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RESUMEN

En México, el tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) es uno de los cultivos méas
importantes por la superficie cultivada, ademés de los ingresos generados y, su importancia
en la gastronomia. La produccion de este cultivo es afectada por una gran cantidad de
microorganismos fitopatégenos que merman su rendimiento, tales como: bacterias, hongos,
virus. EI moho negro Alternaria alternata (Fries) Keissl: (Pleosporaceae) ocasiona desde
ocho hasta 50% dafio en el fruto, principalmente en periodos prolongados de alta humedad,
representando pérdidas significativas al productor. Se evalué la actividad antiflngica in vitro
de nanoparticulas de éxido de Zinc (NPs-ZnQ) y 6xido de zinc (ZnO) sobre el control de A.
alternata bajo condiciones de laboratorio. Para determinar la actividad antiflngica se
prepararon medios de cultivo envenenados con ZnO y NPs-ZnO, en el cual se coloco un
explante en el medio sélido. El arreglo experimental fue completamente al azar con dos
tratamientos con ocho concentraciones (3000, 2000, 1600, 1200, 800, 400, 200, 100 ppm) y
un testigo absoluto (0 ppm), y cuatro repeticiones cada una. Se evalué el efecto de las NPs-
ZnO sobre el crecimiento del micelio de A. alternata y la concentracion de esporas del hongo.
A concentraciones altas de NPs-ZnO (3000 y 2000 ppm) inhibieron el crecimiento micelial
con 86.7 y 85.1% respectivamente. En la concentracién de esporas, las concentraciones de
1200-3000 ppm alcanzaron un 100% de inhibicion. Las NPs-ZnO, tienen una aplicacion
potencial como agente antiflngico y pueden utilizarse como una alternativa en el control del
hongo fitopatdgeno A. alternata. Las nanoparticulas como fungicidas son una estrategia
novedosa, que demanda investigacion futura, principalmente pruebas de semicampo y

campo.

Palabras clave: Alternaria alternata, fitopatdogenos, moho negro, nanoparticulas,

nanotecnologia, pesticidas, tomate.



INTRODUCCION

El tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae), es la hortaliza méas importante en México,
se cultiva para atender la demanda nacional y de exportacion, es una planta herbacea de tallo
grueso, el fruto es una baya y es de color rojo, proporciona vitaminas A 'y C, reconocida como
una fuente importante de alimento por su alto contenido de licopeno, fuente de antioxidantes

y antinflamatorio, y otros multiples beneficios para la salud (SIAP, 2021).

En 2018 se produjeron en el mundo 182, 258,016.0 t de tomates frescos, los principales paises
productores son China (aporta una tercera parte de la produccion mundial), India y Estados
Unidos; de esta cantidad México produjo 4, 559,375.0 t, de las cuales 778,425.0 t de tomate
verde y 3,780,950.0 t de tomate rojofo jitomate, como también es conocido en México.
Posicionado como el noveno pais productor; México es a nivel mundial el principal
exportador de esta hortaliza, cuyos destinos son Estados Unidos, Canada, Japon y Costa Rica
(CEDRSSA, 2020).

Actualmente las enfermedades causadas por agentes bidticos en el cultivo de tomate son una
limitante en muchas partes del mundo, afectando el proceso productivo y la comercializacion.
Actualmente existen cerca de 58 enfermedades, provocadas por hongos, antibiéticos, virus y
nematodos (Fernandez et al. 2013). Las enfermedades postcosecha representan un factor
importante en las pérdidas de hasta un (47%) durante el almacenamiento, produccion y
distribucion del tomate, debido a la pérdida de calidad y contaminacion (Rodriguez-Guzman
etal. 2019). Una de las causas principales de enfermedades en frutas y hortalizas es originada
por la accion de hongos fitopatdgenos, entre las que destaca Alternaria alternata (Fries)
Keissl. patdgeno de postcosecha causante de la pérdida de calidad del producto, por los
importantes dafios en el tejido, los cuales se presentan durante los procesos de
comercializacion desde la cosecha hasta el consumidor final, reduciendo su vida util (Flores
et al. 2013).

En México, la agricultura tradicional y el uso desmedido de productos quimicos ha

provocado un gran incremento de plaguicidas, debido a que el control quimico es la
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herramienta principal para el control de hongos fitopatogenos. Durante el periodo de 1990-
2018, se incrementd el uso de fungicidas y antibidticos un 104% (CERDSSA, 2020). Los
pesticidas se dispersan en el medio ambiente, contaminando el agua, aire, suelos, provocando
desertificacion, amenazan la estabilidad de muchas especies, ademas de contaminar los
alimentos. La salud humana también es afectada por los por plaguicidas, por varias vias,
como inhalacion, al contacto, por los alimentos, etc., ocasionando enfermedades agudas y
cronicas (Del Puerto et al. 2014; Ramirez, 2018).

La tecnologia a escala nanométrica es una de las mejores innovaciones de los Ultimos
tiempos, la nanotecnologia (NT) permite controlar y modificar la materia a escala
nanométrica de 1 a 100 nm aproximadamente. Las nanoparticulas (NPs) tienen un amplio
campo de aplicacion, las cuales dependen de su tamafio, forma y estabilidad. Su uso se
encuentra enfocado en areas como la agricultura, quimica, ingenieria, biomédica y el area
textil, los nanomateriales potencializan el desarrollo y amplian los limites en estos diversos

campos (Esquivel et al. 2021).

Ante la gran problemaética causada por el uso desmedido de pesticidas y la contaminacion del
medio ambiente, la nanotecnologia ha disefiado materiales para tratar de frente la
problematica en este sector. Nanofertilizantes, nanocapsulas, nanosensores y nanopesticidas
se han estado utilizando en una gran variedad de cultivos, con el objetivo de ocasionar un
menor impacto ambiental, obtener mayores rendimientos y calidad de productos agricolas
(Medina y Fernandez, 2018). Las NPs-ZnO han ganado importancia como agentes de control
microbial sobre una gama de fitopatdgenos (Singh et al. 2010), como Penicillium expansum
Enlace. (Eurotiales: Trichocomaceae), Botrytis cinerea Pers.. Fr. (Helotiales:
Sclerotinicaeae), Aspergillus flavus Link, A. niger P.E.L. van Tieghem, A. fumigatus
Fresenius (Eurotiales: Trichocomaceae), Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc. y F.
oxysporum (Hypocreales: Nectriaceae) (Rajiv et al. 2013; Jamdagni et al. 2018, 2019;
Gonzélez-Merino et al. 2021).



Justificacion

El uso excesivo de agroquimicos genera dafio al medio ambiente y a los productores
afectando su salud, ademaés de pérdida de efectividad como estrategia de control y desarrollo
de resistencia en los fitopatdogenos. Se buscan alternativas efectivas de control de
fitopatdgenos y que disminuya el dafio causado al medio ambiente y la salud por plaguicidas

quimicos.

Objetivo

Evaluar la actividad antifungica in vitro de nanoparticulas de 6xido de zinc para el control de

Alternaria alternata.

Hipotesis

La aplicacion in vitro de nanoparticulas de 6xido de zinc inhibiré el crecimiento micelial y

concentracion de esporas de Alternaria alternata al menos en un 80%.



REVISION DE LITERATURA
El cultivo de tomate

El tomate es la hortaliza que mas se cultiva en todo el mundo y la de mayor valor econémico.
Su demanda aumenta de una manera continua y con ella su cultivo, produccion y comercio.
El incremento anual de la produccion en los Gltimos afios se debe principalmente al aumento
en el rendimiento, y en menor proporcion al aumento de la superficie en invernadero. Es
cultivado en muchas zonas, con amplia variacion de condiciones de clima y suelo, aunque se
cultiva principalmente en climas secos, tanto para produccién en estado fresco como para
uso agroindustrial (Monardes, 2009).

El tomate es cultivado en muchas zonas, con una amplia variabilidad en condiciones de
suelos y clima, pero se adapta mas a climas secos, tanto para consumo fresco como para uso
agroindustrial (Pérez, 2017). Se utiliza en ampliamente como un condimento en la
gastronomia y en la industria de enlatados, las semillas contienen un 24% de aceites Utiles
para ensaladas y jabones. Los residuos son utilizados para alimento de animales, ya que

aporta una importante fuente de vitaminas y minerales (Rodriguez y Morales, 2007).

Origen
El origen del género Solanum se ubica en la region andina que se extiende desde el sur de
Colombia al norte de Chile, pero al parecer fue en México donde se domestic, quiza porque
crecia como maleza en huertos. Durante muchos afios se consumia en México tomates de
distintas formas y tamafos e incluso rojos y amarillos y para ese entonces se habia llevado a
varios paises de Europa, donde fueron utilizados como alimento y en farmacia (Jiménez y
Oseas, 2017).

Variedades méas importantes en México
El tomate es un cultivo muy popular, cultivado en todo el mundo, en donde existen muchas
variedades. En México las principales variedades que se producen son el tomate tipo bola, se
caracteriza por tener una forma redonda, con un peso promedio entre 70-100g. El tomate
saladette que se caracteriza por tener 3 loculos, una forma larga alongada su color es rojo

brillante. EI tomate cherry, la variedad méas pequefia, de color rojo, con un sabor dulce y un



peso promedio de 10-20 gr, con un didmetro de 1.6-2.5cm (Notario y Sosa, 2012), ademés

de otras igual de importantes, aunque con menor produccion (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Variedades de tomate tipo saladette, de diferentes empresas semilleras, para su
cultivo en invernadero.

Nombre de la Nombre de Larga vida

Tamafio de fruto Resistencias

Variedad la Empresa de anaquel
. . Fusariumrazas 1y 2,
Babarian F1 Harris Si Mediano a grande Verticillium, virus mosaico del
Moran (120 a 150g).
tomate
Fusariumrazas 1y 2
Harris Grande y Verticillium, virus mosaico del
El Cid F1 Si extragrande (140 a tomate, Meloidogyne arenaria,
Moran - : . .
1609) M. incognita y M. javanica
Fusarium, razas (1y 2),
. Harris . Grande (120 a Vert|C|_II|u_m, Stemp_hylllum
Samurai Si solani, virus mosaico del
Moran 1509) . .
tomate, Meloidogyne arenaria,
M. incognita y M. javanica.
Cuauhtémoc Harris Verticillium, ToMV.
= Moran Si Extragrande Resistencia Intermedia a
TSWV, TYLC.
Persistente E1 Caloro si Peso promedio de Verticillium, Fusarium razas 1
130 g y 2, y nematodos.
Verticillium, Fusarium, razas 1
Eterno Caloro Si Tamarios y 2, nematodos, Pseudomonas
solanacearum y marchites
manchada.
Eruto arande Fusariumrazas 1,2y 3
Rio Superior Caloro Si fi?me y Verticillium, nematodos y
Pseudomonas solanacearum
Mejorado F1  Vilmorin Si Exce:jeen;(reutt%mano Fusariumrazas 1,2y 3
ReservaF1  Vilmorin Si Frutos de 120g No especifica
Frutos arandes Fusarium razas 1y 2,
Us . g Y nematodos, Verticillium virus
Juan Pablo : Si extragrandes (130 .
Agriseeds mosaico del tomate y
a 135g) .
Cladosporium
Nun 3061 Nunhems Si Frutos grandes No especifica
Zeiraim Fusariumrazal,2y3
Soberano . Si NE Verticillium, virus mosaico del
Mexico
tomate
Sun7705 Nunhems Si Frutos grandes y No especifica

extragrandes

Pérez y Castro, 2012.



