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RESUMEN

El jitomate (Solanum lycopersicum) es uno de los cultivos horticolas més importantes a nivel
mundial, sin embargo, su produccion se ve amenazada por diversos patdégenos, entre ellos
Phytophthora capsici, un ommiceto causante de graves dafios en raices y tallos. Con el
objetivo de fortalecer el sistema de defensa de la planta, se exploro6 el uso de nanotubos de
carbono funcionalizados con ciclodipéptidos como agentes elicitores. Los nanotubos de
carbono (NTC), por sus propiedades fisico-quimicas tnicas, ofrecen una plataforma eficiente
para la entrega dirigida de compuestos de interés. Por otra parte, los ciclodipéptidos (CDPs)
son pequeiias moléculas ciclicas con reconocida actividad bioldgica. La funcionalizacion de
los NTC-CDPs permiti6 desarrollar un sistema, que al ser aplicado desde el cebado de las
semillas promoviera la germinacion y estadio temprano del jitomate, ademas de actuar como
agentes promotores de crecimiento provocando una estimulacion de los mecanismos de
defensa como las especies reactivas de oxigeno (ROS). Nuestros resultados indican que la
combinacion de estas nanoparticulas y sefiales quimicas naturales puede presentar una
estrategia prometedora para promover el crecimiento vegetal y el manejo sustentable de
enfermedades en cultivos agricolas y de esta manera contribuir a la disminucidon de insumos
quimicos, por lo tanto, ayudando a contrarrestar los efectos negativos que se estan

observando por estos agroquimicos.

Palabras claves: Jitomate, fitopatdgeno, nanoparticulas, especies reactivas de oxigeno

sistema de defensa.
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ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most important horticultural crops worldwide;
however, its production is threatened by several pathogens, including Phytophthora capsici,
an ommycete that causes severe damage to root and stems. In order to strengthen the plant's
defense system, the use of carbon nanotubes functionalized with cyclopeptides as elicitor
agents was explored. Carbon nanotubes (CNTs), due to their unique physicochemical
properties, offer an efficient platform for the target delivery of compounds of interest. On the
other hand, cyclodipeptides (CDPs) are small cyclic molecules with recognized biological
activity. The functionalization of NTC-CDPs allowed the development of a system that,
when applied from seed priming, would promote germination and early stage of tomato, in
addition to acting as growth-promoting agents by stimulating defense mechanisms such as
reactive oxygen species (ROS). Our results indicate that the combination of these
nanoparticles and natural chemical signals may present a promising strategy to promote plant
growth and sustainable disease management in agricultural crops and thus contribute to the
reduction of chemical inputs, thus helping to counteract the negative effects that are being

observed by these agrochemicals.

Key words: tomato, phytopathogen, nanoparticles, reactive oxygen species, reactive oxygen
species, defense system.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia es una de las tecnologias mas prometedoras del siglo XXI, siendo la
capacidad de convertir la teoria de la nanociencia en aplicaciones utiles mediante la
observacion, la medicion, la manipulacioén, ensamblaje, control y fabricacion de materia a
una escala nanométrica, permitiéndonos aplicar en multiples areas de la ciencia moderna,
incluyendo fisica, farmacologia, quimica, informatica, ingenieria y agricultura [1]. La
agricultura es un sector economico importante para la produccion de diversos cultivos
vegetales, ya sea para fines alimenticios o forrajeros, por lo que, en los ultimos afios la
nanotecnologia representa un parteaguas en el avance tecnoldgico-cientifico para mejorar la
comprension de la biologia y fisiologia de los cultivos vegetales para incrementar su
rendimiento y calidad nutricional, esta alternativa reduce los costos economicos y
ambientales actualmente generados por los insumos quimicos [2]. Las nanoparticulas (NPs)
se definen como materiales naturales o artificiales con un tamafio de ~ 1 - 100 nm y, se les
atribuyen propiedades fisicoquimicas especiales que las hacen de gran interés
multidisciplinario. Las NPs se pueden clasificar segiin su tamaifio, morfologia, propiedades
fisicas y quimicas, pueden clasificarse de acuerdo con su naturaleza quimica en organicas e
inorganicas [3]. Entre las NPs inorganicas se encuentran por ejemplo las NPs de Cu, Al, Ag,
Zn0, Si, TiO, y estas NPs puede servir como una fuente de micronutrientes para las plantas,
favorecer procesos que estimulan la absorcion de otros minerales para la nutricion vegetal, o
favorecer procesos fisioldgicos en las plantas desde distintos mecanismos de accion
promoviendo el desarrollo vegetal [4]. Por otro lado, entre las NPs organicas se encuentran
polimeros o lipidos nanoestructurados, asi como otras NPs a base de carbono cristalino como

el grafeno, los nanodots, fullerenos y los nanotubos de carbono (NTC).

1.2 Absorcion y translocacion de las nanoparticulas en la planta

Investigaciones pioneras han demostrado que las NPs pueden ser absorbidas y transportadas
por las plantas. No obstante, esto depende de varios factores, como el tamafio de las NPs, su
area y carga superficial, la concentracion en que se adicione, tiempo de exposicion, método
de absorcion y la especie vegetal seleccionada como modelo biologico. Las NPs pueden

ingresar al sistema vegetal mediante diversas estructuras, como los estomas y los pelos
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radicales. Algunas investigaciones confirman que las plantas son capaces de absorber las
nanoparticulas [5], sin embargo, las pruebas directas del transporte de nanoparticulas en las
plantas son limitadas [6]. Lo que representa un reto, ya que comprender el comportamiento
de la absorcion y el transporte de la NPs en las plantas es fundamental para desarrollar NPs
dirigidas, que puedan favorecer el desarrollo vegetal potenciando sus efectos en las plantas
en beneficio del sector agricola en general [7], [8]. Por otro lado, comprender el mecanismo
detras de la accion y la bioacumulacion de NPs en las plantas contribuira a descartar los
riesgos asociados al uso de las NPs y garantizar la seguridad bioldgica para su uso en la
agricultura.

1.2.1 Absorcion foliar

Las NPs pueden ingresar a las hojas a través de los estomas o por penetracion de la cuticula,
esta actlla como una barrera foliar primaria, limitando la entrada de NPs con un tamafio
superior a 5 nm y las NPs con tamafios superiores a 10 nm suelen entrar a través de los
estomas Shahid ef al., (2021). Una vez dentro, su transporte celular se realiza mediante las
rutas apoplastica o simplastica hacia el sistema vascular de la planta. La transferencia de NPs
con tamafio entre 10 y 50 nm es favorecida a través del citoplasma de las células adyacentes
mediante la ruta simpléstica. En cambio, las NPs de mayor tamafio, entre 50 y 100 nm, se
desplazan entre las células utilizando la ruta apopléstica. Las NPs se transportan junto con el
flujo de azucar a través de los tubos de tamiz del floema. Como resultado del transporte
vascular por el floema, las NPs pueden moverse bidireccionalmente y acumularse en
diferentes partes de la planta, como raices, tallos, frutos, granos y hojas [9].

1.2.2 Absorcion radicular

Las raices de las plantas representan la via principal de entrada para las NPs. Estas NPs
pueden ser absorbidas a través de los pelos radicales y otras estructuras de las raices. Una
vez dentro de la planta, las NPs pueden moverse a través del apoplasto (via extracelular) o
del simplasto (via intracelular) hacia el xilema, permitiendo su transporte a otras partes de la
planta [9], [10].

1.2.3 Absorcion a través de semillas

Las NPs también pueden ser absorbidas por las semillas mediante el cebado proceso que
consiste en remojar las semillas en agua o soluciones acuosas con las NPs para mejorar sus

propiedades, especialmente la germinacion, afectando potencialmente el crecimiento y
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desarrollo inicial de las plantulas. Este proceso de absorciéon puede tener implicaciones
significativas en la fase temprana de desarrollo de la planta [11]. Las NPs pueden ingresar a
las semillas a través de las acuaporinas, una clase de proteinas de membrana ubicuas que
estan involucradas en el transporte de agua [12]. En la figura 1 se muestra un diagrama sobre
el mecanismo de absorcion y transporte de las NPs en los sistemas vegetales mediante

aplicacion foliar y radicular.
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Figura 1. Mecanismo de absorcion y transporte de NPs en plantas mediante aplicacion foliar

o radicular.

1.3 Interaccion nanoparticulas-plantas

Las NPs tienen un gran potencial para mejorar los rendimientos de los cultivos de interés
agricola, preservando el cuidado ecoldgico, sostenibilidad ambiental y reducir costos
economicos. Por lo que fuertemente se explora el uso de NPs para aumentar la productividad
agricola mediante la entrega eficiente de nutrientes y el desarrollo de fertilizantes de
liberacion controlada [13], [14], dado que, en la Gltima década, se ha documentado el uso de
NPs en las plantas como particulas promotoras del crecimiento vegetal, al observarse efectos
positivos en la germinacion temprana de las semillas, mejorar la elongacion y ramificacion
de raiz y estimular el desarrollo foliar. Investigaciones sobre el efecto de las NPs de sulfuro

de plata (Ag2S) y sulfuro de zinc (ZnS) reportaron que estas NPs promovieron la germinacion
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de semillas de soja (Glycine max L.) y trigo (Triticum aestivum L.), lo que se tradujo en un
efecto positivo en la tasa de germinacion de las semillas y en parametros de crecimiento [15].
Afzal et al. (2021) utilizaron dos formas de particulas de hierro: 6xido de hierro (FeO) que
se estabiliz6 fitoquimicamente con un extracto de las flores de Cassia occidentalis L., y NPs
de sulfato de hierro (FeSO4) en semillas de arroz (Oryza sativa L.), con el objetivo de
aumentar la germinacion de las semillas y la vitalidad de las plantulas mostrando que las
nanoparticulas de FeO tuvieron un efecto mas favorable sobre el crecimiento de las plantas
cuando se compararon con el efecto de las NPs de FeSOu4 y las plantas control [16], [17].

Por otro lado, el interés de la aplicacion de NPs con propiedades antimicrobianas es creciente
debido a que se ha demostrado que NPs como las de ZnO y CuO son efectivas para el control
de diversas especies de hongos y bacterias fitopatogenas [18]. En este sentido, Wani y Shah,
(2012) confirmaron la actividad antifingica de las nanoparticulas a base de Zn contra
Fusarium oxysporum y Mucor plumbeus, y de manera similar, Sardella et al. (2017)
reportaron los mismos hallazgos contra Alternaria alternata y Rhizopus stolonifer [17]. Por
lo que, la aplicacion de estas NPs representa una alternativa para reducir o sustituir el uso de
pesticidas convencionales, que danan fuertemente el ambiente y los organismos benéficos

naturales para las plantas.

1.4 Interaccion de nanotubos de carbono-plantas

Por otro lado, los estudios sobre el uso de NPs a base de carbono cristalino como los NTC
en las plantas es creciente, debido a que poseen propiedades fisicoquimicas Unicas atribuidas
principalmente a su tamafio, estructura quimica y morfologia [19]. Los NTC se pueden
considerar NPs constituidos por una o varias ldminas de grafeno, que es una red cristalina y
hexagonal de 4&tomos de carbono enrollada. De acuerdo con el nimero de capas o laminas de
grafeno que los constituyen, los NTC se han clasificado principalmente en nanotubos de
carbono de pared simple o Single-Walled Carbon Nanotubes (SWCNT), mientras que al
enrollar multiples hojas de grafeno se forman los nanotubos de carbono de pared multiple o
Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNT) [20], [21]. Los NTC poseen una combinacion
de propiedades idoneas como lo son su composicion quimica a base de C=C, C-H, C-O,
diametro nanométrico, integridad estructural, alta conductividad eléctrica y estabilidad

quimica [22],[22]. En la figura 2 se muestra un esquema grafico representativo de la
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estructura tipica de un nanotubo de carbono de pared simple y de un nanotubo de carbono de

pared multiple.

Nanotubos de carbono Nanotubos de carbono
de pared simple de pared multiple
(SWCNT) (MWCNT)

Figura 2. Estructura de un nanotubo de carbono de pared simple (SWCNT) y de un nanotubo
de carbono de pared multiple (MWCNT).

