acrilico con
PAA de bajo peso molecular (106,000) aumenta un 40% el crecimiento de las plantas de
lechuga (Lactuca sativa L.) y cebolla (Allium cepa) bajo condiciones salinidad alta.

Al evaluar la variable de biomasa total se observd que no hay diferencia
significativa entre los tratamientos. Sin embargo el resultado mas sobresaliente obtenido en
este trabajo muestra que la aplicacién via sustrato del oligobmero 2 a 75 mM, con peso
molecular viscosimétrico (Mv) de 8,000 aumenta el peso fresco en presencia de estrés en
comparacion con los demads tratamientos incluyendo al testigo, pero sin haber diferencia

significativa. (Figura 4.1)

Figura 4.2 Peso fresco de las plantula (g-planta'l) de tomate tratadas con los
diferentes oligomeros y a las concentraciones de 0, 75, 150 y 300 mM de NaCl aplicadas

via sustrato.
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A pesar de ello, es posible que el tamaio del experimento determinara la obtencion
de un error estandar alto lo que no permiti6 separar estadisticamente las diferencias entre
los promedios dentro de los tratamientos de oligomeros.

La hipdtesis del efecto fisiologico de los complejos fue verificada demostrando que
en el tomate con la presencia de los complejos de quitosan activan dos de las enzimas
antioxidantes (catalasas y peroxidasas) asociadas con la tolerancia al estrés abiotico
(Ortega-Ortiz et al., 2007).

Esto define que muchas de las respuestas mencionadas pueden ser dependientes del
patrimonio genético particular de la planta, mientras que otras se manifiestan s6lo bajo una

condicion particular inductiva desencadenadas por factores bidticos o abidticos.
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Peso Fresco de Tallos de la Aplicacion Via Foliar

Los resultados del andlisis de varianza para peso fresco aéreo no mostraron
diferencia significativa entre las medias de los tratamientos, existiendo uniformidad entre
los pesos de cada tratamiento (Cuadro 4.3)
Cuadro 4.3 Promedio de los muestreos (7,14,21,28 dias después de la germinacion) de las
variables de biomasa fresca y seca en plantulas de tomate tratadas con oligbmeros de

quitosan via foliar.

Peso fresco Peso seco
Tratamiento Tallos Raiz Tallos Raiz
0 mM de NaCl
Testigo 38.54a 6.84a 4.88a 1.27a
Oligébmero 1 39.34a 5.88a 4.74a 0.79a
Oligébmero 2 37.02a 7.27a 4.56a 1.28a
Oligéomero 3 37.96a 6.89a 4.65a 1.12a

75 mM de NaCl

Testigo 26.14a 491a 3.37a 0.64a
Oligbémero 1 24.28a 4.69a 3.31a 0.56a
Oligémero 2 20.46a 4.37a 3.12a 0.56a
Oligbmero 3 26.38a 4.19a 3.43a 0.55a
150 mM de NaCl
Testigo 21.73a 4.10a 3.08a 0.50a
Oligémero 1 17.09a 3.33a 2.60a 0.33a
Oligébmero 2 19.44a 3.17a 2.63a 0.39a
Oligémero 3 18.99a 3.19a 3.05a 0.416a
300 mM de NaCl

Testigo 10.43a 2.39a 2.06a 0.35a

Oligbémero 1 10.40a 2.21a 2.09a 0.24a

Oligéomero 2 8.47a 1.98a 1.93a 0.24a
Oligémero 3 10.97a 1.56a 2.59a 0.23a

*Medias con letras iguales no difieren significativamente para p<0.05, segun Tukey.
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Las plantas de todos los tratamientos tuvieron un peso similar aun en presencia de
estrés, esto es contrario a los trabajos realizados por (Benavides-Mendoza ef al., 2001). La
aplicacion foliar de quitosano en acido acético aumenta la biomasa de la lechuga (Lactuca
sativa L.) donde se observo el efecto del quitosano sobre el crecimiento y la adaptacion
postrasplante de la lechuga.