Cuadro 2. Variedades de jitomate tipo bola de diferentes empresas semilleras, para su cultivo

en invernadero.

Nombre de la Nombre de Larga vida

Variedad la Empresa  de anaquel Tamafio de fruto Resistencias

Virus mosaico del tabaco,
Western

Grandella Si ME Fusarium raza 2, Verticillium y
seed
nematodos
Fusariumrazas 1,2y 3,
Barén Zeraim si Peso promedio  Verticillium, virus mosaico del
(250 y 3009) tomate, nematodos
. . Peso Mayor Verticillium, fusarium raza 2 y
Calman Ensa Zaden Si (120 a 1500) nematodos
Imperial Ensa Zaden si Peso Mayor Verticillium, fusarium raza 2 y
(25009) nematodos
. Hazera . Grande .
Liberty Seeds Si (250 a 300g) Fusarium raza 3
ROGERS
Brand/ . Mediano a grande
Tyto 20 Syngenta Si (200 a 2509) Fusarium raza 3
seeds

Fusariumrazas1,2y3
Forenza Rijk Zuaan Si Grande (2509) Verticillium, nematodos y
Pseudomonas solanacearum

Pérez y Castro, 2012.

Produccion mundial
En 2018, la produccion mundial de tomate se ubicé en 182.2 millones de toneladas. Entre
2007 y 2017, creci6 a una tasa promedio anual de 2.9 por ciento. Lo anterior, impulsado
principalmente por incrementos en la productividad promedio. EI 61% de la produccion se
concentrd en cinco paises: China (32.6 por ciento), India (11.4 por ciento), Turquia (7.0 por
ciento), Estados Unidos (6.0 por ciento) y Egipto (4.0 por ciento). México ocup6 la novena
posicion con una participacion de 2.3% (FIRA, 2019; CEDRSSA, 2020).

Produccion en México
El 50% de la produccion nacional de tomate estd concentrada en cinco entidades, Sinaloa
(20.3 %), San Luis Potosi (11.3%), Michoacan (7.4 %), Jalisco (5.8 %) y Baja California Sur
(5.2%) (Cuadro 3) (SIAP, 2021).



Cuadro 3. Volumen de produccién de tomate en las principales entidades mexicanas en 2020.

Valor de la produccion

Entidad Produccion (T) (miles de pesos)

Sinaloa 684,333.47 8,376,109.51

San Luis Potosi 380,174.99 4,088,686.01

Michoacén 248,498.79 2,512,355.13

Jalisco 196,897.01 1,641,492.56

Baja California Sur 175,026.99 1,558,480.31

Morelos 161,183.35 1,033.084.05

Querétaro 135,311.82 1,334,832.31
Puebla 134,160.22 864,798.16
Sonora 117,263.45 729,757.80
Estado de México 113,559.30 849,342.49

Total nacional 3,370,826.65 31,681,937.42

SIAP, 2021.

Principales municipios productores de tomate rojo
El 35.5 por ciento de la produccién nacional de tomate en el 2017 se obtuvo en diez
principales municipios productores de esta hortaliza. Navolato, Sin. (9.3%), Culiacan, Sin.
(8.6%), Ensenada, B.C. (5.2%), Elota, Sin. (2.6%), Guasave, Sin. (2.2%), Fresnillo, Zac.
(1.7%), Mulegé, B.C.S. (1.6%), Villa de Guadalupe, S.L.P. (1.5%), Tanhuato, Mich. (1.4%)
y Colon, Qro. (1.4%) (SIAP-SADER, 2018, citado por FIRA, 2019).

Superficie cosechada en México

Actualmente la cantidad de hectareas cosechadas de tomate mantiene una estimacion por
arriba de las 50,000 ha, presentando el mas bajo nivel en 2011; asi mismo se puede ver un
incremento en la produccion, ya que de 2008 a 2018 hubo un aumento de 1, 517,748.1 ton,
y es en el afio 2018 cuando se tiene el mayor volumen historico registrado en la produccion
obtenida y en valor de comercializacidn en estos afios, aumento que se ve reflejado gracias a
que la mayor parte de este rendimiento lo aporta la agricultura tecnificada bajo invernadero
(CEDRSSA, 2020). Para la produccion 2020 disminuyo un 9.7% la superficie cosechada a
45,167,93 ha (SIAP, 2021).



Consumo nacional
Por otra parte, el consumo per céapita anual de tomate en México se ubica en alrededor de
14.3 kilogramos por afio, volumen que es inferior al consumo per capita promedio mundial,
de 19 kilogramos (SIAP, 2021).

Clasificacion taxondmica

Cuadro 3. Clasificacion taxondémica del tomate Solanum lycopersicum

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Asteranae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie S. lycopersicum L.

Integrated Taxonomic Information System Report Page, 2021

Caracteristicas botanicas

Planta
Es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual. Puede desarrollarse de
forma rastrera, semierecta o erecta (Jiménez y Oseas, 2017), principalmente presenta dos
habitos en su crecimiento: determinado e indeterminado. La planta con un crecimiento
indeterminado es la normal y se caracteriza por tener un crecimiento extensivo desordenado
sin ningun limite. Su tallo se presenta con segmentos uniformes con tres hojas (con yemas)
y una inflorescencia terminando con un apice. Lo contrario donde es limitada la planta
presenta tallos con segmentos que presenta progresivamente menos hojas por inflorescencia,

poseen inflorescencias apicales (Monardes, 2009).



Plantas de crecimiento indeterminado
Los tallos principales de las plantas y laterales crecen en un patrén continuo, siendo la yema
terminal del tallo la que se desarrolla en el siguiente tallo. El cultivo extiende la floracion,
(cuadro 5) fructificacion y la cosecha por periodos muy largos. Por lo general son cultivadas
en invernaderos y casas con malla sombra y tutoreo. Poseen condiciones adecuadas para un
crecimiento continuo dado que forman hojas y flores de manera ilimitada. La aparicion de
flores en racimos y su grado de desarrollo son escalonados. Las primeras flores pueden estar

totalmente abiertas, mientras que las ultimas aun no se abren (Lopez, 2017).

Plantas de crecimiento determinado
Los tallos principales de las plantas y laterales detienen su crecimiento después de un
determinado ndmero de inflorescencias, segun la variedad. Son de porte bajo y compacto
producen frutos durante un periodo de tiempo relativamente corto. Su crecimiento se detiene
después de la aparicion de varios racimos, con la formacion de un tltimo racimo en el &pice.

Se puede cosechar de uno a tres veces durante el ciclo del cultivo (Lépez, 2017).

Plantas de crecimiento semi-determinado
Se caracterizan por la interrupcién del crecimiento de sus tallos después de un determinado
namero de inflorescencias, usualmente en una etapa muy avanzada del ciclo del cultivo
(Haifa Group, 2014).

Cuadro 4. Numero de hojas entre inflorescencia en diferentes patrones de crecimiento.

N° de hojas antes de la inflorescencia

Indeterminado Determinado
1° inflorescencia 6-14 4-3
2% inflorescencia 5-7 2-3
3*®y siguientes inflorescencias 3-5 0-1

Haifa Group, 2014.

Sistema radical
Esta constituido por la raiz principal, de la cual surgen varias raices secundarias. Las raices

se extienden superficialmente mas de un metro de didmetro, superando los 40 cm de



profundidad, el 70% de las raices se localizan a menos de 20 cm de profundidad (Flores,
2012).

Tallo principal
Son ligeramente angulosos, semilefiosos, de grosor mediano y cubierto por pelos glandulares
y no glandulares que salen de la epidermis. Su eje tiene un grosor de 2-4 cm en su base, en
el mismo se van desarrollando hojas alternas, tallos secundarios e inflorescencias. En la parte
distal se encuentra el meristemo apical, donde se inicia los nuevos primordios foliares y
florales (Monardes, 2009).

Hojas
Son compuestas e imparipinnadas, con foliolos peciolados, lobulados y con borde dentado,
en numero de 7 a 9 y recubiertos de pelos glandulares. Las hojas se disponen de forma
alternada sobre el tallo. EI mesofilo o tejido parenquimatico esta recubierto por una epidermis
superior e inferior, ambas sin cloroplastos. La epidermis inferior presenta un alto nimero de
estomas. Dentro del parénguima, la zona superior o zona en empalizada, es rica en

cloroplastos (Hernandez, 2013).

Flor
Es perfecta, regular hipdgina consta con 5 0 mas sépalos, de igual nimero de pétalos y su
color caracteristico amarillo y dispuestos de forma helicoidal a intervalos de 135°, un cono
estaminal que envuelve al gineceo, de un ovario bi o plurilocular. Se agrupan en
inflorescencias de tipo racimo compuesto de 3 a 12. Las inflorescencias se desarrollan cada
2-3 hojas axilares, las flores necesitan de una temperatura ideal para polinizar (Nufio et al.
2007).

Fruto
Es una baya dividida en su interior por celdas (cinco a 10 celdas dependiendo de la variedad)
presenta variacion en tamafio, color, peso y consistencia dependiendo de los cultivares. La
superficie del fruto es lisa o lobulosa, y brillosa al madurar. Al ser joven la fruta tiene una

superficie con una leve vellosidad que luego desaparece. Su forma usualmente es globosa o
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deprimida en uno de los extremos (oblada), existen formas casi cuadradas, alargadas,
ovaladas y en forma periforme (Fornaris, 2007).

Semilla
Son peludas, aplanadas color marrén las cuales estan cubiertas por un tejido que impide su
germinacién por un mecanismo hormonal (Rosell6 y Porcuna, 2012). Tiene unas
dimensiones aproximadas de 3 x 2 x 1 mm. Si se desea almacenar por periodos prolongados
es recomendable hacerlo a humedad del 5.5%. Una semilla de calidad debera tener un
porcentaje de germinacion arriba del 95% (PROMOSTA, 2005).

Requerimientos ambientales del cultivo de tomate

Temperatura
La temperatura mas favorable para un buen desarrollo de la planta oscila entre 20 y 26 °C, a
temperaturas mayores a 26 °C el desarrollo de la planta es afectado (Rosell6 y Porcuna,
2012). Temperaturas superiores a los 30-35 °C afecta el fructificado, por mal desarrollo de
6vulos y al desarrollo de la planta en general y del sistema radicular en particular.
Temperaturas inferiores a 12-15 °C también originan problemas en el desarrollo de la planta.
A temperaturas superiores a 25 °C e inferiores a 2 °C, la fecundacion es defectuosa o nula.
La maduracion del fruto es muy dependiente de la temperatura en lo referente tanto a la
precocidad como a la coloracion, de forma que valores cercanos a los 10 °C, asi como

superiores a los 30 °C originan tonalidades amarillentas (Hernandez, 2013).

