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RESUMEN

Solanum lycopersicum L. es un cultivo econdmicamente importante a nivel mundial que
continuamente se encuentra amenazado por estrés biotico o abidtico, situaciones que
afectan negativamente la productividad y el desarrollo de la planta. Botrytis cinerea Pers.
(Bc), es un hongo fitopatogeno causante del moho gris, padecimiento que genera
significativas pérdidas econdmicas antes y después de la cosecha en tomate y otros
cultivos importantes. La nanotecnologia representa un area de oportunidad en el sector
agricola que maximiza rendimientos y disminuye dafios ocasionados por plagas y
enfermedades, mediante estimulaciones fisiolégicas y bioquimicas que resultan ademas
en una mayor productividad, los nanomateriales de carbono (NMC) pueden ser aplicados
en las plantas y mejorar el crecimiento de las mismas, ademas pueden activar el sistema
de defensa antioxidante, mejorando la adaptacién y tolerancia a patogenos. La finalidad
del presente trabajo fue evaluar la actividad bioldgica y de control de los nanotubos de
carbono en plantas de tomate infectadas con Botrytis cinerea, a una concentracion de 100
mg L via foliar. La respuesta de las plantas a los nanotubos de carbono (CNT) mostrd
una disminucion en la incidencia y severidad del patégeno, ademas de incrementos en el
namero de frutos, rendimiento, didmetro de tallo, nimero de hojas, biomasa y pigmentos
fotosintéticos. Por lo que la aplicacion de CNT resulta biocompatible y conveniente para
incrementar el desarrollo vegetativo, reproductivo, la calidad y defensa de las plantas a

estrés biotico.

Palabras clave: Nanotecnologia; nanomateriales de carbono; hongos fitopatogenos; estrés

biotico; bioestimulacion.



1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) de la familia Solanaceae, es una hortaliza con gran
importancia econémica ya que es un ingrediente bésico en la dieta humana y su uso es
diverso dentro de la cocina. Fue domesticado en Mesoamérica y por ello México tiene
una enorme variedad de sabores, calibres y colores. Es una fuente de minerales, vitaminas,
antioxidantes y posee gran calidad nutracéutica (Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2020). La mayor produccion de tomate a nivel internacional es generada por
Estados Unidos de Norteamérica, China, Italia, Turquia, Egipto y Espafia, mientras que a
nivel nacional los principales estados productores son; Sinaloa, San Luis Potosi,
Michoacan, Zacatecas y Jalisco (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019). Es
la segunda hortaliza mas utilizada en el mundo, por lo cual su produccién ha incrementado
cultivandose en diversos medios y circunstancias, esta multiplicidad ha traido consigo
diferentes bioagresores que han alterado la ocurrencia o problematica fitosanitaria
(Blancard, 2012).

El tomate es una planta susceptible a maltiples patdgenos, fungicos y bacterianos, ademas
de virus, los cuales generan enfermedades que ocasionan una disminucion en la
productividad y calidad de la hortaliza, que puede convertirse en pérdida total, esto
dependiendo de la agresividad del fitopatdgeno y si es 0 no manejado adecuadamente
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2013). En
la produccion de tomate las plagas y enfermedades son las principales causas de pérdidas

poscosecha y durante la comercializacién (Gatahi, 2020).

Particularmente Botrytis cinerea Pers. (Bc) es un hongo filamentoso, multicelular,
eucarionte y patogénico, causante del moho gris de cultivos horticolas y fruticolas de alta
importancia econdmica. Genera pérdidas importantes antes y después de la cosecha
debido a su capacidad de progresar tanto en campo como en el almacenaje (Benito et al.,

2000). B. cinerea es un hongo que impacta a mas de 1400 especies vegetales (Ripardo-



Filho et al., 2023), mediante diferentes mecanismos de infeccion dificiles de controlar, ya
que ataca sin importar la etapa de desarrollo de la planta, infectando cualquier parte de

ella e iniciando asi el ciclo de afeccién (Calvo Garrido, 2015).

La nanotecnologia es un &rea multidisciplinar, aplicada a nivel de nanoescala que trabaja
y manipula estructuras moleculares y sus dtomos, es decir la nanociencia comprende
escalas de pocos nandmetros mientras la nanotecnologia los manipula (Abobatta, 2019).
Una de las aplicaciones mas prometedoras de la nanotecnologia son en la produccion
agricola, tratamiento de aguas, deteccion y control de plagas y enfermedades (Maubert et
al., 2009). Esta ciencia ofrece ventajas en el sector agricola al reducir insumos, maximizar

rendimientos y no causar disturbios en el ecosistema (Acharya y Pal, 2020).

Uno de los usos con mayor potencial en la agricultura es mediante la aplicacién de
distintos nanomateriales que pueden considerarse bioestimulantes, puesto que en
cantidades adecuadas induce el crecimiento y aumenta la tolerancia a diferentes tipos de
estrés a los que se ven sometidas las plantas (Juarez-Maldonado et al., 2019). Un
bioestimulante es aquella sustancia organica, inorganica u organismo que aplicado en
plantas mejora su adaptacién y tolerancia a situaciones de estrés bi6tico o abidtico (Du
Jardin, 2015). La bioestimulacion implica modificaciones metabdlicas que proporcionan
beneficios significativos y tolerancia a ambientes desfavorables (Juarez-Maldonado et al.,
2019). Dichos cambios promueven el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS),
induciendo la produccién de compuestos de defensa como las fitohormonas, metabolitos
y a consecuencia la inhibicion o muerte de microorganismos, cuando se trata de estrés
bidtico (Jordan et al., 2018). A su vez, promueve la obtencion de nutrientes y apoya el
metabolismo haciendo que la planta se vuelva mas resistente mediante regulaciones bien
dosificadas (Juarez-Maldonado et al., 2021). Los nanomateriales de carbono son una
buena opcién de bioestimulante ya que disponen de la posibilidad de realizar
modificaciones en la fotosintesis, lo cual incrementa la productividad, del mismo modo
altera el sistema de defensa antioxidante, favoreciendo y defendiendo a las plantas de
situaciones negativas estimulando una respuesta positiva. Los nanomateriales y
nanoparticulas han demostrado ser eficientes mitigando estrés e incrementando la calidad

y productividad de los cultivos (Méndez-L6pez et al., 2022).



Existen diferentes tipos de nanomateriales de carbono (NMC), los mas utilizados en la
agricultura son: nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT), nanotubos de
carbono de pared simple (SWCNT), grafeno, grafito, fullereno y nanoparticulas de
carbono. Los nanotubos de carbono (CNT), son alétropos de carbono con excelentes
propiedades electronicas, mecéanicas y quimicas. Son el resultado del enrollamiento de
una lamina de dtomos de carbono que pueden ser de una o multiples capas de grafeno
(Martin, 2011). Los CNT se han utilizado y se contintdan utilizando en la agricultura a
pesar de su poca solubilidad, la cual se ha modificado a modo que sean mas dispersos en
agua para una mejor aplicacion (Andrade Guel et al., 2012). Los CNT se han utilizado en
diversos cultivos por su capacidad de inducir tolerancia a patdgenos, ya que ocasionan
una serie de cambios en el sistema de defensa de la planta a nivel fisiologico, bioquimico
y genético (Verma et al., 2019), modificando las propiedades de la membrana plasmatica
de la célula vegetal, fomentando la absorcién de agua y nutrientes en las plantas, ademas
de mejorar la absorcion de diéxido de carbono (CO>), resultando en mayor crecimiento y

desarrollo de las plantas (Martinez-Ballesta et al., 2016).

