UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

APLICACION DE NANOPARTICULAS DE COBRE Y SILICATO DE POTASIO
PARA INDUCIR TOLERANCIA A CLAVIBACTER MICHIGANENSIS EN
TOMATE

Tesis

Que Presenta CLAUDIA FRANCELY CUMPLIDO NAJERA
Como requisito parcial para obtener el Grado de

MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

Saltillo, Coahuila Julio, 2018



APLICACION DE NPS DE COBRE Y SILICIO PARA INDUCIR TOLERANCIA A
CLAVIBACTER MICHIGANENSIS EN PLANTAS DE TOMATE

Tesis

Elaborada por CLAUDIA FRANCELY CUMPLIDO NAJERA como requisito
parcial para obtenzr el grado de MAESTRO EN CIENCIAS EN
HORTICULTURA con la supervision y aprobaqj_bn del Comité de Asesoria

K -
/
o~
>

-
Dr. Antonio Juarez Maldonado /

l/;/ Asesor Principal /i/
~f /

A /
Dra. Susana éonzélez Morales Dr, Ada!bert Benavides Mendoza
Asesor \ Asesor
{ .
Dra. Aima Delia Hernandez Fuentes Dr. Gregorio Cadenas Pliego
Asesor Asesor

€ Koseliondos ¥V—dsn . ¥

Dé.\Bosalinda MJndoiaJVillaneal

Subcirectora de Postgrado UAAAN

Saltillo, Coahuila Julio 2018



AGRADECIMIENTOS

Al posgrado de la MAESTRIA EN CIENCIAS EN HORTICULTURA por todo lo

que me aportaron sus profesores, programas y asignaturas.

Al Dr. Antonio Juarez Maldonado por apoyarme para poder continuar estudiando,
motivarme y dirigirme de la mejor manera, hoy que veo que pude obtener un
grado académico mas, agradezco cada una de sus palabras y ensefianzas,

gracias por la paciencia y comprension.

A mis Co- Directores de tesis porque de una u otra forma contribuyeron a la

realizacion de mi investigacién, por su apoyo y direccion gracias.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por su apoyo

econdmico a través de la beca.



DEDICATORIAS

A mi familia por apoyarme a cumplir mis metas, por estar para apoyarme cuando
senti que no podria, LOS AMO.

A mi esposo por ser parte de esto, permitirme y apoyarme a seguir creciendo

puesto que sabe que esto me hace feliz.

A MI PADRE, que sé que donde quiera que ahora se encuentre esta feliz,
primeramente porgue yo lo soy, y ademas porque siempre quiso que continuara
estudiando, sé que esta orgulloso, tanto como yo lo estoy cada que te menciono
papa, TE AMO.



INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt ane e enene st nene s ii
DEDICATORIAS ...ttt ettt e te et et e st e ste e atesae s atesaennanes iv
INDICE GENERAL.......ooitiiieete ettt ste e eteataente e eeereans v
LISTA DE TABLAS ... oottt ettt ettt sttt et nate e e e Vi
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt ettt vii
RESUMEN ......oiitiiite ittt ettt e et e sttt e et eeste e seeseeseeee s viiii
ABSTRACT ..ottt ettt ettt et e et et e et e et e e st et ate et e e eteateneneas Xi
TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM L.) ..ot 4
PATOGENOS EN EL CULTIVO DE TOMATE (SOLANUM LICOPERSICUM.
L) ettt ettt ettt ettt et et e et ettt e et et e et et e e et et ereateeeane e 4
USO DEL SILICIO EN LA AGRICULTURA .....ccooiieeeeceeeee et 5
EL COBRE EN LA AGRICULTURA. ..ottt ettt 6
APLICACION DE NPS EN LOS CULTIVOS. .....ciieeiteeeeeee et 6
MATERIALES Y METODOS. ......ooiiiieieie et ettt en e 8
UBICACION DEL ESTUDIO ..ottt 8
DETERMINACIONES ENZIMATICAS ......ooieiiieeeee e 11
ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS ......coiiieiieeeeee e 14
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE .....ooviviiieieteciee e 18
ANALISIS ESTADISTICO......oiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
RESULTADOS Y DISCUSION ......ooviioieieiieeeceeeee et 21
PRIMERA ETAPA. ...ttt ettt 21
SEGUNDA ETAPA ..ottt ettt ettt 36
SEVERIDAD DE CLAVIBACTER MICHIGANENSIS (CMM) Y
CRECIMIENTO DEL CULTIVO ..ottt 36
ACTIVIDAD ENZIMATICA EN HOJAS ..ottt 40
ACTIVIDAD ENZIMATICA EN FRUTOS .....ooooiiiieieececeee e 40
CONCLUSIONES ..ottt ettt sttt eeane e 50
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ene st eane s 51



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Variables agronOmiCas. ..........cooiiiiiiiii e 23
Tabla 2. Actividad enziméatica en las hojas de las plantas de tomate.............. 26
Tabla 3. Actividad enzimatica en los frutos de las plantas de tomate............. 29
Tabla 4. Contenido de antioxidantes no enzimaticos en hojas de tomate........ 31
Tabla 5. Contenido de antioxidantes no enzimaticos en frutos de tomate........ 32
Tabla 6. Capacidad antioxidante ABTS y DPPH en frutos y hojas de plantas de

[(0] 1 =1 PRI 34
Tabla 7. ENZIMas €N Noja........c.oeiiiii 36
Tabla 8. ENzimas en frutO...... ..o e 44
Tabla 9. Antioxidantes no enzimaticos en hoja..............ccooooiiiiiiiiiiiien. . a7
Tabla 10. Antioxidantes no enzimaticos en fruto ...............ooeiiiiiiiiiennns. 49

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figural. Severidad de dafio en plantas de tomate inoculadas con

Figura 2. Rendimiento en plantas de tomate inoculadas con Cmm

vii

Cmm...... 39



Resumen

APLICACION DE NANOPARTICULAS DE COBRE Y SILICATO DE POTASIO
PARA INDUCIR TOLERANCIA A CLAVIBACTER MICHIGANENIS EN
TOMATE

POR

CLAUDIA FRANCELY CUMPLIDO NAJERA

MAESTRIA EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DR. ANTONIO JUAREZ MALDONADO —-ASESOR-

Saltillo, Coahuila Julio del 2018

viii



El dafio por Clavibacter michiganensis en las plantas de tomate es de gran
importancia econdmica en todo el mundo debido a las importantes pérdidas que
se generan en el cultivo. Los avances en nanotecnologia proporcionan
alternativas que se pueden aplicar en el control de patdgenos. Las NPs de Cuy
el silicio actualmente tienen un uso extendido para el control de patégenos de
plantas. Se espera que el uso combinado de ambos tenga un efecto sinérgico en
la tolerancia de las plantas contra los patdgenos. El objetivo de la presente
investigacion fue determinar el efecto de la aplicacion de nanoparticulas de cobre
y silicato de potasio sobre la tolerancia a C.michiganensis en tomate. Se
determind la incidencia y severidad de las bacterias en el rendimiento de la
cosecha de tomate. Se determinaron los niveles de actividad de las enzimas de
defensa y los compuestos antioxidantes en las hojas y frutos de tomate para
comprender los cambios a nivel bioquimico provocados por las bacterias y por
los tratamientos. Los resultados mostraron que la aplicacién de nanoparticulas
de cobre y silicato de potasio fue efectiva para reducir la severidad de C.
michiganensis. Ademas, la pérdida de rendimiento debido a la bacteria se redujo
en 16.1%. Los analisis bioquimicos mostraron que la aplicacion de
nanoparticulas de cobre y silicato de potasio modific6 positivamente la
actividad de las enzimas SOD, PAL, GPX y APX, asi como la concentracion de
glutatién reducido y fenoles totales en las hojas. La actividad de las enzimas PAL
y GPX, asi como los contenidos de licopeno y B-caroteno, incrementaron en los
frutos. La aplicacion conjunta de NPs de Cu y silicato de potasio cambié los
niveles de compuestos enzimaticos y compuestos no enzimaticos que son clave
en la defensa de las plantas de tomate, aumentando la tolerancia a C.

michiganensis.

Palabras clave: Estrés biotico, ROS, Antioxidantes.
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The damage by Clavibacter michiganensis in the tomato plants is of great
economic importance worldwide due to the significant losses it generates in the
crop. The advances in nanotechnology provide alternatives that can be applied in
the control of pathogens. Nano-copper and silicon currently have a widespread
use for the control of plant pathogens. The combined use of both is expected to
have a synergistic effect on the tolerance of plants against pathogens. The
objective of the present investigation was to determine the effect of the application
of copper nanopatrticles and potassium silicate on tolerance to C. michiganensis
in tomato.

The presence, severity, and the impact of the bacteria on the yield of the tomato
crop were determined. Levels of activity of defense enzymes were determined as
well as antioxidant compounds in the leaves and fruits of tomato to understand
the changes at the biochemical level caused by the bacteria and by the
treatments. The results showed that the application of copper nanopatrticles and
potassium silicate was effective in reducing the severity of C. michiganensis.
Also, the loss of yield due to the bacteria was reduced in 16.1%. The biochemical
analyzes showed that the application of copper nanoparticles and potassium
silicate positively modified the activity of the enzymes SOD, PAL, GPX, and APX,
as well as the concentration of reduced glutathione and total phenols in the
leaves. The activity of the PAL and GPX enzymes, as well as the contents of
lycopene and (B-carotene, were elevated in the fruits. The joint application of
copper nanoparticles and potassium silicate changed the levels of enzymatic In
review and non-enzymatic compounds that are key in defense of tomato plants,

increasing the tolerance to C. michiganensis.

Keywords: Biotic stress, ROS, Antioxidants.
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INTRODUCCION

Uno de los cultivos mas expuestos a la diversidad de plagas y enfermedades es
el tomate, esto por la constante siembra del cultivo, pues representa gran
importancia tanto alimentaria como econémica a nivel mundial; para China, India,
y Estados Unidos ésta es la principal hortaliza (FAOSTAT., 2013).

Uno de los problemas mas frecuentes que limitan la produccion de tomate es
Clavibacter michiganensis, por lo que se considera una bacteria de importancia
econOmica, los dafios de C. michiganensis se ven a los 5 6 7 dias en los cultivos,
presentando necrosis marginal en las hojas, ademas C. michiganensis al
penetrar a través de estomas, o hidatodos, (Chalupowicz et al., 2017) en hojas y
en frutos de tomate deja pequefias malformaciones y manchas que influyen en

la produccion.

Existe una desmedida ventaja entre la evolucién y adaptacion de las plantas, y el
ciclo de vida de los patégenos que atacan a las mismas (Miller et al., 2017), dicha
desventaja obliga a los productores a considerar nuevas alternativas que
estimulen en las plantas la produccion de compuestos de defensa; aunque de
manera natural las plantas producen enzimas y metabolitos secundarios que

ayudan a tolerar factores de estrés bi6tico y abiético (McShan et al., 2014).

La bioestimulacién en plantas, es una area de oportunidad a los productores, la
bioestimulacién con elementos no esenciales, incluye la aplicacion de Al, Co, Na,
Se y Si, estos elementos brindan beneficios en los cultivos bajo diferentes
circunstancias, siendo una de ellas el estrés generado por atague de patdogenos
(Jardin., 2015).

El silicio actia en la sintesis de hormonas como las citoquininas (Markovich et
al., 2017), estas hormonas se asocian al crecimiento de los cultivos y a las
respuestas fisiologicas y moleculares relacionadas a la defensa contra patdbgenos
(Miller et al., 2017), otro beneficio que se consigue con las aplicaciones de silicio

es la asimilacién de otros nutrientes necesarios en la nutricion de los cultivos,



fortaleciendo a los mismos ante la presencia de plagas y enfermedades
(Gengmao et al., 2015), ademas de la participacion como estimulador del sistema
antioxidante, caracteristica que se le atribuye a las NPs de Cu de igual forma,
estimulando la generacion de biocompuestos, como carotenoides, clorofila,

fenoles, vitamina C, entre otros (Singh y Rattanpal., 2014).

Particularmente las NPs de Cu, poseen propiedades antimicrobianas, y actian
como elicitor del complejo antioxidante enzimatico de defensa de las plantas
(Juarez-Maldonado et al.,, 2016). Las NPs de Cu aumentan la actividad de
enzimas antioxidantes como la SOD, CAT, GPX, y APX que detoxifican especies
reactivas de oxigeno (Gill y Tuteja, 2010). Ademas, se ha reportado en tomate
gue incrementan el rendimiento asi como el contenido de compuestos
antioxidantes en fruto (Juarez-Maldonado et al., 2016). Mientras que en las hojas
de las plantas de tomate incrementaron la actividad enzimética de APX, CAT,
SOD, GPX y PAL (Hernandez-Hernandez et al., 2018).

Por lo anterior esta investigacion tiene como objetivo determinar la incidencia y
severidad de dafio de Clavibacter michiganensis con la aplicacion de silicio y NPs
de Cu ademas de cambios agronémicos y en compuestos antioxidantes en

plantas de tomate.

Objetivos particulares

« Evaluar los cambios en el contenido de antioxidantes y compuestos de
defensa.

« Determinar el efecto de la aplicacién de Siy NPs de Cu sobre el
contenido de antioxidantes en los frutos y rendimiento de tomate
infestado con C. michiganensis.

« Evaluar la severidad de dafio por C. michiganensis. En plantas de tomate

tratadas con Silicio y NPs de Cu.



Hipotesis
La aplicacion de Silicio y NPs de Cu en plantas de tomate, aumenta la
concentracion de enzimas y compuestos antioxidantes induciendo tolerancia

a C. michiganensis.



REVISION DE LITERATURA

TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

En México la hortaliza de mayor importancia econdmica es el tomate, forma parte
de la canasta basica y diversos estudios asocian el contenido de licopeno del
fruto, con la prevencion de muchas enfermedades en humanos. Aungque es un
cultivo de igual forma muy susceptible al ataque de patdégenos, de tal forma que
muchos de ellos al no controlarse eficazmente pueden terminar con hectéareas
completas del cultivo o influir en la calidad del mismo (Notario-Medellin y Sosa-
Morales, 2012).