Humedad relativa

La humedad relativa en el desarrollo del tomate requiere que la misma oscile entre 60 y 80%,
no obstante, se debe manejar este factor con cuidado debido a que humedades relativas muy
elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades y bacterias, ademas, dificultan la
fecundacidn, debido a que el polen se compacta abortando parte de las flores. Este factor se
le vincula al agrietamiento de frutos, cuando se presenta un periodo de estrés hidrico y luego
se produce un exceso de humedad en el suelo por una lamina de agua abundante (Allende et
al. 2017).
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Luminosidad

Las horas luz para el cultivo de tomate cumplen un rol muy importante, més alla del
crecimiento vegetativo de la planta, puede reducir procesos fotosintéticos en la planta, ya que
requiere al menos 6 horas diarias luz directa para florecer. Estos valores reducidos pueden
afectar de forma negativa este proceso y la fecundacion. Estudios realizados indican que el
fotoperiodo no seria un factor critico a diferencia de la intensidad de radiacion, que, si es
muy alta, se pueden producir golpes de sol, partiduras, coloraciones irregulares entre otros
(Allende et al. 2017).

Suelo
La cualidad del cultivo de tomate es que es exigente en las condiciones de suelo, debe tener
un buen drenaje; de aqui la importancia de un suelo con un alto contenido de materia
orgénica. Suelos con temperaturas entre 15 y 25°C favorecen el desarrollo. En suelos
arcillosos y arenosos, se desarrollan con un minimo de 40 cm de profundidad (Allende et al.
2017). Para un mejor desarrollo del cultivo, es importante disponer de un pH ideal de 6 a 6.5,
los suelos pueden ser ligeramente acidos hasta ligeramente alcalinos, para que la planta se

desarrolle y asegure la disponibilidad adecuada de nutrientes (Guzman, 2017; SQM, 2018)

Preparacion del suelo
Es importante que tenga una buena capacidad de drenaje y estructura fisica, las raices estan
presentes en los primeros 60 cm de profundidad, desarrollando el 70% en los primeros 20
cm. Para garantizar el buen desarrollo de las plantas, es recomendable elegir labranza de
conservacion; para lograr incorporar rastrojos, mejorar la eficiencia de las proximas
fertilizaciones y reducir la compactacion del suelo, por el uso irracional de maquinaria
agricola. Es indispensable, posteriormente, la formacion de lomillos para evitar problemas

fitosanitarios a causa del encharcamiento o salpique de agua (Quirdz, 2016).

Almacigo
Las hortalizas se desarrollan de acuerdo con su alméacigo, a la aplicacion de tecnologias y
conocimientos puestos en ella. Las ventajas del almacigo, es que son plantas méas vigorosas,

presentan homogeneidad en el cultivo, el manejo de la semilla como insumo es mas eficiente
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y se puede tomar la decision de elegir las plantas mas aptas para poder trasplantarlas en
invernadero o campo abierto (Quesada y Méndez, 2005).

Sistemas de Produccioén

Campo abierto
Es el sistema mas econdémico para la produccion de tomate, cuando las condiciones
climatologicas lo permiten. El suelo se prepara para incorporar residuos de cosechas, con un
anticipado tiempo, esta practica nos permitird un mejor anclaje de raices, mejor drenaje,
aireacion y evitar deslaves por escorrentia de agua. En este sistema es comun establecer

variedades de crecimiento determinado para facilitar el manejo (Lopez, 2017).

Malla sombra
Se utilizan para proteger los cultivos mediante una cubierta cuya finalidad es reducir la
radiacion directa y proteger los cultivos de lluvias, granizo, viento, insectos y aves, ademas
de evitar el exceso de temperatura. Funciones propias tanto en su version de enmallado como

casa sombra (Batista, 2013).

Micro taneles
Se trata de estructuras pequefias construidas con arcos sobre los que se cubren con plastico y
en menor porcentaje cubiertos con agrotextil y mallas, la funcion de los tlneles es minimizar
los efectos perjudiciales de las bajas temperaturas sin recurrir a estructuras costosas (Batista,
2013).

Invernadero

Es toda aquella construccion agricola cubierta por materiales transparentes, dentro de la cual
es posible controlar determinados parametros climatolégicos y con ello cultivar plantas fuera
de estacion en condiciones optimas, protegiendo de las condiciones climaticas e insectos.
Cuando una planta desarrollada en invernadero no es productiva, es debido a problemas
derivados del mal disefio del invernadero donde no estd controlada la temperatura,
ventilacién, lahumedad, el exceso o falta de nutrientes, y un mal manejo del cultivo (INIFAP,
2011).
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Principales enfermedades en tomate

La enfermedad es una alteracion en la fisiologia normal de la planta que se produce por
consecuencia de la accion de agentes bioticos Ilamados patdgenos (hongos, bacterias, virus
y nematodos) o abioticos (deficiencias de nutricidn, genéticos, dafio por herbicida, etc.). La
manifestacion visible de la enfermedad se Ilama sintoma (manchas en hojas) y la
manifestacion del patdgeno se denomina signo (mohos, cenizas). Para que la enfermedad se
presente deben de estar presente tres factores: el hospedante susceptible, el patdgeno
virulento y las condiciones ambientales favorables para la infeccién. Dependiendo de la
época del afio, del climay un manejo adecuado del cultivo, habrd mayor o menor incidencia
de enfermedades flungicas, bacterianas o viricas. Las enfermedades afectan el desarrollo y la

produccién de los cultivos (Obregdn, 2018).

Podredumbre gris Botrytis cinerea Pers. Helotiales (Sclerotiniaceae)
Este patdgeno se ha encontrado en mas de 200 especies de vegetales, ataca desde plantula
hasta postcosecha, es uno de los hongos de mayor importancia, la enfermedad de moho gris,
causado por dicho hongo, es una de las mas severas, puesto que ataca flores, tallos flores y
frutos. La mayoria de las veces resulta ser uno de los principales patdgenos que afecta los

frutos maduros en postcosecha (Martinez-Ruiz, 2016).

Sintomas
El patdgeno en las flores provoca tizon y muerte. Las hojas se caracterizan por presentar
manchas cafés en V desde el borde de la hoja. También puede secar completamente las hojas
donde se observa el crecimiento del micelio sobre el tejido afectado. En tallo y brotes, se
presenta necrosis, atizonamiento y muerte del tejido. En los frutos por otra parte se pueden
presentar zonas acuosas en frutos verdes como también pudricion en frutos maduros

causando perdidas de produccion alarmantes (Guzman et al. 2017; Sepulveda, 2018).
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Con base en EPPO (2018) se establece la taxonomia de la siguiente manera:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotiniaceae
Género: Botrytis
Especies: Botrytis cinerea Pers.

Ciclo de vida
Las esporas de Botrytis pueden ser producidas en cualquier hospedero y transportadas a
grandes distancias por el viento. Es un hongo cosmopolita, polifago, que sobrevive como
saprofito en restos de vegetales, asi como también, en forma pasiva como esclerocios negros,
los cuales se forman en tejidos afectados. Sobre el tejido infectado, el hongo produce nuevas
generaciones de esporas que pueden iniciar con un nuevo ciclo de infeccion, y se disemina

por el viento y lluvia (Sinavimo, 2021).

Manejo de la enfermedad
1.- Retirar las partes afectadas
2.- Regular temperatura y humedad dentro del invernadero (ventilacion)
3.- Aplicar funguicidas: Carbendazim, 50% cada 7 dias (50-100ml/100L);
Cyprodanil+fludioxonil cada 3 dias (80-100gr/100L); azoxistrobina, cada 1 dia
(125ml/100L) (Obregon, 2014).

Marchitez por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder. Hypocreales
(Nectriaceae)
Marchitez o fusariosis, esta es una de las enfermedades mas importantes en el tomate, afecta
en regiones calidas, se ha registrado fuertes afectaciones en cultivos que muestran

susceptibilidad principalmente en condiciones de invernadero. Los dafios se presentan con
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mayor severidad cuando las plantas atraviesan un periodo de estrés en las etapas de floracion
y fructificacion. Se ha reportado que el rendimiento del tomate cultivado en lotes infestados

ha ocasionado pérdidas hasta en un 60% por el ataque de la enfermedad (Carrillo et al. 2003).

Sintomas
Los primeros sintomas se manifiestan desde el inicio de la cosecha, al observar plantas
amarillas de las hojas basales y por lo general mueren. A nivel del cuello, la raiz principal y
tallos, se torna oscurecimiento de los tejidos internos que en condiciones avanzadas llegan a
afectar la parte externa del mismo. Las plantas detienen su crecimiento, manifiestan sintomas

de estrés hidrico (marchites) y finalmente mueren (Flores et al. 2012).

Con base en SENASICA (2019) se establece el siguiente arreglo taxonémico:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum Schltdl.

Ciclo de vida
El inéculo de F. oxysporum esta presente en los rastrojos, en el suelo o semilla, en forma de
conidios la trasmisién a distancia se da por plantas infectadas y maquinaria. Localmente se
propaga por agua de riego y aire (Gonzélez, 2006). Los conidios son estimulados por
exudados que las plantas liberan por medio de raices, las cuales germinan en el punto de
emergencia de raices secundarias o heridas causadas por el mismo crecimiento de estas, una
vez que ingresa al tejido sano, empieza a invadir al huésped, desarrollandose por la corteza,

y avanzando hacia el sistema vascular. Ya estando en esas areas de la planta, el hongo
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empieza a producir microconidios, los cuales son dirigidos por la xilema con ayuda de flujo,
hacia la parte apical de la planta para formar nuevos puntos de infeccion (Cubedo, 2008).

Manejo de la enfermedad
La rotacion de cultivos reduce considerablemente el patdégeno en suelos infestados, asi como
eliminar plantas enfermas y restos de cultivo, utilizar semillas certificadas y plantulas sanas,
utilizar variedades resistentes, desinfectar estructuras y Utiles de trabajo y solarizar como
control preventivo. Los tratamientos quimicos durante el cultivo son poco eficaces. Se
pueden realizar tratamientos preventivos con: dodina, procloraz, metil tiofanato, benomilo,
tiabendazol (Hernandez, 2013).

Podredumbre de cuello y raiz por Rhizoctonia solani J. G. Kiihn. (Ceratobasidiaceae)
Fitopatdgeno habitante del suelo que ataca al tomate, sobre todo en invernadero. Reduce
significativamente la productividad de los cultivos, afectando hojas, tallos, raiz, y semillas
(Martinez-Ruiz, 2016).

Sintomas
Las plantas infectadas por R. solani presentan pudricion de semillas, ahogamiento y muerte
de plantulas, el hongo ataca el tallo iniciando de la parte basal ocasionando pudriciones
blandas y pudricién de la raiz, sintomas que resultan debilitando y causando muerte
prematura de la planta, en ocasiones, el porcentaje de plantulas muertas puede llegar hasta
70%, lo que ocasiona reduccion significativa de la productividad (Martinez-Ruiz, 2016).