1.1. Objetivo General

Determinar el impacto de la aplicacion de nanotubos de carbono sobre el control de

Botrytis cinerea en tomate.

1.2. Objetivos Especificos

Determinar el efecto de los nanomateriales de carbono sobre la incidencia y severidad de

Botrytis cinerea en plantas de tomate.

Evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate inoculadas con Botrytis

cinerea.

Determinar los cambios en el contenido de antioxidantes de las plantas de tomate

inoculadas con Botrytis cinerea.

1.3. Hipotesis



La aplicacion de nanomateriales de carbono inducird respuestas que incrementaran la

capacidad de tolerancia de Solanum lycopersicum a Botrytis cinerea.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Tomate

El tomate Solanum lycopersicum L. es una solanacea originaria de América del Sur, fue
domesticada en Centroamérica y México. Representa a una familia de plantas con amplia
importancia en la agricultura mundial y la alimentacién humana (Knapp et al., 2004). Es
unade las plantas horticolas mas importantes del mundo no solo por su uso como alimento
sino como material de investigacién, por lo que su produccién y consumo aumenta dia
con dia (Gerszberg et al., 2015). Es un cultivo importante por su inmenso uso, relevancia
econdémica y por su valor nutrimental como alimento funcional, que proporciona
antioxidantes, vitaminas y minerales (Secretaria de Agriculturay Desarrollo Rural, 2022).

La clasificacion taxondmica del tomate se extiende en el cuadro 1:

Cuadro 1. Taxonomia del tomate (Tropicos, 2023).

Clase: Equisetopsida C. Agardh.

Subclase: Magnoliidae Novéak ex Takhtajan.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Solanales Juss. ex Bercht. & J. Presl.
Familia: Solanéceas Jussieu.

Geénero: Solanum L.

Especie: lycopersicum L.

Nombre cientifico: Solanum lycopersicum L.

Sinonimia: Lycopersicon esculentum Mill.



Esta planta es considerada perenne ya que puede ser cosechada durante varios afios,
aungue generalmente es cultivada de forma anual. Posee una raiz pivotante, axonomorfa
0 raiz primaria, es decir la raiz principal produce raices laterales y adventicias las cuales
no provienen del embrién. El tallo de crecimiento es erecto y postrado puede alcanzar una
altura de 4 metros, es s6lido, grueso y con tricomas. Las hojas son alternas al tallo y
compuestas, formadas por foliolos que constituyen una sola hoja con un gran nimero de
tricomas, estan dispuestas en un mismo raquis imparipinnadas, es decir, desarrollan un
ultimo foliolo que corona el final del raquis, siendo asi en numero de hojas impar. La
inflorescencia es un racimo y produce de seis a doce flores bisexuales. El fruto es una
baya, gruesa y carnosa, de diferentes formas, calibres y colores segln la variedad,

constituido por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas (Naika et al., 2005).

Los paises que generan la mayor produccion de tomate son China (67, 538, 340 t/afio0),
India (21, 181, 000 t/afio) Turquia (13, 095, 258) y Estados Unidos de Norteamérica (10,
475, 265 millones t/afio), por destacar algunos, México ocupa la octava posicién en esta
categoria (4, 754, 380 t/afio) e internamente Sinaloa, Sonora, Nayarit, Oaxaca,
Michoacan, Guerrero, San Luis Potosi, Zacatecas, Baja California, Jalisco y Morelos son
los estados con mayor produccién de esta planta, los cuales cubren la demanda en el
mercado interno y asimismo participan en el mercado internacional (Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural, 2019).

El consumo de S. lycopersicum contindia creciendo y de esta forma su produccion, México
destaca en el rubro de exportacion, al registrar ventas sobresalientes, es un cultivo
importante para el pais por su aportacion en valor, por lo que el tomate se ha establecido
en su maximo volumen histéricamente, con distintos comportamientos de manejo ya sea
agricultura protegida o en campo abierto (Fideicomisos Instituidos en Relacion con la
Agricultura, 2017). Al término del 2020 se convirtio en la hortaliza con mayor
tecnificacion y de las mas remunerables, obtuvo 3 millones 271 mil toneladas en una
superficie de 45 mil hectareas sembradas, de las cuales un tercio se ubica en agricultura
protegida, esté método es mayormente utilizado ya que minimiza restricciones climaticas

y ejerce mayor control (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022).

2.2. Patogenos del cultivo de tomate



La presencia de patogenos (hongos, bacterias y virus) en el cultivo de tomate genera
afecciones que causan alteraciones anatomicas y de procesos fisioldgicos como la
germinacion, el crecimiento y desarrollo de la planta. Para que inicie la infeccién y se
desarrolle debe existir un hospedante susceptible, un patégeno potencial y condiciones
ambientales convenientes (Rossini et al., 2010).

Los patdgenos son organismos que dafian el funcionamiento de su hospedero, son
diversos, ocupan todos los entornos y pueden ser facultativos (no generan dafo),
necrotréficos (prefieren tejidos senescentes dafian hasta matar el vegetal para alimentarse
de sus restos) u obligados (aquellos que requieren del hospedero para cumplir su ciclo de

vida) (Balloux y van Dorp, 2017).

A consecuencia de sus propiedades genéticas S. lycopersicum es afectado por multiples
enfermedades, por lo que la identificacién de sintomas, distribucion y transmision de
patdgenos es imprescindible para lograr un control satisfactorio. Los padecimientos del
cultivo de tomate son generalmente ocasionados por microorganismos de tipo bacteriano
(principalmente Clavibacter michiganensis, Xanthomonas spp o Pseudomonas syringae),
fangicos (representados por Alternaria solani, Botrytis cinerea o Fusarium oxysporum),
y virales (destacando el virus de la marchitez manchada del tomate) (Panno et al., 2021).
Estas afecciones provocan lesiones y defoliacion, dafios en los frutos e incluso la muerte
de la planta, lo cual disminuye la actividad fotosintética y a consecuencia el rendimiento
convirtiéndose en un desafio por las limitadas opciones de control o cultivares resistentes
(Griffin et al., 2017).

2.3. Botrytis cinerea

Botrytis cinerea pertenece a la familia Sclerotiniaceae, de la clase Leotiomycetes y al
género Botrytis, el cual comprende 32 especies. Los integrantes de este género poseen
una amplia gama de huéspedes (Cheung et al., 2020), es potencialmente dafiino por ser
un hongo polifago, con multiples modos de infeccion, alta reproductividad y con la
facultad de sobrevivir largos periodos de tiempo como conidio, ascospora o esclerocio,
su ciclo de vida se divide en anamorfo (asexual) y teleomorfo (sexual), en su proceso

asexual se producen macroconidios, esclerocios y microconidios, mientras que en el
7



proceso sexual se generan microconidios que fertilizan a los esclerocios formando
apotecios, que al ser divididos en el proceso de meiosis resultan ascosporas. Afecta a 586
géneros representados por mas de 1400 especies de plantas en las que el patogeno se
manifiesta principalmente mediante apoptosis, pudricién y acuosidad de tejidos vegetales
(Ripardo-Filho et al., 2023).