Basado en observaciones diarias del crecimiento de las plantulas, se determin6 que
las plantas sometidas a la aplicacion de los oligdmeros de quitosan via sustrato detienen el
crecimiento en comparacion con los aplicados via foliar, sin embargo independiente a la
forma de aplicacion, el crecimiento es semejante siendo los testigos con un mayor aumento

en el desarrollo y disminuye al aumentar la concentracion de NaCl (Figura 4.2).

[ Aplicacion Via Sustrato .

otk b -1”~,1T*P* Ty

[ Aplicacicn Viz Foliar ]

Figura 4.3 Fotografias del crecimiento durante los primeros dias después de las
aplicaciones.

Uno de los efectos inhibidores fendlicos y terpelactonicos mencionados por Rojas
Garciduenas y Ramirez Rodriguez (1987), menciona que los compuestos terpelactonicos, a
su vez, provienen del acido acético y se constituyen por unidades isoprénicas (CsHg). El
estudio de estos inhibidores es muy interesante por su accion fisioldgica cuando se aplica
de forma exogena. El locus de accidon de los inhibidores de los grupos terpelactonicos son
las enzimas respiratorias que oxidan el sustrato a través de su grupo SH; a las cuales

bloquean o inactivan.
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Esto puede deberse a que el quitosan puede disolverse en diferentes acidos débiles
como el citrico, lactico, etc. y principalmente el 4acido acético; por lo cual es necesario,
continuar con los estudios sobre la aplicacion de quitosan, considerando el efecto especifico
de cada compuesto que se utilizan como solvente y los efectos sobre el crecimiento de las

plantas.

El peso fresco total via foliar que se determino a las plantulas de tomate se puede
observar en la (Figura 4.3), donde se aprecia un comportamiento similar en el peso fresco,
ya que no fue determinar una diferencia estadistica entre el comportamiento de los
tratamientos con los oligdmeros de diferentes pesos moleculares ni entre los tratamientos

donde solo se aplico la sal.
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Figura 4.4 Peso fresco de las plantula (g-planta™) de tomate tratadas con los
diferentes oligdmeros y sus deferentes concentraciones de 0, 75, 150 y 300 mM de NaCl

aplicadas via foliar.

34



El nimero de hojas de las plantulas disminuy6 con el aumento de la salinidad al
aplicar la sal via foliar. También se observa clorosis, necrosis, disminucion de la densidad
estomatica en la cara adaxial y simultdneamente un aumento en la cara abaxial, aumento de
la clorofila e incremento de actividad de la enzima peroxidasa segin reportan Romero-

Aranda et al. (2001).

Esta puede ser una de las explicaciones de cualquier dafo en el area foliar y la
disminucion de la densidad estomatica reduce los procesos fisiologicos dentro de la planta
como respiracion donde los niveles de asimilacion de CO, se reducen por los efectos de las
altas concentraciones de sodio lo que significa una disminucion en los procesos

fisiologicos.

Debido que existen diferencia entre los tratamientos con aplicaciones via sustrato y
via foliar, puede aclarar que la aplicacion exdgena de inductores de resistencia varia en
cuanto forma de aplicacion, peso molecular, sintesis etc. Asi como también en las
diferentes especies vegetales. Esto puede deducir que las respuestas adaptativas dependen

de la accion de los senalizadores que interaccionan con los receptores.

35



Absorcion y Analisis de Minerales

En los andlisis de asimilacion de Ca y K, se muestran diferentes niveles de
asimilacion que pudieran no corresponder al tratamiento pero puede explicarse que los
tratamientos estuvieron expuestos a diferentes oligdmeros, forma de aplicacion y diferentes
concentraciones de NaCl. Esto excluye las propiedades de los oligbmeros de quitosan

como efecto quelante puesto que no estuvieron en contacto con las soluciones nutritivas.