Con base en EPPO (2020) se establece la taxonomia de la siguiente manera:

Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Agaricomycotina
Subclase: Agaricomycetes
Orden: Cantharellales
Familia: Ceratobasidiaceae
Género: Rhizoctonia

Especies: Rhizoctonia solani J. G. Kiihn
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Ciclo de vida
Este hongo inverna en el suelo en forma de esclerocios que germinan cuando se presentan
las condiciones ideales, una alta humedad y temperaturas que oscilan entre 12 y 30 °C. El
hongo puede permanecer mucho tiempo en el suelo. Las hifas en un inicio son transparentes
de 6 a 12 micras de didmetro, cuando envejecen se tornan de un color oscuro a rojizo.
Producen esclerocios en forma de masas miceliales, color blanco, después se oscurecen de

forma irregular, masas grandes de 1 a 8 mm visibles (Vivar, 2007).

Manejo de la enfermedad
1.- Solarizacion
2.-Control bioldgico; Trichoderma harzianum y Bacillus sp.
3.- Usar semilla tratada
4.- Evitar riegos abundantes
5.- Aplicar fungicidas post- trasplante: fosetil aluminio, cada 15 dias (250grs/100L);
Propamocarb, cada 14 dias (250ml/100L); Mancozecb + Metalaxil, cadal4 dias 250-
300gr/100L), pentacloronitobenceno (250gr/100L) aplicar en forma liquida al cuello de la
planta o espolvoreo al cuello de la planta; Carbendazim, 50% cada 7 dias (50-100mL/100L)
(Obregon, 2014).

Tizon tardio Phytophthora infestans (Mont) de Bary. (Peronosporaceae)
P. infestans es una enfermedad de tomate y papa que afecta a varias especies de la familia de
las solanaceas, las condiciones climatoldgicas favorecen el desarrollo y la diseminacion de
tizon tardio es por las bajas temperaturas y baja humedad. Esta enfermedad es capaz de
destruir totalmente a las plantas infectadas. Esta enfermedad ha causado graves dafios en
produccion en muchas partes del mundo, en México se encuentra la mayor diversidad

genética de este patdgeno (Gregorio, 2011).
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Sintomas
Sobre las hojas se forman manchas grandes humedas, pardas, redondeadas con margen mas
claro. La infeccion es muy virulenta, avanza rapidamente, infectando follaje, tallos, peciolos
y frutos. La coloracion general es castafia. Al entrar en los invernaderos afectados se aprecia
olor a “heno” o material composteado. Si descienden los valores de humedad bajo cubierta,

las lesiones adquieren consistencia de papel (Sosa, 2013).

Taxonomia con base en Reyes (2017).
Reino: Protista
Phylum: Heterokontophyta
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora
Especie: Phytophthora infestans (Mont) de Bary.

Ciclo de vida
El patdgeno sobrevive en el suelo, rastrojo o en frutos infectados, los cuales cunado germinan
dan lugar a brotes contaminados. El inoculo esta constituido por esporas y zoosporas que se
propagan por medio del agua (Baudoin, 2017). Algunas veces las semillas pueden venir
infectadas y contribuir al inicio de un brote de tizon tardio, para que la infeccion secundaria
se requiere de humedad en el follaje para que penetren las esporas (Gregorio, 2011).

Manejo de la enfermedad
1.- Solarizar.
2.- Evitar riegos excesivos o encharcamientos.
3.- Realizar lomos altos, para favorecer el drenaje del agua.
4.- Aplicar fungicidas preventivos y/o curativos: Fluopicolide + Propamocarb, cada 7 dias
(250 ml/100L); Fosetil aluminio, cada 15 dias (2kg/ha); Mancozeb + Metalaxil — M, cada 7
dias (350gr/L); Clorotalonil, cada 12 dias (2-3kg/ha) (Obregén, 2018)
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Tizon temprano Alternaria alternata (Fries) Keissl. (Pleosporaceae)
Una de las causas principales de enfermedades en frutas y hortalizas es originada por la
accion de hongos fitopatdgenos entre las que destaca la causada por Alternaria alternata. Es
una especie cosmopolita que se encuentra como saprofito o fitopatdogeno en un amplio rango

de hospedantes y en subproductos (Flores et al. 2013).

Morfologia
El micelio es negro verdoso, en ocasiones grises. Los conidios formados en cadenas largas,
a veces ramificadas, de forma clavada, ovoide o eliptica, con méas de 8 tabiques transversales
con varios tabiques longitudinales u oblicuos, de 20-63 micras de longitud y 9-18 micras de

grosor (Sociedad Espafiola de Fitopatologia, 2010).

Sintomas
Los sintomas de A. alternata varian, comienza en las hojas con pequefas lesiones hundidas
de color café rodeadas de un halo clorético formando formas de anillos. En condiciones de
alta humedad, el hongo produce una capa negra de conidios sobre el tejido infectado (Félix-
Gastélum y Gélvez-Figueroa, 2002). La enfermedad se manifiesta se manifiesta después de
la cosecha con manchas color marrén o negras que se extienden hacia el interior del fruto.

Donde se forma una masa de esporas (Bernal, 2010).

Taxonomia con base en la Sociedad Espafiola de fitopatologia (2010).

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Division: Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria
Especie: Alternaria alternata (Fries) Keissl.
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Ciclo de vida
A. alternata persiste sobre material vegetal en descomposicion y esta cominmente presente
en el suelo y el aire. Este patdgeno ataca inicialmente las estructuras senescentes de las flores
fecundadas y desde alli contamina los frutos (Robledo et al. 2019). Los conidios o esporas
de A. alternata se diseminan mediante viento y salpicaduras de agua. El hongo infecta la
planta a través de heridas provocadas por factores abioticos (pudricion, golpe de sol), o dafio
mecanico, ocasionado por insectos o labores culturales. También puede infectar de forma
directa a través de la epidermis (Arrenondo, 2016). Los conidios oportunistas germinan sobre
los frutos y entran en ellos directamente por la cuticula, por estomas, lenticelas y diversas
heridas, su micelio invade tejidos, produce conidios y conidiéforos que son dispersados por
el viento, salpicaduras de agua, su extension se puede producirse por contacto de fruta

enferma con fruta sana. Forma esporas dentro de los frutos podridos (Ephytia, 2021).

Dafios y pérdidas por Alternaria alternata
Esta enfermedad actualmente tiene una gran importancia y su severidad varia de acuerdo con
las condiciones climatoldgicas durante la madurez del fruto. Cuando A. alternata supera el
8% de incidencia en frutos, los productores reciben descuentos en la cosecha o esta es
rechazada por la procesadoras, lo que representa pérdidas significativas. En ocasiones
ocurren periodos prolongados de follaje mojado, alta humedad relativa, invadiendo este

patdgeno hasta el 50% de tomates (Félix-Gastélum y Galvez-Figueroa, 2002).

Manejo de la enfermedad
1.- Favorecer la ventilacion
2.- Evitar una alta humedad relativa
3.- Eliminar los restos de vegetales al finalizar el cultivo
4.- Seleccionar materiales con resistencia o tolerancia genética.
5.- Realizar monitoreos semanales y aplicar control quimico cuando se observen los primeros

sintomas rotando los ingredientes activos (Baudoin, 2017).
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Principales enfermedades causadas por bacterias en tomate

Clavibacter michiganensis (Smith) Davis (Microbacteriaceae)
Es la bacteria de mayor importancia en el cultivo de tomate, con amplia distribucion mundial.
La diseminacion se efectia por medio de semillas infectadas a grandes distancias, mientras
que, en distancias cortas, a través de suelo, agua y labores de en tutorado y podas. De escasa
sobrevivencia en el suelo (Flores et al. 2012). Los dafios son directos en la produccién o
frutos de menor tamafio y calidad. En México se detect6 en Sinaloa donde se ha presentado
con diferentes grados de incidencia y severidad. En el ciclo 2006-2007 se present0 en

Culiacan aproximadamente en 180 hectareas bajo invernadero (Espinoza, 2008).

Sintomas
Los primeros sintomas son el marchitamiento general ya que la bacteria coloniza los vasos
vasculares. Se desarrolla en etapas tempranas, recibe el nombre de cancro bacteriano por la
formacion de cancros en los tallos, al ser un agente sistematico causa oscurecimiento en los
tejidos conductores dafiando hojas, peciolos y reduciendo el crecimiento. Decoloracion en
hojas, tejidos muertos (necrosis) frutos pequefios y con manchas (Flores et al. 2012).

Agente causal
Esta enfermedad fue conocida en 1983 con el nombre de Corynebacterium michiganaesis,
pero actualmente se clasifica como Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis.
Esta bacteria es un bacilo gram positivo, no movil, aerébico, que en agar nutritivo desarrolla
colonias de color amarillo claro a naranja, mucoide, su temperatura 6ptima de crecimiento in
vitro es de 25 a 28 °C (Borboa et al. 2009). Es una bacteria cuya pared celular es rica en
peptidoglicanos, acido 2, 4 diaminobutirico como acido amino dibéasico. Es aerdbica, células
en forma de bastones que no produce endosporas. Las infecciones de la mayoria de las

especies de clavibacter son sistémicas (Espinoza, 2008).
Condiciones ambientales

Es favorecido por temperaturas altas (24 -32°C) y himedas. En invernadero es mas severa en

verano, con dias mas calidos, las plantas suelen estar mas susceptibles y la bacteria penetra.
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El cancer bacteriano es encontrado mas facilmente en areas himedas de invernadero que en
areas mas secas (SENASICA, 2014).

Ciclo de la enfermedad
La enfermedad se introduce a tejido vegetal sano, la bacteria puede estar en semilla con una
baja incidencia de infeccion, también puede estar presente en viveros comerciales. La
bacteria es muy influenciada por condiciones de elevada temperatura y humedad (18-24 °C
y mas del 80% de humedad), las plantas mas vigorosas como consecuencia de un aporte
excesivo de nitrdgeno son las mé&s atacadas. La dispersion de la bacteria es mediante
salpicado de agua, maquinaria, tutoreo, manos y ropa del personal, facilitando la dispersion

y posteriormente la penetracion (Palacio et al. 2010).

Marchitez bacteriana Ralstonia solanacearum (Smith) Safni et al. (Burkholderiaceae)
Enfermedad bacteriana muy severa en muchas zonas templadas y subtropicales del mundo.
La enfermedad también es conocida con el nombre de marchitez bacteriana surefia, la
marchitez de las solanaceas y/o la podredumbre bacteriana surefia. La incidencia de la
enfermedad puede variar desde unas cuantas plantas dispersas en campos donde existe una
infestacion natural baja, hasta un 50% o méas en campos cultivados, lo cual puede provocar

una muerte rapida de las plantas (Gomez et al. 2011).