B. cinerea es causante de la podredumbre o moho gris, es un hongo fitopatogeno que
infecta toda la planta y en cualquier etapa de desarrollo del cultivo, ocasiona pérdidas
econOmicas sustanciales durante y después de la cosecha (Benito et al., 2000). EI moho
gris se forma en los tejidos o en cualquier material vegetal, sus esporas se transportan a
largas distancias por actividad mecéanica, salpicaduras de agua o por el viento, se adhieren
en el huésped, penetrando el tejido vegetal mediante heridas o aberturas previas (Bernal,
2009), existiendo brevemente como agente biotrofico progresando a una fase necrotréfica
(Cheung et al., 2020).

B. cinerea puede desarrollarse en las semillas y colonizar sistémicamente la planta
hospedera sin ningln signo de enfermedad, solo causando sintomas en frutos lo que
dificulta su control, ingresa de forma temprana, se mantiene inerte hasta que el ambiente
es adecuado y cuando la fisiologia del receptor se modifica, manifiesta dafios antes o
después de la cosecha, por lo que los frutos supuestamente sanos pueden presentar
podredumbre (Williamson et al., 2007). La manifestacién de B. cinerea comienza con
cubiertas aterciopeladas en hojas senescentes, en las flores se puede presentar lesiones
color café que pueden progresar hasta el pedicelo, ocasionando la caida de la flor y futuro
fruto. Por otro lado, el fruto maduro puede presentar dafios fisicos en los que la cubierta
presenta moho gris pubescente y ablandamiento, este fitopatégeno prospera hasta dejar
marchito y seco al receptor. En el fruto recolectado y almacenado la presencia del hongo
varia y se percibe atipico, el moho gris en esta situacion se torna blanco por la falta de luz
(Koike y Bolda, 2016).

B. cinerea es el responsable de la descomposicion de frutas y hortalizas en campo o
después de la cosecha, perdiendo por completo calidad, ya que la podredumbre es
progresiva y contagiosa. B. cinerea ocupa el segundo lugar dentro de los patogenos del
mundo en términos de importancia cientifica y econdmica, ademas de que a lo largo del

tiempo ha generado resistencia a maltiples fungicidas (Romanazzi y Feliziani, 2014).



2.4.Métodos de control de patégenos

El control de una enfermedad requiere de la aplicacion de diferentes herramientas como
el monitoreo, diagnostico, control quimico, bioldgico, fisico y cultural, de forma
exclusiva o inclusiva. Exige llevar a cabo una identificacion acertada y oportuna para

lograr controlar, reducir o incluso suprimir la incidencia de la afeccion (Obregon, 2018).

Los métodos de control utilizados a lo largo del tiempo y progresivamente desde su
descubrimiento, han sido el uso de productos o sustancias quimicas, método que se
convirtio en el mas aplicado para reducir o eliminar patégenos, en las diferentes etapas

de desarrollo de la planta (Gepp, 2000).

Los plaguicidas quimicos mayormente utilizados son compuestos heterociclicos
nitrogenados, como azoles, benzimidazoles, ditiocarbamatos, dicarboximidas,
carbendazim, carboxin, propiconazol, benomyl y difenoconazol, sin embargo, solo pocos
articulos de investigacion han reportado el control significativo de la enfermedad en las
plantas mediante el uso de estos fungicidas en condiciones de campo abierto o
invernadero, ademas, esta practica suele ser costosa (Bubici et al., 2019). El uso masivo
de estos productos a traido consecuencias perjudiciales al ambiente, dafios a la salud
humana, destruccién de la biodiversidad, asimismo reduce su eficiencia generando

resistencia en el organismo objetivo (Laurin et al., 2006).

Como control biologico de patdgenos en plantas se utilizan bacterias y hongos, los
organismos mas destacables con esta capacidad son Pseudomonas, Bacillus y hongos
como Trichoderma y Gliocladium. Algunos microorganismos actdan por antibiosis o
competencia con el patdgeno por espacio, oxigeno o nutrientes, mientras otros como los
hongos hiperparasitos utilizan al patdgeno a manera de alimento, Trichoderma dispone
de ambos métodos (Vega, 2001).

La solarizacion como técnica de control fisico de plagas es el proceso en el cual los suelos
humedos son cubiertos con plasticos de polietileno, aplicados con la finalidad de

incrementar la temperatura del suelo y destruir fitopatdgenos (Antoniou et al., 1995).



Dentro del control cultural se sugiere la rotacion de cultivos, de modo que se enriquezca
la microbiota del suelo y la afeccion disminuya, reposando de solanaceas por cinco afios
(De Corato et al., 2020).

El control de moho gris por su amplia sintomatologia se basa en la utilizacion de
productos quimicos, sin embargo, el uso continuo de estos ha generado resistencia en las
cepas, ademas de contaminar y perjudicar la salud humana. Es por ello que diferentes
estudios intentan experimentar la funcionalidad de métodos alternativos que incrementen
las estrategias para el control de B. cinerea, como aplicaciones de soluciones salinas
(Youssef y Roberto, 2014), calcio (Chardonnet et al., 2000), sorbato potésico, quitosan,
composta y extractos de algas para inhibir el desarrollo de patégenos y reducir los dafios

originados por B. cinerea (Calvo Garrido, 2015).

2.5. Bioestimulantes

Un bioestimulante es toda sustancia organica, inorganica u organismo que aplicado en
plantas incrementa la eficiencia nutricional y mejora su adaptacion y tolerancia a
situaciones inadecuadas de estrés bidtico o abidtico (Du Jardin, 2015). Los
bioestimulantes son compuestos que provocan cambios morfolégicos, fisiologicos y
bioquimicos, estas reacciones alteran positivamente el desempefio metabolico y

adaptativo de las plantas (Zhou et al., 2021).

La bioestimulacion promueve el desarrollo de las plantas, lo que permite el uso eficiente
de los recursos ambientales (Juarez-Maldonado et al., 2019). Son mdltiples sustancias y
microorganismos los que acrecientan el desarrollo de la planta a lo largo del ciclo del
cultivo. Incitan los mecanismos naturales de forma que la absorcion, asimilacion de
nutrientes, la tolerancia o recuperacion a diferentes tipos de estrés y la calidad del cultivo
se ven impactados de forma positiva a consecuencia de los cambios en las funciones

fisiolégicas de las plantas (Calvo et al., 2014).