En la Figura 4.4 se puede observar que la asimilacion de Ca entre los tratamientos
testigos con respecto a los tratamientos del oligdbmero 3 los tratamientos son muy
similares, esto puede explicarse que el oligbmero 3 es de peso molecular bajo,
comportandose como si fuesen solo soluciones salinas, mostrando que la concentracion de
75 mM es la mas aceptable para la asimilacion de Ca. Siendo en promedio el oligdbmero 2

con mayor asimilacion que el testigo.
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Figura 4.5 Comparacion de la acumulacion total de Ca (mg/Kg) con los diferentes

oligdmeros a las concentraciones de 0, 75, 150 y 300 mM de NaCl en via sustrato.
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En las aplicaciones de de forma foliar las asimilaciones de Ca en promedio son
menores que las de la forma via sustrato esto puede deberse a los propiedades por estar en
contactos directos con las raices proporcionan una mayor proteccion asi mismo una mayor
asimilacion de nutrientes. Demostrando que el tratamiento testigo y oligobmeros 1 y 2 con
75 mM existe mayor asimilacion de Ca pudiéndose deber a que es la méxima concentracion

para la asimilacion de nutrientes (Figura 4.5).
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Figura 4.6 Comparacion de la acumulacion total de Ca (mg/Kg) con los diferentes

oligdmeros aplicados via foliar a las concentraciones de 0, 75, 150 y 300 mM de NaCl.
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En la asimilacion de potasio de las aplicaciones via sustrato no hay una diferencia
en ninguno de los tratamientos manteniendo una similar concentracién en todos los
tratamientos sobresaliendo el O1- 75 con mayor concentracion, sin embargo también indica
que los efectos negativos del NaCl sobre el potasio son mayores que en las concentraciones
de Calcio, esto puede deberse a su forma quimica de asimilacion de cada uno de los
elementos preferidos por la planta o por el bloqueo del sodio por las diferentes
concentraciones también no se descarta por la interaccion de los oligobmeros con los

nutrientes (figura 4.6).
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Figura 4.7 Comparacion de la acumulacion total de K (mg/Kg) al aplicar los
oligdmeros de quitosan via sustrato en plantulas de tomate con diferentes concentraciones

de NaCl 0, 75, 150, 300.
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Los niveles de concentracion de potasio en los tratamientos de via foliar no corresponde
con lo esperado; que a manera que aumenta las concentraciones de sodio menores seran las
asimilaciones de potasio, pero demostrando que los niveles de asimilacion son bajos. Sin
embargo se puede comparar con los tratamientos en los que se aplicaron los oligdmeros
atreves de la via sustrato demuestra que hay una mayor estabilidad o equilibrio en los
niveles de asimilacion que pude atribuirse a las propiedades de los diferentes oligdmeros

(Figura 4.7).
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Figura 4.8 Comparacion de la acumulacion total de K (mg/Kg) al aplicar los
oligdmeros de quitosan via foliar en plantulas de tomate con diferentes concentraciones de

NaCl 0, 75, 150, 300.
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En los analisis de asimilacion de sodio por las plantulas de tomate demuestran una
congruencia en todos los tratamientos demostrando lo esperado; a medida que aumentan
las concentraciones de NaCl en soluciones aumenta las concentraciones en los tejidos de las
pléantulas de cada tratamiento. Los oligdbmeros demuestran un efecto importante en las
aplicaciones via sustrato conforme disminuye los pesos moleculares de cada oligomero Ol,
02, O3, se incrementan las concentraciones de sodio en los tejidos, esto puede concluir que
los tratamientos del O1 resultan una mayor proteccion contra los niveles de de
concentracion de Na en las plantulas y conforme disminuye el peso aumenta las

concentraciones de Na.
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Figura 4.9 Comparacion de la acumulacion total de Na (mg/Kg) con los
diferentes oligdbmeros a las concentraciones de 0, 75, 150 y 300 mM de NacCl aplicados via

sustrato.
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Una vez mas en los resultados de los tratamientos que fueron expuesto a
aplicaciones de los oligobmeros via foliar es semejante a la aplicacion via sustrato,
demostrando las misma tendencia a medida que aumentan las concentraciones de NaCl
aumentan en los tejidos pero sin que haya una diferencia significativa, también a medida
que disminuyen los pesos moleculares de los aligdbmeros (03<02<0O1), aumentan las

concentraciones de sodio en los tejidos de las plantulas.
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Figura 4.10 Comparacion de la acumulacion total de Na (mg/Kg) con los
diferentes oligdbmeros aplicados via foliar a las concentraciones de 0, 75, 150 y 300 mM de

NaCl.