Sintomas

La marchitez es el primer sintoma externo visible, de las hojas mas jovenes en las partes
terminales de las ramas que da origen al problema. Se manifiesta rapidamente tan breve como
2-3 dias después de la infeccion, si la planta es muy susceptible dependiendo de las
condiciones ambientales favorables; puede observarse en ramas o en toda la planta.
Generalmente las hojas cuelgan flacidas, se enrollan hacia la cara superior en los margenes
y carecen de brillo y turgencia, la bacteria se multiplica en el sistema conductor interno
(xilema) donde el agua entra por 6smosis, obstruyendo el flujo y matando a la planta por
completo (Melgar, 2012).
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Agente causal

R. solanacearum es una bacteria aerébica gram-negativo, en forma de bacilos, midiendo 0.5-
0.7 X 1.5-2.0 micromolar (uM) en tamafio. Es muy sensible a la desecacion y es inhibida en
cultivo de bacterias con concentraciones bajas (2%) de cloruro de sodio (NaCl). Para la
mayoria de las cepas, la temperatura éptima de crecimiento estd entre 28 y 32°C; sin
embargo, algunas cepas tienen una temperatura Optima de crecimiento mas baja de 27°C
(Patrice, 2009). La bacteria se desarrolla rapidamente cuando existen temperaturas de
moderadas a altas (alrededor de 30-35°C para raza 1 en tomate, chile y berenjena),
especialmente después de muchas lluvias. Por lo contrario, la bacteria se desarrolla muy
lentamente cuando la temperatura en el suelo es menor a 20°C o la humedad del suelo es baja
(Melgar, 2012).

Ciclo de enfermedad
La bacteria R. solanacearum es un patégeno del suelo y de agua; la bacteria puede sobrevivir
en el suelo aun en ausencia del cultivo de tomate, la sobrevivencia depende de la raza del
patdgeno y a las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo y de las condiciones
de temperatura (Bernal, 2010). Penetra la planta por heridas en los puntos de salida de raices
secundarias o por dafio de raiz que puede ser causado por microorganismos de tierra como
nematodos en las raices, también penetra las plantas a través de heridas de tallo por insectos,
el manejo o equipos de herramientas. La bacteria es mas severa en temperaturas entre 24 y
35°C (temperatura 6ptima de 27°C). El patdgeno puede ser esparcido de campos infestados
a campos sanos por transferencia de tierra en la maquinaria y pérdidas de superficie después

de irrigacion o lluvia (Patrice, 2009).

Mancha Bacteriana del Tomate Xanthomonas spp. (Dowson) (Xanthomonadaceae)
Es una de las enfermedades considerada de las mas importantes para para el cultivo de
tomate, siendo una gran limitante y ocasionando pérdidas importantes en la produccion. El
clima caluroso y alta humedad de algunas regiones de México, combinado con lluvias en
invierno y neblinas, constituyen las condiciones ideales para la infeccién del cultivo
(Carrillo-Fasio et al. 2001).
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Agente causal
Xanthomonas spp. corresponden a bacterias gram negativas, baciliformes de 0.7-1.0 x 2.0 —
2.4 um., aerobicas estrictas. Presentan movilidad dada por un flagelo polar y pueden formar
capsulas que actian como estructuras de resistencia ante condiciones adversas (dispersion en
el tiempo). En medio de cultivo YDC (Yeast Dextrosa CaCO3), las colonias son amarillas

brillosas, circulares y de borde entero (Berrueta, 2012).

Sintomas
Los primeros sintomas en las hojas mas viejas como pequefias lesiones irregulares y oscuras.
Las lesiones forman grandes areas muertas que provoca la caida de las hojas, las hojas
jévenes se deforman y se retuercen. La bacteria ataca hojas, tallos y frutos de tomate (Flores
et al. 2012).

Condiciones ambientales
La bacteria puede sobrevivir en los residuos del cultivo, plantas silvestres y semillas. La
enfermedad se disemina muy rapido por semilleros, por riegos, por aspersion, y lluvias. La
enfermedad penetra a través de lesiones en la planta. La temperatura 6ptima son 24°C, con
riego por aspersion o lluvias fuentes favorecen el desarrollo de la enfermedad (Reyes, 2017).

Ciclo de la enfermedad

Las principales fuentes de inoculo son semillas contaminadas, plantulas y malezas. La
bacteria puede sobrevivir en el suelo en los residuos de cosecha anteriores, su multiplicacion
es muy favorecida por temperaturas calidas (23.89°C), climas hiumedos y humedad en la hoja
por un periodo de 24 horas 0 méas. La bacteria entra a la planta por heridas, estomas o
hidatodos. La enfermedad se dispersa en el cultivo por medio del salpique de agua, que
proporcionan condiciones ideales para su multiplicacion y la diseminacion. Puede ocurrir en
la misma temporada muchos ciclos de la enfermedad dependiendo de las condiciones
ambientales (Schultz y French, 2011).
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Virus del bronceado del tomate, Tomato Spotted Wilt orthotospovirus
(TSWV)(Tospoviridae)

La enfermedad del bronceado fue observada por primera vez en plantas de tomate en
Australia en 1906, TSWV es la especie tipo del género Tospovirus, siendo el dnico género
que afecta a vegetales. Este virus podemos destacar que no presenta control en campo, debido
a su gran facilidad de transmision y a la ausencia de tratamientos curativos. Por este motivo
las pérdidas econdmicas con graves. Su taxonomia Tomato spotted wilt virus es el miembro

tipo del género Tospovirus de la familia Bunyaviridae (Debreczeni, 2015).

Importancia econémica

El impacto econdmico del TSWV es grave, debido a que su distribucidn geografica es muy
amplia, su amplio rango de plantas hospederas y sus devastadores dafios sobre plantas
infectadas. Entre los cultivos de importancia econdmica para los que se han publicado
pérdidas considerables en sus producciones se destacan tomate, papa, tabaco, cacahuete,
pimiento, lechuga, papaya, pifia, y plantas ornamentales (crisantemo, ageratum, dalia e

impatiens, entre otras) (Contreras et al. 2007).

Medidas de prevencion
Plantas vigorosas, evitan ataques de insectos vectores, eliminar plantas con sintomas,
fertilizacion balanceada, eliminacion de restos de cultivos (compostaje), realizar un buen
control de malezas y exigir certificado de sanidad de la comercializadora de la planta
(Baudoin, 2017).

Nematodo agallador Meloidogyne incognita (Kofoid and White) (Meloidogynidae)

El nematodo agallador es cosmopolita y parasito de muchas especies de plantas; se desarrolla
muy rapido, tiene la habilidad de producir cambios fisioldgicos en el sistema radicular en las
plantas, afectando la absorcion de nutrientes su desarrollo (enanismo) (Jaramillo-Pineda et
al. 2015). Las hembras al alimentarse provocan deformaciones tipicas en la raiz llamadas
agallas o nodulos, debido a la modificacién y crecimiento anormal de las células radicales

(células gigantes), afectando el desarrollo de la planta, perdida de vigor de la planta, se dice
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que el tejido infectado es més susceptible de infecciones por fitopatdgenos (Curimilma,
2015).

Sintomas y dafio al cultivo
Meloidogyne afecta los vasos conductores obstruyendo el paso se sustancias esenciales para
el desarrollo de la planta, causando achaparramiento, falta de vigor, deficiencias
nutricionales, clorosis y marchitamiento. Las pérdidas a nivel mundial se estiman los 100
billones de doblares, por su potencial de dafio y como vector de virus o de forma pasiva,
perimiendo la entrada de hongos y bacterias provocadas por meloidogyne reduciendo el
rendimiento en ocasiones hasta un 68% (Salazar y Guzman, 2013).

Ciclo bioldgico
Dura entre 27 y 40 dias, se inicia con un huevo, dentro de él se desarrolla un primer juvenil
(J1). La primera muda ocurre dentro del huevo y es el segundo estado juvenil (J2), conocido
como estado de infestacion, el que sale en busca de una raiz e ingresa por la zona mas
susceptible, la zona apical no diferenciada. Ya estando dentro de ella, se mueve
intercelularmente hasta establecer un lugar especifico de alimentacion en las cercanias del

cilindro vascular (Salagro, 2019).

Manejo
Para el control se debe realizar la solarizacién del suelo, rotacion de cultivos y usos de
variedades resistente, Verticillium chlamydosporium se utiliza como control biolégico de
estos nematodos, es cual se ha demostrado que tiene un gran potencial como agente de control
bioldgico. Para el control quimico se utilizan sustancias como etoprofos, fenamifos, metam

sodio, oxamilo, etc. (Hernandez, 2013).

Principales insectos plaga en el cultivo de tomate

Mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Aleyrodidae)
Bemisia tabaci es la especie de mosca blanca (con un tamario de 1-15mm) con alas en forma

de tejado, la mas importante a nivel mundial. Su importancia econémica se debe a su gran
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distribucidn, se alimentan de muchas especies de plantas, provocando grandes dafios directos
e indirectos ocasionando pérdidas en los cultivos (Arteaga, 2015).

Ciclo biologico
Los adultos son pequefios insectos chupadores de unos 2 mm de longitud, su cuerpo es
amarillo y alas blancas cubiertas por un polvillo blanco (finamente cerosas). Los huevos son
blancos y mas tarde rojizos, las ninfas amarillas casi transparentes y aplanadas, se reconocen
por los filamentos que se extienden fuera de su cuerpo. El ciclo bioldgico se puede completar
en verano en un mes 0 mes y medio pasando por 4 estadios ninfales (estados inmdviles en el

envés de las hojas) y adulto (Rodrigues, 2006).

Darios

Directos: Las moscas tienen un aparato bucal picador chupador con el cual succionan grandes
cantidades de savia. La alimentacién de grandes poblaciones no provoca importantes
pérdidas en comparacion con los dafios indirectos. En casos extremos provoca desecamiento
de las hojas afectadas (Guzman et al. 2017).

Indirectos: Secreta una melaza pegajosa que sirve para que se desarrollen diferentes hongos,
moho conocido como fumagina, que provoca una reduccion considerable de la capacidad de
fotosintesis provocando pérdidas en el rendimiento y manchado de fruto. Transmision de
virus: B. tabaci es un vector de 100 virus de plantas. Los geminivirus mas importantes son
el Tomato Yellow Mosaic Virus (TYMV) y el Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV)
(Polack, 2005).

Trips: Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thripidae)
El ciclo bioldgico inicia en huevo, dos estadios ninfales, dos estadios de pseudopupa y adulto.
La temperatura y la alimentacion son fundamentales, de ellos depende la duracion de ciclo.
Generalmente en el cultivo de tomate dura de 9-12 dias a 30°C (los estados larvales duran 4-
5 dias), mientras que aumenta a 35-39 dias a 15°C (los estados larvales en este caso duran
15-17 dias). Los adultos pasan el invierno en lugares protegidos en el suelo o estructuras de

invernadero reapareciendo en la siguiente estacion (Baudoin, 2017).
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Darios

Dafios directos: Las larvas y adultos se alimentan de la epidermis de las hojas, flores y frutos,
se presentan manchas de color plateado, principalmente en el haz de las hojas, después se
tornan necroticas, también hay dafios por la oviposicion de la hembra que encastra los huevos
en el tomate. Se ha observado ovoposicion en hojas (Estay, 2018).