Los bioestimulantes son una herramienta prometedora que a dosis bajas estimula a las
plantas, promoviendo a la vez su supervivencia y la disminucion de fertilizantes (Carletti
etal., 2021). Son actualmente una técnica aplicada para la mejora visual de la calidad del

fruto y calidad nutricional, ademas de considerarse un manejo sustentable (Rodrigues et
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al., 2020) son productos potencialmente novedosos, reguladores de procesos fisioldgicos
(De Pascale et al., 2017). Son directamente asimilables por el vegetal, ingresan a la planta
a través de la epidermis al haz vascular y se vuelven parte de las células, favoreciendo la
produccidn de proteinas de forma que la energia adquirida es dirigida a procesos como la

floracion y generacion de frutos (Saborio, 2002).

La bioestimulacion induce en las plantas la activacion de sistemas de defensa
antioxidante, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que actlan
como sefializadores que protegen a la planta. Los mecanismos inducidos y la respuesta
hipersensitiva desprenden un estallido oxidativo (liberacion de ROS), incorporando
sustancias toxicas por transferencia de electrones que forma peréxido (ROO), radical
hidroxilo (HO), 6xido de nitrégeno (NO), anion superéxido (O*-) o perdxido de
hidrégeno (H202) (Camarena-Gutiérrez, 2007).

La generacién de ROS forma parte del sistema de defensa de las plantas; por lo tanto la
resistencia de las plantas a tensiones bidticas depende del reconocimiento inicial del
patdgeno por la planta, manifestandose aqui el &rea de oportunidad de los bioestimulantes
para mejorar la productividad y aliviar el estrés ocasionado (Calvo et al., 2014),
estimulando el sistema inmune de las plantas, lo cual puede ser aprovechado como técnica
de control de patégenos fundamental para el control de afecciones (Abbasi et al., 2021).
La planta reacciona a la situacién de estrés bidtico mediante profusas respuestas de
proteccion que impiden o previenen la fijacion o expansion del patégeno mediante la
liberacion de sustancias tdxicas que son producidas minutos u horas después del

establecimiento del patdgeno (Camarena-Gutiérrez, 2007).

2.6. Nanotecnologia

La nanociencia y la nanotecnologia hacen referencia a la comprension y manipulacion de
materiales en magnitudes nanométricas, es decir, la nanociencia comprende escalas de
pocos nandmetros mientras la nanotecnologia intenta manipularlos (Pradeep, 2007). Es
un area que indaga tecnologias a escalas muy pequefias en formas atomicas, moleculares
y macromoleculares, en dimensiones de 1-100 nandémetros (McNeil, 2005). Es
interdisciplinaria, funcional en la medicina, la industria farmacéutica, textil, electronica,

tecnoldgicay agricola (Ram et al., 2014), que asegura aplicaciones masivas en una amplia
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escala de utilidad (Nasrollahzadeh et al., 2019). Algunas de las aplicaciones mas
prometedoras son la monitorizacion de la salud, produccion agricola, tratamiento de
aguas, deteccion y control de plagas y remediacion de la contaminacion atmosférica
(Maubert et al., 2009).

La nanotecnologia ofrece ventajas en el sector agricola mediante la bioestimulacion, al
reducir insumos, maximizar rendimientos, inocuidad y no causar disturbios en el
ecosistema (Acharyay Pal, 2020). Otra aplicacion importante es la remediacion de suelos
contaminados por medio de reacciones redox, adsorcion, fotocatalisis, filtracion e
intercambio i6nico gracias al tamafio de particula de los nanomateriales (Usman et al.,
2020).

2.7. Nanomateriales de carbono

Los nanomateriales de carbono son al6tropos de carbono, se presentan en forma de
grafito, grafeno, diamante, nanotubos de carbono y fullereno. Los CNT presentan
excelentes propiedades fisicas y quimicas como son su densidad, dureza, resistencia,
flexibilidad, alta conductividad eléctrica y térmica. Son el resultado del enrollamiento de
una lamina de atomos de carbono que son de una o maltiples capas de grafeno (Martin,
2011). Es decir en funcion de las capas de laminas de grafeno que posean se diferencia
uno de otro, clasificandose en tipos de nanotubos, que pueden ser de pared sencilla (una
sola capa) o multiple (con varias capas concéntricas) (Aidé et al., 2017).

Los CNT se han utilizado en la agricultura, sin embargo presentan un problema de
dispersion gue ocasiona aglomerados que impiden su aplicacion, esta poca solubilidad se
ha modificado a modo que sean mas dispersos en el agua, haciendo posible la
manipulacion (Andrade Guel et al., 2012).

Los NMC en la agricultura mejoran el rendimiento general de las plantas, por lo que se
consideran un bioestimulante sin embargo, continua siendo un area de estudio poco
explorada (loannou et al., 2020). Actualmente, se han desarrollado y aplicado para
monitorear la salud de los cultivos, promover el crecimiento, mejorar la eficiencia de
fertilizantes, plaguicidas, manejar y controlar plagas, enfermedades y mitigar el estrés

abiotico (Verma et al., 2019). Los nanomateriales a base de carbono son considerados
12



biocompatibles y degradables debido a su estructura de carbono no toxica (Vera et al.,
2016).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Establecimiento del experimento
El experimento se realizé en un invernadero de patégenos de mediana tecnologia tipo
tunel con cubierta de polietileno, ventilacion natural y orientacion norte-sur, perteneciente
al Departamento de Botanica, en las instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN).

3.2. Material vegetal

Se utilizaron semillas de tomate tipo saladette de la variedad El Cid F1 (Harris Moran,

Davis, CA, EE. UU.) de crecimiento indeterminado.
3.3. Nanomateriales de Carbono
Se utilizaron nanotubos de carbono multicapa con un didmetro de 30 a 50 nm, una

longitud de 10 a 20 uM y una pureza de aproximadamente el 95 % (Nanostructured &
Amorphous Materials, Inc., Houston, TX, EUA.) (Fig. 1).

Figura 1. Morfologia de nanotubos de carbono utilizados
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3.4.Desarrollo del cultivo

Las plantulas de tomate se trasplantaron 15 dias después de la siembra en bolsas de
poliestireno de color negro de 12 L, en una mezcla de peat moss-perlita en proporcion 1:1
con base a volumen. La nutricidn de las plantas se realizd mediante un sistema de riego
dirigido con solucion Steiner, (1961) ajustando el pH con &cido sulfurico (H2SO4)
concentrado a un valor de 6.5 para favorecer la absorcion de nutrientes. El cultivo se
desarroll6 durante 90 dias manejado a un solo tallo aplicando cinco tratamientos: TO:
testigo absoluto, Nanotubo de carbono CNT a una concentracién de 100 mg L™, CNT
inoculado con 1x108 esporas por mL de B. cinerea, Oxitetraciclina de cobre 2 g L
inoculado con 1x108 esporas por mL ~* de B. cinerea como control comercial y un control
positivo con 1x10® esporas por mL™* de B. cinerea con 5 repeticiones por cada

tratamiento.

Las esporas de B. cinerea se cultivaron a 29 °C durante 15 dias en cajas de Petri con
medio papa dextrosa agar (PDA) provisto de ampicilina (100 mg mL™). Antes de la
inoculacién, las esporas se resuspendieron en agua destilada estéril, para crear la
suspension de conidios de trabajo. Las plantas bajo tratamiento de B. cinerea se
inocularon cuatro semanas después del trasplante (ddt), con una suspension de conidios
de 1x108 esporas por mL™%, con 100 pL de suspension de conidios por planta, inyectados

en los foliolos mediante una jeringa de insulina a una profundidad de 5 mm.