1.5 Efectos de los nanotubos de carbono sobre el crecimiento y desarrollo vegetal
Los efectos de los NTC en el crecimiento y la reproduccion de las plantas pueden ser
inducidos directamente por distintos mecanismos, entre ellos podemos considerar las
interacciones de los NTC con proteinas vegetales, factores de transcripcion o ADN, o
indirectamente al inducir el aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) [23]. Los NTC se han reconocido como agentes promotores de la germinacion de
semillas y en el crecimiento de cultivos [24], [25]. Por ejemplo, Khodakovskaya et al., (2013)
reportaron que los NTC suplementados en jitomate (Solanum lycopersicum) activaron el

sistema reproductivo de las plantas y aumentaron la produccion de frutos dos veces mas que
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las plantas control [26]. Del mismo modo, se demostrd que usando MWCNT se mejor6 la
germinacion y el crecimiento del brocoli (Brassica oleracea var. italica) bajo estrés salino
[27]. Por otra parte, se ha documentado el impacto de los NTC como agentes
antimicrobianos, ya que pueden inhibir el crecimiento y el desarrollo de biopeliculas
bacterianas [28]. Sin embargo, aunque, se ha logrado avanzar en la sintesis y el uso de NTC
en los sistemas vegetales, sigue siendo necesario un constante estudio de los mecanismos de
accion de estas NPs en las plantas, para intentar explicar esta interaccion ya que se han
documentado resultados contrastantes de sus efectos [29] y comprenderlos permitird su

aplicacion Optima y segura.

1.6 Nanotubos de carbono como agentes antimicrobianos

Los NTC podrian ser una alternativa para el control de patdgenos por su accion
antimicrobiana e inducir la activacion del sistema de defensa antioxidante en las plantas [30],
[31]. Al respecto, Kang et al., (2007) demostraron que los NTC de pared simple mostraron
actividad antimicrobiana, lo que causé la destruccion de la membrana celular de los
microorganismos a través del contacto directo y, por lo tanto, redujo la viabilidad celular en
un 80% [32]. Por otro lado, Saleemi et al., (2020) estudio los efectos antimicrobianos de los
NTC contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y
Candida albicans, y demostraron que los NTC de pared multiple inhiben el crecimiento de
los patdgenos que analizaron. En particular, demostraron que los NTC pueden dafar
selectivamente las paredes o membranas de los patogenos, dependiendo no solo de los grupos
funcionales y la longitud de los nanotubos, sino también de la morfologia de los patogenos
[33].

La comprension de la interaccion de NPs-Planta, NPs-Patogenos, y la interaccion tripartita,
juega un rol fundamental para el desarrollo de nuevas alternativas dirigidas al mejoramiento
del rendimiento de las plantas, algunos de los procesos involucrados en la interaccion de las
NPs con una planta se muestran en la figura 3. En primera instancia, se esquematiza la
absorcion radicular, las NPs ingresan por los pelos radicales y se transportan hacia el xilema,
integrandose al flujo de nutrientes y agua. Simultdneamente, en la absorcion foliar, penetran
por los estomas o directamente a través de la cuticula. Una vez internalizadas, estas NPs

desempefian un papel crucial en el desarrollo y la fisiologia de la planta. Promueven el
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crecimiento de la radicula, lo que mejora la absorcién de nutrientes como de agua, y un
aumento de la biomasa y al fortalecimiento de la planta en general. Ademads, contribuyen al
fortalecimiento de la pared celular, mejorando la estructura y resistencia de los tejidos
vegetales. En respuesta a un ataque de patoégenos, las NPs inducen una explosion oxidativa,
promoviendo la generacion de ROS y un aumento en fitorreguladores como el &cido salicilico
(AS), 4cido jasmonico (AJ) y etileno (ET), fundamentales para la defensa vegetal.
Finalmente, estas nanoparticulas estimulan la produccién de fitorreguladores, como las
auxinas y citoquininas, que regulan el crecimiento y desarrollo de la planta, lo que refuerza

su capacidad de adaptacion y resistencia a condiciones adversas.
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Figura 3. Esquema general de la entrada de las NPs en los sistemas vegetales, mostrando su

efecto en la defensa oxidativa y estimulacion de fitorreguladores.

1.7 Funcionalizacion de los nanotubos de carbono con compuestos de interés
bioldgico

Si bien, la aplicacion de NPs ha demostrado tener fuerte potencial para el control de
fitopatdgenos, las NPs como los NTC, también representan una alternativa al ser utilizados
como vehiculo para acarrear moléculas de interés con atributos que favorezcan el desarrollo
en los sistemas vegetales, confiriéndole una mayor especificidad y resistencia para que estas

moléculas eficienticen su accioén bioldgica en los sistemas vegetales. Para ello, uno de los
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principales métodos que se emplean es la funcionalizaciéon de NTC.

La funcionalizacion se define como la modificacion de propiedades de los NTC u otros
alotropos cristalinos del carbono, por la adsorcion y/o uniéon de a&tomos o moléculas en las
paredes de los NTC. Debido a la forma tubular que poseen los NTC, estos tienen un volumen
interno que se puede utilizar para albergar funcionalidades especificas [34]. Canas et al.,
(2008) evaluaron la diferencia entre los efectos de los NTC funcionalizados y no
funcionalizados sobre el crecimiento de las plantas de col silvestre (Brassica oleracea),
zanahoria (Daucus carota), pepino (Cucumis sativus), cebolla (Allium cepa), jitomate
(Solanum lycopersicum) y lechuga (Lactuca sativa), estos investigadores demostraron que
ambos tipos de funcionalizacion modificaron la elongacion radicular de estas plantas [35].
De forma general, la funcionalizacion de NTC puede ser no covalente y covalente:

1.7.1 Funcionalizacion no covalente de nanotubos de carbono

La funcionalizacién no covalente, es un método “no invasivo”, es decir que preserva las
propiedades de los NTC. Se basa en la adsorcion de moléculas mediante fuerzas de Van der
Waals sin modificar la estructura original de los NTC, es decir, conserva sus propiedades
electronicas y mecénicas, ademds de mejorar la solubilidad. Una de las ventajas de la
funcionalizacién no covalente, es que, al presentar interacciones débiles entre la molécula
unida con los NTC, permite una facil liberacion de esta molécula al entrar en contacto con el
sistema bioldgico [36]. En la figura 4 se muestra un esquema grafico hipotético de la

funcionalizacion no covalente de los NTC con diferentes ciclodipéptidos.
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Figura 4. Esquema de funcionalizacion no covalente de nanotubos de carbono con
ciclodipéptidos.

1.7.2 Funcionalizacion covalente de nanotubos de carbono

La funcionalizacion covalente tiene como base la unioén covalente de los grupos funcionales
a la superficie de los NTC, en sus extremos, paredes laterales o sus defectos estructurales
[37] causada por agentes quimicos que causan la oxidacion en la red cristalina y permite la
unién de grupos funcionales en los sitios donde se rompen los dobles enlaces o enlaces sp?
[38]. Entre los principales agentes oxidantes se utiliza el HNO3/H2SOs4, estos insertan
oxigeno y grupos funcionales como los grupos carboxilo, cetona, hidroxilo y los grupos
¢ésteres que facilitan la unidon de otras moléculas o compuestos quimicos [39]. Esta
funcionalizacién se basa en la reactividad de los defectos estructurales en los cuales se
introducen grupos funcionales, moléculas o compuestos como los farmacos [40]. En la figura
5 se muestra un esquema grafico de la funcionalizacion covalente de los NTC con diferentes
ciclodipéptidos, donde se realiza una oxidacion y una aminacion subsecuente, para

posteriormente unir grupos funcionales negativos presentes en los ciclodipéptidos.
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Figura 5. Esquema de funcionalizacion covalente de nanotubos de carbono con
ciclodipéptidos.

La funcionalizacion de NTC se ha realizado uniendo grupos funcionales como las aminas,
amidas y grupos carboxilos principalmente, en el 4rea biomédica también se ha documentado
la funcionalizaciéon de NTC con moléculas y biomoléculas como el ADN, farmacos y
proteinas. Esto Gltimo, representa una alternativa en la agricultura, atin sin explorar, en la que
se pueden aprovechar moléculas como los elicitores en las plantas, capaces de estimular el
sistema de defensa vegetal, usando como vehiculo a los NTC para mejorar su actividad en

las plantas.

1.8 Elicitores

Los elicitores son compuestos de bajo peso molecular que estimulan la respuesta inmune de
las plantas activando una cascada de sefializacion de defensa vegetal. Se han clasificado en
dos tipos: elicitores obtenidos de patdgenos (elicitores exdgenos) y elicitores obtenidos de
plantas (elicitor endoégeno). La mayoria de los elicitores exdgenos de las respuestas de
defensa de las plantas son inespecificos y varian ampliamente en su naturaleza quimica,
incluidas proteinas, oligosacaridos, glicoproteinas y lipidos. Las respuestas de defensa
inducibles pueden activarse no solo por encuentros con patéogenos en tejidos vegetales, sino
también por tratamiento con elicitores. En consecuencia, los elicitores son ahora
ampliamente utilizados para estudiar los mecanismos moleculares de las respuestas de
defensa [41]. El primer paso para que el elicitor comience la respuesta inmune es activada

por un receptor especifico, del cual todavia en la actualidad se conoce poco, sin embargo, se
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han hecho avances que nos indican algunos receptores de union a inductores de glucano
debido a que estos sitios de union son activados con calor y se piensa que son de naturaleza
proteica [42].

En la figura 6 se muestra un esquema identificando algunas de las formas clave de accion de
los elicitores en las plantas, para desencadenar una serie de respuestas moleculares,
bioquimicas y fisiologicas que constituyen el sistema de defensa de la planta. Primero se
lleva a cabo el reconocimiento del elicitor, las plantas poseen receptores en sus membranas
celulares que son capaces de reconocer estructuras especificas presentes en los elicitores.
Una vez que el elicitor es reconocido por el receptor, se desencadena una cascada de eventos
de sefnalizacion intracelular. Esto implica la activacion y regulacion de moléculas
sefalizadoras como lo son los fitorreguladores como el acido jasmoénico (AJ) y el acido
salicilico (AS) los cuales juegan un papel importante en la respuesta de defensa de las plantas.
Por otro lado, se lleva a cabo la produccion de metabolitos secundarios como alcaloides,
terpenoides o fenoles, que tiene propiedades antimicrobianas o repelentes de herbivoros.
Asimismo, se genera una respuesta fisioldgica como es la produccion de ROS como un
mecanismo de respuesta de defensa ante un patégeno. Y como ultimo mecanismo de defensa
la planta puede producir la muerte en el sitio de infeccion y de esta manera evitar una
infeccion al resto de la planta. En conjunto, estos procesos permiten a la planta activar una

respuesta de defensa especifica y adaptada a la amenaza percibida.

ot

Cascada de senalizacion:
» Homeostasis de fitorreguladores (AJ, AS)

[ o , ,
Produccion de Metabolitos Defensivos:
» Alcaloides

” — » Terpenoides
\» Fenoles )
/< . . . ™)\
Regulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS)
\ Muerte en el sitio de infeccion )

Figura 6. Accion de los elicitores en las plantas.
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1.9 Ciclodipéptidos como moléculas elicitoras

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno oportunista de plantas y animales, que produce
factores de virulencia para infectar o colonizar a sus huéspedes eucariotas. Los
ciclodipéptidos (CDPs) producidos por P. aeruginosa son moléculas ciclicas compuestas por
dos aminodacidos unidos por enlaces peptidicos y son producidos por una amplia variedad de
organismos, desde bacterias y hongos hasta animales [43], [44]. Estas moléculas han sido
ampliamente estudiadas por sus diversas actividades biologicas. Estas moléculas pertenecen
a una gran clase de compuestos orgdnicos que median la deteccion de quoérum sensing (QS)
y las interacciones entre reinos en organismos evolutivamente distantes, como las bacterias
y las plantas. [45], [46]. Los sistemas de deteccion de quorum sensing regula la produccion
de compuestos como las catalasas, proteasa, alcalina, elastasa y lectina, entre otros, que
también coordinan procesos bioldgicos como la simbiosis, la resistencia al estrés oxidativo y
la resistencia a los antibioticos [47], [48], [49]. Estudios realizados por Ortiz-Castro et al.,
(2011) demostraron que los CDPs en Arabidopsis thaliana, estimularon el desarrollo vegetal,
y al mismo tiempo, la exposicion de esta planta a los CDPs generd una mayor resistencia al
ataque de patdgenos como P. aeruginosa, este resultado se ha asociado a una estimulacion
de los CDPs sobre el balance de fitorreguladores como el acido jasmonico (AJ) y el acido
salicilico (AS) en respuesta a patrones moleculares asociados a patogenos [46]. Asi mismo,
en trabajos de investigacion recientes, se ha documentado que algunos CDPs pueden activar
la via auxinica, mientras que otros pueden inhibir la via de sefializacion Target of Rapamycin
(TOR), que es una via canonica en la progresion del ciclo celular en respuesta al estado
energético y nutricional ambiental [46]. En este sentido, los CDPs pueden tener efectos
positivos o negativos sobre los sistemas vegetales, dependiendo de la concentracion y el tipo
de CDPs.