Dafios indirectos: Debido a la transmision del virus del bronceado (TSWV). El virus es
adquirido por las larvas en plantas afectadas y transmitido por los adultos que permanecen
infectivos toda su vida, en producciones de tomate en invernadero, se dice que mundialmente

F. occidentallis es el principal vector de este virus (Estay, 2018).

Paratrioza: Bactericera cockerelli (Sulc) (Triozidae)
El ciclo de la paratrioza se completa en 336 unidades calor (UC), a una temperatura minima
umbral de 7 °C. Sin embargo, si se homologa la minima umbral (10 °C) en el cultivo de
tomate y chile se debera considerar 280 UC. Su ciclo biolégico dura de 15 a 30 dias
aproximadamente dependiendo de la temperatura. La hembra adulta puede ovipositar méas de
500 huevos y puede haber de 3 a 4 generaciones por temporada (Ramirez et al. 2008).

Dafios al cultivo
Los sintomas en las plantas de tomate inician con retrasé en el crecimiento de la planta
(enanismo), clorosis de los brotes apicales, las hojas inferiores se enrollan, flores estériles,
menor tamafo y cantidad de frutos, una disminucion en el rendimiento y una menor calidad
de los frutos, causando grandes pérdidas econdmicas. Se ha demostrado que el adulto B.
cockerelli es responsable de transmitir una especie de la bacteria Candidatus Liberibacter

que llega a mermar hasta 60% en el rendimiento de este cultivo (Retes, 2011).

Araiiita roja de dos manchas, Tetranychus urticae (Koch) (Tetranychidae)
Es un acaro polifago comun en cultivos agricolas protegidos, se desarrollan en el envés de
las hojas provocando; decoloraciones, punteaduras, manchas amarillentas, las altas

poblaciones se alimentan de la energia de la planta, dando como resultado desecacion o
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incluso la defoliacion, los ataques méas graves es por los primeros estadios de este acaro
(Hernandez, 2013). En poblaciones altas generalmente las hembras protegen los huevos,
larvas y ninfas con telarafia. Generalmente la plaga se presenta en focos aislados y luego se

expande por viento, contacto entre plantas y malezas (Baudoin, 2017).

Ciclo bioldgico

T. urticae puede ser de color amarillo, amarillento verdoso o rojo (en tiempo seco y en otofio)
con dos manchas oscuras en el dorso. Las hembras son ovaladas y globosas (0.5 mm longitud)
los machos son més pequefios alargados y triangulares. Los huevos son esféricos, lisos,
brillantes y de color blanco-amarillentos. El ciclo de vida puede durar 20 dias dependiendo
de la temperatura pasando por los siguientes estadios: Huevo — Larva (hexapodo mavil) —
ninfocrisalis (fase de reposo inmdévil) — protoninfa (octépodo mavil) — deutocrisalis (fase
de reposo inmovil) — teliocrisalis (Gltima fase de reposo inmdvil) — adulto (Rodrigues,
2006).

Nanotecnologia
La NT se define como la ciencia que manipula la materia a escala de 0 a 100 nanémetros. Un
nanémetro (nm) es una milmillonésima parte de un metro, donde la fisica convencional se
descompone para disefiar estructuras con propiedades y aplicaciones. El potencial esta
basado en la escala, pues las nanoparticulas de algin material pueden presentar propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas distintas a las que presenta en escala mayor, por lo que son
ideales para el desarrollo de nuevos productos y aplicaciones (ProMéxico, 2018). La NT es
un extenso campo de la investigacion interdisciplinaria, que esta en constante crecimiento en
todo el mundo, donde son diversas las areas en las que se estan aplicando como la biomédica,
agricultura, industria de los alimentos, textil, quimica e ingenieria (Esquivel y Mas, 2021)
Villamor (2020) menciona las principales aplicaciones de las nanoparticulas, y se resaltan de
manera breve:
1.- Antibacterianas
2.- Administracion y liberacién de farmacos
3.- Conservacion de alimentos

4.- Cremas solares
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5.- Deteccion molecular de patdgenos que invaden el organismo
6.- Diagnostico de alergias, embarazos y tumores

7.- Equipamiento deportivo

8.- Energia renovable

9.- Purificacién de aguas

10.- Reforzamiento de neumaticos

Nanoparticulas en la agricultura
Las nanoparticulas (NPs) se estdn empleando en muchos aspectos en la agricultura, en la
produccion de alimentos con mejores sabores, aromas Yy texturas, procesamiento,
preservacion y envasado de alimentos, incrementado la eficiencia de los agroinsumos,
reduciendo significativamente los costos (Ojeda et al. 2019). El uso de NPs en la agricultura
como nanosensores se emplean para ayudar a combatir los patégenos de los cultivos,
nanoencapsulados de ingredientes activos como fertilizantes, herbicidas, fungicidas,
insecticidas y nutrientes, los cuales son de liberacion lenta o controlada, nano-empaques para
alimentos y bebidas, se preserven mas tiempo, que no pierdan sus caracteristicas
organolépticas y que se mantengan inocuos (Castro, 2017). Las NPs se estan utilizando para
transformacion genética de plantas (transgénicos), al crear nuevas variedades tolerantes y/o
resistentes a factores biéticos y abidticos, asi como también para capturar o retener metales

pesados para el tratamiento de suelos y aguas residuales (Lira-Saldivar et al. 2018).

Interaccién entre nanoparticulas y plantas
El uso y aplicacion de NPs metéalicas en la agricultura se ha demostrado que es exitosa, sobre
todo en cultivos que se producen en climas secos, ya que estimulan su crecimiento,
incrementan el rendimiento y la calidad comercial de sus frutos, y se ha demostrado una
actividad antimicrobiana muy amplia. Las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs-ZnO)
aplicadas via foliar minimizan el uso de fertilizantes, aumentan la eficiencia y mayor
disponibilidad de nutrientes en las plantas, un mejor desarrollo del cultivo, incrementando

los minerales en los frutos (Rivera-Gutiérrez et al. 2021).
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Las NPs metélicas en altas concentraciones son tdxicas para las plantas, afecta el
funcionamiento de las membranas celulares, proteinas, dafiando la célula a nivel
mitocondrial. En la sintesis verde las NPs estan cubiertas por una capa que esta constituida
por moléculas con actividad antioxidante (polifenoles), por lo que se sugiere que disminuye
la toxicidad en comparacion con nanoparticulas sintetizadas por otro método (Lopez y
Navarro, 2020).

Efecto microbiano de las nanoparticulas de 6xido de zinc

Las NPs-ZnO son nanoestructuras que tienen una gran capacidad antibacteriana y antifingica
que se utilizan para controlar el crecimiento y propagacién de microorganismos que han
desarrollado resistencia a muchos antibidticos y fungicidas convencionales (Canales y
Villanueva, 2018). Las NPs-ZnO inhiben la presencia de enfermedades por actividad
antifungica contra Penicillium expansum, Botrytis cinerea, Aspergillus flavus, A. niger, A.
fumigatus, Fusarium culmorum y F. oxysporum (Méndez-Arguello et al. 2016). Las NPs-
ZnO también son empleadas en bacterias teniendo mejor control en las gram positivas
respecto a las gram negativas. Sin embargo, no se hace referencia a qué se debe tal
selectividad. Posiblemente la efectividad de las NPs-ZnO se vea mejorada al exponerlas a
luz, debido a su accion fotocatalitica (Alvarado et al. 2014).

Modo de accion de las nanoparticulas

Los dxidos metalicos son compuestos con propiedades electrénicas Unicas, la mayoria de los
fendmenos magnéticos involucran a este tipo de Oxidos. Las nanoestructuras con
dimensiones de unos cuantos nanémetros y a su gran superficie especifica resultan ideales
para interactuar con las bacterias. De modo que las NPs de 6xidos metalicos son la nueva
alternativa para combatir bacterias resistentes de antibioticos, se ha informado que las NPs
de oxido de titanio (TiO2), 0xido de cinc (ZnO), 6xido cuprico (CuO), la magnetita (Fez0a)
y el 6xido de magnesio (MgO) presentan importantes propiedades antimicrobianas, las cuales
dependen en gran medida de su composicion quimica, forma y tamafio (Vazquez-Olmos et
al. 2018).
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Las NPs-ZnO han sido probadas y estudiadas tanto en células procariotas como eucariotas
causando estrés oxidativo y dafio al ADN que se genera en ambos tipos celulares (L6pez,
2019). Las NPs al entrar en contacto con las células desestabilizan la pared celular facilitando
la entrada de las NPs, una vez dentro de las células libera iones metalicos, inducen la
toxicidad, como consecuencia degradan varios compuestos y estructuras vitales, como
inactivacion de proteinas, dafio a enzimas y dafio al material genético como el ADN. Cabe
destacar que dicho mecanismo dificulta la generacion de una resistencia antimicrobiana a

corto plazo, ya que ataca a diferentes partes de la célula (INECOL, 2021).

Las NPs realizan su actividad antibacteriana por varios mecanismos, de entre los cuales
destacan: interaccion directa con la pared celular y ruptura de esta, dafio a las proteinas y a
componentes internos de la bacteria; la liberacion de iones; la alteracion del ADN; y el estrés
oxidativo por produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Alvarez, 2020).

Se ha reportado que conforme se aumentan las concentraciones de NPs, en hongos se inhibe
la esporulacion o causa alguna deformacion en la estructura del micelio. A nivel celular, las
NPs-ZnO deforman las hifas por la hinchazon de vacuolas que almacenan agua, en efecto, el

crecimiento se ve inhibido (Canales y Villanueva, 2018).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Entomologia Molecular y Alternativas de
Control de Plagas del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México (25° 21' 13"N, 101 °01
'56" O, 1610 msnm).

Obtencién del Oxido de Zinc (ZnO)

El 6xido de zinc (ZnO) se obtuvo comercialmente en Sanely Comercializadora.

Sintesis y caracterizacion de Nanoparticulas de Oxido de Zinc (NPs-ZnO)

Las nanoparticulas de Oxido de Zinc (NPs-ZnO) fueron sintetizadas en el Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA), en Saltillo Coahuila. Se sintetizaron a través de
precipitacion controlada de acuerdo con la guia de Betancourt et al. (2010), mediante el
método de hidrolisis quimica, bajo la siguiente metodologia: se colocaron 13.7 g de
(CH3CO2)2Zn y 600 mL de etanol en un matraz bola provisto de tres cuellos. Esta solucion
se agitd constantemente a una temperatura de 75°C en reflujo durante 2 h. A continuacion,
se afadié una solucién acuosa de 0.22 M de NaOH y 100 mL mas de agua destilada (dH20)
para completar la mezcla de reaccion. Se continué con agitacion constante durante 24 h.
Posteriormente, las NPs-ZnO obtenidas inmersas en etanol se recuperaron mediante
centrifugacion a 15,000 rpm durante 5 min. El precipitado se lavé dos veces con etanol y se
secd en una estufa a 60°C por 24 h. Las NPs-ZnO secas fueron trituradas en un mortero de
agata para obtener un polvo fino y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso. El
tamafio y la morfologia de las nanoparticulas se midieron mediante un microscopio
electronico de transmision de alta resolucién (HRTEM) Titan 80-300 Kv (FEI Company,
Hillsboro, Oregdn, Estados Unidos).