Los tomates son ricos en vitaminas A y C, [B-caroteno, licopeno y otros
antioxidantes, estos engloban un grupo de sustancias de diversas estructuras
guimicas y que cumplen con variadas funciones. Captando radicales libres, en
Cuyo caso se denominan antioxidantes primarios, 0 por otros mecanismos en
Cuyo caso se conocen como antioxidantes secundarios. Los antioxidantes
secundarios operan a través de cierto numero de mecanismos, incluyendo su
unién a metales pesados, captacion del oxigeno, conversion de hidroperéxidos a
especies no radicales, absorcion de radiacion UV o desactivacion del oxigeno
singulete. El ser humano esta protegido del estrés oxidativo gracias a la accion
de estas sustancias antioxidantes que poseen diferentes funciones (Zapata et al,
2007).

PATOGENOS EN EL CULTIVO DE TOMATE (Solanum licopersicum. L)

Clavibacter michiganensis es una bacteria que penetra a través de los estomas
y los hidatodos causando dafios severos en el cultivo, entre los que se observa
una necrosis marginal en las hojas, causando grandes pérdidas (Chalupowicz et
al., 2017). El control de esta bacteria es de gran importancia, y aunque existen
productos quimicos para el control de este patdgeno, la eficiencia es baja,
ademas de los riesgos que presentan para la salud (Nandi et al., 2018), por lo

gue es necesario proponer nuevas alternativas que sean eficientes.



Otra enfermedad de las principales registradas en el cultivo de tomate es la
antracnosis, que se debe al hongo Colletotrichum sp. El cual afecta durante la
fase de postcosecha provocando pérdidas que disminuyen la calidad y cantidad
de cosecha, al afectar directamente al fruto. Los productores hacen uso de
numerables quimicos de control, dejando de lado los dafios ambientales y en la
salud por el uso irracional de los mismos (Weerahewa y Dilshan, 2015).

Otras plagas importantes son Bermisia tabaci, conocida comiunmente como
mosquita blanca, Frankliniella occidentalis conocidos cominmente como trips
que entre otros dafos fisicos que pueden provocar sobre el fruto, son vectores
de virus y es donde mas recae la importancia de control, la paratrioza cuyo

nombre cientifico es Bactericera cockerelli.

Por otra parte un hongo de mucha importancia por los dafios que puede llegar a
causar es Fusarium sp. Ya que apenas se presentan las condiciones de humedad
y temperatura adecuadas es casi un hecho que si no se ha previsto atacara al

cultivo drasticamente (Cih — Dzul et al, 2011).

USO DEL SILICIO EN LA AGRICULTURA

El silicio es el segundo elemento mas abundante sobre la litosfera, ademas existe
la suposicion de que si esta presente en tal cantidad, en tiempos remotos debid
jugar algun importante papel sobre los organismos vivos incluyendo muchas de

las funciones propias en las plantas (Aguirre et al, 2007).

En condiciones de campo el silicio puede ayudar en el crecimiento de las plantas
y la productividad de los cultivos al aumentar la disponibilidad de elementos como
el P, Ca, Mg, K, y B, ademas en cultivos como el trigo y arroz pudo comprobarse
que este elemento al estar presente en cantidades altas, ayuda a impedir la
perdida de agua porque disminuye significativamente la transpiracion en
condiciones de baja humedad esto debido a la formacién de una capa de silicio,
por otra parte este elemento se asocia con los constituyentes de la pared celular
gue provoca una disminucion en la degradacion enzimatica que ayuda a las

plantas a ser menos susceptibles al ataque de patégenos (Borda et al, 2007).



En la basqueda de alternativas de control para las plagas y enfermedades en
diversos cultivos que no sea el uso de quimicos, sino aplicaciones de productos
de control que no impacten negativamente en la economia ni en la sostenibilidad
ambiental, actualmente se estudia el efecto del silicio, y numerosos estudios
demuestran que es eficaz en el control de varios hongos que propician
enfermedades en las plantas, incluyendo la pudricion por Phytoptora,
antracnosis, tizon y marchitamiento por Fusarium sp. Por lo tanto el uso de silicio
en los cultivos puede usarse como una estrategia para el control de plagas y
enfermedades y asi reducir el uso de fungicidas y productos quimicos que
pongan en riesgo la salud y otras amenazas ambientales (Weerahewa y Dilshan,
2015).

EL COBRE EN LA AGRICULTURA

El cobre es un elemento esencial que se requiere aplicar en cantidades pequeias
puesto que es un micronutriente, los cultivos lo requieren para muchas de sus
funciones basicas y buen desarrollo pero en pequefias cantidades, entre las
funciones en las que participa estan la fotosintesis, la germinacion de semillas
crecimiento de los cultivos y otras funciones estructurales y anatémicas propias
de las plantas, y cuando este elemento se aplica por encima de los
requerimientos pueden generarse especies reactivas de oxigeno (ROS) que son
capaces de activar el sistema enzimético de defensa a fin de eliminar las ROS
generadas (Adrees et al., 2015).

La falta de suministro de cobre en los cultivos puede afectar la sintesis de
proteinas, carbohidratos y lipidos en las plantas asi como también la escasa
fotosintesis impactando en la disminucién en el rendimiento por una reduccién en
la fertilidad del polen y por lo tanto en la fructificacién, afectando el llenado de
frutos (Lehmann y Rillig., 2015).

APLICACION DE NPs EN LOS CULTIVOS
El uso de particulas que van desde 1 a 100 nanometros de tamafio cada vez es

mas comun, para la obtencién de diversos fines y en muchas disciplinas, en la



agricultura ha podido comprobarse que el efecto de la aplicacion de un material
a escala nanometrica en las plantas reacciona muy diferente a como lo haria un
material aplicado en su forma micro o normal, ademas de dar efectos muy
positivos aplicando a muy bajas dosis, se conoce que interactian con el
transporte de proteinas a la membrana y que por su diminuto tamafio son
capaces de penetrar en la membrana celular. Las plantas requieren de diversos
minerales y también de aplicaciones de metales como Fe, Zn, Mn y Cu para
desarrollar reacciones redox y con ello la activacion de enzimas proteinas y

cofactores etc.

La disposicion de los metales antes mencionados puede diferir mucho por lo que
las plantas han desarrollado mecanismos para la absorcion y asimilacion de
estos, uno de ellos es la absorciéon a través de las raices (Juarez-Maldonado et
al., 2016).

La generacion de enzimas y compuestos antioxidantes se hace presente de igual
forma como proteccién a la propia planta para evitar la muerte de la misma (Fu
et al., 2014).

El cobre a escala nanometrica, es decir NPs de Cu, tiene propiedades
antimicrobianas que podrian beneficiar, provocando la induccién de tolerancia a
algun patégeno, y radicales que aumentan la actividad enzimatica como se
menciond anteriormente, teniendo asi cultivos de mayor valor nutracéutico
(Juarez-Maldonado et al., 2016). Ademas que al aplicar cobre de esta manera,
actla como una forma quelatada, evitando el desperdicio y asegurando asi la
funcién del mismo evitando la disminucion en la actividad de muchas enzimas y

crecimiento reproductivo de las plantas (Kirkby y R6mheld, 2007).



MATERIALES Y METODOS.

UBICACION DEL ESTUDIO

Este estudio se realiz6 en un invernadero ubicado en la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro, en Saltillo, México (25 ° 21'5 "de latitud norte y 101 ° 1'47"
de longitud oeste, Elevacion 1.742 msnm. El estudio consta de dos etapas que
se describen a continuacion. Las NPs de Cu utilizadas en este estudio fueron
sintetizadas en el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) utilizando

la metodologia de Cadenas-Pliego et al. (2013).
El silicio que se aplicé fue en forma de silicato de potasio.

Etapa 1. En esta etapa el objetivo fue determinar el intervalo de concentraciones
de NPs de Cu y silicio para obtener los mejores tratamientos en cuanto a
variables agrondémicas, bioquimicas, y en la disminucién de la severidad de dafio
por Clavibacter michiganensis, y de esa forma obtener los mejores resultados

para su posterior aplicacion en la segunda etapa.

Etapa 2. Aplicacion de los tratamientos con mejores resultados en la primer etapa
para las variables evaluadas, inoculacion de las plantas con Clavibacter
michiganensis, evaluacion de la concentracion de enzimas y componentes

antioxidantes, asi como la severidad de dafio por Clavibacter michiganensis.

Para la primera etapa se desarrollé un experimento con plantas de tomate tipo
saladete y con habito de crecimiento indeterminado, usando como semilla la
variedad “persistente”. Las plantas se colocaron en bolsas de polietileno negras
de 10 L de capacidad, con una mezcla de sustrato perlita-peat moss en
proporcion 1:1 (v/v). Las plantas fueron manejadas a un solo tallo, aplicando las
labores culturales correspondientes. Para la nutricion del cultivo se utilizé la
solucion nutritiva Steiner (Steiner, 1961), manejada en diferentes
concentraciones de acuerdo a la etapa fenologica.

Teniendo los siguientes tratamientos:



Los tratamientos consistieron en la aplicacion de Si (0, 184 y 460 mg L), NPs de
Cu (0, 50 y 250 mg L) y las combinaciones de estos, siendo un total de nueve
tratamientos: 1) Testigo absoluto (T0); 2) 50 mg L' NPs de Cu; 3) 250 mg L't NPs
de Cu; 4) 184 mg L Si; 5) 184 mg L' Si + 50 mg L't NPs de Cu; 6) 184 mg L™
Si+ 50 mg L* NPs de Cu; 7) 460 mg L Si; 8) 460 mg L Si + 50 mg L' NPs de
Cu; 9) 460 mg L Si + 250 mg L NPs de Cu. Las aplicaciones fueron por via
foliar, y en intervalos de 14 dias iniciando al momento de la floracién 4 semanas
después del trasplante. Se utilizo silicato de potasio (K2SiO3) como fuente de
silicio. Mientras que las nanoparticulas de Cu (NPs de Cu) usadas fueron de
tamafio promedio de 42 nm y forma esférica.

En la segunda etapa se desarroll6 el experimento utilizando una variedad de
tomate de crecimiento indeterminado "El Cid F1" (Harris Moran, Davis, CA, EE.
UU.) De tipo saladette. El trasplante se realizé en bolsas negras de polietileno de
10 | de capacidad. El cultivo se establecié en condiciones de invernadero, con
temperaturas promedio de 35°C - 20°C para el dia y la noche, humedad relativa
del 60% vy radiacion fotosintéticamente activa de 1400 umol m-2 bajo las mismas
condiciones gue en la etapa uno, a excepcion de la inoculacién con Clavibacter

michiganensis que se llevd a cabo en esta segunda etapa de la siguiente forma:

La bacteria Clavibacter michiganensis subesp. michiganensis (Cmm) se obtuvo
de la coleccion del Laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento de
Horticultura. La bacteria se incrementd en placas de Petri con medio de cultivo
NBY (caldo nutritivo 0.8%, extracto de levadura 0.2%, K2HPOa4 0.2%, KH2PO4
0.025%, agar 1.5%). Las placas de petri se incubaron a 29°C durante 48 h,
después de lo cual se recogié el crecimiento bacteriano.

Las plantas correspondientes a los tratamientos con Cmm se inocularon a los 28
dias después del trasplante (DDT). Se preparé una solucion de 1X106 unidades
formadoras de colonias (UFC) por mililitro de Cmm. Se realizaron heridas en las

hojas de las plantas de tomate simulando una infeccion natural y se sumergieron
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en 30 mL de solucién bacteriana durante 5 minutos, y el resto se rocio en el
follaje.

Aproximadamente un mes después del trasplante, se realizé la inoculacion con
Clavibacter michiganensis, y la aplicacion de tratamientos igual que en la primera
etapa fue cada 15 dias después del trasplante, siendo los siguientes tratamientos
en esta etapa:

Las NPs de Cu se aplicaron en dosis baja y dosis alta, con un total de seis
tratamientos:

1) 50 mg de L' NPs de Cu + 184 mg de L Si; 2) 50 mg de L't NPs de Cu+ 460
mg de L Si; 3) 250 mg de Lt NPs de Cu+ 184 mg de L-1 Si; 4) 250 mg L Cu
NPs + 460 mg L Si, estos cuatro tratamientos inoculados con Cmm, 5) Un
tratamiento inoculado con Cmm vy sin aplicacién de Si o NPs de Cu(Cmm) y 6)
Un Testigo absoluto o control (T0). Cinco aplicaciones en total se hicieron por via
foliar. Como fuente de Silicio se aplic6 silicato de potasio (K2SiOs). Mientras que
las NPs de Cu utilizados fueron de tamafio promedio de 42 nm y de forma esférica
y se sintetizaron segun la metodologia de (Cadenas-Pliego et al., 2013), siendo
las mismas que en la primera etapa.

Determinaciones en la primera y segunda etapa:

Para determinar los efectos de los tratamientos en las plantas de tomate se
evaluaron las variables relacionadas al vigor, estas fueron altura de planta,
namero de racimos, diametro de tallo, biomasa fresca de planta (suma de hojas

y tallo), y peso de frutos por planta.

Para la evaluacion de los cambios antioxidantes en las plantas se determinaron
compuestos enzimaticos y no enzimaticos, asi como otros compuestos de interés

como actividad enzimatica de PAL y contenido de proteinas en hojas y frutos.

El muestreo en hojas y frutos se llevé a cabo a los 93 dias después del trasplante,
para esto las hojas se cortaron e introdujeron a nitrégeno liquido para su traslado
y almacenamiento en ultracongelador a una temperatura de -80°C. Los frutos se

cosecharon considerando el fruto mas grande del primer racimo, buscando que



11

fueran uniformes y sin dafios fisicos. Estos se colocaron en hielo para su traslado

a un congelador a temperatura de -20°C.