En el contexto de la biotecnologia, los ciclodipéptidos han sido identificados como posibles
moléculas elicitoras, es decir compuestos capaces de activar respuestas de defensa en plantas.
Estas respuestas incluyen la produccion de metabolitos secundarios, proteinas de defensa, y
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que ayudan a la planta a resistir
ataques de patogenos. Ofreciendo un amplio potencial en campos como lo es la agricultura
sostenible, dando una alternativa a los pesticidas quimicos, reduciendo el impacto ambiental

asociado al uso intensivo de agroquimicos, minimizando la contaminacioén del suelo y el
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agua. Ademas, el uso de los CDPs no se limita a la proteccion de cultivos contra patdgenos,

ya que también pueden mejorar el crecimiento vegetal.

1.10 Fitorreguladores

Los fitorreguladores son metabolitos producidos por las plantas a bajas concentraciones,
estos regulan diversos procesos fisiologicos como su crecimiento, desarrollo, proceso
reproductivo, longevidad e incluso la muerte. En general, los fitorreguladores se dividen en
dos grupos en funcidén de su accion en las plantas; el primer grupo entran las auxinas,
giberelinas, citoquininas, brasinoesteroides, acido jasmoénico y estrigolactonas. Estas
moléculas de sefializacion desempefian un papel importante en las actividades promotoras
del crecimiento vegetal mediante la division celular, la diferenciacion celular, la elongacion,
floracion. El segundo grupo estan los fitorreguladores como el 4cido abscisico, acido
salicilico y el 4cido jasmonico que participan estrechamente en la respuesta al estrés bidtico
y abiotico [50]. Los fitorreguladores juegan un papel antagdnico o sinérgico entre si, la
homeostasis de estos es esencial para regular el correcto crecimiento y desarrollo vegetal, asi
como en su respuesta de defensa a factores biodticos y abioticos.

Las respuestas de las plantas a la invasion de patdégenos han sido estudiadas en relacion con
la sintesis y la sefializacion de estos fitorreguladores. La resistencia frente a los patdogenos
necrotrofos depende en gran medida de vias de senalizacion complejas que involucran al AJ,
AS, ET y acido abscisico (ABA). La defensa efectiva contra los necrotrofos se basa en gran
medida al balance entre estos fitorreguladores esenciales, que pueden actuar de manera
diferente en distintos sistemas patoldgicos [51].

El AJ es considerado un componente de la via de transduccion de sefales en los mecanismos
de defensa de las plantas [52], [53], es producido por la planta principalmente después del
dafio producido por un patégeno, microorganismos o insectos, y da como resultado un
incremento de la produccion de compuestos de resistencia, entre ellos el acido salicilico y el
etileno [54]. El AS es un mensajero endégeno importante por lo que esta relacionado con
compuestos de defensa de las plantas contra patégenos [55]. Por otra parte, se ha
documentado que las ROS desempefian un papel clave sobre la regulacion de estos

fitorreguladores en respuesta al estrés bidtico.

27



Tabla 1. Fitorreguladores y funciones durante el crecimiento v desarrollo de la planta.

Funciones
Latencia i
. L o ) Desarrollo o Mecanismo )
Fitorregulador | Germinacion | Crecimiento | Floracion Abscision | dela Referencia
de fruto ) de defensa
semilla
Giberelinas Si Si Si Si No Si No [58]
Auxinas No Si Si Si No No No [59]
Citoquininas No 8i Si 8i No No Si [60]
Acido [61]
) No No No No Si Si No
abscisico
Acido ) [62]
] ) S1 No No 1531 No No 51
jasmonico
Acido ) ) [63]
o No 51 No 81 No No 51
salicilico

1.11 Especies reactivas de oxigeno

Las ROS son moléculas producidas de forma natural por las plantas, las principales ROS
documentadas son el superoxido (02), el radical hidroxilo (OH") y el peréxido de hidrégeno
(H202) [56]. La generacion de ROS juega un papel crucial en la sefalizacion que regula
diversos procesos biologicos, como la defensa contra patdogenos, la apoptosis (muerte celular
programada) y el cierre de estomas [57]. El desbalance entre la produccion de ROS y el
sistema de defensa antioxidante en las plantas puede alterar la funcion celular al afectar la
integridad de la membrana, acidos nucleicos y proteinas [40], una ruptura de la funcién
celular, dafio e incluso la muerte celular. Por lo tanto, la regulacion de la abundancia de ROS
en las plantas debe ser efectivo, y se lleva a cabo mediante reacciones enzimaticas y no
enzimaticas. Los mecanismos enzimaticos de eliminacion de ROS en las plantas se basan en
la actividad peroxidasa (POX), la polifenol oxidasa (PPO), la superéxido dismutasa (SOD),
la ascorbato peroxidasa (APX), la glutation peroxidasa (GPX) y la catalasa (CAT), que son
esenciales para la regulacion de las ROS. Por otro lado, en la ultima década, se ha
documentado que las ROS, a bajas concentraciones son esenciales en la sefializacion en las
plantas, controlando procesos del crecimiento y desarrollo vegetal, asi como en la respuesta

a estimulos bidticos [41] y abioticos [42].
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1.12 Sistema de defensa

Las plantas han ido desarrollando sistemas de defensa para crecer en entornos donde existen
factores bidticos como las interacciones con bacterias, hongos, virus o insectos y algunos
abioticos como la temperatura, sequia, calor y luz. Emplear nuevas formas de activar los
sistemas de respuesta de defensa de las plantas para contrarrestar los factores adversos podria
ser transformador para la agricultura.

Las plantas pueden exponer resistencia a las enfermedades y dafios causados por organismos
al confiar en la inmunidad innata de las células y la sefializacion sistémica del sitio de
infeccion [58], [59], [60]. La penetracion del huésped puede ocurrir a través de estomas,
lesiones fisicas o penetracion directa de la superficie de la planta [61]. Esta interaccion
implica el reconocimiento de la invasion del huésped y la manipulacion de la biologia del
huésped para provocar la colonizaciéon o dano celular [62], [63], [64], [65]. Por lo que un
mecanismo de defensa exitoso debe inhibir la infeccion del organismo y limitar el dafio de
patogenos a toda la planta.

Las plantas pueden identificar patrones moleculares asociados a microbios o patogenos,
conocidos como MAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Microbios) o PAMPs (Patrones
Moleculares Asociados a Patdgenos), tales como la flagelina bacteriana y la quitina fingica.
Este reconocimiento se lleva a cabo mediante receptores transmembrana de reconocimiento
de patrones (PRR). Esta deteccion desencadena la primera cadena de defensa inmunitaria de
las plantas, conocida como inmunidad activada por patrones (PTI) [66]. Durante la PTI se
activan las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKSs), aumenta la produccion de
ET y se acumulan ROS [67]. Sin embargo, los patdégenos pueden eludir esta defensa inicial
suprimiendo la senalizacion de PTI o evitando el reconocimiento de PRR a través de la
secrecion de efectores de virulencia [68]. Los efectores son un tipo de molécula asociada a
la virulencia, administrada por los patégenos utilizando sistemas de secrecion microbiana en
las células vegetales o en el apoplasto, con el fin de inhibir la respuesta inmunitaria de la
planta [68]. Los efectores son reconocidos por proteinas R presentes en las plantas, que
activan una segunda capa de defensa, llamada inmunidad activada por efectores (ETI) y
provocan la muerte celular programada (PCD) o una respuesta de hipersensibilidad (HR) y
un rapido aumento de la produccion de ET destinada a restringir la propagacion del patdégeno

[69], [70]. Durante la PTI, se produce un aumento en la sintesis de fitorreguladores (ademas
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del ET) implicados en el establecimiento de la resistencia sistémica adquirida (SAR) y la
resistencia sistémica inducida (ISR), como el AS y el AJ, respectivamente. Este sistema
inmunitario complejo y preciso, construido a partir de la competencia huésped-patdogeno
permite a los microorganismos beneficiosos inducir la inmunidad de las plantas al interferir
en los procesos clave de PTI y ETI mediante la modulacion de los pequefios ARN del
huésped.

La resistencia sistémica de las plantas se puede clasificar en dos tipos: la resistencia sistémica
inducida (ISR) y resistencia sistémica adquirida (SAR). La ISR es provocada por la
interaccion como microbios no patégenos, mientras que la SAR es desencadenada por
patogenos [71], [72]. Cuando las plantas son colonizadas por microorganismos beneficiosos
se induce un estado fisiologico de la planta huésped conocido como "cebado". Este "cebado"
prepara a las plantas para que respondan de una manera mas rapida y vigorosa contra la
siguiente invasion de algin patdgeno. Esta respuesta es una caracteristica distintiva de la

resistencia sistémica inducida por la presencia de microorganismos benéficos [73].

1.12.1 Resistencia sistémica adquirida

Se define como un fendémeno en el que las partes no expuestas de las plantas se vuelven
resistentes a las infecciones causadas por organismos biotroficos presentes en cualquier otra
parte de la planta estd mediada por procesos dependientes del AS y se asocia con la

produccion de proteinas PR [74].

1.12.2 Resistencia sistémica inducida

Se define como un aumento de la capacidad de defensa que se activa en respuesta a patdogenos
necrotroficos 'y microorganismos benéficos como las rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (PGPR) en las plantas generalmente estd mediada por las vias del

AJy ET[75].
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Figura 7. Mecanismo general de la defensa de las plantas durante la patogénesis.

1.13 Patogenos

Las enfermedades fitopatogenas son causadas principalmente por virus, bacterias, hongos,
oomicetes, nematodos, entre otros. Estas enfermedades son responsables de dafos severos al
crecimiento de las plantas y pérdidas de rendimiento en los principales cultivos, como
cereales y hortalizas [76]. Las plantas estan constantemente expuestas a una vasta diversidad
de microorganismos, que incluyen tanto patégenos como organismos beneficiosos. La
capacidad de la planta para reconocer un patdégeno potencial y activar respuestas inmunitarias
adecuadas para defenderse. Los patdogenos invasores se clasifican en funcion de su modo de
adquisicion de nutrientes como necrotrofos, bidtrofos o hemibiotrofos. Los patdgenos
necrotrofos matan las células de la planta y luego absorben los nutrientes. Por el contrario,
los bidtrofos obtienen nutrientes mientras mantienen vivo al huésped. Los hemibidtrofos
tienen un ciclo de vida dual, comenzando como bidtrofos y eventualmente adoptando un
modo de vida necrotrofos, pero la duracion de estas fases varia de un hemibiotrofos a otro

[77].
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1.13.1 Phytophthora sp

Phytophthora pertenece a la familia Peronosporaceae y al filo Oomycota en el reino
Stramenipila, este oomycete de interés cientifico, debido a que es de los patégenos mas
comunes e invasivos en plantas [78], causa pérdidas o dafos a cultivos de jitomate (Solanum
lycopersicum), chile (Capsicum annuum) y calabacita zuchinni (Cucurbita pepo); impactos
ambientales, donde afecta bosques o comunidades de plantas herbaceas [79]. P. capsici se
considera uno de los patégenos de mayor interés cientifico debido a su tasa evolutiva,
diversidad genética, rapidez de dispersion, adaptaciéon hacia nuevos hospedantes y
ambientes, y podria representar una amenaza para la seguridad alimentaria a nivel mundial
[80], [81]. P. infestastas, el agente causal del tizon tardio en los cultivos de papa y jitomate,
y P. capsici, un patégenos importante del jitomate, otras solandceas y cucurbiticeas,
causando una pérdida importante en los cultivos agricolas, provocando pérdidas econdmicas
importantes, siendo una de las principales razones por la que se busca comprender el
parasitismo y la epidemias de Phytophthora. Ruiz-Chutan et al., (2018), con P. infestastans
en cultivos de jitomate y papa obtuvieron una alta diversidad genética entre los aislados del
patogeno, esto permitid caracterizar las variantes presentes en las zonas productoras, lo cual
es crucial para facilitar un mejor control de la enfermedad [82]. Jupe et al., (2013),
observaron la formacion de haustorios (estructuras que permiten al patdégeno extraer
nutrientes del huésped) en las primeras etapas de la infeccioén, asi como cambios en la
expresion genética tanto en el patdgeno como en las plantas de jitomate a lo largo del proceso
de infeccion, estos cambios los monitorearon utilizando microarreglos, revelando
alteraciones en los genes de P. capsici durante la infeccion de los tejidos del jitomate [83].
Por otro lado, Raya-Herndndez et al., (2023), analizaron los efectos de promotores
microbianos del crecimiento vegetal como lo son Rhizophagus irregularis y Azospirillum
brasilense las cuales aplicaron en plantas de Capsicum annuum L. infectadas con P. capsici,
demostrando que estos promotores suprimieron el desarrollo de las plantas e incrementan los
sintomas de la enfermedad, como la pudricion de la raiz y el marchitamiento, resaltando los
riesgos potenciales del uso de inoculantes microbianos en los suelos con patdogenos presentes
[84].