La primera aplicacion de los tratamientos se realiz6 al trasplante por via foliar y
posteriormente las siguientes aplicaciones se realizaron en intervalos de una semana, para

un total de cinco aplicaciones.

3.5. Evaluacion de incidencia y severidad de Botrytis cinerea

La severidad en las plantas de tomate se determind de acuerdo a la escala de Taheri y

Tarighi, (2010) donde la sintomatologia es:

0. Sin moho gris (0 %).
1. Sintomas de moho gris hasta el 25 % del &rea foliar (20 %).

2. Sintomas de moho gris del 25 al 50 % del area foliar (40 %).
15



3. Sintomas de moho gris del 50 al 75 % del &rea foliar (60 %).
4. Sintomas de moho gris en més del 75 % del &rea foliar (80 %).
5. Planta muerta (100 %).

3.6. Variables agronomicas

Para la evaluacion del crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate se realizaron
mediciones, cada 15 dias (ddt). Se midid altura de planta (flexdbmetro), diametro de tallo

(vernier digital) y se contabiliz6 el nimero de hojas.

Al momento de la cosecha se evalud la biomasa fresca, peso fresco de tallo y hojas (g),
se utilizé una balanza digital (OHAUS Modelo Adventurer Pro). El peso seco de tallo y
hojas (g) se obtuvo al secar las muestras, en una estufa de secado marca Drying Oven
modelo DHG9240A durante 72 h a una temperatura constante de 90 °C.

A los 70 dias (ddt) se tomaron muestras al azar de la cuarta hoja completamente
expandida, se colocaron inmediatamente en hielo (4 °C) y se conservaron a —20 °C en
ultra congelador para detener la actividad enzimatica.

3.7. Pigmentos fotosintéticos

Este parametro se determind de acuerdo al método de Nagata y Yamashita, (1992) con
algunas modificaciones. Para realizar la extraccién se pesaron 10 mg de tejido liofilizado
y se colocaron en un microtubo de 2 mL, se afladieron 2 mL de hexano:acetona (3:2). El
extracto obtenido se centrifugé a 12 000 RPM durante 10 minutos a 4 °C en una
microcentrifuga (OHAUS Frontier Modelo FC5515 R). Se recolectd el sobrenadante, con
este extracto se determinaron clorofilas a absorbancias de 453 nm, 472 nm, 505 nm, 645
nm y 663 nm. El contenido de clorofila a y clorofila b se determindé mediante
espectrofotometria (UNICO Spectrophotometer Modelo UV2150) usando la absorbancia
(A) leida a 663 nm y 645 nm en las ecuaciones 1y 2. La clorofila total se obtiene con la
ecuacion 3. Los carotenoides se obtienen con la ecuacion 4. El blanco fue hexano:acetona

(3:2). Los resultados se expresaron en mg 100 g~ de peso seco.
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Clorofilaa = 25.38+* A663 + 3.6A 645 (D

Clorofilab = 30.38 x A645 - 6.5 x A 663 2
Clorofila total = 18.8 x A663 + 34.02 x A 645 3)
B — caroteno = 0.216 * A663 — 1.22 = A645 — 0.304 = A 505 + 0.452 * A453 (4)

3.8. Peroxido de hidrogeno

Se determind de acuerdo al método de Velikova et al., (2000). 10 mg de muestra
liofilizada se homogeneizaron con 1000 pL de &cido tricloroacetico (0.1 %) frio. El
homogeneizado se centrifugd a 12 000 RPM durante 15 minutos, se tomaron 250 pL del
supernadante y se afiadio 750 pL de buffer de fosfato de potasio 10 mm (pH 7.0) y 1000
pL de yoduro de potasio (1 mL). La absorbancia se ley6 a 390 nm. El contenido de H20-

se determind utilizando un estandar de H»O.

3.9. Fenoles totales

Se determiné mediante el método del reactivo Folin-Ciocalteu descrito por Yu y
Dahlgren, (2000) con algunas modificaciones. Brevemente se pesaron 50 mg de muestra
liofilizada la cual se extrajo con 1000 pL de solucion agua: acetona (1:1). La mezcla se
homogeneizo en vortex durante 30 segundos, se sénico por 5 minutos para finalmente
centrifugar en una centrifuga (OHAUS Frontier Modelo FC5515 R) a 12 500 RPM

durante 10 minutos a 4 °C.

Para la cuantificacion se tomd una alicuota de 18 pL, se afiadié 70 pL de reactivo Folin-
Ciocalteu, 175 pL de carbonato de sodio (Na2COs) al 20 % y 1740 uL de agua destilada
fria, se sometid a bafio maria a 45° C durante 30 minutos y se midi6 absorbancia a 750
nm en espectrofotometro UV-Vis (UV-Vis (UNICO Spectrophotometer Modelo
UV2150) con celdilla de cuarzo usando agua:acetona como blanco. Los resultados se
expresaron en miligramos equivalentes de acido galico por 100 g de peso seco (mg de
EAG 100 g 1 PS).

3.10. Flavonoides
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Se llevo a cabo utilizando el método de Dowd adaptado por Arvouet-Grand et al., (1994)
a 20 mg de tejido liofilizado se agregaron 2 mL de metanol de grado reactivo, se
homogeneizo en vortex durante 30 segundos. La mezcla se filtré usando papel Whatman
No. 1.

Para la cuantificacion, se tomé una alicuota de 1 mL del extracto, se agregaron 2 mL de
solucion metandlica de tricloruro de aluminio (AICIz) al 2 % en un microtubo y se dejo
reposar durante 20 minutos en la oscuridad. Transcurrido el tiempo se tomo la lectura en
un espectrofotometro UV-Vis (UV-Vis (UNICO Spectrophotometer Modelo UV2150).
A una longitud de onda de 415 nm utilizando una celdilla de cuarzo. El contenido de
flavonoides se expreso en miligramos equivalentes de quercetina por 100 g de peso seco
(mg EQ 100 g 1PS).

3.11. Vitamina C

El contenido de acido ascérbico o vitamina C se determind por el método de Hung y Yen,
(2002) 10 mg de tejido liofilizado se colocaron en un microtubo y se agregé 1 mL de
acido metafosforico al 1 % y se filtr6 con papel Whatman N° 1. Posteriormente se
recolect 0.2 mL de la extraccion y se agreg6 1.8 mL de 2-6 diclorofenolindofenol (50
uM) y se dejé a temperatura ambiente por 15 segundos. La cuantificacién se realizé por
espectrofotometria (UNICO Spectrophotometer Modelo UV2150) a una longitud de onda
de 515 nm en una celdilla de cuarzo. Para el blanco se utiliz6 acido metafosférico. Los
valores se obtuvieron a partir de la curva de calibracién preparada con acido ascérbico

(0-50 mg L™1). Los resultados se expresaron en mg g~ de peso seco de acido ascorbico.