Determinaciones enzimaticas

Extracto Enzimatico: (EE). Se colocaron 200 mg de tejido vegetal previamente
liofilizado y macerado en mortero de mano, se adicionaron 20 mg de polivinil
pirrolidona y 1.5 mL de buffer de fosfatos pH 7-7.2 (0.1 M), se sonico por 5
minutos, y a continuacion se centrifugé a 12 000 rpm por 10 minutos a 4°C en
una microcentrifuga. El sobrenadante fue recolectado y filtrado con filtros para
jeringa de membrana de PVDF de 0.45 micras de poro (Ramos et al., 2010).
Finalmente se diluyé a una proporcién 1:20 con buffer de fosfatos. Con este
extracto enzimatico se determind: catalasa, superoxido dismutasa, fenilalanina
amonio liasa, glutation peroxidasa, ascorbato peroxidasa, proteinas y glutation
reducido.

Catalasa (CAT): La actividad enzimatica de catalasa se cuantific6 midiendo 2
tiempos de reaccién, tiempo 0 (TO) y tiempo 1 (T1l) por el método
espectrofotométrico (Cansev et al., 2011). El blanco de calibracion: 0.1 mL del
EE, 1 mL de buffer de fosfatos pH 7.2y 0.4 mL de H2SO4 al 5 %.

Para el TO se mezcl6 0.1 mL de EE, 1 mL de H202 100 mM e inmediatamente
0.4 mL de H2SOs al 5 %.

En el T1 se mezcl6 0.1 mL de EEy 1 mL de H202 100 mM, después de un
minuto de reaccion se agregaron 0.4 mL de H2SOa4 al 5 %. La reaccion se realizo
a 20 °C bajo agitacion constante, el consumo de H20:2 se ley6 a 270 nm en el
espectro de UV-VIS, usando una celdilla de cuarzo. La diferencia de las
absorbancias obtenidas fue interpolada en la ecuacioén de la curva de calibracion
realizada con H202, los estandares se encontraban en un rango de 20 a 200 mM.
El resultado obtenido se sustituyd en la siguiente formula para reportarlo como

actividad especifica.
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<(ﬂ de cada muestra) X 1.5 ml
mL

Ul 0.1 mL

CAT (—) = 7
L . g

Concentracion de proteinas (—m L)

>XFD

Donde:

FD= Factor de dilucion. Ul = Actividad enzimatica (1 ymol de sustrato convertido

X min?).

Superoxido Dismutasa (SOD): Se determiné con el Kit de Cayman Superoxide
Dismutase Assay (CAYMAN, 2017). En una microplaca, se agreg0é en cada
celdilla lo siguiente: 10 puL de extracto enzimatico, 200 yL del Radical Detector,
20 pL de Xantina Oxidasa, se agitd6 suavemente durante cinco segundos y se
cubrié la microplaca se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente,
enseguida se determind la absorbancia en el Lector de Microplacas (Modelo
ELx808 ™) a 450 nm. Las absorbancias obtenidas fueron interpoladas en la
ecuacion de la curva de calibracion realizada con SOD, los estandares se
encontraban en un rango de 0.0 a 0.050 U/ mL de actividad SOD, el resultado

obtenidos se sustituyo en la siguiente formula.

Ul 0.23 mL
Ul <(m de cada muestra) X m) X FD
SoD <_) _
mg Concentracién de proteinas (%)

Donde:

FD= Factor de dilucion. Ul = Actividad enzimatica (1 ymol de sustrato convertido

X min?).

Fenilalanina amonio liasa (PAL): Siguiendo lo descrito por Syktowska-Baranek
(2012), con modificaciones. En un tubo de ensayo se colocaron 0.1 mL de EE,
0.9 mL de L-fenilalanina (CoH11NO2) a 6 mM. Se incubo a 40 °C por 30 minutos,
la reaccion se detuvo agregando 0.25 mL de HCl al 5 N. Se colocaron en bafio
de hieloy se les agreg6 5 mL de agua destilada. Para la cuantificacion se calibro

con un blanco de buffer de fosfatos pH 7 y se determin6 absorbancia a 290 nm



13

en un espectrofotdmetro UV-VIS con una celdilla de cuarzo. Las lecturas de las
diferentes muestras fueron interpoladas en la ecuacién obtenida de la curva de
calibraciéon con acido transcinamico (0.01-0.8 mg mL 1). Los resultados se

sustituyen en la siguiente formula.

Ul <(% de cada muestra) X %) X FD
PAL ( ) _
mg Concentracidon de proteinas (%)

Donde:

FD= Factor de dilucion. Ul = Actividad enzimatica (1 ymol de sustrato convertido

X min?).

Glutation peroxidasa (GPX): Se determind bajo la metodologia con modificacion
de Xue et al., (2001), usando H202 como sustrato. Se mezclé en un tubo de
ensayo 0.2 mL de EE, 0.4 mL de Glutatién Reducido (GSH) (C10H17N30sS) a
0.1 mM, 0.2 mL de KNaHPO4 a 0.067 M; enseguida se precalenté la muestra
en un bafio de agua a 25 °C durante 5 minutos. Para iniciar la reaccion se
agregaron 0.2 mL de H202 a 1.3 mM, 10 minutos después esta se detuvo
agregando 1 mL de acido tricloro acético (C2HO2ClI3) al 1 %. Se colocaron los
tubos en bafio de hielo durante 30 minutos. Posteriormente se coloco la mezcla
en un tubo para centrifuga y se centrifugé a 3 000 rpm durante 10 minutos a 4
°C. Se tomaron 0.48 mL del sobrenadante, se mezclé con 2.2 mL de NazHPO4
a0.32 My 0.32 mL del colorante DTNB (&cido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico)) al
1 mM. Se determiné la absorbancia en un espectrofotobmetro UV-VIS a 412 nm
con una celdilla de cuarzo, y estas fueron interpoladas en la ecuacion de la curva
de calibracion realizada con GSH, esta curva se realiz0 con estandares a
concentraciones de 0.02 a 1 mM. El resultado obtenidos se sustituyd en la

siguiente formula.

Ul 3mL
Ul <(m de cada muestra) X m) X FD
GPX <—) _
mg Concentracién de proteinas (%)
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Donde:

FD= Factor de dilucion. Ul = Actividad enzimatica (1 ymol de sustrato convertido

X min?).

Ascorbato peroxidasa (APX): La medicion se realizé en dos tiempos TO (Tiempo
inicial) y T1 (Tiempo un minuto de reaccién) de acuerdo a Nakano y Asada
(1987). Para el TO se colocé en tubo de 2 mL 0.1 mL de EE, 0.5 mL de
ascorbato a 40 ppm, 1 mL de H202 a 100 Mm e inmediatamente 0.4 mL de
H2SO4 al 5 % para detener la reaccion; en el tiempo T1 se realizé todo lo anterior
con la diferencia de que los 0.4 mL de H2SO4 al 5 % se agregaron 1 minuto
después de haber agregado el mL de H202. Se ley6 la absorbancia a 266 nm
con celdilla de cuarzo, las absorbancias fueron interpoladas en la ecuacién de la
curva de calibracion realizada con &cido ascorbico con estandares a

concentraciones de 0 a 1 ppm. Los valores obtenidos se sustituyen en la siguiente

formula.
ul 2mlL
Ul <(m de cada muestra) X m) X FD
APX (—) _
mg Concentracion de proteinas (%)
Donde:

FD= Factor de dilucion. Ul = Actividad enzimatica (1 ymol de sustrato convertido

X min?).

Antioxidantes no enziméticos

Proteinas: Se determind bajo la metodologia descrita por Bradford (1976), se
agrego en una celdilla de microplaca 5 uL de EE y 250 ul de reactivo Bradford
(para preparar este reactivo se disolvieron 100 mg de Azul Brillante de
Coomassie G250 (C47H49N3NaO7S2) en 50 mL de etanol (98 %), posteriormente
se agregaron 100 mL de HsPOa4 (85 %), enseguida se afor6é a 1 L con agua

destilada, se filtré dos veces con papel filtro N° 11 y se guardd en un frasco ambar



15

a 4° C hasta su uso) se mezcld ligeramente, se incubo a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se determiné la absorbancia en el Lector de Microplacas
(Modelo ELx808™) a 630 nm. Las absorbancias obtenidas fueron interpoladas
en la ecuacion de la curva de calibracion realizada con Albumina Sérica Bovina
(ABS), con estandares de 10 a 1000 ppm de ABS.

Los datos se expresaron en mg g* con la siguiente formula:

c _CS*FD*V
T

Dénde:

Cx = Concentraciéon en mg g1; Cs = Concentracion obtenida en la ecuacion de la
recta (ppm); FD = Factor de dilucion; V = Volumen utilizado en la dilucion de la

muestra; M = Masa total utilizada en la extraccion.

Glutation Reducido (GSH): Fue cuantificado segun la metodologia
espectrofotométrica establecida por Xue et al. (2001), mediante la reaccion con
DTNB (acido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico)). En un tubo de ensayo se colocaron
0.48 mL de EE, se mezcl6 con 2.2 mL de fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4)
a0.32 My 0.32 mL del colorante DTNB al 1 mM. Se determiné la absorbancia
en un espectrofotometro UV-VIS a 412 nm con una celdilla de cuarzo, y estas
fueron interpoladas en la ecuacién de la curva de calibracion realizada con GSH,
esta curva se realizd con estandares a una concentracion de 0.02 a 1 mM. Los

valores obtenidos se reportan en mM de GSH/ mL /min

Contenido de clorofilas: Se tom6 tejido de hoja en fresco, estimando el contenido

por el método propuesto por Arnen (1949) modificado por Munira et al., 2015:

Se peso6 un gramo de hoja fresco, se homogeneizo en mortero y se agregaron 5
mL de acetona al 90%, para estabilizar y proteger las clorofilas, se agregé una
pizca de carbonato de magnesio, de la mezcla homogeneizada se tomaron 2 mL
y se puso en un tubo de 2 mL , los tubos se centrifugaron a 10000 rpm a 4°C

durante 5 minutos, se extrae el sobrenadante y se realizan lecturas en el
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espectrofotometro a 663 nandmetros para clorofila a, y 645 para clorofila b,
introduciendo primeramente un blanco para calibrar el espectrofotometro con

solamente acetona al 90%.

El contenido total de clorofila se expresara en mg/g y sera determinado usando

las siguientes formulas:
Clorofilaa = 25.38 *x A663 + 3.64 * A645
Clorofila b = 30.38 * A645 - 6.58 * A663
Clorofila total = 18.8 x A663 + 34.02 x A645

Compuestos Fendlicos Totales: Se realizd segun la metodologia propuesta por
Yu y Dahlgren (2000). Para iniciar con la extraccion se colocaron 200 mg de tejido
liofilizado en un tubo de 2 mL, se le agregé 1 mL de soluciéon agua: acetona
(1:1), se agito en vortex por 30 segundos y se soOnico por 5 minutos. A
continuacion se centrifugé a 12500 rpm por 10 min a 4°C, se recupero el
sobrenadante (extracto) el cual se almacend a 4 °C hasta su uso. La
cuantificacion se realiz6 segun Nsor-Atindana et al., (2012), para lo cual se
tomaron 50 pL del extracto y se colocaron en un tubo de ensayo, se adicionaron
200 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (FCR), 500 pL de carbonato de sodio (Na2CO3)
al 20% y 5 mL de agua destilada, se agitd en vértex durante 30 segundos y
enseguida se colocaron las muestras en bafio maria a 45°C por 30 minutos. Se
determind absorbancia en un espectrofotobmetro UV-VIS a 750 nm con una
celdilla de plastico, como blanco se us6 una mezcla con todos los reactivo arriba
mencionados, cambiando los 50 pL del extracto por 50 uL de una solucién
agua:acetona (1:1). Las absorbancia fueron interpoladas en la ecuacion obtenida
de la curva de calibracion con acido galico (1-12.5 ppm), los resultados fueron
expresados en miligramos Equivalentes de Acido Galico por 100 gramos de peso
seco (mg EAG 100 g PS).
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Flavonoides totales: Se realiz6 por el método Dowd, adaptado por Arvouet-Grand
et al., (1994). En un tubo de ensayo se colocaron 0.1 g de tejido liofilizado,
enseguida se le agregd 10 mL de metanol, se homogenizo vy filtré la mezcla con
papel filtro Whatman N°1. Se colocaron 2 mL del filtrado en un tubo de ensayo
limpio, se agreg6 una solucion de tricloruro de aluminio (AICIs) al 2% en metanol
y se dejo reposar durante 20 minutos en obscuridad. Posteriormente con una
celdilla de cuarzo se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 415 nm en
un espectrofotometro UV-VIS. El contenido total de flavonoides fue determinado
usando una curva de calibracién con quercetina (0 - 50 ppm) en metanol, los
resultados fueron expresados en miligramos Equivalentes de Quercetina por 100

gramos de peso seco (mg EQ 100 g1 PS).

Vitamina C: El contenido de vitamina C se determinara por el método de titulacion
con 2,6 diclorofenolindofenol (Padayatt et al., 2001). Se pesaron 10 g de peso
fresco de fruto, se macera en mortero con 10 mL de &cido clorhidrico (HCI) al
2% (v/v) y se homogeneiza macerando hasta que la cascara quede totalmente
trasparente, después se filtra la mezcla homogénea a través de una gasa

absorbente estéril sobre un matraz de aforacion.

Aforar a 100 mL con agua destilada, tomar una alicuota de 10 mL del filtrado y
titular con 2-6 diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracion rosacea
persistente.

Cuantificacion:

Vit.C = (mL utilizado de 2 — 6 diclorofenolindofenol » 0.088

* volumen total * 100) (volumen alicuota * peso de muestra)

Acidez titulable: Se tomé parte de un fruto fresco y se macer6 de manera
homogénea. Setomaron 10 mL del macerado en un matraz y se afiadié 3 gotas
de fenolftaleina. Posteriormente se titul6 con NaOH (0.1N) hasta obtener una

coloracion rosacea.