Un oomiceto, produce tanto oosporas como zoosporas, las cuales son estructuras de
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reproduccion sexual y asexual, respectivamente. Estas esporas le permiten al patogeno
sobrevivir en el suelo durante periodos prolongados, con la capacidad de mantener los suelos
infestados durante afios. Las zoosporas, necesarias para la dispersion e infeccion de nuevas
plantas, requieren una ldmina de agua para su movilidad. La temperatura ambiente dptima
para el desarrollo de la enfermedad oscila entre 24 y 28°C, mientras que la temperatura
optima del suelo es de 18°C. En el contexto de postcosecha, la temperatura 6ptima para la
infeccion de los frutos es de 27°C. En resumen, los tres factores clave para el manejo eficaz
de la enfermedad son la temperatura, la humedad/riego y la presencia del inoculo en el suelo.
La infeccion por este fitopatogeno causa necrosis de la base del tallo y la radicula,
marchitamiento y manchas irregulares que van afectando de una manera progresiva la planta

hasta causar la muerte vegetal [85].

1.14 Solanum lycopersicum

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una planta dicotiledonea, perteneciente a la familia
solanaceae. El jitomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva anual, se
caracteriza por tener frutos carnosos, brote simpodial y hojas compuestas, su estudio ha
permitido mejorar la productividad, calidad de la fruta y la resistencia al estrés bidtico y
abiotico [86]. El desarrollo del cultivo comprende dos fases: una vegetativa y otra
reproductiva. La fase vegetativa se inicia desde la siembra en semilleros, seguida de la
germinacion, la emergencia y el trasplante a campo, el cual se realiza con un promedio de
tres a cuatro hojas verdaderas, entre 30 a 35 dias después de la siempre (figura 8) y a partir
del trasplante hasta el inicio o aparicion del primer racimo floral. La fase reproductiva se
inicia desde la formacion del boton floral, que ocurre entre los 30 y 35 dias después del
trasplante, el llenado del fruto, que dura aproximadamente 60 dias para el primer racimo,
iniciandose la cosecha a los 90 dias, con una duracion de tres meses para una cosecha de 8 a

10 racimos. En total la fase reproductiva tiene una duracion de 180 dias aproximadamente.
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Figura 8. Fases fenoldgicas de un cultivo de jitomate.

El jitomate es uno de los cultivos mas importantes de México y del mundo, debido a su alto
valor econdmico y como fuente de vitaminas, minerales y antioxidantes, los cuales son
fundamentales para la nutricion y salud humana [87]. A nivel mundial, el jitomate es la
segunda hortaliza més cultivada, donde México ocupa el décimo lugar a nivel mundial en
superficie de siembra anual [88]. En México en el ciclo agricola Otofio-Invierno 2023, se
sembraron 23,283 ha de jitomate, de los cuales se cosecharon 17,714.13% (239 ha), con una
produccion de 921 mil 31 t, 58 mil 474 mayor (6.8%) que la reportada al periodo del mismo
ciclo de 2022. Los incrementos mas relevantes, se presentan en Sinaloa con 24,295 t, Baja
California Sur 19,593 ton, San Luis Potosi de 11,127 y Querétaro 6,929 mas en relacion con
lo obtenido en el ciclo 2022, por el contrario, las disminuciones mas significativas las
reportan, Michoacén 11,849 t, Colima 5971 t y Coahuila 4988 t menos. El jitomate mexicano
se encuentra dentro de los principales productores de exportacion de México. En el ultimo
quinquenio, se han destinado en promedio, cerca de 143 mil toneladas mensuales al mercado
externo. Los principales destinos de la hortaliza mexicana han sido el estadounidense y
canadiense, hasta abril han adquirido 662 mil y mil 430 toneladas respectivamente [89].
Debido a la importancia que tiene el jitomate se buscan alternativas para reducir o sustituir
el uso de insumos quimicos que se aplican tradicionalmente para el control de enfermedades
fitopatdgenas como las causadas por P. capsici, los cuales, son de los microorganismos que

mas pérdidas causan en las hortalizas.
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2. JUSTIFICACION

Solanum lycopersicum es una de las hortalizas con mayor importancia a nivel mundial, sin
embargo, su produccion se reduce fuertemente debido a fitopatdogenos como Phytophthora
capsici. Para controlar estos fitopatogenos, en la agricultura convencional se usan plaguicidas
que traen consigo un enorme dafio ambiental, resistencia de los microorganismos y pérdidas
economicas. En la actualidad se ha demostrado el efecto positivo de los nanotubos de carbono
y los ciclodipéptidos bacterianos de forma independiente sobre el sistema de defensa de las
plantas y en la promocion del crecimiento vegetal, sin embargo, no se ha explorado el uso de
ciclodipéptidos como elicitores, utilizando NTC funcionalizados como vehiculo para inducir
una mejor respuesta inmunitaria y el desarrollo de S. lycopersicum. Por lo que este proyecto
de investigacion aportara nuevo conocimiento sobre el efecto elicitor de los NTC
funcionalizados con ciclodipéptidos bacterianos para estimular la respuesta inmunitaria de S.

lycopersicum y de esta manera reducir el dafio causado por P. capsici.
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3. HIPOTESIS

Los nanotubos de carbono funcionalizados con ciclodipéptidos bacterianos como elicitores,
estimularan la respuesta de defensa de Solanum Ilycopersicum ante la patogenicidad de

Phytophthora capsici.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto elicitor de nanotubos de carbono funcionalizados con ciclodipéptidos
bacterianos, sobre la respuesta de defensa de Solanum lycopersicum ante la patogenicidad de

Phytophthora capsici.

4.2 Especificos
1. Funcionalizar nanotubos de carbono con ciclodipéptidos por método no
covalente.
2. Evaluar el efecto de nanotubos de carbono funcionalizados sobre el desarrollo de
S. lycopersicum infectado con P. capsici.
3. Determinar el efecto de nanotubos de carbono funcionalizados sobre la

produccion de ROS en S. lycopersicum inoculado con P. capsici.
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5. MATERIALES Y METODOS

Para realizar este trabajo de investigacion la metodologia se divididé en dos etapas: en la
primera se desarrolld la metodologia para funcionalizar los NTC con distintas
concentraciones de NTC y CDPs y posteriormente se hizo el analisis para caracterizacion y
confirmacion de la funcionalizacion. En la segunda parte del proyecto se realizaron los
analisis para evaluar el efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs como moléculas

elicitoras en cultivo de S. lycopersicum inoculadas con P. capsici.

5.1 Funcionalizacion y caracterizacion de NTC con CDPs

5.1.1 Ciclodipéptidos

Para este estudio se usaron CDPs) proporcionados por el Laboratorio de Biotecnologia
Microbiana, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. La determinacion de los
CDPs se hizo mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en inglés),
para su analisis se utilizaron 10 microlitros. La mezcla de CDPs se caracteriz6 como lo
describe Vazquez-Rivera et al., 2015 [90] (Tabla 2).

Tabla 2. Aminoacidos presentes en los ciclodipéptidos.

Ciclodipéptidos Minutos Area ‘
L-Pro-L-Val 3.25-3.46 36232089
L-Pro-L-Tyr 3.46-3.98 4356059
L-Pro-L-Phe 5.87-6.14 18972428
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Figura 9. Espectro de ciclodipéptidos obtenido por cromatografia liquida de alta eficacia

(HPLC).
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Figura 10. Cuantificacion de ciclodipéptidos.

5.1.2 Nanotubos de carbono de pared multiple

Se usaron MWCNT con un diametro exterior de 6 a 13 nm, un diametro interior de 2,0 a 4,0
nm, con longitudes de 2,5 a 20 mm, espesor medio de pared de 7-13 capas, y una pureza

~98% (Aldrich, Cat 698849).

5.1.2 Funcionalizacion no covalente

Para realizar la funcionalizacion de los NTC se hicieron lavados con etanol para eliminar las
estructuras amorfas y se dejaron secar. Posteriormente se expusieron los NTC en
dimetilformamida (DMF) y se sonicaron durante 10 min. Después se centrifugaron a 3341
rpm/10 min, este paso se repitid hasta que no se precipitaron los NTC o se detectaron
agregados (NTC parcialmente solubles). El sobrenadante se dejo secar y una vez seco se
dispersaron los NTC en DMF durante 30 minutos en la caja de refrigeracion con hielo.
Transcurrido ese tiempo, se obtuvieron distintas concentraciones de NTC (Tabla 3) y se
diluyeron en buffer de fosfato (PBS), 10mM, pH=7. Las soluciones se sonicaron con sonda
durante 6 minutos para eliminar agregados de NTC (10 segundo de ejecucion/10 segundos
reposo). Posteriormente se adicionaron los CDPs recién sonicados a las soluciones. Se
dispersaron las soluciones nuevamente en un sonicador en bafio de hielo durante 20 minutos

(frecuencia 37kHz y 25°C). Finalmente se dejo incubar durante la noche en un rotor a 800
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rpm a 25°C. En la figura 11 se muestra un diagrama general del proceso de la

funcionalizacion que se llevo a cabo.

DMF
: Preparar las soluciones de NTC i g T° ambiente
E 10min con CDPs E Pa e —
Sonicar Sonicar & 1
. _’ .' /’.‘:-._\_‘;_ — =

Centrifugar

Lavados con : 3341 rpm, S f
etanol E 10 min. (3 veces) 2,

¢

Incubar en agitacion
de 400 rpm

Figura 11. Proceso de funcionalizacion no covalente de nanotubos de carbono con

ciclodipéptidos.

Tabla 3. Concentracion de NTC y CDPs para la funcionalizacion.

NTC-CDPs
NTC /mL CDPs /mL

(ng/mL) (ug/mL) (ng/mL)

40 30:10
90

60 30:20

40 60:10
180

60 60:20

40 90:10
270

60 90:20

5.1.3 Caracterizacion de NTC
Para confirmar la funcionalizacién de los NTC con los CDPs, las muestras se analizaron
mediante:

» Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) que permitio

identificar los grupos funcionales de las moléculas presentes en las muestras.
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5.2 Bioensayos de S. lycopersicum infectadas con P. capsiciy cultivadas con NTC
con y sin funcionalizar con CDPs

Para evaluar el efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs como moléculas
elicitoras en cultivo de S. lycopersicum inoculada con P. capsici se establecieron bioensayos
dosis-respuesta de S. lycopersicum, suplementados con CDPs 10, 20, 40 y 60 pg/mL, NTC
pristinos 30, 60 y 90 ng/mL, NTC-CDPs 30:10, 60:10 y 90:10 pg/mL y NTC-CDPs 30:20,
60:20 y 90:20 pg/mL. En la figura 12 se muestra el diagrama general de esta etapa

experimental.

5.2.1 Desinfeccion, cebado y siembra de las semillas de jitomate

Las semillas de S. /ycopersicum se desinfectaron durante 7 minutos con etanol al 70% (v/v)
y después realizaron 5 lavados con H20 destilada estéril. Posteriormente se mantuvieron
inmersas en los distintos tratamientos y se conservaron en reposo 24 h a 4°C. Finalmente se
sembraron las semillas de S. Ilycopersicum en agrolita/peat moss (1:1) esterilizada
previamente a 120°C/30 minutos, en semilleros y se dejaron en casa sombra. Al tercer dia se
empezd a evaluar la emergencia de las semillas. Plantulas con 26 dias de crecimiento se
trasplantaron en agrolita/peat moss (1:1) en macetas de polipropileno de 5 pulgadas,
manteniendo la humedad a capacidad de campo. Se utilizaron cinco macetas para cada

tratamiento con 5 semillas cada una.

5.2.2 Indice de vigor de S. lycopersicum
Para evaluar el indice de vigor se tomaron plantas a los 15 dias después de la siembra donde

se multiplico el porcentaje de germinacion que obtuvimos por la longitud de las plantulas.