3.12. Anadlisis estadistico

Para la evaluacion de las variables agronémicas se consideraron cinco repeticiones por
tratamiento usando un disefio en cuadro latino (5x5) y para las variables bioquimicas
cinco repeticiones por tratamiento, utilizando un disefio completamente al azar. El
analisis de varianza y prueba de medias de Fisher LSD (p < 0.05) se realizaron en el
software InfoStat version 2018. Ademas, se realiz6 un analisis multivariado de varianza
(MANOVA) y la prueba de Hotelling (p < 0.05) sobre la incidencia y severidad de

Botrytis cinerea.
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4. RESULTADOS

La incidencia y severidad de B. cinerea en plantas de tomate se modificaron con la
aplicacion de los tratamientos (Figura 2). EI menor porcentaje de incidencia en plantas
inoculadas se observo en el tratamiento CNT+Bc con un 90 %, los tratamientos Ox+Bc
y Bc tuvieron una incidencia del 100 %. TOy CNT a pesar de que no fueron inoculados,

tuvieron incidencia del 7 y 5 % respectivamente (Fig. 2 A).

La severidad de B. cinerea disminuyd con la aplicacion de CNT, ya que cuando se
aplicaron los nanomateriales de carbono en plantas inoculadas con el patégeno en
CNT+Bc hubo una reduccion de hasta un 43 % respecto al control positivo Bc. El
tratamiento Ox+Bc presentd una reduccion del 11 % en la severidad del patégeno en
comparacion con el control positivo. Al igual que en la incidencia, los tratamientos no
inoculados mostraron una severidad del 3 y 2 % con respecto al control positivo (Fig. 2
B).
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Figura 2. Incidencia (A) y severidad (B) de Botrytis cinerea en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto;
CNT: Nanotubos de carbono (100 mg L‘l); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas
inoculadas con Botrytis cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L‘l); Ox+Bc: Control

comercial (Oxitetraciclina 2 g L’l) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Letras diferentes entre

tratamientos indican diferencias significativas segun la prueba de Hotelling (p < 0.05).

Los resultados mostraron que las aplicaciones de nanotubos de carbono incrementaron el
namero de frutos por planta (Fig. 3 A). CNT fue el tratamiento que presento el mayor
namero de frutos con 13.04 %, 17.39 y 4.34 % maés respecto a Ox+Bc, Bc, CNT+Bc y
TO. Los tratamientos TO y CNT+Bc no mostraron diferencias significativas, en cuanto a

Ox+Bc redujo el nimero de frutos un 10 % respecto a CNT+Bc.

El rendimiento presentd incrementos en el tratamiento CNT, aumentando 4.93 %, 6.73
%, 12.73 %y 14.03 % con respecto a TO, CNT+Bc, Ox+Bc y Bc, sin embargo, CNT+Bc
se mostrd estadisticamente igual al testigo absoluto, superando al control quimico con el
6.42 %. (Fig. 3 B).
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Figura 3. Numero de frutos por planta (A) y rendimiento (B) en plantas de tomate. TO: Testigo

absoluto; CNT: Nanotubos de carbono (100 mg L‘l); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea;
CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L‘l); Ox+Bc:

Control comercial (Oxitetraciclina 2 g L’l) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra

comun no son significativamente diferentes segun LSD Fisher. (p < 0.05).
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La aplicacion de nanomateriales de carbono no modifico la altura de las plantas de tomate

ya que los tratamientos no presentaron diferencias significativas (Fig. 4).
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Figura 4. Altura de plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de carbono (100 mg L™Y);
Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea tratadas con
nanotubos de carbono (100 mg L™); Ox+Bc: Control comercial (Oxitetraciclina 2 g L™) en plantas

inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comin no son significativamente diferentes segin LSD

Fisher. (p < 0.05).

Se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos en el didmetro de tallo (Fig. 5).
Cuando las plantas no fueron inoculadas con B. cinerea hubo un incremento en esta
variable con respecto a las plantas inoculadas, ya que los tratamientos Ox+Bc disminuyo
el didmetro de tallo 5.51 %y 6.64 % en el control positivo y CNT+Bc con respecto a TO,
ademas el control quimico redujé 4.83 %y 5.95 % en Bc y CNT+Bc respecto a CNT.
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Figura 5. Diametro de tallo en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de carbono
(100 mg L™); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis
cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™); Ox+Bc: Control comercial (Oxitetraciclina 2 g
L) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comin no son significativamente
diferentes segin LSD Fisher. (p < 0.05).

En el nimero de hojas se modificé estadisticamente con la aplicacion de los tratamientos
(Fig. 6). EI mayor incremento se documento bajo los tratamientos TO, CNT y Ox+Bc.
Cuando las plantas fueron inoculadas con el patdgeno, la aplicacion de Oxitetraciclina

incrementd el nimero de hojas 3.55 %y 0.74 % respecto a CNT+Bc y Bc.
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Figura 6. Nimero de hojas en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de carbono
(100 mg L™Y); Be: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis
cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™); Ox+Bc: Control comercial (Oxitetraciclina 2 g
L) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comin no son significativamente
diferentes segin LSD Fisher. (p < 0.05).

La aplicacién de NMC mostré diferencias significativas entre tratamientos en el nimero
de racimos por planta (Fig. 7). Ox+Bc fue el tratamiento con el mayor nimero de racimos
por plantas, seguidos del control positivo Bc. Ambos se comportaron estadisticamente
iguales al TO. Cuando las plantas no fueron sometidas a estrés, la aplicaciéon de CNT

mostré una disminucion en del nimero de racimos de 6.25 % con respecto de Bc
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TO CNT Be CNT+Bc Ox+Bc
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Figura 7. Namero de racimos en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de carbono
(100 mg L™); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis
cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L1); Ox+Bc: Control comercial (Oxitetraciclina 2 g
L) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comin no son significativamente
diferentes segun LSD Fisher. (p < 0.05).

La biomasa fresca de las plantas mostré diferencias significativas entre tratamientos (Fig.
8). El mayor contenido de biomasa se observé en las plantas que no fueron inoculadas
con el patdgeno, sin embargo, se destaca que la aplicacion de CNT en plantas inoculadas

con B. cinerea se comportd estadisticamente igual a los tratamientos que no fueron
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inoculados, ademas fue estadisticamente superior al controlo quimico y al control positivo

incrementando la biomasa 3.90 %y 12.19 %.
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Figura 8. Biomasa fresca en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de carbono (100
mg L™); Be: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea
tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™1); Ox+Bc: Control comercial (Oxitetraciclina 2 g L™) en
plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comdn no son significativamente diferentes segun

LSD Fisher. (p < 0.05).

La variable biomasa seca no revel6 diferencias estadisticas entre tratamientos (Fig. 9).

Sin embargo, se observé una tendencia a la disminucion de esta variable en las plantas

correspondientes al control positivo Bc.
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Figura 9. Biomasa seca en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de carbono (100
mg L?); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea
tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™); Ox+Bc: Control comercial (Oxitetraciclina 2 g L™) en
plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra com(n no son significativamente diferentes segln
LSD Fisher. (p < 0.05).