Para la cuantificacion de la acidez titulable se aplicara la siguiente formula:
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% acidez = (VNaOH * NNaOH * meq acido citrico * 100) / Vmuestra
Donde:
VNaOH = volumen gastado de NaOH para titular.
NNaOH = normalidad del NaOH.
megacido citrico = 0.064
Vmuestra = 10 mL

La acidez titulable se expresara como % de &cido citrico

Licopeno y B-carotenos: se determinaron de acuerdo con Nagata y Yamashita
(1992), para ello se utilizaron 0.1 g de tomate liofilizado los cuales se mezclaron
con 20 mL de una solucion de hexano:acetona (3:2). Del sobrenadante se tomé
una alicuota y se midié a 453, 505, 645 y 663 nm (espectrofotometro modelo
6715 UV/Visible, Jenway, Techne Inc. EUA). EI contenido de licopeno y B-

caroteno se estimo6 utilizando las ecuaciones:

Licopeno (mL/100g)
= —0.0458 x A663 + 0.204xA645 + 0.372 x A505
— 0.0806 x A453

B — caroteno (mL/100g) = 0.216 x A663 - 1.22 x A645 - 0.304 x A505 +
0.452 x A453.

Los resultados se expresan en mg/100g de peso fresco (PF).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

DPPH: Se determin6 capacidad antioxidante por DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) y ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico). Para
hacer la determinacion por DPPH se utilizo la metodologia propuesta por Brand-
Williams et al., (1995) Guil-Guerrero y Rebolloso-Fuentes (2009), se colocaron
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en un pocillo de microplaca 6 yL de EE y 234 yL de DPPH (C1sH12Ns0s) a 0.1
mM, se agito cuidadosamente y en obscuridad se incub6 por 30 minutos,
enseguida se determind la absorbancia del lector de Microplacas (Modelo
ELx808™) a 540 nm. Se colocaron 240 pL de buffer de fosfatos sobre el pocillo

para usarlo como blanco.

ABTS: se realiz6 por el método espectrofotométrico de Re et al., (1999) y
Kuskoski et al., (2004), estos métodos se basan en la decoloracion del catidén
radical ABTS, el cual se obtuvo mezclando en partes iguales ABTS a 7 mM y
persulfato potasico (K2S20s) a 2.45 mM, la mezcla se dejo reposar en obscuridad,
a temperatura ambiente (25 °C) durante 16 horas antes de ser utilizada. En un
tubo de 2 mL se agregaron 20 puL de EE, 980 pL del radical ABTS (con
absorbancia de 0.7+0.01 a 754 nm, se realizaron diluciones con etanol al 20%
para ajustar la absorbancia), se agité en Vortex durante 5 segundos y se dejé
reposar durante 7 min en oscuridad. Se determind la absorbancia en un
espectrofotometro UV-VIS a 754 nm con una celdilla de cuarzo, como blanco se
us6 buffer de fosfatos pH 7. Las absorbancias fueron interpoladas en las
ecuaciones obtenidas de las curvas de calibracién realizada con TROLOX (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (C14H1804) y acido ascérbico
(CeHsOes) con estandares a una concentracion de 0.1 a5 mMy 0.01 a 0.5 mg mL

L respectivamente, ambas reactivos se diluyeron en buffer de fosfatos pH 7.

Las determinaciones fueron las mismas en ambas etapas, a excepcion de que
en la segunda etapa adicionalmente se determiné la incidencia y severidad de
Clavibacter michiganensis en el tomate utilizando la Escala de Diener (2005) para
medir severidad: 5 Planta muerta; 4 Las hojas viejas muertas, las jovenes
crecimiento detenido; 3 Las hojas viejas cloréticas, hojas jovenes con crecimiento
detenido; 3 Hojas viejas tienen clorosis vascular, hojas jovenes con crecimiento
detenido; 1 Los peciolos de las hojas con crecimiento detenido; O No hay

sintomas visibles.
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ANALISIS ESTADISTICO

La primera etapa fue establecida en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 3X3, donde el primer factor fueron tres niveles de silicio (0, 184 y 460 mg
L-Y) y el segundo factor fueron tres niveles de NPs de Cu (0, 50 y 250 mg L) se
tuvo un total de 9 tratamientos y 18 repeticiones.

Para la segunda etapa los tratamientos fueron dispuestos bajo un arreglo de
bloques completos al azar y la aplicacion de 6 tratamientos y 15 repeticiones por
tratamiento, para ambas etapas se realiz6 un andlisis de varianza y una prueba

de comparacion de medias de LSD Fisher (p<0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMERA ETAPA

Los resultados mostraron que la aplicacion de silicio no modificé las variables
agronomicas evaluadas, mientras que las NPs de Cu solamente presentaron
efecto significativo en el peso de frutos por planta (Tabla 1). Se observo una
tendencia negativa en el peso de frutos por planta con la aplicacion de NPs de
Cu, donde la dosis mas alta (250 mg L't NPs de Cu) generé una disminucién de

10% en comparacion con el testigo.

Las interacciones entre la aplicacién de Siy NPs de Cu presentaron diferencias
estadisticas en todas las variables evaluadas (Tabla 1). Los resultados mostraron
que la altura de la planta se afectd negativamente por los tratamientos de 250 mg
Lt de NPs Cu seguido de 184 mg L de silicio, disminuyendo hasta en un 5% en

comparacion al testigo absoluto.

El nimero de racimos fue mayor en el tratamiento de 184 mg L* Si + 50 mg L*
NPs Cu, aunque no fue diferente al Testigo absoluto. Solamente supero al
tratamiento de 460 mg L* Si + 50 mg L' NPs Cu (Tabla 1).

El diametro de tallo se incrementé en comparacion al testigo absoluto en todas
las combinaciones de Si + NPs Cu (6-9% aproximadamente), asi como en las
dosis altas de ambos tratamientos (250 mg L? NPs Cu, y 460 mg L* Si

respectivamente) (Tabla 1).

La biomasa fresca de la planta fue mayor en el testigo absoluto, y disminuyé un
23% con el tratamiento de 184 mg L Si + 50 mg L't NPs Cu que presenté el
valor mas bajo. Adicionalmente los tratamientos 250 mg L** NPs Cu, 184 mg L
Si, y la combinacion de 460 mg L Si + 250 mg L't NPs Cu, también disminuyeron

la biomasa fresca de la planta en 20%, 17% y 18% respectivamente (Tabla 1).

En el peso de frutos por planta el mejor tratamiento fue 184 mg L* Si + 50 mg L-
1 NPs Cu, sin embargo no fue diferente estadisticamente del testigo absoluto.
Mientras que solamente se observé una disminucion de 19% en el tratamiento de

460 Simg L* + 250 mg Lt NPs Cu en comparacion con el testigo absoluto.
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La aplicacion de cobre en alta concentracion afecta el crecimiento de los cultivos,
dicho elemento genera ROS directamente en los tejidos a través de la reaccion
de Fenton, inhibiendo principalmente el crecimiento de la raices (Hong et al.,
2015), se limita el alcance de nutrientes y por ende el crecimiento de las plantas.
La aplicacion de NPs de Cu, no indujo cambios significativos sobre la altura,
excepto el tratamiento con 250 mg Lt de NPs de Cu, que reduce la altura en las
plantas, por lo que se cree que las NPs de Cu ejercen un ligero estrés. Las NPs
de Cu pueden actuar como sefializadores de generacion de ROS sin llegar al
estrés oxidativo, puesto que no se afectan la cantidad de racimos ni el peso de
los frutos e incluso el crecimiento de las plantas a menor concentracién .Por otra
parte el silicio es un elemento que ayuda a la biodisponibilidad de nutrientes
(Gengmao et al., 2015), por lo que puede compensar los limitantes, observando

que la combinacién de NPs de Cu mas silicio potencializa los efectos benéficos.

Juérez-Maldonado et al., (2016), aplicaron NPs de Cu en sustrato y observaron
un aumento en la altura de plantas de tomate, comprobando que en
concentraciones pequefias y a escala nanometrica, se estimula el crecimiento de

los cultivos.
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D.
Tratamient  Altura Racimo Peso de frutos por  PF Planta
Factores Tallo
0s (cm) S planta (9)
(mm)
(@)
0 127.02a 5.02ab 11.68a 1886.17a 1261.96a
Si 184 127.87a 5.06a 12.03a 1825.63a 1176.19a
460 127.19a 4.81b 12.08a 1729.54a 1264.06a
0 127.96a 4.94a 11.70a 1887.09a 1289.95a
NPs Cu 50 127.63a 4.96a 12.02a 1856.70ab 1226.39a
250 126.48a 4.98a 12.07a 1697.55b 1185.82a
0-0 130.67a 5.00ab 11.22b 1936.66ab 1387.71a
125.94a 11.88a 1292.79a
0-50 5.00ab 1826.33abc
bc b bc
1105.21c
0-250 124.44c 5.06ab 11.95a 1895.52ab q
125.33b 11.87a 1152.95b
184-0 4.94ab 1890.64ab
c b cd
129.61a
Si* NPs 184-50 b 5.17a 12.01a 1954.52a 1062.32d
Cu
128.67a 1313.31a
184-250 5.06ab 12.22a 1631.73bc
bc bc
127.89a 1329.19a
460-0 4.89ab 12.02a 1833.98abc
bc b
127.33a 1324.07a
460-50 4.72b 12.16a 1789.24abc
bc b
126.33a 1138.93b
460-250 o 4.83ab 12.06a 1564.40c q
c c

Medias por columna con una letra comudn no son significativamente diferentes (p < 0.05). D. Tallo:
Didmetro del tallo. PF Planta: Peso fresco de planta.

La aplicacion de silicio modifico la actividad enzimatica de GPX y APX en las

hojas de las plantas de tomate (Tabla 2). Con la dosis de 460 mg L de silicio se
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incrementd la actividad enzimatica de GPX en 3.3 veces, mientras que la APX

incremento 2.1 veces en comparacion al testigo.

Dorneles et al., (2017) reconocen al silicio como un importante precursor de
compuestos fendlicos, entre los que destaca la lignina, dicho aumento puede
influir en el incremento de la actividad de GPX y APX en hojas, puesto que estas
y otras enzimas peroxidasas usan este compuesto como sustrato para su
actividad (Al-aghabary et al., 2005) y se concentra en hojas principalmente. Los
resultados de esta investigacibn son consistentes con los reportes que
mencionan que la aplicacion foliar de silicio incrementa la actividad de enzimas
antioxidantes peroxidasas en arroz (Li et al., 2017) y en el cultivo de Cebada
(Liang et al., 2003).

La aplicacion de NPs de Cu modifico la actividad de las enzimas CAT y GPX
(Tabla 2). A una concentraciéon de 50 mg L't de NPs de Cu increment6 la actividad

de CAT en un 70%, y la actividad de GPX en 100% en comparacion al testigo.

Herndndez- Herndndez et al., (2018) atribuyen el incremento de actividad en
estas enzimas a la activacibn de mecanismos de defensa mediante la

sefalizacion de estrés por NPs de Cu.

En cuanto a las interacciones de Siy NPs de Cu, se presentaron diferencias entre
tratamientos en la actividad de CAT, GPX, APX y PAL (Tabla 2). En CAT se
observé que los tratamientos que incluyeron 50 mg L de NPs de Cu generaron
la mayor actividad de esta enzima, sin embargo, no fueron estadisticamente
diferentes al testigo absoluto. Zhu et al., (2004) al aplicar silicio observaron un
aumento en la actividad de APX y GPX coincidiendo con los resultados de este
trabajo, el silicio y las NPs de Cu, se ven implicados en respuestas fisiologicas y
metabdlicas de la planta principalmente de defensa, aumentando la
concentracion de las enzimas mencionadas por ser las principales enzimas
encargadas de eliminar radicales o moléculas extrafias o dafiinas a su estructura

celular.
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En la actividad de GPX el tratamiento de 460 mg L de Si + 50 mg L'* de NPs de
Cu gener6 el mejor resultado, superando al testigo absoluto hasta 8.5 veces
(Tabla 2). Ademas, el tratamiento de 460 mg L de Si también generé un efecto
positivo en la actividad de GPX, ya que superd al testigo absoluto por 2.6 veces.
Se sabe que la aplicacion de silicio aumenta la disponibilidad de silicio endégeno,
y estimula la actividad de enzimas peroxidasas (Jiao-Jing et al., 2009) como se

demostré en este trabajo donde se observo un aumento en la actividad de GPX.

La actividad de APX se afectd positivamente también por el tratamiento de 460
mg L de Si + 50 mg L de NPs de Cu, superando al testigo absoluto por 5.8
veces (Tabla 2). También el tratamiento de 460 mg L de Si + 250 mg L de NPs
de Cu incremento la actividad de APX en 4.8 veces en comparacion al testigo

absoluto.

En cuanto a la PAL, solamente el tratamiento de 50 mg L' de NPs de Cu
incrementd en 1.78 veces la actividad de esta enzima en comparacion al testigo

absoluto, el resto de los tratamientos no presentaron cambios (Tabla 2).

La combinacion de dosis altas de silicio con NPs de Cu a baja concentracion
(460+50 mg L de silicio y NPs de Cu respectivamente), aumentan la actividad
de la enzima PAL, esto como posible respuesta a la presencia de NPs de Cu
extrafias y estimulantes del sistema de defensa como lo reportado por Choudhary

et al., (2017) en maiz, bajo estrés bidtico.

Los resultados demuestran que la aplicacion de 250 mg L' NPs de Cu
incrementan la actividad de CAT, independientemente de si se combinan o no
con silicio. Ademas, la actividad de GPX y APX se ve afectada positivamente por
la aplicaciéon de 460 mg L* de Si + 50 mg L de NPs de Cu. Mientras que la
actividad de PAL solamente se incrementa con la aplicaciéon de 50 mg L* de NPs
de Cu.