5.2.3 Desarrollo de pliantulas de jitomate

Posterior al trasplante, las plantulas se regaron con solucion nutritiva con la siguiente
composicion quimica (g/L): NH4NO3, KoHPO4, KH2PO4, MgSO4, NaCl, CaClz, FeSOa,
solucion oligoelementos (mg/L): (KI, H3BO3, MnSO4*4H20, ZnSO4*2H20, CuSO4*5H20,
CoCL2*6H20), la solucién se agregod dos veces por semana. Las plantulas se mantuvieron en

casa sombra durante 35 y 70 dias, con luz LED de 17:7 horas luz y oscuridad.
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5.2.4 Infeccion de las plantulas de jitomate con P. capsici

Plantulas de 35 dias de crecimiento se infectaron con P. capsici donde la cantidad de
propagulo fue de 1X10° de P. capsici que se coloco en las plantas mediante el método de
explante (un disco del agar con el fitopatdogeno) en la base de la raiz. Después de 35 dias

posteriores a la inoculacion se evaluo las siguientes variables:

5.2.5 Crecimiento y biomasa de las plantulas de S. lycopersicum

Para evaluar el crecimiento de jitomate se obtuvo el area foliar y arquitectura radical, para
ello, las plantas se cosecharon, y se lavaron con agua para eliminar los residuos de sustrato
de las raices, posteriormente las plantas se escanearon con el equipo Epson Expression
11000XL donde se analiz6 la parte aérea de la planta y la arquitectura radical con el software
“WinRHIZO 2013 Basic, Reg, Pro & Arabidopsis For Root Measurement”. Para la medicion
del diametro del tallo se utilizo un vernier digital el cual se coloco en la base del tallo para
tomar las mediciones. Después de analiza parametros de crecimiento, estas plantulas se
pesaron en balanza analitica para obtener su peso fresco, posteriormente estas plantas se
conservaron en sobres de papel y se dejaron en horno de secado por 24 h a 70°C para eliminar

el H20 de las plantas y se pesaron después para obtener el peso seco.

5.2.6 Cuantificacion de ROS y deshidrogenasas
Para la deteccion de las ROS en los tejidos vegetales se realizaron tinciones en las hojas, para
ello, plantas de 35 y 70 dias de desarrollo se cosecharon y se colocaron en una soluciéon de
etanol al 96% a 60°C. Para eliminar pigmentos como la clorofila, presente en ellos tejidos
vegetales.
Una vez que se despigmentaron las plantas, se realizaron tinciones como se describe a
continuacion para la localizacion y cuantificacion histoquimica de ROS y deshidrogenasas:
1. Tincién con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC):
El TTC es una sal blanca y sustrato de las deshidrogenasas y, su metabolito es un tinte rojo,
que hace que la célula se vuelva roja en tejido viable y blanca en tejido muerto.
2. Localizacion y cuantificacion histoquimica de superoxido (O2):
Para detectar la produccion del anion (O2), los cortes de raiz y follaje se tifieron durante 60

min con una solucién de nitrobluetetrazolium (NBT) al 0,1% (p/v) en buffer de fosfato de
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potasio 50 mM con pH 7.5, en oscuridad
3. Localizacién histoquimica y cuantificacion de H202:

La cuantificacion y la localizacion histoquimica de H20: se realizé mediante una tincion con
3,3-diaminobenzidine hydrochloride (DAB).

Una vez realizadas las tinciones, los fragmentos de plantas se lavaron con agua destilada y
se mantuvieron en etanol al 70% (v/v) a 4°C para eliminar excedentes del colorante y
conservacion de las muestras hasta su analisis. Para el analisis y cuantificacion colorimétrica
que permiti6 de forma indirecta analizar la abundancia de ROS y deshidrogenasas, las
muestras se observaron en con estereoscopio LEICA a X=0.75 y se obtuvieron fotografias

que analizaron con el software ImageJ.
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Figura 12. Diagrama general del establecimiento de bioensayos de jitomate cultivado con

nanotubos de carbono pristinos y funcionalizados con ciclodipéptidos.

5.3 Disefio experimental

Se realizd un disefio experimental completamente aleatorio, con 28 tratamientos, en los
cuales se incluyeron 2 controles cada uno con sus correspondientes concentraciones de
nanoparticulas y ciclodipéptidos (Tabla 4):

Tabla 4. Tratamientos: S. lycopersicum con y sin exposicion a P. capsici cultivado con
CDPs, NTC pristinos y funcionalizados con CDPs.
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Tratamientos con y sin P. capsici

Control CDPs NTC NTC-CDPs NTC-CDPs
pristinos (ng/mL) (ng/mL)
0 - - - -
- 10 - - -
- 20 - - -
40
60
- - 30 30:10 30:20
- - 60 60:10 60:20
- - 90 90:10 90:20

e Nota: todas las plantas fueron suplementadas con solucion nutritiva.

5.4 Variables respuestas
Las variables respuesta analizadas fueron:

» Germinacion: se evalud el porcentaje de germinacion durante 8 dias posteriores a la
siembra de la semilla, mientras que el indice de vigor se evalud con plantulas de 15
dias después de la siembra.

» ROS: la cuantificacion histoquimica de Oz, H202 y deshidrogenasas se realizé en
plantas de 35 y 70 dias de crecimiento.

» Crecimiento vegetal y biomasa: se midi6 la longitud del tallo, arquitectura radical 35
y 70 dias de crecimiento.

» Porcentaje de dafio en hoja: se evalud a los 70 dias de crecimiento.

5.5 Analisis estadistico

Los datos de germinacion se analizaron con T studet con p<0.05. n=10 en el software Statist
y los datos para el analisis de las plantas a los 35 y 70 dias después de la siembra, se utilizd
a un andlisis de varianza (ANOVA) de una via y las medias se compararon mediante el
método LSD con p<0.05 con n=5 en el software RStudio.
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis de nanoparticulas por espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR)

Para identificar los grupos funcionales en los NTC, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs, se analizaron las muestras mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR). Los espectros obtenidos mostraron los grupos funcionales caracteristicos de
los NTC pristinos, correspondientes al C=C a 1536cm™, C-O a 1140cm™ y O-H a 3708 y
2280 cm™ (Fig. 13A), mientras que en los CDPs se generaron los grupos N-H a 3401, 3003
y2918cm!, C=02a 1659 cm™, O-Ha 1406 cm™ y C-N a 1315 cm™! (Fig. 13B) caracteristicos
en moléculas como los aminodacidos, por otro lado, en los NTC funcionalizados se detectaron

grupos funcionales tanto de NTC como de CDPs (Fig. 13C y 13D).
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Figura 13. Espectro de infrarrojo de nanotubos de carbono pristinos y funcionalizados con
ciclodipéptidos: A) nanotubos de carbono pristinos, B) ciclodipéptidos, C) nanotubos de
carbono funcionalizados con 10 pg/mL de ciclodipéptidos, D) Nanotubos de carbono

funcionalizados con 20 pg/mL de ciclodipéptidos.
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6.2 Efecto de los NTC pristinos y funcionalizados con CDPs en la germinacion
de S. lycopersicum.

Los resultados de germinacion (tabla 5) mostraron que la adicion de CDPs a 20 y 60 ng/mL
retardd y redujo el porcentaje de germinacion en jitomate, 8 dias posteriores a la siembra se
alcanz6 un maximo de germinacién de 83% y 69% respectivamente, mientras que a 10
ng/mL se alcanzd un 95% a los 7 dias. En contraste, se observd que, con la adicion de NTC
pristinos en las tres concentraciones probadas, se increment6 tanto la velocidad como el
porcentaje de germinacion comparado con las semillas control a partir desde el dia 5 dias
posteriores a la siembra, al octavo dia se alcanzd porcentajes de 100% en las semillas
germinadas con 30 pg/mL de NTC pristinos. Por otro lado, se observd que al suplementar
las semillas con NTC funcionalizados con 10 y 20 ug/mL de CDPs, en todos los tratamientos
incremento el porcentaje de germinacion de 96 y 100 %, los NTC-CDPs 30:10 y 30:20 pg/mL
fueron los tratamientos que generaron un 100% de germinacion desde el dia 6 dias posteriores
a la siembra, comparado con las semillas control, que tuvo un 93% al dia 8. Este resultado
sugiere que el efecto inhibidor de los CDPs al suplementarlos de forma individual, es decir,
sin NTC, se contrarresto al suplementar los NTC funcionalizados con CDPs, y esta sinergia
estimula la germinacion.

Tabla 5. Germinacién de S. [lycopersicum cultivada con nanotubos de carbono

funcionalizados con ciclodipéptidos.
Porcentaje de germinacion (%)
. NTC CDPs . , .
Tratamientos Dias después de la siembra
(ng/mL) | (ng/mL) £
3 4 5 6 7 8
Control 0 21 89 91 93 93 93
0 10 12% 77 86* 93 95 95
0 20 4* 64* 74 77* 81 83
CDPs 0 40 18 | 52 [ 65 | 82 | 82 | 82
0 60 0* 33* 36* 61* 64* 69*
30 0 40* 89 99 100 100 100
NTC pristinos 60 0 19 85 93 99 99 99
90 0 35% 88 97 99 99 99
30 10 67* 95 100 100 100 100
60 10 53* 89 96 96 97 97
90 10 23 87 95 96 97 97
NTC-CDP
> 30 20 52* 92 96 100 100 100
60 20 32 79 88 92 96 96
90 20 39* 76 83 85 97 97
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Nota: Los datos se analizaron con T studet con p<0.05. n=10. Valores en la misma columna
con letra diferente representan diferencias significativas.

6.3 Efecto de los NTC pristinos y funcionalizados con CDPs en el indice de vigor

de S. lycopersicum

Los resultados mostraron que en los tratamientos con NTC pristinos o funcionalizados con
CDPs el indice de vigor del jitomate fue superior en la mayoria de las concentraciones
suplementadas, donde los NTC pristinos a 60 ng/mL, NTC-CDPs a 30:20 pg/mL son los
tratamientos donde se detectaron diferencias significativas, mientras que los tratamientos con
CDPs a 10 y 20 pg/mL, NTC-CDPs 60:10 y 60:20 pg/mL tuvieron un indice de vigor muy
similar o menor comparado con el control y en contraste, al suplementar CDPs a 60 ug/mL,

el indice de vigor fue significativamente inferior (Figura 14).
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Figura 14. Indice de vigor de las semillas de S. lycopersicum cultivadas con CDPs y NTC

pristinos o funcionalizados con CDPs.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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Las figuras 15-17 muestran imagenes representativas de S. [ycopersicum cultivada con NTC
pristino y NTC funcionalizados con CDPs a 30, 60 y 90 pg/mL y CDPs a 10, 20, 40 y 60
png/mL, 5 dias después de la siembra. En esta figura pueden observarse diferencias en tamafio
la radicula, en donde a mayor concentracion de CDPs retras6 la emergencia de la radicula y
caus6 una menor formacion de pelos radiculares, mientras que con la adicion de NTC pristino
se observo mayor presencia de pelos radiculares a concentracion de 30 pg/mL. Por otro lado,
se observo que el efecto de los NTC-CDPs en todas las concentraciones contrarrestd este
efecto negativo que se observd con los CDPs individualmente, y, por el contrario,
estimularon la longitud de la radicula y aumenté la cantidad y tamafio de los pelos
radiculares.

Control CDPs (ug/mL)

Figura 15. Imagenes representativas del efecto de los CDPs en la germinacién de S.
lycopersicum 5 dias después de la siembra. Las iméagenes fueron obtenidas con estereoscopio

leica a X=0.75.
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Control

NTC pristinos (pg/mL)

Figura 16. Imagenes representativas del efecto de los NTC pristinos en la germinacion de S.

lycopersicum 5 dias después de la siembra. Las iméagenes fueron obtenidas con estereoscopio

leica a X=0.75.
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Control

NTC-CDPs (pg/mL)

Figura 17. Imagenes representativas del efecto de los NTC funcionalizados con CDPs en la

germinacion de S. lycopersicum 5 dias después de la siembra. Las imagenes fueron obtenidas

con estereoscopio leica a X=0.75.
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CDPs (pg/mL) NTC pristinos (ug/mL) NTC-CDPs (ug/mL)

Figura 18. Imagenes representativas del efecto de los CDPs, NTC pristinos, NTC
funcionalizados con CDPs en la germinacion de S. l[ycopersicum 5 dias después de la siembra.

Las imagenes fueron obtenidas con estereoscopio leica a X=0.75.
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6.4 Efecto de los NTC pristinos y funcionalizados con CDPs en el crecimiento de

S. lycopersicum

La figura 19 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre la longitud foliar del jitomate, evaluado 15 dias después de la siembra. Los
resultados mostraron que, a etapas tempranas de crecimiento, todos los tratamientos
estimularon en la longitud foliar de las plantulas, donde los NTC-CDPs 30:10 y 60:10 pg/mL
mostraron diferencia la mayor longitud, comparado con las plantulas control y con los

distintos tratamientos.
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Figura 19. Efecto de los NTC pristinos y funcionalizados con CDPs en la longitud de la parte
aérea de S. lycopersicum, 15 dias después de su siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 20 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre la longitud radical de S. lycopersicum, evaluado 15 dias después de la siembra.
Los resultados mostraron un incremento significativo en los tratamientos de CDPs 20 pg/mL,
NTC-CDPs 90:10 y 90:20 pg/mL respecto al control, mientras que se observan efectos
negativos en las plantas de los tratamientos con 60 pg/mL CDPs y NTC pristinos a 90 pg/mL

respecto a las plantulas control.
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Figura 20. Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs en la longitud total de raiz de S.
lycopersicum, 15 dias después de su siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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Las figuras 21 muestra imagenes representativas del crecimiento de S. Ilycopersicum
cultivada con CDPs al0 y 20 pg/mL, NTC pristinos, NTC funcionalizados con CDPs a 30,
60 y 90 ug/m, 15 dias después de la germinacion. En la figura 21 se observa que en etapa
temprana del crecimiento de S. lycopersicum los tratamiento con mayor longitud foliar fueron
NTC-CDPs 90:10 y 90:20 pg/mL, mientras que sobre la arquitectura radical es NTC-CDPs
30:20 y 90:20 pg/mL.