Se observaron diferencias entre tratamientos en el contenido de pigmentos en plantas de
tomate (Fig. 10). La clorofila a, fue estadisticamente superior en los tratamientos TO, CNT
y CNT+Bc, incrementando 29.08 %, 28.65 % Yy 6.88 % respecto a Bc; 6.31 % 20.74 %y
20.25 %, con respecto a Ox+ Bc. En el contenido de clorofila b se observo la misma
tendencia que en el contenido de clorofila a, ya que los tratamientos TO, CNT y CNT+Bc
fueron estadisticamente superiores con 50.39 % 40.33 % y 22.42 % respecto a Bc; 6.69
% 23.96 % y 8.54 % respecto a Ox+Bc. La suma de ambas clorofilas (clorofilas totales)
también se incrementd en los tratamientos TO, CNT y CNT+Bc, 36.05 %, 1141 % y
21.62 % en comparacion con Bc; 32.49 %, 6.46 % y 17.24 % con respecto a Ox+Bc.

La aplicacion de CNT en plantas enfermas fue el tratamiento que mas incremento el

contenido de carotenoides con 30.01 % respecto a Ox+Bc. El control quimico se mostrd

estadisticamente igual a los tratamientos no inoculados y a Bc.
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Figura 10. Contenido de pigmentos en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de
carbono (100 mg L™); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con
Botrytis cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™%); Ox+Bc: Control comercial
(Oxitetraciclina 2 g L™) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comln no son
significativamente diferentes segiin LSD Fisher. (p < 0.05).

El contenido de H.O> en plantas de tomate se modifico con la aplicacion de los
tratamientos (Fig. 11). EI mayor contenido de este compuesto se observé cuando se aplico
Oxitetraciclina en plantas inoculadas con B. cinerea, ya que se incrementd 10.02 % y
19.07 % con respecto de Bc y CNT+Bc. Cuando se aplicé nanomateriales de carbono en

plantas enfermas el contenido de H>O> fue estadisticamente igual a las plantas que no
fueron inoculadas.
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Figura 11. Contenido de perédxido de hidrégeno en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT:
Nanotubos de carbono (100 mg LY); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas
inoculadas con Botrytis cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™1); Ox+Bc: Control comercial
(Oxitetraciclina 2 g L™) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comin no son
significativamente diferentes segin LSD Fisher. (p < 0.05).

En los compuestos fenolicos se observaron diferencias estadisticas entra tratamientos
(Fig. 12). Destacando el testigo absoluto sobre los otros tratamientos con el mayor
contenido de estos compuestos. CNT+Bc redujo 12.54 % respecto al TO, pero obtuvo el

1.45 9% de incremento en cuanto a Ox+Bc.
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Figura 12. Contenido de fenoles en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de carbono
(100 mg L™Y); Be: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con Botrytis
cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™); Ox+Bc: Control comercial (Oxitetraciclina 2 g
L) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comin no son significativamente
diferentes segun LSD Fisher. (p < 0.05).

El contenido de flavonoides en las plantas no mostro diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo, los tratamientos con el menor contenido de estos metabolitos
fueron CNT y Ox+Bc. (Fig. 13).
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Figura 13. Contenido de flavonoides en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de
carbono (100 mg L); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con
Botrytis cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™); Ox+Bc: Control comercial
(Oxitetraciclina 2 g L™) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra comin no son

significativamente diferentes segun LSD Fisher. (p < 0.05).

El contenido de vitamina C no se modificd con la aplicacion de los tratamientos, sin
embargo, el control positivo Bc fue el que evidencié el menor contenido de este

compuesto. (Fig. 14)
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Figura 14. Contenido de vitamina C en plantas de tomate. TO: Testigo absoluto; CNT: Nanotubos de
carbono (100 mg L™); Bc: plantas inoculadas con Botrytis cinerea; CNT+Bc: plantas inoculadas con
Botrytis cinerea tratadas con nanotubos de carbono (100 mg L™%); Ox+Bc: Control comercial

(Oxitetraciclina 2 g L™) en plantas inoculadas con Botrytis cinerea. Medias con letra com(n no son
significativamente diferentes segin LSD Fisher. (p < 0.05).
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5. DISCUSION

B. cinerea agente causal del moho gris, es un patégeno con gran importancia agronomica,
responsable de la descomposicion de frutas y hortalizas en un amplio nimero de
huéspedes que ocasiona pérdidas significativas (Romanazzi y Feliziani, 2014). Por su
parte, los nanomateriales de carbono pueden impactar de manera positiva en las plantas
y utilizarse como herramienta para el control de patdgenos ya que poseen la capacidad de
inhibicion de microorganismos al generar dafios fisicos a consecuencia de la relacion
superficie/volumen de los NMC, que provoca un vinculo con la pared celular y la
membrana de los microorganismos, ocasionando lesiones en estas (Khan et al., 2016),
causando deshidratacion y muerte de las mismas (Maksimova, 2019). De igual manera
los NMC causan dafios quimicos debido a que la interaccion CNT y patdgeno genera

ROS potencialmente tdxicas para los microorganismos (Azizi-Lalabadi et al., 2020).

Algunas investigaciones concuerdan con la presente, demostrando que los CNT inhiben
el crecimiento de microrganismos patdgenos de plantas, Siddiqui et al., (2019)
adicionaron en medio de cultivo Murashige y Skoog 0.10 mg mL™ de 6xido de grafeno
y reportaron la inhibicion de los patdgenos flngicos Alternaria dauci y Fusarium solani
de forma in vitro. Hao et al., (2019) aplicaron de forma foliar 200 mg L™* de nanotubos
de carbono en plantas de rosa (Rosa rugosa Thunb.) infestadas con Podosphaera pannosa

y reportaron una disminucion del desarrollo y la severidad del patdgeno sobre las plantas.

En la presente investigacion se observo una disminucion del diametro de tallo, biomasa
fresca y seca en las plantas de tomate cuando estas fueron inoculadas con el patégeno. Se
ha demostrado que B. cinerea se desarrolla en cualquier parte de la planta (lesiona hojas,
tallos, flores y frutos) al colonizar induce marchitez o incluso la muerte (Koike y Bolda,
2016), al invadir los tejidos meristematicos degrada las paredes celulares de los tejidos
dérmicos, extinguiendo las células vegetales, nutriendose de su contenido, ocasionando
perdida de agua y nutrientes, disminuyendo el rendimiento, el desarrollo de los tallos o
cualquier otra parte vegetal (Reyes, 2017).
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Merché&n-Gaitén et al., (2019) informaron la disminucion del rendimiento y la calidad del
cultivo de fresa (Fragaria sp), ademas de pérdidas florales a consecuencia de la pudricién
que ocasiona B. cinerea. Bombelli y Wrright, (2006) reportan pérdidas en firmeza ademas
de deterioro en apariencia por presencia de podredumbre acuosa y blanda en frutos de

tomate infectados por B. cinerea.