Al-Aghabary et al., (2005) aplicaron silicio via foliar en el cultivo de tomate y
aumento la actividad de SOD, CAT y APX. Lo que indica que el silicio también

funciona como bhioestimulante de la actividad enzimética.



26

La actividad de las principales enzimas antioxidantes y PAL incrementa al aplicar

50 mg L de NPs de Cu, principalmente esa fue la tendencia en todas las enzimas

en hojas, lo que confirma que el uso de NPs de Cu a esa concentracion estimula

el sistema de defensa por la generacion de ROS, que se eliminan con aplicacion

conjunta de silicio, haciendo uso de la concentracion adecuada no cesa la

actividad de ninguna enzima puesto que no se llega al estrés oxidativo.

Tabla 2. Actividad enzimatica en las hojas de las plantas de tomate.

Factores Tratamientos CAT SOD GPX APX PAL
0 153.85a 4.80a 0.54b 49.41b 1.53a
Si 184 118.45a 5.66a 0.71b 104.86ab 0.96a
460 190.19a 5.34a 2.33a 154.57a 1.14a
0 134.94b 5.44a 0.95b 76.99a 0.93a
NPs Cu 50 231.87a 5.15a 1.94a 113.91a 1.73a
250 95.68b 5.21a 0.69b 117.93a 0.98a
0-0 165.93ab 4.96a 0.48c 26.76¢C 0.96b
0-50 217.20a 4.61a 0.54c 44.82c 2.67a
0-250 78.41b 4.83a 0.60c 76.66bc 0.97b
184-0 81.85b 5.81a 0.64c 80.45abc 0.90b
Si* NPs Cu 184-50 214.67a 5.61a 0.69c 121.23abc 0.98b
184-250 58.83b 5.56a 0.80c 121.23abc 1.00b
460-0 157.04ab 5.54a 1.73b 123.77abc 0.93b
460-50 263.75a 5.23a 4.59a 184.03a 1.55ab
460-250 149.79ab 5.25a 0.67c 155.90ab 0.95b

Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas de acuerdo a LSD Fisher (p < 0.05).
CAT: Catalasa expresada en Unidades proteinas totales* (mg g!). SOD: Superoxido Dismutasa
expresada en Unidades proteinas totales! (mg g1). PAL: Fenilalanina Amonio Liasa expresada
en Unidades proteinas totales! (mg g?). GPX: Glutation Peroxidasa expresada en Unidades
proteinas totales (mg g*). APX: Ascorbato Peroxidasa expresada en Unidades proteinas totales-

t(mgg?).
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En la actividad enzimatica evaluada en los frutos se observaron cambios en CAT,
GPXy PAL por la aplicacion de silicio (Tabla 3). La aplicacion de silicio disminuyo
la actividad de CAT hasta en 56% en comparacion al Testigo. Por el contrario, en
GPX y PAL la aplicaciéon de 460 mg L de Si increment6 la actividad enzimatica
en 331% y 27% respectivamente para cada enzima. Parte de estos resultados
coinciden con lo expuesto en la investigacion de Trujillo-Reyes et al., (2014)

donde en hojas de lechuga aumenta la actividad de CAT al aplicar NPs de Cu.

Con la aplicacién de NPs de Cu se modifico la actividad enzimatica de CAT, GPX,
APXy PAL en los frutos de tomate (Tabla 3). La actividad de CAT se incremento
con la dosis de 250 mg L* de NPs de Cu en un 145%. Por su parte la dosis de
50 mg L* de NPs de Cu increment6 la actividad de GPX y PAL en 100% y 17%
respectivamente. Mientras que la actividad de APX disminuyé en 28% en
comparacion al Testigo con la dosis de 250 mg L™t NPs de Cu. De acuerdo a otra
investigacion, la CAT se vio aumentada en todos los tratamientos con estrés
salino en frutos de tomate (Murshed et al., 2014), confirmando nuevamente el

aumento de actividad de CAT al estimular a las plantas con elicitores abiéticos.

La actividad de la enzima PAL generalmente aumenta para sintetizar compuestos
fendlicos a fin de generar materia seca o resistencia estructural (Hajiboland et al.,
2017), en este caso no se observd cambios en el crecimiento, pero si en otros
antioxidantes, por lo que el estrés generado por las NPs de Cu, si es posible
compensarlo aplicando silicio y la generacion de biocompuestos se potencializa.

En base a las interacciones se observé que todas las enzimas presentaron
diferencias estadisticas, los tratamientos que incluyeron 250 mg L* de NPs de
Cu presentaron mayor actividad enzimética de CAT superando al Testigo en
todos los casos (Tabla 3). El tratamiento de 250 mg L* de NPs de Cu supero al

Testigo absoluto por encima del doble.
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Juarez-Maldonado et al., (2016), observaron un comportamiento similar a estos
resultados, aplicando NPs de Cu al sustrato donde aumento la actividad de la

enzima CAT.

En la actividad de GPX dos tratamientos presentaron mayor actividad con
respecto al testigo absoluto, el tratamiento de 460 mg L de Si + 50 mg L de
NPs de Cu fue 8.5 veces mayor mientras que 460 mg L de Si indujeron un

incremento de 2.2 veces.

La actividad de PAL también se incrementé significativamente con la aplicacion
de 460 mg L de Si + 50 mg L* de NPs de Cu, superando al Testigo absoluto por
52%. También se observé que las dosis bajas de Siy NPs de Cu aplicadas por
separado o en conjunto incrementaron la actividad de PAL en un rango de 33-
40%. Mientras que el tratamiento de 460 mg L de Si también incrementé6 la
actividad de PAL en 33%.

En la actividad de SOD el tratamiento de 460 mg L de Si + 250 mg L de NPs
de Cu generé la mayor actividad enzimatica, sin embargo no fue
estadisticamente diferente al testigo absoluto. En APX tampoco se observaron
diferencias respecto al Testigo absoluto, sin embargo el tratamiento de 184 mg
Lt de Si indujo la mayor actividad de esta enzima.

Los resultados indican que la aplicacion de NPs de Cu en la dosis mas alta
incrementa la actividad de CAT en los frutos de tomate. Un aumento en CAT fue
observado en plantas de lechuga con aplicacién de NPs de Cu, y caso contrario
observaron al aplicar Cu a granel en el mismo cultivo, dicho efecto se atribuye a
la generacion de ROS que induce el Cu a escala manométrica, y que se absorbe

mas eficientemente por la planta (Hong et al., 2015)

Mientras que la aplicacion de 460 mg L de Si + 50 mg L' de NPs de Cu
incrementa la actividad tanto de GPX como de PAL. Se observa que a mayor
cantidad de silicio, la actividad de estas enzimas incrementa, Hajiboland et al.,
(2017) atribuyen el aumento en PAL a la necesidad de eliminar ROS, que en este

caso pueden ser generadas por las NPs de Cu, para sintetizar compuestos
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fendlicos particularmente lignina a fin de ejercer defensa sistémica y que la GPX
tenga sustrato para actuar.

la concentracidon del antioxidante GSH aumenta respecto al testigo (Tabla 5), lo
cual puede influenciar en la respuesta en la actividad de la enzima APX que
elimina H202 y para ello ocupa GSH como sustrato para poder actuar (Sofo et al.,

2015) por lo que la actividad de la enzima es significativamente mayor (Tabla 3).

Tabla 3. Actividad enzimética en los frutos de las plantas de tomate.

Factores  Tratamientos CAT SOD GPX APX PAL
0 447.77a 3.34a 0.54b 175.67a 0.84b
Si 184 196.01b 3.04a 0.71b 190.91a 0.99ab
460 291.89b 3.66a 2.33a 166.37a 1.07a
0 220.19b 3.26a 0.95b 236.27a 0.94b
NPs Cu 50 175.03b 3.15a 1.95a 226.54b 1.10a
250 540.45a 3.63a 0.69b 170.13ab 0.85b
0-0 234.82cd 3.98ab 0.48c 192.32ab  0.77cd
0-50 319.38bc 2.41b 0.54c 126.16b 1.06ab
0-250 789.11a 3.63ab 0.60c 208.52ab 0.70d
Si* NPs 184-0 99.55de 2.58b 0.64c 350.56a 1.03ab
184-50 64.88e 8.87ab 0.69c 104.82b 1.08ab
cu 184-250 223.60b 2.66b 0.80c 117.34b  0.87bcd

460-0 326.20bc 3.23ab 1.73b 165.94b 1.03ab
460-50 140.83de 3.17ab 4.59a 148.64b 1.17a
460-250 408.65b 4.59a 0.67c 184.54b 0.99abc

Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas de acuerdo a LSD Fisher (p < 0.05).
CAT: Catalasa expresada en Unidades proteinas totales* (mg g!). SOD: Superoxido Dismutasa
expresada en Unidades proteinas totales! (mg g1). PAL: Fenilalanina Amonio Liasa expresada
en Unidades proteinas totales! (mg g?). GPX: Glutation Peroxidasa expresada en Unidades
proteinas totales (mg g*). APX: Ascorbato Peroxidasa expresada en Unidades proteinas totales-

' (mg g).
La aplicacion de silicio modifico significativamente el contenido de clorofilas, sin

embargo, no presento ningun efecto en GSH, fenoles y flavonoides de las hojas
de tomate (Tabla 4). Las dos dosis de silicio empleadas incrementaron las

clorofilas A, B y totales hasta en 53%, 75% y 64% respectivamente. Algunos
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autores atribuyen cambios en la concentracion de clorofilas al silicio por participar
en la dinamica de los estomas y a pigmentos accesorios como los carotenoides
en dindmicas fotoquimicas, que influyen en la fotosintesis de las plantas (Hegazi
y El-Shraiy., 2017). La necesidad de disipar y transformar energia genera un
aumento en su concentracion.

El contenido de clorofilas A, B y totales, aumenta conforme la concentracion de
Siy NPs de Cu crece, esto puede ser una respuesta a estrés principalmente por
incremento de NPs de Cu, pues las clorofilas actian como sefalizadores a la
presencia de ROS (Rico et al., 2015).

Por su parte, la aplicacion de NPs de Cu solamente increment6 el contenido de
fenoles totales en las hojas de tomate, mientras que en el contenido de clorofilas,
GSH y flavonoides no present6 ningun efecto (Tabla 4). El contenido de fenoles
totales se increment6 Gnicamente con la dosis de 250 mg Lt de NPs de Cu en

un 17% en comparacion al testigo.

En su investigacion Sharma y Uttam (2017) aplicaron NPs de CuO y no
observaron cambios positivos en el contenido de clorofilas, argumentando que
es porque existe una cantidad excesiva de ROS que desencadena en toxicidad
y muerte de las plantas, mientras que en esta investigacion se confirma que las
concentraciones aplicadas de NPs de Cu no inducen estrés oxidativo y solo se
estimula el sistema antioxidante, y las ROS generadas, son barridas tal vez por

accion del silicio.

Las interacciones demostraron que la aplicaciéon conjunta de 460 mg L* de
Si+250 mg L't de NPs de Cu incrementan el contenido de clorofilas A, B y totales
en 69%, 121% y 94% respectivamente. Sin embargo, también la aplicacion de
184 mg L de Si sola o0 en combinacion con NPs de Cu incrementé el contenido
de clorofilas a, b y total hasta en 68%, 111% y 150% respectivamente (Tabla 4).
Ademas la combinacién de 184 mg L de Si+250 mg L* de NPs de Cu gener6 el

mayor contenido de fenoles totales, superando al Testigo absoluto por 24%.
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También la aplicaciéon de 250 mg Lt de NPs de Cu fue superior al Testigo
absoluto por un 17%. En el contenido de GSH y flavonoides también se
presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos, sin embargo, no hubo

diferencias en comparacion al Testigo absoluto.

Tabla 4. Contenido de Antioxidantes no enzimaticos en hojas de tomate.

Factores Tratamientos PROT CHLA CHLB =  @sH | CNOLES: FLAVONOIDES-
TOTAL H H
0 44.00a 1.89b 1750 3.63b 528a 1859.07a 2827.33a
Si 184 42.67ab 2.89a 3.07a 595a 5.09a 1900.33a 2944.60a
460 40.53b 2.69a 2.75a 5.44a 4.8la 1814.93a 2923.47a
0 42.47a 243a 2.35a 477a 4.92a 173507b 2834.87a
NPs Cu 50 41.40a 2.43a 255a 50la 52la 1804.93b 2941.53a
250 4333a 2.60a 266a 524a 504a 2034.33a 2919.00a
0-0 4320ab 174c  150c  3.22c 4.72ab 1701.00c _ 2930.20abcd

0-50 43.00ab 1.92c 2.06bc 3.98bc 5.13ab 1843.40abc 2668.60cd
0-250 45.80a 2.00bc  1.70c 3.68c 5.98a 2032.80ab  2883.20abcd
184-0 42.80ab 2.92a 3.16ab 8.06a 5.39ab 1705.80c 2948.80abc

184-50 44.80ab 2.90ab 3.08ab 6.02ab 4.85ab 1878.80abc 3136.00a
184-250  40.40bc 2.86ab 2.96ab 5.78ab 5.03ab 2116.40a 2749.00bcd
460-0 41.40c 2.64abc 2.40abc 5.04abc 4.66ab 1798.40bc 2625.60d
460-50 36.40c 2.48abc 2.52abc 5.02abc 5.65a  1692.60c 3020.00ab

460-250 43.80ab 2.94a  3.32a 6.26a 4.11b 1953.80abc 3124.80a

Si* NPs
Cu

Medias por columna con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0.05). PROT: Proteinas en
mg/g., CHLA: Clorofila A (mg/g).,CHLB: Clorofila B (mg/g)., CHL TOTAL: Clorofila total (mg/g)., GSH: Glutation
reducido en mM de GSH/ mL /min., FENOLES-H: Fenoles en hoja en mg EQ de Acido galico *100g de PS.,
FLAVONOIDES-H: Flavonoides en hoja en mg EQ de quercentina /100g de PS.