Control CDPs (pg/ml) NTC pristinos (ug/ml) NTC - CDPs (ug/ml)
10 30 30:10

) / . -

)|/

)

10 mm
=

Figura 21. Imagenes representativas del efecto de CDPs, NTC pristinos y NTC
funcionalizados con CDPs en el desarrollo de S. lycopersicum 15 dias después de la siembra.

Las imagenes fueron obtenidas con camara NIKON D7100.
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6.5 Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs sobre el area foliar y
arquitectura radical de S. lycopersicum

La figura 22 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre la longitud del tallo de S. lycopersicum 35 dias después de la siembra. Los
resultados mostraron una diferencia significativa en las plantas donde se suplementaron
NTC-CDPs 30:20, 60:20 y 90:10 pg/mL comparado con la altura de las plantas control. Esto
también se observo en los tratamientos individuales en donde se suplementaron 60 pg/mL de

CDPs y 30 pg/mL de NTC pristinos.
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Figura 22. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en la longitud foliar, 35 dias
después de la siembra de S. lycopersicum.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 23 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre el diametro del tallo de S. lycopersicum, evaluado 35 dias después de la siembra.
Los resultados mostraron que las plantas con los CDPs a 60 pg/mL, NTC-CDPs 30:10
png/mL, 90 ng/mL y 30:20 pg/mL tienen un didmetro mayor en comparacion del control, en
contraste, al suplementar NTC-CDPs 30:10 pug/mL el diametro del tallo disminuyo

significativamente.
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Figura 23. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en el diametro del tallo, 35
dias después de la siembra de S. lycopersicum.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 24 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y NTC funcionalizados con CDPs
sobre la longitud radical de S. lycopersicum, evaluado 35 dias después de la siembra. Los
resultados mostraron que con la adicion de CDPs 40 ug/mL y NTC-CDPs 90:10 pg/mL
incremento la longitud de las raices, en contraste, se observo que los NTC pristinos 90 pg/mL
y NTC-CDPs 30:10 pg/mL afectaron significativamente la longitud de la raiz comparado con

las plantas control.
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Figura 24. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en la longitud de la raiz de
S. lycopersicum, 35 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 25 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y NTC funcionalizados con
CDPs sobre el volumen radical de las plantas de S. /ycopersicum, evaluado 35 dias después
de la siembra. Los resultados mostraron que con la adiciéon de CDPs a 10 pg/mL y 60
png/mL, NTC pristinos 30 pg/mL, NTC-CDPs 90:10, 30:20 y 60:20 ug/mL incremento el
volumen radical de S. lycopersicum, mientras que los demas tratamientos no mostraron
diferencia significativa a las plantas control.
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Figura 25. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en el volumen radical, 35
dias después de la siembra de S. lycopersicum.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 26 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDP y NTC funcionalizados con CDPs
sobre el area de superficie radical de S. lycopersicum, evaluado 35 dias después de la siembra.
Los resultados mostraron que la adicion de los CDPs de forma individual incremento el area
de superficie radical de las plantas en las cuatro concentraciones suplementadas, mientras
que los NTC pristinos la contraccion mas baja (30 pg/mL) estimulo el area de la raiz, a
concentraciones mas altas disminuyo, donde el tratamiento con 90 pg/mL, se redujo
significativamente, comparado con el de las plantas control. Por otro lado, se observé que la
adicion de NTC-CDPs funcionalizados favoreci6 el area radical en los tratamientos con

90:10 pg/mL y 30:20 ug/mL.
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Figura 26. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en el area de superficie de
la raiz, 35 dias después de la siembra de S. lycopersicum.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 27. Imagenes representativas del efecto de CDPs en el crecimiento de S. lycopersicum

a los 35 dias después de la germinacién. Imagenes obtenidas en escaner Epson Expression
11000XL.
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Figura 28. Imagenes representativas del efecto de los NTC pristinos en el crecimiento de S.
lycopersicum a los 35 dias después de la germinacion. Imagenes obtenidas en escaner Epson

Expression 11000XL.
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Figura 29. Imagenes representativas del efecto de los NTC funcionalizados con CDPs en el

crecimiento de S. lycopersicum a los 35 dias después de la germinacion. Imagenes obtenidas

en escaner Epson Expression 11000XL.
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Figura 30. Imagenes que muestran el efecto de nanotubos de carbono funcionalizados con
CDPs en el crecimiento de S. lycopersicum a los 35 dias después de la germinacion.

Las iméagenes fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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6.6 Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs sobre la biomasa de S.
Iycopersicum

La figura 31 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y NTC funcionalizados con CDPs
sobre el peso fresco de S. lycopersicum, evaluado 35 dias después de la siembra. Los
resultados mostraron que los tratamientos de CDPs 10 pg/mL y 60 pg/mL, NTC pristinos 30
png/mL, NTC-CDPs 90:10 pg/mL y 30:20 pg/mL generaron un incremento en el peso fresco
total de las plantas, en comparacion con las del control, por el contrario, NTC-CDPs a 60:10

ng/mL causaron una disminucion en el peso fresco vegetal en comparacion con las plantas

control.
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Figura 31. Peso fresco S. lycopersicum cultivado con NTC con y sin funcionalizar con CDPs,
35 dias después de la siembra.
Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error

estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 32 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y NTC funcionalizados con CDPs
sobre el peso seco de S. lycopersicum, evaluado 35 dias después de la siembra. Los resultados
mostraron 60 pg/mL de CDPs incrementaron el peso seco vegetal, mientras que al
suplementar NTC pristinos se observé que la dosis mas baja (30 pg/mL) generd incrementos
significativos en el peso, sin embargo, al ir incrementando la concentracion de nanoparticulas
esta biomasa se vio afectada, siendo significativamente diferente con 90 pg/mL. Sobre la
respuesta de biomasa seca a la presencia de NTC-CDPs, se observd que unicamente al
suplementar 90:10 pg/mL de estas nanoparticulas funcionalizadas, se incremento la biomasa

significativamente.
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Figura 32. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en el peso seco, 35 dias
después de la siembra de S. lycopersicum.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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6.7 Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs sobre la abundancia y
localizacion de la enzima deshidrogenasa y especies reactivas de oxigeno en S.
Iycopersicum

La figura 33 muestra la abundancia de Oz localizada en las hojas de jitomate. Los resultados
mostraron que al suplementar CDPs a 20 pg/mL se increment6 la produccion de Oz y en
contraste, las plantas con NTC-CDPs, mostraron una menor produccion de este radical libre
con los valores significativamente mas bajos en los tratamientos con 30:10 pg/mL y 90:20

ug/mL, lo que sugiere un posible efecto protector frente al estrés oxidativo.
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Figura 33. Determinacion histoquimica del anidon superoxido en hojas de jitomate cultivada
con ciclodipéptidos, nanotubos de carbono pristinos y funcionalizados con ciclodipéptidos,
35 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
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estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
En la figura 34 se muestra la intensidad de H2O:, en las hojas de jitomate, los resultados

mostraron que en las hojas de jitomate donde se suplementaron 10 ng/mL de CDPs, NTC
pristinos a 30 y 90 pg/mL y 60:20 ng/mL de NTC-CDPs se redujo significativamente la
presencia de perdxido de hidrégeno en las hojas. Por otro lado, los NTC-CDPs

suplementados en concentracion de 60:10 estimulo la formacion de este radical.
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Figura 34. Determinacion histoquimica de peroxido de hidrogeno en hojas de jitomate
cultivada con ciclodipéptidos, nanotubos de carbono pristinos y funcionalizados con
ciclodipéptidos, 35 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 35 muestra la abundancia de deshidrogenasas en las hojas de S. lycopersicum, se
observo que los tratamientos con CDPs sin NTC incrementaron significativamente la
abundancia de deshidrogenasas en comparacion con la de las plantas control, especialmente
a 40 ng/mL. Por otro lado, al suplementar NTC pristinos se detectd que a 30 y 90 ng/mL
también se estimulo la presencia de esta proteina, siendo a 90 donde se gener6 la abundancia
mas alta que todos los tratamientos. Mientras que la respuesta de la planta a la presencia de
NTC-CDPs en general fue similar a lo detectado en las plantas control, donde la abundancia
de deshidrogenasa detectada no mostrd diferencias significativas, a excepcion de los
tratamientos suplementados con 60:10, 30:20 y 90:20 pg/mL, donde se detectaron diferencias
significativas comparado con las plantas control, sin embargo, esta diferencia es

conservadora, comparada a la respuesta detectada en las plantas de los demas tratamientos.
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Figura 35. Determinacion histoquimica de deshidrogenasas en hojas de jitomate cultivada
con ciclodipéptidos, nanotubos de carbono pristinos y funcionalizados con ciclodipéptidos,
35 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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En los siguiente resultados, se muestra el efecto obtenido en plantas de jitomate infectadas
P. capsici y cultivadas con CDPs, NTC pristinos y NTC funcionalizados con CDPs.

6.8 Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs sobre el parte aérea y
arquitectura radical de S. lycopersicum infectada con P. capsici

La figura 36 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre la longitud del tallo de S. lycopersicum infectada con P. capsici, evaluada 70
dias después de la siembra. Los resultados mostraron que, a nivel del tallo, el fitopatogeno
no afect6 el crecimiento al inocularse sin ningln tratamiento, al no detectarse diferencias
significativas con las plantas control sin Phytopthora. Sin embargo, cuando se infectaron las
plantas y se les adicionaron Ciclodipéptidos en concentraciones de 20 y 60, pudimos observar
que se redujo significativamente el tamafio del tallo, esto fue similar al agregar 30 ug/mL de
NTC pristinos o NTC-CDPs a 90:10 y 30:20 pg/mL. Por otro lado, también identificamos
que a 90 pg/mL no solo no fue reducido el tamafo del tallo por la exposicion al fitopatdogeno,

sino que se estimulo su longitud de estas plantas.
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Figura 36. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre la longitud parte aérea
de S. lycopersicum infectada con P. capsici, 70 dias después de la siembra

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.

70



La figura 37 presenta el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre el diametro del tallo de S. lycopersicum infectada con P. capsici, evaluado 70
dias después de la siembra. Los resultados mostraron que la infeccion por P. capsici sin
ningln tratamiento, disminuyd significativamente el didmetro del tallo de las plantas de
jitomate. Este efecto se negativo se vio revertido en las plantas tratadas con 10, 40 y 60
pg/mL de CDPs. De forma similar, se observdo que NTC pristinos a 30 y 90 pg/mL se
mantuvieron sin diferencias significativas con las plantas sin fitopatégeno. Por otro lado, la
sinergia NTC-CDPs mostrd un efecto dependiente a la concentracion suplementada donde a
concentraciones de 30:10, 60:10 y 60:20 pg/mL, no se detectaron diferencias significativas
comparado con el control, sin embargo, en las demas concentraciones, se observd que el
diametro del tallo disminuyo, incluso, en el tratamiento con NTC-CDPs 90:10, se observo
una disminucion del didmetro superior a las plantas infectadas con P. capsici donde no se

aplico ningln tratamiento.
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Figura 37. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en el diametro del tallo, 70
dias después de la siembra de S. lycopersicum infectada con P. capsici.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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En las figuras se muestran imagenes del follaje de las plantas de jitomate infectadas con P.

capsici y suplementadas con CDPs, NTC pristinos y funcionalizados con CDPs.
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Figura 38. Imagenes que muestran el efecto de los CDPs en la parte aérea de S. [ycopersicum
infectada con P. capsici a los 70 dias después de la siembra. Las imagenes fueron obtenidas

en escaner Epson Expression 11000XL.
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Figura 39. Imégenes que muestran el efecto de NTC pristinos en la parte aérea de S.
lycopersicum infectada con P. capsici a los 70 dias después de la siembra. Las imagenes

fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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Control P. capsici

Figura 40. Imagenes que muestran el efecto de nanotubos de carbono funcionalizados con
CDPs en la parte aérea de S. lycopersicum infectada con P. capsici a los 70 dias después de

la siembra. Las imdgenes fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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Figura 41. Imagenes que muestran el efecto de nanotubos de carbono funcionalizados con
CDPs en la parte aérea de S. [ycopersicum infectada con P. capsici a los 70 dias después de

la siembra.