Aislamiento y purificacién de Alternaria alternata

Para la obtencion de cepas del hongo, se recolect6 tejido vegetal en el cultivo de tomate con
sintomas de la presencia de A. alternata. Para su aislamiento se secciono el tejido con un
bisturi, luego se desinfecto lavando 3 veces el tejido con hipoclorito de sodio al 3% (Cloro
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comercial), dH20 estéril, alcohol al 70% y dH-0 estéril y posteriormente se sembré en medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) (Bioxon®) y se incub6 a 28 + 2 °C en una cdmara de
crecimiento (Yamato®) y a partir de su crecimiento la cepa se separd para su purificacion

por punta de hifa.

Identificacion morfologica de Alternaria alternata

La identificacion morfoldgica se realizd6 mediante montas de estructuras del micelio y sus
respectivos conidios en portaobjetos con una solucién de lactofenol y azul de algodon con
apoyo de un microscopio estereoscOpio. Su observacion se realizé a 40 y 100X en
microscopio compuesto y para su identificacion a nivel género se apoy6 de las claves
taxondmicas para géneros de hongos imperfectos de Barnett y Hunter (1998) y a nivel especie

con las claves de Simmons (2007).

Identificacion molecular de Alternaria alternata

Extraccion de ADN gendmico. Para la identificacion molecular, se colocaron discos de
micelio de 10 mm en placas de Petri con PDA, se incubaron a 28 °C * 2 durante 21 d,
posteriormente se colectd el micelio con una espatula estéril y se deposité en un mortero de
porcelana que contenia nitrégeno liquido. EI micelio ultracongelado se maceré hasta polvo
fino, se pesaron 100 mg en balanza analitica (Ohaus®), el micelio macerado se colocé en un
microtubo de 1.5 mL, esto se realiz6 para cada aislado de A. alternata. La extraccion de ADN
gendmico se llevo a cabo por el método de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) de
acuerdo con Kalendar et al. (2021) con algunas modificaciones. A los microtubos con el
micelio macerado se les agregd 1 mL de CTAB (10% de CTAB en 0.7 M de NaCl) méas 100
puL de NaCl 5 M, se agitaron en vortex durante 30 s y se incubaron a 95 °C durante 90 min
en IncuMix™ (Select BioProducts). Una vez transcurrido el tiempo se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 12 000 rpm durante 1 min (EPPENDORF 5415C
Centrifuge). Se transfirieron 700 pL del sobrenadante a un nuevo microtubo de 1.5 mL, al
cual se le agregaron 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezclaron por
inversion durante 10 min y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 min. Después se
transfirieron 700 pL de la fase superior a un nuevo microtubo de 1.5 mL, se agregaron 500

ML de isopropanol frio, se mezclaron suavemente por inversion y se dejaron incubar a -20 °C
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toda una noche. Posteriormente, los microtubos se centrifugaron a 12 000 rpm durante 15
min, se decant6 el sobrenadante sin perder la pastilla de ADN, se agregaron 1000 uL de
etanol 70% para lavar la pastilla y se centrifugaron a 12 000 rpm durante 5 min, se retiro el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla con los microtubos invertidos sobre papel estéril.
Finalmente, se re-suspendié el ADN en 50 pL de agua libre de nucleasas y se almaceno a -
20 °C. Para verificar la integridad del ADN se realiz0 la electroforesis en gel de agarosa al
1% tefiido con Bromuro de etidio 0.5 pg/mL. Para determinar la concentracion y la calidad
del ADN se utilizaron 2 uL de la muestra y 198 pL de agua libre de nucleasas, y se midio la
absorbancia a 260/280 nm.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la PCR se utilizo el sistema MyTaq™
Mix (meridian BIOSCIENCE® Cat. BIO-25041) en un volumen final de 25 pL. Se colocaron
1 uL de ADN (100 ng/uL), 0.5 uL de cada uno de los oligonucle6tidos AAF2 (5°-
TGCAATCAGCGTCAGTAACAAAT-3’) y AAR3 (5°-
ATGGATGCTAGACCTTTGCTGAT-3’) (20 uM), 12.5 pL de My Taq Mix 2x y 10.5 puL
de agua libre de nucleasas. El termociclador (Thermo electron corporation®) fue programado
aunciclode 94 °C, 5 min; seguido de 40 ciclos a 94 °C, 1 min; 52 °C, 1 min; 72° C, 2 min
y un ciclo a 72 °C, 7 min. Los productos de la amplificacion de 340 pb fueron visualizados
en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL, para determinar la
longitud de los fragmentos amplificados se utilizd el marcador de 100 pb de Gen Script®
(Konstantinova et al. 2002) (Fig. 1).
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100 pb Alt1 Ait2 Ait3 Alt4 AltS Con+

340 pb

Figura 1. Productos de PCR visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
teflido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL. Carril 1: marcador de tamafio molecular 100 pb
(Gen Script®), carriles 2 al 6: cepas de A. alternata 1 a 5, carril 7: Control positivo.

Evaluacion in vitro

Medio de cultivo envenenado. Se prepard medio de cultivo PDA (15g /L) adicionado con
5g/L de extracto de malta (Bio Basic) en una olla de presién (Presto Modelo 79291,
capacidad 21 L) por 15 minutos a 15 libras a una temperatura de 121°C para su esterilizacion.
Las NPs-ZnO y ZnO se prepararon en tubos de vidrio con 10 mL de agua desionizada, a
razon de 1g/L =1000 ppm, y a partir de esta, se prepararon las concentraciones
correspondientes tanto de nanoparticulas de 6xido de zinc como de oxido de zinc. Las NPs-
ZnO fueron dispersadas por sonicacion en tres ciclos de 15 min. Finalizada la esterilizacion,
se dejo enfriar el medio de cultivo, el cual se complet6 con la solucion de NPs previamente
sonicada y ZnO, se agit6 por un lapso de 15-20 minutos para lograr homogenizar la solucién

con el medio y por altimo cada tratamiento fue vaciado en cajas Petri (90 x 15 mm), sobre
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los cuales se colocd en el centro un explante de 5 mm de A. alternata. Las cajas de Petri se
incubaron a una temperatura de 28 + 2 °C por 12 dias en cdmara de crecimiento.

Disefio experimental

Se evalud el efecto in vitro de NPs-ZnO y ZnO sobre A. alternata bajo un disefio
completamente al azar con 8 concentraciones (100, 200, 400, 800, 1200, 1600, 2000, 3000
ppm) y un testigo absoluto sin nanoparticulas ni 6xido de zinc (0 ppm) con 4 repeticiones

cada una, considerada una caja Petri como una repeticion.

Evaluacion de crecimiento micelial y concentracion de conidios

La evaluacion consistio en medir el crecimiento micelial, en dos ejes (horizontal y vertical)
del fitopatdgeno, cada 24 horas, hasta el llenado del testigo (12 dias), utilizando como apoyo
un calibrador (vernier) con compuesto digital (Titan®). Para el conteo de conidios se
recolectd el micelio de las cajas en dH20 estéril, se agito la suspension para homogenizar la
concentracion de conidios, posteriormente se tomaron 10 UL y se colocaron en la cdmara de
Neubauer/hemocitometro (Marienfeld, Alemania), siguiendo los pasos y formulas de la guia
proporcionada por Celeromics (Total de células contadas/ Nimero de cuadros x 10,000). Con
los datos obtenidos en la evaluacion se calculd el porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial y porcentaje de inhibicion de esporulacion mediante la formula descrita por Orbera
et al. (2009), tomando como 100% el crecimiento micelial del testigo y 100% de los conidios

del testigo (O ppm) respectivamente.

(Rl — R2

1
R1 )x 00

Donde:

P1: es el porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial/esporulacion
R1: representa el valor promedio del radio del crecimiento del hongo (testigo)

R2: Es el valor promedio del radio de la colonia inhibida (tratamiento).
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Andlisis de resultados

Con los porcentajes de inhibicién micelial y de la esporulacion se realizé un analisis Probit
y se determind los valores de la concentracidn inhibitris (Clso y Clgo) y sus limites fiduciales
al 95% de confiabilidad. Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la inhibicion
micelial e inhibicién de esporulacion, se realizd un andlisis de varianza y comparacion de
medias de los tratamientos con una prueba de rango multiple de Tukey (P<0.05). Los datos
de inhibicion micelial e inhibicién de esporulacion expresados en porcentaje fueron
transformados por raiz cuadrada de arcoseno para su andlisis. Para los analisis se utilizo el
software estadistico SAS/STAT (SAS, Institute, 2002).
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RESULTADOS

La distribucion de tamafio de las particulas se obtuvo al analizar 300 nanoparticulas mediante
la técnica de microscopio electronico de transmision de alta resolucion. En la figura 2 se
observa una micrografia de microscopio electronico de transmisién de alta resolucion de las
nanoparticulas de ZnO, que muestra una morfologia semiesférica cristalina de tamafio medio
de 23.44 nm y tamafio de distribucion uniforme (a). Las particulas méas grandes se distribuyen

a la aglomeracion de particulas. El histograma de distribucion del tamafio de particula indica

que varia de 7.3. a42.7 nm (b).
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Figura 2. Micrografia de microscopio electronico de transmision de alta resolucion que
muestra la morfologia semiesférica de nanoparticulas de éxido de zinc (a) e histograma de
distribucion del tamafio de particula (b).

Se encontraron diferencias significativas en la inhibicién del crecimiento del micelio, el
tratamiento con mayor eficiencia sobre Alternaria alternata fueron las NPs-ZnO a la
concentracion de 3000 con 86.7% de inhibicion del crecimiento micelial, seguida de las
concentraciones de 2000, 1600 y 1200 ppm. En el tratamiento ZnO en una concentracién de
3000 ppm fue la que mostro una mayor inhibicién en el crecimiento micelial, con una
eficiencia de 84.4%. seguida de 1600 y 2000 ppm con 80 y 81%. En concentraciones bajas
de NPs-ZnO se obtuvo una inhibicion micelial de entre 40-80%, mientras que con ZnO se
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obtuvo una inhibicion micelial entre 27 y 74%. Los resultados obtenidos sobre la inhibicion
del crecimiento del micelio sobre A. alternata mostrd diferencias significativas en todas las

concentraciones en NPs-ZnO y ZnO en comparacion del testigo (Cuadro 6, Figs. 3, 4).

Cuadro 5. Medias del porcentaje de inhibicion micelial, porcentaje de inhibicién de
esporulacion + desviacion estandar de Alternaria alternata en medio PDA a diferentes

concentraciones de NPs-ZnO y ZnO a 12 dias de evaluacion.