Altas concentraciones de Na’ en la solucién externa causan una disminucion en las
concentraciones de K™ y Ca®" en los tejidos de las plantas. Estas reducciones se pueden
deber al antagonismo del Na" y K" por los sitios de absorcion en las raices, el efecto del
Na" en el transporte al xilema o a la inhibicion de los procesos de absorcién (Hu y
Schimdhalter, 2005). Esto también puede deberse a que el sodio en la solucion bloquea los

cationes impidiendo su asimilacion adecuadamente por las plantulas.
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En los analisis de asimilacion de te calcio Ca®" y potasio K muestran diferentes
niveles se asimilacion que pudieran no corresponder a los tratamientos, pero puede
explicarse que los tratamientos estuvieron expuestos a diferentes pesos moleculares de los

oligdmeros, forma de aplicacion y diferentes concentraciones de cloruro de sodio.

Sin embargo al comparar los niveles de sodio en las aplicaciones via sustrato y
foliar la tendencia es semejante a medida que aumentan las concentraciones NaCl, en las
soluciones nutritivas, aumentan los niveles de sodio Na en los analisis de minerales de los

tratamientos.

En las aplicaciones via sustrato y foliar del NaCl, respectivamente; se puede observar que
cuando son aplicados los oligdbmeros de quitosan la asimilacion de sodio aumenta (mas
efectiva), ademas de que con la disminucion del peso molecular del oligobmero aplicado
(03<02<01) aumenta la concentracion de sodio que es asimilado por las plantulas de

tomate.
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Asimilacion de CO;

Los tratamientos expuestos a diferentes concentraciones de sodio aplicados via
sustrato reducen los procesos fisioldgicos causados por el estrés salino (ver Figuras 4.10y
4.11). No pudiéndose apreciar un efecto positivo al aplicar los oligdmeros siendo el grupo

de los testigos superior a los demés tratamientos.
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Figura 4.11 Niveles de asimilacion de CO, en los tratamientos via sustrato a los

21, 22 y 23 dias DDG expresados en pmol (CO,)/m?*/seg.
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Los niveles de asimilaciéon de CO; en los tratamientos via foliar es ligeramente
superior a los que fueron sometidos a la aplicacion via sustrato (Figura 4.11); apreciandose
en este caso una mayor asimilacion de CO; cuando el peso molecular de los oligomeros es

mayor O-1 pero sin ser mejor que el testigo.
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Figura 4.11 Niveles de asimilacion de CO, en los tratamientos aplicados por via

foliar a los 21, 22 y 23 dias DDG expresados en pmol (CO,)/m*/seg .
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VI. CONCLUSIONES

No fue posible determinar una diferencia significativa entre el peso molecular de los
oligdomeros del quitosan y su efectividad como promotores de diferentes actividades de

crecimiento y desarrollo bajo estrés salino.

A nivel Planta Piloto fue posible la obtencion de oligdmeros de quitosan de bajo peso
molecular por via enzimatica a partir de quitosan comercial de peso molecular alto con

un grado de desacetilacion cercano al 100%.

El peso molecular no fue una determinante significativa en los resultados sin embargo
el oligbmero 2 con la concentracion mas baja de sales demostr6 un mayor efecto

positivo en las aplicaciones via sustrato.

Los resultados obtenidos indican la factibilidad de uso de los oligdmeros de quitosan en
el manejo agrondmico de cultivos. Se requiere, sin embargo, realizar gran cantidad de

estudios para verificar la viabilidad de su aplicacion en los cultivos en México.
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