Las imégenes fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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La figura 42 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre la longitud total de la raiz de S. lycopersicum infectada con P. capsici, evaluada
70 dias después de la siembra. Los resultados mostraron que la inoculacion de P. capsici en
jitomate, sin ningun tratamiento, redujo significativamente la longitud de la raiz comparado
con las plantas control. Mientras que al suplementarles los distintos tratamientos se observo
que, en la mayoria de los tratamientos, se contrarrestd el efecto negativo del patogeno,
ademas, en tratamientos con la aplicacion de 20 pg/mL de CDPs, 90 pg/mL de NTC pristinos
y NTC-CDPs en concentraciones de 60:10 y 60:20 ug/mL se obtuvieron raices del “200%
mas grandes que en las plantas control, lo que muestra que no solo se contrarrestd el

fitopatogeno, sino que se esta estimulando el desarrollo radical de estas plantas.
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Figura 42. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre la longitud total de la
raiz de S. lycopersicum infectada con P. capsici, 70 dias después de la siembra

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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En la figura 43 se muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados
con CDPs sobre el volumen radical de las plantas de S. [ycopersicum infectada con P. capsici,
de 70 dias de crecimiento. Se observo un efecto negativo importante con la presencia del
fitopatdgeno, en las plantas inoculadas con P. capsici, se observo que el volumen radical se
redujo en un -50 % comparado al control. Por otro lado, la respuesta de las plantas con los
distintos tratamientos fue muy variable, en los tratamientos con la adicién de CDPs,
observamos que el volumen de las raices fue similar o menor a las plantas con el fitopatdgeno,
a excepcion de las plantas con 10 pg/mL de CDPs, que se mantuvo sin diferencias
significativas a las plantas control. Este efecto también se detectd al suplementar los NTC
pristinos con 30 y 60 pg/mL conservaron un volumen radical igual que las plantas con P.
capsici, y las que se suplementaron con 90 pg/mL tuvieron un volumen similar al de las
plantas control. Al evaluar los efectos de los NTC-CDPs, se detectdé que a 60:10, 30:20 y
90:20 pg/mL conservaron un sistema radical igual que las plantas control y superior a las
plantas inoculadas con el fitopatégeno, mientras que NTC-CDPs 60:20 pg/mL estimul6 el
volumen radical, obteniendo un crecimiento significativo comparado con las plantas sin
patogeno. Por otro lado, los tratamientos con CDPs 20 y 60 ug/mL, NTC-CDPs 90:10 pg/mL

registraron los volimenes radicales mas bajos.
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Figura 43. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre el volumen radical,
de S. lycopersicum infectada con P. capsici, 70 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 44 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y los NTC funcionalizados con
CDPs sobre el area de superficie radical de S. lycopersicum infectada con P. capsici, evaluada
70 dias después de la siembra. Los resultados obtenidos, mostraron que los tratamientos
suplementados con 90 pg/mL de NTC pristinos, NTC-CDPs a 60:10 y 60:20 pg/ml
incrementaron el area de superficie radical de jitomate, comparado con las plantas control, y
se generd un aumento de 200% comparado con las plantas infectadas con P. capsisci sin
tratamiento, lo que sugiere que estos tratamientos estan contrastando el dano del patégeno y
al mismo tiempo estimulan la raiz. Por otro lado, en algunos tratamientos, no se ve un efecto
tan marcado, sin embargo, el area radical es igual a las plantas control y superior
significativamente comparado a las plantas con el patdégeno, esto se observo en los
tratamientos con 10, 40 pug/mL de CDPs, con NTC pristinos a 30 y 60 pg/mL y en los
tratamientos con NTC- CDPs 30:10, 30:20 y 90:20 pg/mL. Por el contrario, también se
observo que los tratamientos como 20 y 60 pg/mL de CDPs y 90:10 pg/mL de NTC-CDPs a
nivel de area radical, no tuvieron ningun efecto protector, al tener areas radical sin diferencias

significativas con las plantas con el fitopatdogeno y sin ningun tratamiento.
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Figura 44. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre el area de superficie
de la raiz, de S. lycopersicum infectada con P. capsici, 70 dias después de la siembra.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 45. Iméagenes que muestran el efecto de los CDPs sobre la arquitectura radical de S.

lycopersicum infectada con P. capsici a los 70 dias después de la siembra. Las imagenes

fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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Figura 46. Imagenes que muestran el efecto de los NTC pristinos sobre la arquitectura radical
de S. lycopersicum infectada con P. capsici a los 70 dias después de la siembra. Las imagenes

fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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Figura 47. Imagenes que muestran el efecto de los NTC pristinos sobre la arquitectura radical
de S. lycopersicum infectada con P. capsici a los 70 dias después de la siembra. Las imagenes

fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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Fig. 48. Imagenes que muestran el efecto de nanotubos de carbono funcionalizados con CDPs

sobre la arquitectura radical de S. lycopersicum infectada con P. capsici a los 70 dias después

de la siembra.
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Las iméagenes fueron obtenidas en escaner Epson Expression 11000XL.
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6.9 Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs sobre la biomasa de S.
Iycopersicum infectada con P. capsici

La figura 49 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y NTC funcionalizados con CDPs
sobre el peso fresco de S. lycopersicum infectada con P. capsici, evaluado 70 dias después
de la siembra. Los resultados indicaron que el tratamiento con NTC-CDPs 60:20 pg/mL
presento el mayor peso fresco en comparacion con el control y el resto de los tratamientos
evaluados. En contraste, las plantas tratadas con P. capsici, CDPs 60 pg/mL NTC pristinos
30 pg/mL y 60 pg/mL y NTC-CDPs 90:10 pg/mL mostraron pesos frescos muy similar entre
si. Finalmente, los tratamientos con CDPs 20 pg/mL y NTC-CDPs 90:10 tuvieron un efecto

inferior a todos los tratamientos.
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Figura 49. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en el peso fresco, 70 dias
después de la siembra de S. lycopersicum infectada con P. capsici.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 50 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y NTC funcionalizados con CDPs
sobre el peso seco de S. lycopersicum infectada con P. capsici, evaluado 70 dias después de
la siembra. Los resultados mostraron que el tratamiento con NTC-CDPs 60:20 pg/mL
presentd el mayor peso seco, seguido por las plantas control. Por otro lado, los tratamientos
con CDPs 10 y 40 pg/mL, NTC pristinos 30 pg/mL y 60 ug/mL, asi como los tratamientos
con NTC-CDPs 90:10 pg/mL y 30:20 pg/mL, mostraron pesos secos menores que el control,
con valores similares a los observados en las plantas tratadas inicamente con P. capsici.
Finalmente, el tratamiento con CDPs 20 pug/mL present6 el menor peso seco entre todos los

tratamientos.
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Figura 50. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs en el peso seco, 70 dias
después de la siembra de S. lycopersicum infectada con P. capsici.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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6.10 Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs sobre las ROS de S.
Iycopersicum

La figura 51 muestra la intensidad de O- -, los resultados indican que P. capsici presenta un
aumento significativo en la produccioén de O~ en comparacion con el control, mientras que
el tratamiento con CDPs a 10 y 40 pug/mL mantiene valores elevados, pero ligeramente
menores. En contraste, la aplicacion de NTC reduce significativamente la produccion de Oz~
respecto a P. capsici. Por otro lado, los tratamientos con NTC-CDPs a las diferentes
concentraciones presentan una reduccion general en la produccién de Oz~ en comparacion
con P. capsici acercandose en algunos casos a los valores del control o incluso inferiores.

Esto sugiere que los NTC-CDPs podrian mitigar el estrés oxidativo inducido por P. capsici.
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Figura 51. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre el anion superoxido,
70 dias después de la siembra de S. /ycopersicum infectada con P. capsici.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 52 muestra la intensidad de H2O: donde se observa que P. capsici incrementa la
produccion de H:0: respecto al control, mientras que las plantas suministradas con las
distintas concentraciones de CDPs como los NTC pristinos a 30 ug/mL generan un aumento
atn mayor en la produccion del peroxido de hidrogeno, alcanzando los valores mas altos. Por
otro lado, los tratamientos con NTC-CDPs a las diferentes concentraciones presentan una
reduccion general en la produccion de H2O: en comparacion con P. capsici y los CDPs

individuales, manteniéndose en valores cercanos al control.
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Figura 52. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre el peroxido de
hidrogeno, 70 dias después de la siembra de S. [ycopersicum infectada con P. capsici.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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La figura 53 muestra la intensidad de las deshidrogenasas, se observa que P. capsici y CDPs
10 ug/mL induce un aumento significativo en la actividad de las deshidrogenasas respecto al
control. Por otro lado, el resto de los tratamientos presentan una reduccion mas pronunciada
en la actividad de las deshidrogenasas en comparacion con P. capsici y CDPs a 20 pg/mL,

con valores mas bajos siendo algunos similares al control.
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Figura 53. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre las deshidrogenasas,
70 dias después de la siembra de S. /ycopersicum infectada con P. capsici.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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6.11 Efecto de los NTC funcionalizados con CDPs sobre el dafio en S.
Iycopersicum infectada con P. capsici

La figura 54 muestra el efecto de los NTC pristinos, CDPs y NTC funcionalizados con CDPs
sobre el dafio en hojas de S. lycopersicum infectada con P. capsici, evaluado 70 dias después
de la siembra. Los resultados mostraron que las plantas con CDPs 40pg/mL presentaron el
mayor porcentaje de dafio foliar incluso superando a las plantas tratadas solo con el patdégeno.
En contraste, los tratamientos con NTC 60 pg/mL y NTC-CDPs 60:10 pg/mL mostraron el
menor dafio foliar, destacandose como los tratamientos mas efectivos para mitigar el dano

causado por el fitopatogeno.
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Figura 54. Efecto de los NTC con y sin funcionalizar con CDPs sobre el dafio en plantas, 70
dias después de la siembra de S. /ycopersicum infectada con P. capsici.

Los datos fueron analizados con ANOVA-LSD con p<0.05 la barra representa el error
estandar. n=5. Las letras distintas representan diferencias significativas.
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7. DISCUSION

En este proyecto de investigacion se compar¢ el efecto de los nanotubos de carbono (NTC),
ciclodipéptidos (CDPs) y los nanotubos de carbono funcionalizados con ciclodipéptidos
(NTC-CDPs), usando a los CDPs como elicitores para estimular la respuesta de defensa de
Solanum lycopersicum ante la patogenicidad de Phytoptora capsici.

Para demostrar la funcionalizacién de los CDPs en los NTC, se utilizo la espectroscopia de
Infrarrojo por transformada de Fourier, mediante esta técnica analitica se pudo observar en
los espectros de los NTC pristinos grupos funcionales caracteristicos de estas NPs [91];
mientras que en los espectros de los CDPs se observaron grupos funcionales representativos
de estos, principalmente los grupos amino y carboxilo de los péptidos presentes [92];
mientras que en los NTC funcionalizados se logrd observar grupos funcionales tanto de los
NTC pristinos como de los CDPs, permitiéndonos de esta manera confirmar que si se llevo
a cabo correctamente la funcionalizacion. Finalmente, los analisis de los NTC-CDPs
mostraron grupos funcionales tanto de los NTC pristinos como de los CDPs, permitiéndonos
de esta manera confirmar que si se llevo a cabo correctamente la funcionalizacion.

Al evaluar los resultados de las NPs y CDPs de forma individual o en sinergia sobre el
jitomate, antes de ser inoculada con Phytophthora, los resultados que mostraron que al
exponer la semilla previamente a su germinacion, en contacto con los NTC pristinos o con
los NTC -CDPs, la semilla en la mayoria de los tratamientos germin6 mas rapido, se obtuvo
un porcentaje mas alto de germinacion y en el indice de vigor, comparado a las semillas que
no se les aplicé ningin tratamiento. En contraste, se observd una respuesta opuesta al
impregnar las semillas con CDPs. Los resultados obtenidos sobre los efectos de los NTC
sobre la germinacion ya se han documentado en estudios similares con otras plantas,
atribuido a que poseen una estructura Unica que le confiere propiedades fisicoquimicas
especiales, aunado a su tamafio que les permite interactuar con las membranas celulares,
facilitando la entrada de agua y nutrientes en las semillas. En un estudio realizado por Lopez
et al., (2020), observaron que la aplicacion de NTC en semillas de jitomate resulté en una
tasa de germinacion mayor y un crecimiento acelerado de las plantas [93]. Esto se atribuye a
la mejora en la penetracion de agua y la absorcion de nutrientes. Ademas, los NTC pueden
funcionar como vehiculo para la entrega controlada de compuestos como los CDPs. Algunos

estudios han mostrado que los CDPs mejoran la tasa de germinacion y el vigor de las
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plantulas mediante la activacion de sistemas de defensa enddgenos en las semillas y la
estimulacion de fitorreguladores que actian en este proceso de germinacion [46] . Sobre los
efectos de los CDPs sobre la respuesta en las semillas atin es muy escasa, sin embargo, se ha
documentado que los CDPs actian a nivel del balance de fitorreguladores, y es posible esto
tenga un efecto en la disminucion de la germinacion que detectamos. Por otro lado, la
funcionalizacion de los NTC con CDPs en este trabajo de investigacion, es una estrategia
emergente para mejorar y promover la germinacion, sin embargo, a la fecha, no se han
documentado resultados cientificos equivalentes. En este contexto, nuestros hallazgos
sugieren que la adicion de CDPs a la superficie de los NTC puede mejorar la entrega de estos
compuestos bioactivos directamente a las semillas, para favorecer el proceso de germinacion.
Aunado a esto, detectamos que al aplicar los NTC funcionalizados con CDPs, el efecto
inicialmente negativo de los CDPs fue mitigado o incluso revertido al combinar los NTC con
CDPs, lo que sugiere una sinergia entre estas nanoparticulas que promueve un entorno mas
favorable para la germinacion.