Gonzélez-Garcia et al., (2019) obtuvieron aumentos en biomasa aérea mediante
aplicaciones foliares a diferentes dosis de CNT y grafeno (10, 50, 100, 250, 500 y 1000
mg L) en plantas de tomate, asi como incrementos en compuestos antioxidantes como
fenoles, flavonoides y vitamina C, este compuesto protege de diferentes tipos de estrés y
estd involucrado con el crecimiento, desarrollo y rendimiento de las plantas. Tripathi et
al., (2011) reportan en Cicer arietinum L. (garbanzo), aumentos en la longitud del brote
mediante la aplicacion de CNT a 100 mg L en las semillas, se le adjudica esta reaccion
a la funcion bioestimulante que promueven los nanotubos de carbono. Asimismo
Namesny, (2022) reportd mejorias en crecimiento de brote, tallo e incrementos en la
biomasa en plantas de tomate por aplicaciones de 6xido de grafeno a concentraciones de
50 mg L1, mientras que Zhang et al., (2021) demostraron que la aplicacion de grafeno a
dosis de 50 mg L™ impact6 positivamente la capacidad fotosintética aumentando el
rendimiento y aspectos morfoldgicos como hojas y raices en plantas de sabila (Aloe vera
L.), esto por su capacidad como fertilizante, que mejora la eficiencia de nutrientes

mediante liberaciones lentas, proporcionando un suministro constante de grafeno.

Por otra parte los nanotubos de carbono aumentan la composicion lipidica, rigidez y
permeabilidad de las membranas plasmaticas de la raiz, fomentando la absorcion de agua,
nutrientes y COz en las plantas, o que resulta en mayor crecimiento y desarrollo vegetal
(Martinez-Ballesta et al., 2016).

Otros efectos de gran importancia con la aplicacion de CNT son el aumento de la
productividad agricola (Patel et al., 2018), McGehee et al., (2017) reportaron
acrecentamiento en el nimero de frutos luego de la aplicacion de 50 mg L™ de CNT,
agregados al sistema hidropdnico, esto se debe a que una vez dentro de las células
vegetales, los NMC interactian con los diversos organulos celulares que pueden
modificar los procesos metabdlicos y afectar los procesos bioguimicos en la célula

(Younes et al., 2019), los NMC son absorbidos por la planta a través de la raiz o de las
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hojas y funcionan como fuente de carbono, mejorando de este modo el crecimiento y
desarrollo de la planta lo que resulta en el incremento de biomasa y rendimiento del

cultivo a consecuencia de la pulverizacion del grafeno (Majeed et al., 2020).

Las variables agrondémicas evaluadas en la presente investigacion corroboran la
funcionalidad de CNT, destacando este tratamiento sobre el producto comercial e incluso
resulta estadisticamente igual o mayor que el tratamiento de control en algunas de las
variables evaluadas, pudiendo ser una excelente opcion de uso en cultivos agricola. Los
NMC se consideran favorables en la productividad y tolerancia de las plantas, ya que
impulsan el desarrollo morfoldgico, biomasa de hojas, tallos, raices y frutos, ademas de
aminorar la incidencia y severidad de Botrytis cinerea en el cultivo de tomate. También
los nanomateriales de carbono funcionan como bioestimulante al promover el crecimiento
y funcionamiento de las plantas ante condiciones de estrés, modificando el sistema de
defensa antioxidante y mejorando la respuesta de las plantas ante el dafio generado por

microorganismos patogenos (Méndez-Lopez et al., 2022).

Los resultados demuestran que los nanomateriales inducen la generacién de H>O; por si
solos y en las plantas sometidas a estrés por el patégeno, esto como método de
sefializacion que activa el sistema de defensa de la planta al estrés biotico, sin embargo,
se demostré que fue menor el contenido de este compuesto en las plantas inoculadas
tratadas con CNT que con la aplicacion del fungicida quimico. Wang et al., (2012)
reportaron incrementos de H>O> en semillas de maiz (Zea mays L.) expuestas a la técnica
de imbibicién a una concentracion de 100 mg L=* de nanoparticulas de 6xido de cobre
(CuO), otra investigacion mostré produccion de H202 en plantas de chile (Capsicum
annuum L.) tratadas con NPs de 6xido de zinc (ZnO) a una concentracion de 50 mg L™
(Mendez-Arguello et al., 2016).

En las planta la produccién de ROS, como el H>O; inducen a la sintesis de metabolitos
secundarios, con alto potencial antioxidante como los compuestos fendlicos (Jordan et
al., 2018), estos compuestos quimicos regulan la actividad metabolica y tienen una
funcién directa en el crecimiento de la planta, actian como repelentes a depredadores y
patdgenos y presentan efectividad de proteccion ante la radiacion ultravioleta (Pérez-
Pérez et al., 2014), los flavonoides al igual que los fenoles son compuestos con naturaleza

fitoquimica que protege a las celulas de factores estresantes, quela metales y actia como
32



antioxidante, es decir neutraliza radicales libres tdxicos u oxidantes que causan
enfermedades o muerte celular (Martinez-Flérez et al., 2002), los flavonoides son
compuesto que se encuentran en las areas mas expuestas al sol como: hojas, flores y
frutos, ademas atrae insectos para el proceso de polinizacion y posee funcién

antienvejecimiento (Luengo, 2016).

Por su parte acido ascorbico es un antioxidante que degrada las ROS, reduciendo estrés
oxidativo biotico y/o abiotico (Mora-Herrera et al., 2011). Galindo-Guzman et al., (2022)
reportaron en su investigacion de germinacion, incrementos de antioxidantes vy
metabolitos secundarios, produciendo mayor cantidad de compuestos fenélicos en plantas
de lechuga (Lactuca sativa L.) con la aplicacion de nanoparticulas de 6xido de zinc
humedeciendo las semillas a una dosis de 50 mg L~ NPs-ZnO. Rivera-Gutiérrez et al.,
(2021) presentaron aumentos del 20 % en compuestos antioxidantes (fenoles, flavonoides
y acido ascdrbico) en frutos de mel6n (Cucumis melo L.), sometidos a aspersiones foliares
con 50 mg Lt de NPs ZnO.

CNT aumentan los metabolitos secundarios como fenoles y flavonoides, los cuales se
distinguen por su funcion antimicrobiana, obstaculizando la division celular e inactivando
la sintesis de aminoacidos indispensables para el patogeno (Arruda et al., 2021). Es decir,
CNT puede reducir considerablemente los dafios ocasionados en las plantas por Bc, al
inducir resistencia al patégeno inhibiendo su replicacion. El uso de CNT resulta
novedoso y viable para el control de enfermedades en la agricultura al reducir los

impactos negativos (Gonzalez-Garcia et al., 2022).
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6. CONCLUSION

La aplicacion de nanomateriales de carbono redujo significativamente la incidencia y
severidad de Botrytis cinerea en plantas de tomate, adicionalmente los tratamientos en
los que se hizo uso de los nanotubos de carbon incrementaron el rendimiento e impactaron

positivamente el desarrollo de las plantas.

Los nanomateriales de carbono modifican el sistema de defensa de las plantas induciendo
tolerancia a diferentes tipos de estres, los CNT son una alternativa para incrementar la

productividad, calidad de frutos y 6rganos.
El campo de accién de los NMC resulta prometedor en la agricultura, mostrandose como

una opcion viable, productiva y biocompatible, con una estructura a base de carbono que

no genera toxicidad en la planta.
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