El contenido de algunos compuestos antioxidantes del fruto fue modificado por la aplicaciéon
de silicio ya sea de forma positiva o negativa (Tabla 5). El contenido de GSH se incremento
con ambas dosis de silicio, superando al testigo hasta en 26%, mientras que el contenido
de flavonoides se incrementd un 19% con la dosis de 184 mg L de Si. En el caso de
vitamina C, el contenido fue disminuido con ambas dosis de silicio hasta en un 25%,
mientras que el contenido de B-caroteno se disminuy6 un 37% en comparacion al testigo

con la dosis de 460 mg L™! de Si.
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La aplicacion de NPs de Cu incrementé el contenido de proteinas asi como el contenido de
fenoles en 9% y 17% respectivamente (Tabla 5). Por el contrario, la aplicacion de NPs de
Cu disminuyo el contenido de GSH y B-caroteno en el fruto con las dos dosis empleadas,
siendo menor al Testigo hasta en 24% y 29% respectivamente. El contenido de vitamina C,

flavonoides y licopeno no se vio afectado con la aplicacion de NPs de Cu.

La combinacién de 184 mg L de Si+250 mg L* de NPs de Cu increment6 el contenido de
proteinas en el fruto significativamente, superando al testigo absoluto por un 15% (Tabla
5). El contenido de GSH se incrementé mayormente con la aplicacién de 460 y 184 mg L™
de Si en 43% y 37% respectivamente en comparacion al testigo absoluto, mientras que
ninguna combinacion de silicio y NPs de Cu fue diferente a este. En el contenido de vitamina
C ningan tratamiento superé al testigo absoluto, observandose que todos los tratamientos
que incluyeron silicio solo o0 en combinacién con NPs de Cu disminuyeron el contenido de
este compuesto. El contenido de fenoles también se incrementé con la combinacion de 184
mg L de Si+250 mg L* de NPs de Cu superando al testigo absoluto por 24%. También la
aplicacion de solo 250 mg Lt de NPs de Cu incrementé el contenido de fenoles en 19%. El
contenido de flavonoides se incrementé significativamente con todos los tratamientos que
incluyeron 184 mg L* de Si, sin embargo, la combinacién de 184 mg L de Si+50 mg L* de
NPs de Cu generd el mejor resultado siendo 151% mayor al testigo absoluto. En el
contenido de licopeno solamente el tratamiento con 250 mg L de NPs de Cu present6 un
incremento significativo de 100% en comparacion al testigo absoluto. En el contenido de B-
caroteno también se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos, sin embargo

ninguno supero al testigo absoluto.

Zhu et al., (2004) en condiciones de estrés salino en pepino, observaron un aumento en el
contenido de proteinas, la aplicacion de NPs de Cu genera una situacion de estrés que
impacta primeramente en el contenido proteico, siendo menor cuando se genera una
situacion de estrés permanente que conduce a la muerte celular.

El GSH aumento con la aplicacion de silicio, las enzimas APX, GPX y CAT aumentan de
igual forma en presencia de este elemento, dicha accion se debe a la relacion del GSH
como cofactor o agente reductor en el ciclo de esas enzimas, siendo consistente con los

resultados de Jiao-Jing et al.,(2009) en hojas de pepino al aplicar silicio .
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Se encontré mayor cantidad de vitamina C en el tratamiento testigo, lo cual resulta l6gico
puesto que los elicitores aplicados retardan la senescencia de la planta y aunque
visualmente los frutos fueron iguales, los frutos del tratamiento testigo estaban mayormente
maduros, dicha caracteristica puede deberse a la participacion del silicio en la sintesis de
citoquininas, cuando mas cantidad este presente de esta hormona mas se retrasa la
senescencia (Markovich et al.,2017), ademas del efecto del silicio y las NPs de Cu como
precursores de antioxidantes (Savvas y Ntatsi., 2015) que retrasan la senescencia de los
frutos, caso contrario al tratamiento testigo donde los frutos maduraron mas rapidamente.

Se observé un aumento en la cantidad de licopeno, este tipo de biocompuestos podemos
ingerirlo solo a través de frutos que lo contengan como el tomate, pues el cuerpo humano
no tiene el sistema para producirlo y el consumo de este antioxidante previene y ayuda a
combatir enfermedades que se presentan mayormente en edad adulta (Hernandez-
Hernandez et al., 2018), dicho aumento se observa en el tratamiento con 250 mg L de
NPs de Cu, podria ser efecto de un ligero estrés ocasionado por las NPs de Cu, que induce

en el sistema de defensa la produccion de antioxidantes como este.
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Tabla 5. Contenido de Antioxidantes no enzimaticos en frutos de tomate.

Factores Tratamientos PROT GSH VITC FENOLES FLAVONOIDES LIC B-CAR

0 46.07a  7.53b 28.74a 18.59a 2.26b 0.04a 0.079a
Si 184 46.27a  9.26a 21.64b 19.00a 2.69a 0.03a 0.06ab
460 48.00a  9.49a 22.11b 18.14a 2.48ab 0.04a 0.05b
0 44.73b  9.97a 25.69a 17.35b 2.37a 0.03a 0.07a
NPs Cu 50 46.67ab  8.70b 22.00a 18.04b 2.52a 0.04a 0.05b
250 48.93a  7.60c 24.81a 20.34a 2.54a 0.04a 0.05b
0-0 43.80bc 7.88cd  35.37a 17.01c 2.09c 0.03cde 0.08ab
0-50 46.40abc 7.77cd  23.40bc  18.43abc 2.31bc 0.02e  0.06bcd
0-250 48.00ab  6.96d 27.45a 20.32ab 2.38bc 0.06a 0.07bc
Si* NPs 184-0 42.60c 10.79a 19.88bc 17.05c 2.60ab 0.02e 0.09a
184-50 45.80abc 8.08cd 23.40bc  18.78abc 5.81a 0.05abc  0.04d
cu 184-250 50.40a 8.90bc  21.64bc 21.16a 2.67ab 0.03bcde 0.04cd
460-0 47.80ab 11.25a 21.82.bc  17.98bc 2.43abc 0.05abc  0.05cd
460-50 47.80ab 10.25ab  19.18c 16.92c 2.43abc 0.05abc  0.05cd
460-250 48.40ab 6.96d 2534.40bc 19.53abc 2.57ab 0.03de 0.04d

Medias por columna con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0.05). PROT: Proteinas en
mg/g., GSH: Glutatién reducido en Unidades, donde cada unidad es igual a mM de GSH/ mL /min., VIT C:
Vitamina C en mg/g de Peso Fresco., FENOLES-H: Fenoles en hoja en mg EQ de Acido gélico *g de PS.,
FLAVONOIDES-H: Flavonoides en hoja en mg EQ de quercentina /g de PS., AC.TIT: Acidez Titulable en %
de Acido citrico., LIC: Licopeno en mg/100g de Peso Fresco., B-CAR: B- Caroteno en mL /100g.

La capacidad antioxidante en hojas y frutos de tomate presenté diferencias con la
aplicacion de silicio (Tabla 6). En las hojas se incrementé la actividad antioxidante ABTS
con la dosis de 460 mg L* de Si, mientras que la actividad antioxidante DPPH se increment6
en mayor medida con la dosis de 184 mg L! de Si. En los frutos el testigo presenté la mayor
capacidad antioxidante tanto ABTS como DPPH, afectandose negativamente con la
aplicacion de silicio.

Por su parte la aplicacion de NPs de Cu no tuvo efecto sobre la capacidad antioxidante
DPPH en las hojas de tomate, ni en la capacidad antioxidante ABTS de los frutos de tomate
(Tabla 6). La capacidad antioxidante ABTS de las hojas se incremento conforme aumento

la dosis de NPs de Cu, siendo la dosis de 250 mg L* de NPs de Cu la que generd el mejor
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resultado. En el caso del fruto de tomate, la aplicacion de 50 mg L de NPs de Cu generé
un efecto negativo en la capacidad antioxidante DPPH.

En la capacidad antioxidante ABTS evaluada en las hojas de tomate se observo que la
dosis mas alta de silicio (460 mg L), asi como la combinaciéon de 184 mg L de Si con
ambas dosis de NPs de Cu generaron los mejores resultados (Tabla 6). Sin embargo,
también la dosis mas alta de NPs de Cu (250 mg L), asi como la combinacién de 460 mg
Lt de Si mas ambas dosis de NPs de Cu superaron al testigo absoluto. En el caso de la
actividad antioxidante DPPH evaluada en los frutos, todas las combinaciones de silicio méas
NPs de Cu, asi como la dosis mas alta de silicio, disminuyeron esta variable en comparacion
al testigo absoluto. En la capacidad antioxidante DPPH de las hojas asi como la ABTS en
los frutos, no se presentaron diferencias de los tratamientos en comparaciéon al testigo

absoluto.

Los frutos de tomate muestran un aumento en la capacidad antioxidante cuando se aplican
tratamientos en combinacion Si +NPs de Cu, y una disminucién con solamente silicio, las
NPs de Cu inducen la generacion de antioxidantes estimulando al sistema de defensa con
un ligero estrés que es compensado por el Silicio, por lo que se observan mejores efectos
en la aplicacion conjunta.

En hojas de tomate la capacidad antioxidante mostro un aumento respecto al testigo al
evaluarse con el radical ABTS mas no con DPPH, Badanai et al., (2015), atribuyen esa
diferencia a los tiempos de reaccion, se conjuntan diferentes grupos de antioxidantes, y
cada uno de ellos tiene un tiempo de reaccién y una estructura con grupos quimicos
diferentes que van a reaccionar de acuerdo al tiempo, con un radical u otro.

Zhai et al., (2017) aplicaron nanoparticulas de selenio, encontrando que la capacidad
antioxidante ABTS, supero la capacidad DPPH coincidiendo con lo encontrado en esta
investigacion, por lo que se cree que las NPs estimulan la generacion de antioxidantes

gue reaccionan directamente con el radical ABTS.
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Tabla 6. Capacidad Antioxidante ABTS y DPPH en frutos y hojas de plantas de

tomate.
FRUTOS HOJAS
Factores Tratamientos ABTS- ABTS- DPPH- DPPH- ABTS- ABTS- DPPH- DPPH-
AA  TROLOX AA TROLOX AA TROLOX AA TROLOX
0 8.3ba 40.40a 2.23a 113.85a 6.04b  38.09b 2.18b 113.80b
Si 184 6.91b 38.96b 1.97b 113.59b 6.44ab 38.49ab 2.39a 114.0la
460 7.06ab 39.11ab 1.90b 113.52b 6.64a 38.69a 2.22ab 113.84ab
0 7.35a 39.40a 2.13a 113.75a 5.97b 38.02b 2.30a 113.9l1a
NPs Cu 50 7.80a 38.85a 1.90b 113.52b 6.45ab 38.50ab 2.18a 113.79a
250 7.17a 39.22a 2.06ab 113.68ab 6.69a 38.74a 2.32a 113.94a
0-0 7.37ab 39.42ab 2.47a 114.09a 5.40c 37.45c 2.31lab 113.92ab
0-50 9.48a 41.53a 1.94bc 113.56bc 6.12abc 38.17abc 2.13b 113.75b
0-250 8.20ab 40.42ab 2.27ab 113.89ab 6.59ab 38.64ab 2.10b 113.72b
Si* NPs 184-0 7.53ab 39.58ab 2.17ab 113.78ab 5.66bc 37.71bc 2.39ab 114.0lab
184-50 6.82b 38.87b 1.77c 113.38c 6.79a 38.84a 2.20b 113.82b
cu 184-250 6.37b 38.42b 1.97bc 113.59bc 6.87a 38.92a 2.59a 114.2l1a
460-0 7.14b 39.19b 1.76c 113.38c 6.86a 38.9la 2.19b 113.81b
460-50 7.09b 39.14b 2.0lbc 113.63bc 6.43ab 38.48ab 2.20b 113.82b
460-250 6.94b 38.99b 1.93bc 113.55bc 6.62ab 38.67ab 2.27b 113.89b

Medias por columna con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0.05). ABTS-AA:
ABTS en unidades de Acido Ascorbico., ABTS-TROLOX: ABTS en unidades Trolox., DPPH-AA: DPPH
en Unidades de Acido Ascérbico., DPPH-TROLOX: DPPH en unidades Trolox.

Segunda etapa

Severidad de Clavibacter michiganensis (Cmm)y crecimiento del cultivo

La gravedad de C. michiganensis disminuy6 con todos los tratamientos aplicados

en relacion con el tratamiento con solo Cmm que presenté una severidad de

68.5% en comparacion al tratamiento testigo absoluto (Figura 1). El tratamiento

con 50 mg L* de NPs de Cu + 460 mg L de Si fue el mejor, ya que genero6 la

mayor disminucion en la severidad de Cmm con un 28% menos. El resto de los

tratamientos generaron una disminucién de la gravedad alrededor de 16-20% en
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comparacion con el tratamiento de solo Cmm. El rendimiento fue afectado
negativamente por Cmm, generando una disminucion significativa en todos los
tratamientos en comparacion con el control (Figura 2). El tratamiento con solo
Cmm gener6 la mayor disminucion en el rendimiento con un 43% menos que el
Testigo absoluto. Los tratamientos con 50 mg L de NPs de Cu + 184 mg L de
Siy 50 mg L de NPs de Cu + 460 mg L de Si generaron un rendimiento mayor
que el tratamiento con solo Cmm, excediéndolo en aproximadamente 28%. Los
tratamientos 250 mg L de NPs de Cu + 184 mg L de Siy 250 mg L de NPs
de Cu + 460 mg L de Si, aunque mostraron un ligero aumento en comparacion
con el tratamiento con solo Cmm, no fueron estadisticamente diferentes.
Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis, es una de las bacterias mas
destructivas del tomate en todo el mundo (Chalupowicz et al., 2017; Nandi et al.,
2018). Este patdgeno vascular generalmente invade y prolifera en el xilema a
través de aberturas naturales o heridas, que causan sintomas de marchitez
(Nandi et al., 2018). Ademas, los patdégenos inducen la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que a su vez genera estrés oxidativo en las plantas
que causa dafio a nivel molecular y genético, y en la sintesis de proteinas, y
finalmente culmina en la muerte celular programada (Aybeke, 2017). La
aplicacion de silicio a las plantas de tomate ha inducido beneficios en la incidencia
y severidad de patdgenos como Ralstonia y Fusarium (Ghareeb et al., 2011;
Huang et al., 2011). Esto es por diferentes mecanismos que en ultima instancia
impiden la multiplicacién del patégeno que a su vez mejora el desarrollo del
cultivo. El silicio aplicado como acido silicico induce barreras bioquimicas, y una
vez polimerizado en silice amorfo, genera barreras es decir una especie de doble
cuticula que no permite que facilmente entren patdgenos (Cooke y Leishman,
2011; Dann y Le, 2017). Ademas, su acumulacién en las paredes celulares, los
espacios intracelulares y los tricomas de la hoja generan estructuras mas firmes
y rigidas (Carré-Missio et al., 2014; Ferreira et al., 2015).