Al evaluar los efectos de los NTC y CDPs en las plantulas de jitomate, se pudo detectar que
el desarrollo foliar y radical especialmente con los NTC funcionalizados con CDPs fue
favorable, en las distintas variables respuestas analizadas, lo que sugiere que estas
nanoparticulas pueden influir en un crecimiento temprano mas vigoroso y una arquitectura
radical mas desarrollada vegetal. Esto hace visible el potencial de los NTC funcionalizados
no solo como agentes mitigadores de efectos adversos, sino como herramientas para
optimizar el crecimiento vegetal. Estos resultados son similares a los documentados en
distintas especies vegetales, donde se ha descrito que estos NTC mejoran el crecimiento
vegetal, la biomasa, la longitud de los brotes y el desarrollo de las raices en plantas como el
jitomate y el maiz [94], [95], esta respuesta se ha atribuido a que los NTC pueden alterar los
procesos fisiologicos, incluida la eficacia de la absorcion de agua, el metabolismo del
carbono y el nitrogeno y actuar sobre vias de sefializacion involucradas en regular los niveles
de fitorreguladores [94], [95], [96], [97]. Por otro lado, si bien la informacion sobre los CDPs
es escasa, se reportado que estos compuestos influyen en el crecimiento de las plantas y las
respuestas al estrés a través de su papel en las vias de sefializacion. Cabe sefialar que, en la
respuesta de arquitectura radical, tanto en la longitud como en el volumen radical, la adicion

de CDPs 10 y 40 pg/mL y NTC-CDPs 90:10 pg/mL promovio el crecimiento radical, lo que
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sugiere un posible efecto positivo en la actividad metabdlica y absorcion de agua. Ademas,
se detectd un efecto contrario, al aplicar NTC pristinos 90 ug/mL y NTC-CDPs 30:10 pg/mL,
que afectaron significativamente la raiz de la planta, la inhibicién observada en estos
tratamientos podria asociarse al estrés oxidativo provocado por la acumulacion de
nanoparticulas no funcionalizadas, lo que interfiere en la elongacion celular. Nuestros
resultados a este nivel, mostraron que, en estos tratamientos con una disminucién de la
arquitectura radical, se generaron incrementos significativos en la produccion de H202 y Oz,
lo que sugiere esta estrecha relacion de toxicidad y su efecto en la respuesta del sistema
antioxidante.

Por otro lado, cuando evaluamos la respuesta de las plantas de jitomate que fueron infectadas
con P. capsici, se observd que las plantas en donde se aplicaron los tratamientos tanto con
los NTC pristinos como con los NTC- funcionalizados con CDPs, el desarrollo foliar y
radical fue muy parecido a las plantas control, lo que sugiere que estos tratamientos
contrarrestaron los efectos negativos del patdgeno en la planta generando un efecto protector.
Cabe destacar, que, en algunos tratamientos, en especial donde se realiz¢ la sinergia entre los
NTC -CDPs, no solo no se observaron dafios por el patogeno, sino que ademas se estimuld
el crecimiento de la planta, tanto en el drea foliar como en la raiz. Este efecto positivo podria
estar asociado con una mayor disponibilidad de nutrientes o una mejor regulacion del
crecimiento vegetal facilitada por la interaccion entre los NTC y los CDPs, se ha demostrado
que los NTC promueven el crecimiento de las plantas al mejorar la biomasa de raices y brotes,
asi como al aumentar el numero de flores y frutos en plantas como jitomate [98], [99].
También pueden mejorar la absorcion de agua y la absorcidon de nutrientes, que son cruciales
para la acumulacién de biomasa [100]. El efecto positivo en el desarrollo vegetal y los
incrementos en biomasa, también se han atribuido a la participacioén de estas nanoparticulas
en vias de sefializacion clave como la vid de la Target of Rapamicine (TOR), o sobre la
estimulacion de fitorreguladores que actuan directamente sobre la division celular.

Ademas de estimular el desarrollo vegetal, se ha documentado que las NPs tienen un roll
significativa en la respuesta de defensa de las plantas, al poseer propiedades antimicrobianas
y estimular la produccion de metabolitos de respuesta al estrés, como el acido jasmonico , el
acidp salicilico y el ABA, que estan estrechamente relacionados con la defensa de la planta

ante el estrés bidtico y abidtico, que ademas estd estrechamente relacionado con el sistema
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antioxidante y la formacion de especies reactivas de oxigeno. Se ha reportado que los NTC
pueden disminuir el impacto negativo de patogenos como Alternaria solani en los cultivos
de jitomate al mejorar el sistema de defensa antioxidante de la planta y la capacidad
fotosintética, lo que conduce a un mayor rendimiento de la fruta y la biomasa seca [100].
La produccion de anion superoxido (O27) en plantas no infectadas con P. capsici, los CDPs
a 20, 40 y 60 pg/mL incrementaron la produccion de O, mientras que los NTC-CDPs
redujeron notablemente su intensidad, con los valores mas bajos en 30:10 y 90:20 ug/mL,
sugiriendo que los NTC-CDPs muestran un efecto protector contra el estrés oxidativo. En
contraste, en las plantas infectadas con P. capsici, se observé un incremento significativo en
la produccion de O27, indicando una respuesta de defensa ante el patégeno. Los CDPs a 10
ug/mL tienen niveles elevados de O:, mientras que los tratamientos de NTC lograron
reducirlo de manera significativa. Sin embargo, los NTC-CDPs mostraron una reduccion
significativa estando por debajo de las plantas control sin el fitopatégeno, sugiriendo que al
llevar la funcionalizacién de los NTC con los CDPs estdn mitigando el dafio oxidativo
causado por la infeccidon de este patogeno. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos
que reportan como el estrés bidtico incrementa la produccion de ROS, y que ciertos
compuestos modulan el efecto. Torres et al., (2006) explican que la produccion de ROS es
una respuesta clave en la sefalizacion de defensa [102], mientras que Apel & Hirt (2004)
destacan que su acumulacion puede generar dafio celular si no se regula adecuadamente
[103].

La produccion del peroxido de hidrogeno (H20:) en plantas sin infeccion con el fitopatogeno,
los NTC pristinos redujeron la produccion de H-0: especialmente a 60 pg/mL, mientras que
los NTC-CDPs mostraron respuestas variables con un aumento en 60:10 pg/mL y una
reduccion 30:10 y 60:20. En plantas infectadas, P. capsici increment6 significativamente la
produccion de H20.. Los CDPs a 10 y 20 pg/mL intensificaron ain mas esta produccion, al
igual que los NTC a 30 pg/mL. Sin embargo, los NTC a 60 pg/mL y los tratamientos con
NTC-CDPs lograron reducir la produccion de H20O-, alcanzando valores similares al control.
El aumento de H-O: en plantas infectadas coincide con lo reportado por Foyer & Noctor
(2005), quienes mencionan que este compuesto juega un papel dual como sefalizador de
defensa y como inductor de estrés oxidativo [104]. La reduccion observada con NTC-CDPs

sugiere que este tratamiento podria ayudar a regular los niveles de ROS, minimizando el dafio
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celular.

La actividad de las deshidrogenasas en plantas sin presencia de P. capsici los CDPs
incrementaron significativamente la actividad de las deshidrogenasas, especialmente a 20
png/mL. Los NTC también promovieron un aumento, pero sin diferencias significativas entre
concentraciones. En cambio, los NTC-CDPs mostraron valores similares al control, excepto
60:20 pg/mL, que present6 un ligero aumento. En plantas infectadas con P. capsici indujo
un incremento significativo en la actividad de estas enzimas. Los CDPs a 10 y 20 ug/mL
también mostraron valores elevados, pero menores en comparacion con la infeccion. Los
NTC a 90 pg/mL redujeron la actividad de las deshidrogenasas, acercandose al control. Los
NTC-CDPs a 30:20 y 60:20 pg/mL presentaron una disminucion mdas pronunciada en
comparacion con P. capsici y los CDPs individuales. Estos resultados sugieren que los NTC-
CDPs podrian ayudar a regular la actividad metabdlica en condiciones de estrés bidtico,
evitando una sobrecarga enzimatica. Benezer-Benezer ef al, (2008), mencionan que la
modulacion de la actividad enzimatica es clave para la homeostasis celular en situaciones de
estrés [105].

El analisis de los datos revela que las plantas tratadas unicamente con CDPs a 40 pg/mL
estan estimulando la infeccion de P. capsici, sin embargo, las concentraciones de CDPs en
general produciendo este estimulo. Este resultado sugiere que, aunque las CDPs pueden
poseer propiedades beneficiosas en otros contextos, en la concentracion evaluada no ofrecen
proteccion frente al dafio provocado por el patdgeno. Es posible que esta baja efectividad se
deba a una limitada interaccion de las CDPs con los mecanismos de defensa de la planta o a
una dosificacion insuficiente para inducir una respuesta positiva. Por otro lado, los
tratamientos con NTC funcionalizados con CDPs a concentraciones de 60:10 pg/mL
resultaron ser los mas efectivos para reducir el dafo foliar, lo que nos indica una sinergia

positiva entre los NTC y las CDPs.
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8. CONCLUSION

La funcionalizacioén de los nanotubos de carbono con los ciclodipéptidos modificéd distintas
etapas del desarrollo de Solanum Iycopersicum, desde la germinacién, o en plantulas
afectando el sistema radical-foliar aumentando la biomasa y fortalecimiento de la planta al
incrementar la radicula lo que contribuye a un incremente en la longitud y el didmetro del
tallo. Por otra parte, los NTC-CDPs provocaron que ante la presencia de P. capsici estas
plantas tuvieran una disminucion del anion superoxido, perdxido de hidrogeno y las
deshidrogenasas, de esta manera las plantas reforzaron su capacidad de adaptacion y
resistencia a la presencia de este fitopatdgeno disminuyendo significativamente el dafio en S.
lycopersicum. Los resultados evidencian que los CDPs como elicitores funcionalizados con
NTC, tienen un potencial como agentes promotores de crecimiento ademds de servir como

modulares del estrés oxidativo en S. lycopersicum ante la patogenicidad de P. capsici.
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Asunto: Reporte de similitud

Morelia, Michoacan. a 09 de junio del 2025

Dr. Mauro Manuel Martinez Pacheco
Coordinador de la Maestria en Ciencias en Biologia Experimental
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

PRESENTE

Por este conducto, el que suscribe, me permito informar que el dictamen realizado tras una revision
exhaustiva del reporte de similitud generado por el programa iThenticate para la tesis desarrollada por
la QFB. Daniela Ferndndez Gémez, adscrita al Programa de Maestria en Ciencias Biolégicas opcion
Biologia Experimental con matricula 13413408, la cual lleva el nombre de “Efecto elicitor de los
nanotubos de carbono funcionalizados con ciclodipéptidos bacterianos sobre el sistema de defensa
de Solanum lycopersicum ante la patogenicidad de Phytophthora capsici”, arrojé un 25% de
coincidencia, se concluye que el porcentaje real de similitud es menor del 20%. Esta disminucion
considerando un 6% corresponde al apartado de bibliografia, y alrededor de un 7% que proviene de
nombres cientificos, nombres de reactivos y frases de uso comun en el 4rea, tales como “nanotubos de
carbono”, “Solanum lycopersicum”, “Phytophthora capsici”, “especies reactivas de oxigeno”,
“funcionalizacién”, entre otras expresiones técnicas recurrentes en la literatura cientifica.

Por lo anterior, me permito solicitar de [a manera mds atenta la autorizacion para dar seguimiento al
tramite de digitalizacion de tesis y llevar a cabo la revision de expediente y titulacion.

Sin otro particular, de antemano, agradezco su atencién y espero contar con una respuesta favorable a

esta peticién. Reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE
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