Tratamiento Concentracion  Inhibicion del crecimiento Inhibicién de
(ppm) micelial (%) 2P esporulacion (%) °
Testigo 0 0+£0.00 h 0+0.00 c
NPs-ZnO 3000 86.725+1.34 a 100+0.00 a
NPs-ZnO 2000 85.100+0.89 ab 100£0.00 a
NPs-ZnO 1600 83.250+1.20 abc 100£0.00 a
NPs-ZnO 1200 84.425+1.06 abc 100+0.00 a
NPs-ZnO 800 81.650+0.97 bc 99.405+0.54 a
NPs-ZnO 400 76.650+0.27 d 08.228+0.96 a
NPs-ZnO 200 45.125+1.50 e 54.373+16.58 b
NPs-ZnO 100 42.750+£1.73 e 38.748+22.84 b
ZnO 3000 84.450+1.18 abc 99.748+0.31 a
ZnO 2000 81.700+0.73 bc 99.433+0.19 a
ZnO 1600 80.900+2.04 ¢ 99.768+0.30 a
ZnO 1200 74.650+0.24 d 08.335+1.00 a
ZnO 800 75.800+1.14 d 99.085+0.67 a
ZnO 400 72.125+1.91 d 98.995+1.07 a
ZnO 200 33.825+1.53 f 48.225+19.90 b
ZnO 100 27.550+3.57 ¢ 31.630+21.57 b
CVv 2.27 12.30
R? 0.99 0.93
GL 16,67 16,67
F 1196.27*** 42.54***
Pr>F <0.0001 <0.0001

ppm=partes por millon. ®Medias con la misma letra entre columna no son significativamente
diferentes (Tukey; P<0.05). "Datos para sus analisis trasformados por raiz cuadrada de
arcoseno. CV=Coeficiente de Variacion. *** Indica significancia contraste valor F a P
<0.001.

En la evaluacién del efecto de inhibicion de esporulacion sobre A. alternata, se obtuvo de
98-100% de inhibicion de esporas desde 400 a 3000 ppm tanto con NPs como con ZnO, sin

diferencias significativas. Se obtuvieron resultados significativos con 100% de inhibicion de
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la esporulacion con las NPs-ZnO a concentraciones de 1200-3000 ppm, mientras que las
concentraciones de 400 y 800 ppm presentaron una inhibicion de 98.2 y 99.4% de la
esporulacién. En los tratamientos con ZnO se obtuvo una inhibicidn significativa con un

rango de inhibicion de 98-99% a concentraciones de 400-3000 ppm (Cuadro 6).

I a)
.)
‘)

Figura 3. Actividad antifingica de NPs-ZnO sobre Alternaria alternata in vitro: a) 0 ppm, b)
3000 ppm, ¢) 2000 ppm, d) 1600 ppm, €) 1200 ppm, f) 800 ppm, g) 400 ppm, h) 200 ppm, i)
100 ppm.
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Figura 4. Actividad antifangica de ZnO sobre Alternaria alternata in vitro: a) 0 ppm, b) 3000
ppm, ¢) 2000 ppm, d) 1600 ppm, e) 1200 ppm, f) 800 ppm, g) 400 ppm, h) 200 ppm, i) 100
ppm.

Para la inhibicion del 50% del crecimiento micelial se requiere una concentracion mas baja
de NPs-ZnO en comparacion con el ZnO para inhibir el mismo porcentaje. Lo mismo pasa
para la inhibicion del 50% de esporas, se requieren una menor concentracion de NPs-ZnO,
misma situacion para la inhibicion del 90% del crecimiento de micelio y esporulacion
(Cuadro 7).
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Cuadro 6. Concentracion inhibitris del crecimiento micelial y de la esporulacion y limites

fiduciales por NPs-ZnO y ZnO aplicados a Alternaria alternata en medio PDA a 12 dias de

evaluacion.
ppm
Tratamientos Limites fiduciales 95% Limites fiduciales 95%
Clso - - Clgo - -
Inferior Superior Inferior Superior
Inhibicién de micelio
NPs-ZnO 150.46 63.26 246.38 2908 1697 7749
ZnO 265.22 70.06 490.08 4086 1807 41521
Inhibicion de esporas
NPs-ZnO 141.34 102.22 178.59 347.71 264.21 575.44
ZnO 157.48 92.27 223.82 429.84 294.08 929.82

Ppm=partes por millon, Clso= Concentracion inhibitris del 50% del crecimiento,
Clgo= Concentracidn inhibitris del 90% del crecimiento.
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DISCUSION

En los ultimos afios, el uso de la nanotecnologia se ha convertido en una herramienta
prometedora para el control de plagas (Wazid et al. 2018), particularmente en el control de
plagas para la proteccion de cultivos, se han probado diferentes NPs contra diversas plagas,

principalmente en condiciones de laboratorio (Gonzalez-Merino et al. 2021).

Las NPs tienen la capacidad de anclarse a la pared celular y posteriormente penetrar en ella,
provocando de este modo cambios en la estructura en la membrana celular que dan lugar a
demasiada permeabilidad en la membrana (hay formacion de hoyos y acumulacion de
nanoparticulas en la membrana), esto provoca la salida proteinas, azucares y disminucion del

trifosfato de adenosina (ATP) dando como resultado la muerte de la célula (Ibarra, 2016).

El zinc es un microelemento esencial para el crecimiento y desarrollo general de las plantas
(Pandey et al. 2010). Actta como precursor de fitohormonas como las auxinas, que favorecen
el alargamiento y division celular e influyen en la reactividad del acido indolacético, y como
fitoestimulante hormonal, asociado a la biosintesis de citoquininas y giberelinas. Ademas, es
esencial para la fotosintesis y facilita el metabolismo de los carbohidratos en las plantas
porque estabiliza o activa las proteinas involucradas en estos procesos (Landa, 2021;
Rehman, et al. 2012; Shyla y Natarajan 2014; Kriti et al. 2020), aumenta la aptitud biolédgica

y ayuda a las plantas a sobrellevar las condiciones de estrés (Méndez-Arguello et al. 2016).

Entre las NPs utilizadas para la proteccion de cultivos, las NPs-ZnO son mas recurrentes
debido a su excelente estabilidad quimica y térmica, bajo costo de produccion y no son
dafinas para el medio ambiente (Rajiv et al. 2013; Sabri et al. 2013, citado por Kriti et al.
2020).

El papel de la liberacion de ZnO de las NPs en la actividad antimicrobiana se prob6 usando
microparticulas y nanoparticulas sobre Fusarium graminearum Schwabe (Nectriaceae),
demostrando que los efectos nanoespecificos del ZnO juega un papel contribuyente en el

nivel de efectos antifungicos. La bioactividad fue mas eficaz con NPs, lo que confirma que
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el tamafio nanomeétrico mejora la eficacia de ZnO, aumentando su toxicidad en relacion con
microparticulas mas grandes, inhibiendo el crecimiento micelial del hongo (Dimkpa et al.
2013). Las NPs metalicas de ZnO, ya sean puras o mezcladas, estan siendo estudiadas
globalmente por su potencial agricola como promotores de crecimiento, nanofertilizantes y

antimicrobiales (Méndez-Arglello et al. 2016).

En la presente investigacion se comprobd que las NPs-ZnO con forma semiesférica y un
tamafo promedio de 23.44 nm inhibieron el desarrollo de A. alternata, considerada esta
tecnologia como una alternativa para el manejo de este hongo; tal y como lo demostro
Moreno (2015) las NPs-ZnO de 15 a 26 nm con dosis de 0, 500, 1000, 1500 y 2000 mg
demostraron efecto antifingico contra B. cinerea, inhibiendo por completo el crecimiento de
micelio de este fitopatdgeno a una concentracion de 1500 mg L, ademas en combinacion,
nanoparticulas de ZnO/Ag la inhibicion de este patdgeno se observo a una concentracion mas
baja desde 500 mg L en todas las concentraciones estudiadas.

Al-Dhabaan et al. (2017) evaluaron las NPs-ZnO y nanocompuestos de quitosano, éxido de
zinc y cobre (NCS-CS-Zn-Cu) contra tres hongos patdgenos de plantas, incluidos A.
alternata, R. solani y B. cinerea. La aplicacion in vitro mostr6 que las NCS-CS-Zn-Cu a 90
ug ml? tienen la mayor actividad antif(ingica, inhibiendo el crecimiento de B. cinerea con
una inhibicion de 1.7 cm en comparacion con las otras concentraciones y con las otras
nanoparticulas. Las NPs-ZnO a 90 ug ml inhibieron significativamente el crecimiento de R.
solani, con una inhibicion de 1.6 cm en comparacion con concentraciones de 30 y 60 pg ml”
! Mientras que las nanoparticulas de Cu a 90 ug ml™* inhibieron el crecimiento de A. alternata

en 1.4 cm.

La actividad antimicotica de NPs-ZnO sobre Bipolaris sorokiniana (Sorokin) Shoemaker
(Pleosporaceae) y Alternaria brassicicola (Schwein.) Wiltshire (Pleosporaceae) fue
investigada por Kriti et al. (2020). En este estudio se observo que las NPs ZnO son eficaces
para interferir con el metabolismo de dichos hongos fitopatdgenos, a una concentracién de

20 ppm fueron eficaz para inhibir la germinacion de esporas en B. sorokiniana y en 10 ppm
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efectivas para A. brassicicola. Y a 100 ppm de NPs-ZnO inhibié significativamente el

crecimiento micelial de ambos patdgenos.

Gonzalez-Merino et al. (2021) evaluaron el potencial in vitro de NPs-ZnO como agente
antifungico sobre F. oxysporum, reportando que las nanoparticulas inhibieron el crecimiento
del micelio de este patdgeno a contracciones de 1600 a 3000 ppm con 81 a 83%, ademas de

la esporulacién con 82.57 a 83.85% en las mismas concentraciones.

Las NPs-ZnO y NPs-ZnO con plata sintetizadas con extractos vegetales fueron evaluadas
sobre los hongos Alternaria solani Sorauer (Pleosporaceae) y F. oxysporum. La evaluacion
resultante fue que estas nanoparticulas sintetizadas con extracto de Lippia graveolens Kunth
(Verbenaceae) a 1000 mg L inhibieron el 65% del crecimiento micelial y redujeron en 66%
la produccion de esporas, mientras que a la adicion de plata (NPs-ZnO/Ag) incremento la
capacidad de inhibir la produccion de esporas, alcanzando el 78%. Para el caso de F.
oxysporum las NPs-ZnO inhibieron el crecimiento en un 62% y redujeron en 55% la
produccién de esporas, este Ultimo reduciendo a un mas la produccién de esporas hasta un
78% a la adicion de plata (Merlin, 2020).

En otro estudio realizado por Mufios (2020), este demuestra que NPs-ZnO obtenidas a 600°C,
no eliminaron a la bacteria C. michiganensis a concentraciones desde 250-4000 mg L, sin
embargo, inhibieron su crecimiento al 50%, a una concentracion de 2000 mg L. Se demostro
que la adicion de nanoparticulas de plata (NPs de Ag) mejoro la capacidad bactericida, debido
a que las NPs de ZnO/ Ag inhibieron el crecimiento de la bacteria al 99% a partir de 4000

mgL* e inhibieron su crecimiento al 50% a una concentracion de 1000 mg L.
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CONCLUSIONES

Las nanoparticulas metélicas de ZnO y ZnO inhibieron el crecimiento micelial y produccion
de esporas del hogo fitopatdgeno Alternaria alternata, agente causal de la pudricion de frutos

en tomate.

Las nanoparticulas se presentan como una alternativa potencial para el control de este hongo

fitopatdgeno.

Es importante profundizar la bisqueda de este tipo de investigaciones, buscar nuevas
alternativas amigables con el medio ambiente que sean eficientes para el control de A.
alternata. Y contra otros microrganismos fitopatdgenos que representan problemas en el

sector agricola.
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