En el citoplasma, induce barreras bioquimicas tales como la activacién de las
vias metabdlicas, como el acido silicico (SA) y el acido jasmonico (JA) (Bakhat y
otros, 2018; Jang et al., 2018; Ning et al., 2014), aumenta la actividad de la
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enzimas SOD y CAT (Cao et al., 2017). Expresion de flavonoides y PAL (Rahman
et al.,, 2015). El silicio también participa en la sobreexpresién o represion de
genes relacionados con la patogenicidad (Brunings et al., 2009).

Se ha documentado que la aplicacion de silicio puede estimular la adquisicion de
resistencia sistemica (SAR) mediante la regulacion de genes implicados en la
respuesta de hipersensibilidad y la via de defensa impulsada por el acido

jasmonico que induce tolerancia a los patdgenos (Manivannan y Ahn, 2017).

Por otro lado, el uso de NPs de Cu ha demostrado ser eficiente para el control de
patégenos en las plantas, y su forma de accién es de varias maneras. Las NPs
de Cu pueden activar sistemas de defensa antioxidante de las plantas a partir de
la estimulacion ROS, generando cambios en la actividad de las enzimas
(Choudhary et al., 2017; Zuverza-Mena et al., 2017). Estas ROS pueden prevenir
la entrada del patdgeno en las plantas, pero también pueden estimular los genes
de proteinas asociadas a la patogénesis, asi como la estimulacion del acido
salicilico, jasmonico y etileno, hormonas que participan como moléculas de
sefalizacion en reacciones de defensa, (Tripathi y otros, 2017). O a través de un
efecto inhibitorio directo sobre el patégeno, un hecho que ha demostrado
en estudios in vitro e in vivo (Sathiyabama y Manikandan, 2018).

El silicio se considera un mineral beneficioso ya que promueve el crecimiento,
desarrollo, rendimiento y calidad de la fruta en los cultivos (Malhotra et al.,
2016). Mientras que las NPs de Cu funcionan como estimulantes del crecimiento
en varios cultivos (Hernandez-Hernandez et al., 2018; Juarez-Maldonado et al.,
2016).

Por lo tanto, se espera que la aplicacion de silicio junto con las NPs de Cu pueda
generar efectos beneficiosos sobre el crecimiento del tomate, y debido a la
disminucion en la severidad de la enfermedad observada, se genera un impacto

favorable en el rendimiento del cultivo.
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Figura 1. Severidad de dafio en Plantas de tomate inoculadas con Cmm.

Figura 2. Rendimiento en plantas de tomate inoculadas con Cmm.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA EN HOJAS

La actividad enzimética en las hojas de las plantas de tomate se modifico
mediante la aplicacion de los tratamientos, solo CAT no presento diferencias
entre los tratamientos (Tabla 7). En el Actividad SOD los dos tratamientos con 50
mg L de NPs de Cu +184 mg L Si 0 460 mg L* Si generaron una disminucién
significativa en comparacion con el testigo absoluto. El resto de los tratamientos
fueron estadisticamente iguales el uno al otro. En cuanto a la actividad de la
enzima GPX, los dos tratamientos con Cu, 250 mg L* de NPs de Cu + 184 mg L
1 Si 0 460 mg L' Si generaron un aumento en comparacion con el testigo
absoluto, siendo 161% y 191% respectivamente. Esta misma tendencia se
observoé en la actividad de APX, donde 250 mg L de NPs de Cu+ 184 mg L Si
generd un aumento de 279% en comparacion con el testigo absoluto, mientras
que el tratamiento con 250 mg L't de NPs de Cu+ 460 mg L™ Si indujo un aumento
del 140%. En cuanto a la enzima PAL, el tratamiento con 250 mg L de NPs de

Cu+184 mg L Si generd el mejor resultado, superando el testigo en un 200%.

ACTIVIDAD ENZIMATICA EN FRUTOS

En la actividad enzimatica evaluada en frutos de tomate, los resultados mostraron
gue los tratamientos afectaron solo a las enzimas GPX y PAL, mientras que en
CAT, SOD y APX no hubo diferencias entre tratamientos (Tabla 8). En la actividad
de GPX, el mejor tratamiento fue con 250 mg L-* de NPs de Cu+ 184 mg L Si,
seguido de tratamiento 250 mg L' de NPs de Cu+ 460 mg L* Si, generando
aumentos de 273% y 127% respectivamente en comparacion con el testigo
absoluto. Por otro lado, la actividad de PAL se vio favorecida solo por el
tratamiento con 250 mg L* de NPs de Cu+ 184 mg L! Si generando un aumento
del 153% en comparacion con el Testigo. El resto de los tratamientos fueron

estadisticamente iguales.

El ataque de patdégenos induce la produccidon de especies reactivas de oxigeno
(ROS) generando estrés oxidativo en las plantas (Aybeke, 2017) y activando el
sistema de defensa antioxidante (Kang et al., 2014). La generacion de ROS tiene

un doble papel que depende de la duracién, el sitio y concentracion. Una baja
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concentracion actla como una sefial y genera una respuesta de estrés en
plantas, como la activacion del sistema de defensa antioxidante, mientras que
una concentracion mas alta interrumpe la homeostasis celular que produce dafio
oxidativo a las proteinas, el ADN vy lipidos (Shaw et al., 2014).

En Glycine max inoculado con Cercospora sojina se observdé un aumento de
compuestos antioxidantes (Telles-Nascimento et al., 2016). Otras respuestas
que se han reportado es con la colonizacion de Fusarium oxysporum en las
plantas de tomate, donde se observo que secretan proteinas efectoras que son
factores de virulencia, lo que desencadena una serie de respuestas en las plantas
(Houterman et al., 2007) como el aumento de la actividad enzimatica,

especificamente en este caso CAT (Dorneles et al., 2017).

Por lo tanto, un aumento en los compuestos antioxidantes enziméticos y no
enzimaticos es esencial para reducir el dafio causado por el estrés oxidativo. Por
lo tanto, es posible esperar que si se induce una mayor capacidad antioxidante
en las plantas, pueden tolerar en mayor medida el ataque de los diferentes

patégenos.

Entre las enzimas antioxidantes se encuentran CAT, SOD, APX y GPX, aunque
no enzimaticas compuestos antioxidantes incluyen glutation, vitamina C, fenoles
totales, flavonoides, entre otros. SOD actia como la primera linea de defensa
contra ROS (Dos Santos et al., 2017) y CAT es una de las enzimas que protegen
las células contra ROS ya que convierte el H202 en H20 y Oz (Capaldi et al., 2015;
Imahori et al., 2016), y su actividad depende de la concentracion de H202 (Dos
Santos et al., 2017). Por lo tanto, hay una correlacién entre los componentes de

los sistemas de eliminacién de ROS como CAT y SOD (Wang et al., 2005).

APX es una enzima que elimina H202 usando ascorbato como donador de
electrones para reducir el H202 a agua, y es extremadamente sensible a las

concentraciones de ascorbato (Ahmad et al., 2014).
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APX juega un papel central en el ciclo de ascorbato-glutation, es por eso que la
induccion de APX es una respuesta al estrés oxidativo causado en las plantas
por el estrés bidtico o abiotico (Imahori., 2014).

La GPX participa en la eliminacion de H20:2 (Alharby et al., 2016). La actividad
de estas enzimas antioxidantes como SOD es de gran importancia en la defensa
contra los patdgenos (Hao et al., 2011), ya que regulan la concentracion de ROS

en el células, evitando asi posibles dafios (Gill y Tuteja, 2010; Tie et al., 2012).

La enzima PAL modula la L-fenilalanina para la fabricacion de &cido
transcinamico, que en a su vez forman fenilpropanoides (Hajiboland et al., 2017),
gue causan la produccion de metabolitos fendlicos (flavonoides, cumarinas,
ésteres fendlicos y lignina) (Weaver y Herrmann, 1997). Esta enzima esta
directamente relacionada con la tolerancia a los patégenos, por lo que un

aumento en su actividad brindara mayor tolerancia a estos (Wang et al., 2017).

El silicio también puede funcionar como elicitor (Van Bockhaven et al., 2013) y
genera cambios en diferentes compuestos metabdlicos, ya que este elemento
estd asociado con los componentes de la pared celular (Babalar et al.,
2016). Ademas, reduce los efectos causados por estrés biodtico, y la
susceptibilidad a plagas, hongos y bacterias (Meharg y Meharg, 2015). El silicio
en las plantas induce barreras fisicas, bioquimicas (Pozza et al., 2015) y
genodmicas (Pavlovic et al., 2013) contra los patégenos.

Se ha reportado ademas que la formacion de depdsitos de Si en la raiz y las
hojas podria prevenir la incidencia de patégenos (Ma y Yamaji, 2008). Este
mineral también puede inducir respuestas defensivas similares a la resistencia
sistémica adquirida, aumentando la actividad enzimatica antioxidante y
constituyentes no enzimaticos (Hasanuzzaman et al., 2018), como compuestos
fendlicos, antocianinas, flavonas, lignina (Jafari et al., 2015), fitoalexinas y
proteinas relacionadas con la patogenia. Ademas, puede activar la expresion de
genes relacionados con la defensa y se afladen a la transduccion de marcadores

de estrés como el acido salicilico, acido jasmonico y etileno (Cai et al., 2009).
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Hay una serie de trabajos donde el efecto del silicio contra los patdgenos en los
cultivos ha sido evaluado. Fortunato et al. (2012) y Fortunato et al. (2014) mostro
que el suministro de Si a las plantas de banano redujo la intensidad
del marchitamiento por Fusarium. La aplicacion de silicato de sodio y silicato de
potasio en algodon desarrollado in-vitro, disminuyo la actividad
de Fusarium respecto al testigo absoluto (Yassin et al., 2016). Weerahewa y
David (2015) produjeron un tamafo de fruta mas grande en tomates infestados
por antracnosis cuando se aplica silicato de sodio. Ouzounidou et al. (2016)
informd mayor actividad antioxidante en el pepino cuando se aplica silicato de
potasio. Dallagnol et al. (2015) inform6 que la aplicacion de silicio en plantas de
melén inoculadas con Podospaera xanthii generé una alta concentracion de
H202, que aumento la actividad de SOD como mecanismo de defensa. Se ha
informado que la aplicacién de silicio influye en la concentracion de compuestos
fenolicos (Hajiboland et al., 2017) ya que el Si mejora la via de fenilpropanoides

(Fortunato et al., 2014), que a su vez aumenta las defensas contra los patégenos.

Por otro lado, la aplicacion de NPs de Cu también genera bioestimulacion,
especificamente de la capacidad antioxidante de las plantas (Hernandez-
Hernandez et al., 2018; Pinedo-Guerrero et al., 2017). Las NPs de Cu pueden
desencadenar la produccion de ROS que da como resultado la activacion de
enzimas antioxidantes como mecanismo de desintoxicacion (Zuverza-Mena et
al., 2017). Esta bioestimulacion puede estar relacionada con los fenémenos de
interaccion superficial de las NPs (Bell et al.,, 2014) causado por las
caracteristicas particulares de estos materiales y, en ultima instancia, los efectos
de las NPs de Cu seran diferentes dependiendo de las caracteristicas (tamafio,

forma, etc.), cantidad y especies de plantas (Zuverza-Mena et al., 2017).

La produccion de enzimas antioxidantes en plantas de tomate mediante la
aplicacion de NPs de Cu (Hernandez-Hernandez et al., 2018) puede inducir una

mayor tolerancia al ataque de patdgenos como C. michiganensis, ya que
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regularan la generacion de ROS, disminuyendo asi el estrés oxidativo (Gill y
Tuteja, 2010).

Como se observo en el presente estudio, aparentemente la aplicacion de silicato
de potasio en conjunto con NPs de Cu estimul6 la actividad de las enzimas
antioxidantes, que seguramente generd una mayor capacidad de las plantas de
tomate para tolerar el estrés oxidativo causado por C. michiganensis. El resultado
de esto fue una disminucion en la severidad del patégeno, que a su vez tuvo una
menor pérdida de rendimiento.

Tabla 7. Enzimas en hoja

TRATAMIENTOS
(nCu+Si) CAT SOD PAL GPX APX
(Ppm)

0+0 131.49a 13.90a 0.10b 0.23b 9.07b
250+184 149.67a 13.18ab 0.30a 0.60a 34.34a
250+460 70.89a 11.96ab 0.17b 0.67a 21.79ab
50+184 88.12a 9.32c 0.13b 0.17b 14.47b
50+460 95.72a 11.04bc 0.18ab 0.23b 19.08b
PATOGENO 111.24a 12.04ab 0.13b 0.31b 13.46b

Medias por columna con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0.05). CAT:
Catalasa en unidades/proteinas totales (mg/g) y cada unidad = mM consumidos de H202/ mL
/min., SOD: Superoxido Dismutasa U/ mL /proteinas totales (mg/g)., PAL: Fenilalanina amonio
liasa en unidades, donde cada unidad = u/proteinas totales (mg/g) de acido transcinamico/ mL
/min., GPX: Glutatién peroxidasa en unidades, donde cada unidad = Mm de GSH/ mL /proteinas
(mg/g), APX: Ascorbato peroxidasa, donde cada unidad = pmol EQ de Acido Ascérbico oxidado/

mL /min.

Tabla 8. Enzimas en fruto

TRATAMIENTOS
(nCu+Si) CAT SOD PAL GPX APX
(ppm)
0+0 108.31a | 15.46a 0.19b 0.26cd | 23.24a
250+184 291.57a | 15.54a 0.48a 0.97a 30.20a
250+460 138.46a | 14.94a 0.24b 0.59b 15.92a
50+184 178.36a | 15.64a 0.27b 0.27cd | 20.69a
50+460 214.36a | 15.66a 0.19b 0.21d 20.37a
PATOGENO 114.12a | 15.08a 0.30b 0.48bc | 20.53a

Medias por columna con una letra coman no son significativamente diferentes (p < 0.05). CAT:
Catalasa en unidades/proteinas totales (mg/g) y cada unidad = mM consumidos de H202/ mL
/min., SOD: Superoxido Dismutasa U/ mL /proteinas totales (mg/g)., PAL: Fenilalanina amonio
liasa en unidades, donde cada unidad = u/proteinas totales (mg/g) de acido transcinamico/ mL
/min., GPX: Glutatién peroxidasa en unidades, donde cada unidad = Mm de GSH/ mL /proteinas
(mg/g), APX: Ascorbato peroxidasa, donde cada unidad = pmol EQ de Acido Ascorbico oxidado/
mL /min.
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El contenido de clorofila A fue modificado por la aplicacién de los tratamientos,
siendo el tratamiento con solo Cmm que present6 el contenido mas alto, sin
embargo, los tratamientos con NPs de Cu mas Si fueron iguales al testigo
absoluto (Tabla 9). En el contenido de glutation, se observé que el tratamiento
250 mg L de NPs de Cu+ 460 mg L* Si generé la mayor cantidad de este
antioxidante, superando a el Testigo absoluto en un 152%. En el caso de los
fenoles totales, se observé que con la excepcion del tratamiento 50 mg L de
NPs de Cu+ 460 mg L Si, todos los tratamientos excedieron el testigo absoluto
en un rango de 45-74%. En cuanto al contenido de flavonoides, no se superd
ningun tratamiento el testigo absoluto, solo se observé que los tratamientos 250
mg L de NPs de Cu mas ambas dosis de Si, y 50 mg L* de NPs de Cu+ 460 mg
L1 Si disminuyé este compuesto en un rango de 26 y 28%. En el contenido de B-
caroteno aunque se observaron diferencias entre los tratamientos, no hubo

diferencias respecto al testigo absoluto.

Los carotenoides son importantes por las acciones antioxidantes basadas en su
capacidad para atrapar radicales peroxilo (Havaux, 2013; Latowski et al., 2014,
Yuan et al., 2015). El licopeno es uno de los principales carotenoides en las frutas
de tomate y también es uno de los principales antioxidantes (Klunklin y Savage,
2017), y uno de los mas eficientes neutralizadores de oxigeno singlete, entre los
carotenoides naturales (Latowski et al.,, 2014). En las plantas, la sintesis de
licopeno generalmente se deriva del &cido mevaldnico (MVA) y metileritritol vias
de fosfato (MEP). Estas vias sintetizan isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil
difosfato (DMAPP), que funcionan como precursores de la sintesis de

carotenoides (Barrios et al., 2017).

Los fenoles son compuestos antioxidantes que desencadenan la sintesis de una
serie de metabolitos de la via del acido shikimico o a través de fenilpropanoides
bajo condiciones del estrés abidtico (Ren y Sun, 2014; Swieca, 2016). Los

flavonoides actian como antioxidantes, la proteccion de plantas de estrés
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oxidativo por la eliminacion de H20:2 y el oxigeno singlete generados bajo estrés
bidtico o abiotico (Hernandez et al., 2009, Hollman y Arts, 2000).

El silicio también puede funcionar como elicitor (Van Bockhaven et al., 2013) y
genera cambios en diferentes compuestos metabdlicos, ya que este elemento
esta asociado con los componentes de la pared celular (Babalar et al., 2016). Se
ha informado que la aplicacion de este elemento influye contenido de compuestos
fendlicos (Hajiboland et al., 2017). El silicio esta asociado con la pared celular
componentes y con las alteraciones del metabolismo polifenol (Babalar et al.,
2016), que mejora la permeabilidad al agua (Liang et al., 2015) y aumenta las

defensas contra los patdgenos.

Fortunato et al. (2014) informaron que el Si mejora la ruta de los fenilpropanoides
en plantas de banano bajo Fusarium sp. Estrés, por lo que existe una relacion
directa con el fenol produccion. La enzima PAL modula la L-fenilalanina para el
acido transcinamico fabricacion, que a su vez forman fenilpropanoides
(Hajiboland et al., 2017), que causan la produccién de metabolitos fendlicos

(flavonoides, cumarinas, ésteres fendlicos y lignina) (Weaver y Herrmann, 1997).

La aplicacion de NPs de Cu estimula la produccion de compuestos antioxidantes
(Pinedo-Guerrero et al., 2017) como respuesta al estrés oxidativo que genera
(Shobha et al., 2014).



Tabla 9. Antioxidantes no enzimaticos en hoja
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TRATAgIENTO cHL | cHL |FenoLes | FLavonorl | P
, GSH | CHLA CAR-
(nCu+Si) B | TOTAL -H DES-H }
(Ppm)
2.54 | 0.61ab [ 0.30 | 0.91a |4570.38b | 5050.94a | 0.12a
0+0 : - L
250+184 2.39 0.74ab 2.36 1.09a | 7967.24a | 3828.74bc 0.t5a
2504460 3.04 0.59b 2.28 0.87a [6873.88a |3740.54c | g o
50+184 §.61 0.75ab 2.34 1.09a |6793.68a |4869.50ab | .
50+460 §.01 0.59b 2.26 0.85a | 4365.74b | 3716.60c o.t4a
PATOGENO g.43 0.81a 2.35 1.16a |662352a |4927.46a | g

Medias por columna con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0.05). PROT:
Proteinas en mg/g., GSH: Glutation reducido en Unidades, donde cada unidad es igual a mM de GSH/
mL /min. CHLA: Clorofila A (mg/g).,CHLB: Clorofila B (mg/g)., CHL TOTAL: Clorofila total
(mg/g).,FENOLES-H: Fenoles en hoja en mg EQ de Acido galico *100g de PS., FLAVONOIDES-H:
Flavonoides en hoja en mg EQ de quercentina /100g de PS. B-CAR-H: B- Caroteno en hoja en mg/100g

de PF.

En cuanto a los antioxidantes en los frutos de tomate, se observaron diferencias
entre los tratamientos en glutatién, flavonoides, licopeno y B-caroteno, mientras
que en fenoles totales y vitamina C todos los tratamientos fueron iguales entre si
(tabla 10). En Glutatién, todos los tratamientos aumentaron este compuesto, sin
embargo, solo el tratamiento con Cmm y los dos los tratamientos con 460 mg Lt
Si superaron estadisticamente al testigo absoluto. El tratamiento con solo Cmm
presento un 35% mas de contenido de glutation que el testigo absoluto, mientras
que los tratamientos con 50 mg L* de NPs de Cu + 460 mg L Siy 250 mg L*
de NPs de Cu+ 460 mg L Si fueron 31% y 28% mas altos respectivamente. En
el contenido de flavonoides, los dos tratamientos con 50 mg L* de NPs de Cu
independientemente de la dosis de silicio fueron los mejores, sin embargo, no
fueron estadisticamente diferentes del Testigo absoluto. En el contenido de
licopeno el tratamiento con 50 mg Lt de NPs de Cu+ 460 mg L Si fue el mejor,

superando el testigo absoluto por 78%.
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Los tratamientos con 50 mg L* de NPs de Cu+ 184 mg L Siy 250 mg L de
NPs de Cu+ 184 mg L Si también fueron mejores comparando respecto al
testigo absoluto, en un 61% y 39% respectivamente. En el contenido de B-
caroteno los tratamientos con 50 mg Lt de NPs de Cu+460 mg Lt Siy 50 mg L
1 de NPs de Cu+ 184 mg L™ Si fueron los que generaron el mayor contenido de
este compuesto, superando el testigo absoluto en un 83% y 67%
respectivamente. Consistentemente el tratamiento con 50 mg L de NPs de Cu+
460 mg L Si gener6 efectos positivos en antioxidantes de frutas de tomate,
especialmente en glutatidn, flavonoides, licopeno y B-caroteno. Mientras que el
tratamiento con solo Cmm generé efectos negativos, siendo el que presento los

valores mas bajos en flavonoides, licopeno y B-caroteno.

Los compuestos antioxidantes no enzimaticos y las enzimas antioxidantes son
muy importantes para evitar el estrés oxidativo causado por patégenos como C.
michiganensis. Entre ellos los principales compuestos de este tipo son vitamina

C, glutation, fenoles totales, flavonoides y carotenoides, entre otros.

En las plantas, la vitamina C tiene muchas funciones celulares principalmente
relacionadas con su capacidad para abandonar electrones (Truffault et al., 2014),
y pueden actuar directamente como un antioxidante al atrapar ROS, prevenir o
minimizar el dafio oxidativo (Gill y Tuteja, 2010). Ademas, también puede
regenerar los radicales glicoproteina y tocoferol y actuar como cofactor de
muchas enzimas como APX (Muzolf-Panek et al., 2017). Desempeiia un papel
importante en la fotosintesis como un cofactor enzimatico (incluida la sintesis de
etileno, giberelinas, flavonoides y antocianinas) (Gest et al., 2013).

Esto ha sido documentado en diferentes cultivos, en tomate el licopeno fue
aumentado por la aplicacién de NPs de Cu+ Chitosan, reportando 12% mas que
el Testigo absoluto (Juarez-Maldonado et al., 2016).

La aplicacion foliar de NPs de TiOz2y ZnO (0-1000 mg kg -1) aumentaron el
contenido de licopeno (80-113%) en frutos de tomate (Raliya et al., 2015).
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En el caso del glutation, se ha observado que este compuesto aumenta en
respuesta a condiciones de estrés bibtico o abiodtico (Kumar y Trivedi, 2016). En
cuanto al contenido de fenoles en frutos de chile jalapefio mostraron un aumento
en el contenido de fenoles totales (5,9%) cuando se aplicaron 2,0 mg de NPs de
Cu+Chitosan-PVA (Pinedo-Guerrero et al., 2017). Ademas, la aplicacion foliar de
nano-fertilizantes de Zn y B Aument6 el contenido de fenoles en frutos de granada
(Davarpanah et al., 2016).En A. Thaliana, la concentraciébn de antocianinas
aumentd cuando las nanoparticulas de CuO fueron aplicadas (Saito et al., 2013).
Garcia-Gomez et al. (2017) informaron que la aplicacion de NPs de ZnO al suelo
(3, 20, y 225 mg kg-1) en cultivos de frijol y tomate estimularon la capacidad
antioxidante de forma importante. La aplicacion NPs de Cu puede generar cierto
estrés en las plantas de tomate, produciendo un aumento en ROS que activa un
mecanismo de defensa (Rizwan et al., 2017); Shobha et al., 2014), aumentando
la produccion de compuestos antioxidantes como Ascorbato, glutation,
carotenoides y flavonoides, entre otros (Seminario et al., 2017).

La misma respuesta se observa en condiciones de estrés leve causado por varias
NPs, sin embargo, cambia cuando se aplican altas dosis debido a una
sobreproduccién de ROS, lo que resulta en la disminucion de antioxidantes
(Rizwan et al., 2017).

Tabla 10. Antioxidantes no enzimaticos en fruto

TRATAMIENTOS
(NCu+Si) GSH | FENOLES | FLAVONOIDES | VITC | LIC | B-CAR
(ppm)
0+0 2.66b | 5283.70a | 268.59ab 34.47a | 0.18c | 0.06bc
250+184 3.03ab= | 6856.28a | 265.13ab 40.03a | 0.25ab | 0.08ab
250+460 3.40a= | 6465.08a | 278.99ab 39.73a | 0.24bc | 0.08ab
50+184 3.30ab= | 6028.92a | 294.11a 39.00a | 0.29ab [ 0.10a
50+460 3.48a= | 5424.52a | 301.67a 38.87a | 0.32a | 0.11a
PATOGENO 3.58a | 6875.84a | 250.01b 34.92a | 0.18c | 0.05c

Medias por columna con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0.05). PROT:

Proteinas en mg/g., GSH: Glutation reducido en Unidades, donde cada unidad es igual a mM de

GSH/

mL /min., FENOLES: Fenoles en hoja en mg EQ de Acido gélico *g de PS., FLAVONOIDES:
Flavonoides en hoja en mg EQ de quercentina /g de PS., VIT C: Vitamina C en mg/100g de peso

fresco.,LIC: Licopeno en mg/100g de Peso Fresco., 3-CAR: 3- Caroteno en fruto en mg/100g de

PF.
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CONCLUSIONES

La aplicacion conjunta de NPs de Cu y silicato de potasio fue efectiva para reducir la
severidad de C. michiganensis en todas las dosis probadas. Ademas, la pérdida de
rendimiento debido a la bacteria se redujo, especialmente los tratamientos que
incluyeron la baja dosis de NPs de Cu.

La aplicacion de NPs de Cu y silicato de potasio estimulé la actividad de las enzimas
SOD, PAL, GPX y APX, asi como la concentracion de glutation reducido y fenoles
totales en las hojas, lo que probablemente favorecié la tolerancia al estrés oxidativo
causado por C. michiganensis . La aplicacién conjunta de NPs de Cu y silicato de
potasio estimul6 los niveles de compuestos enzimaticos y no enzimaticos que son
clave en la defensa de las plantas de tomate, aumentando la tolerancia a C.

michiganensis.
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