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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Incremento en la eficacia de la aplicacién de compuestos bioactivos en suelo usando | $40,000.00
alginato como agente encapsulante.

2.- Introduccion

El tomate (Solanumlycopersicom L.) es uno de los cultivos horticolas mas importantes del mundo, ya que es uno de
los hortalizasmas consumidos en el mundo y juega un papel importante en la dieta humana. Sin embargo, el cultivo de
tomate estd frecuentemente expuestos a multiples factores ambientales que afecta el desarrollo de la planta o la
calidad del fruto obtenido, ocasionando importantes pérdidas del fruto o de la planta completa.

Con la finalidad de reducir dichas pérdidas es importante implementar técnicas que permitan una resistencia mayor
a la planta contra condiciones adversas del medio ambiente (abiéticas), asi como contra el ataque de organismos
patogenos (biéticos), lo cual traerd una mayor calidad y rendimiento en el cultivo de tomate. Se ha demostrado que Ia
aplicacion de compuestos bioactivos e incluso minerales, incrementa la fisiologia de la planta, y por lo tanto hay una
mejora en la morfologia de esta. Sin embargo, uno de los problemas mas comunes al aplicar estos compuestos es su
interaccion con el medio donde es aplicado, produciéndose la pérdida de la funcion o la degradacion del compuesto,
es por ello que en los Ultimos afios se han implementado técnicas de inmovilizacion (encapsulacion) de compuestos
bioactivos para prolongar la estabilidad y disponibilidad de éstos con la finalidad de que se prolongue el tiempo en el
que éste puede ser utilizado por la planta. Dentro de las matrices mas utilizadas se encuentra la formada por las sales
de alginato (calcio-alginato), la cual ha sido utilizada no solo para inmovilizar compuestos bioactivos, sino tambien
enzimas y microorganismaos.

Conforme a lo anterior, en el presente proyecto se propone la inmovilizacion (encapsulacion) de una fitohormona
(acido salicilico) en una matriz de calcio-alginato, para posteriormente ser aplicada en un sustrato en el cual se
desarrollara un cultivo de tomate con vy sin estrés para proporcionar a la planta un enriguecimiento exdgeno de esta
fitohormona e incrementar el mecanismo de defensa vegetal contra factores biéticos o abidticos a los que se pueda
exponer la planta de tomate y con ello mejorar la calidad del cultivo. Se determinara las variables de crecimiento y
productividad del cultivo, asi como, el potencial antioxidante total y enzimatico, la acumulacién de acido salicilico para
comprobar el efecto de la aplicacién del compuesto bioactivoinmovilziado

Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Inmovilizar compuestos bioactivos en una matriz de calcio-alginato para evitar su degradacién o interaccion
con factores encontrados en el sustrato, con la finalidad de prolongar su disponibilidad y funcion al ser aplicados en
cultivos de plantas de tomate (SolanumlycopersicomL.).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Etapa | (Afio 2018)

e Inmovilizar y caracterizar el tipo de inmovilizacién de un compuesto bioactivo (acido salicilico) en una matriz
calcio-alginato.

e Aplicacidn del compuesto bioactivoencapsulado (acido salicilico) en el sustrato usado para el crecimiento y
desarrollo de plantulas de tomate.

e Evaluar la concentracion del acido salicilico en plantulas de tomate.

« Determinar el potencial antioxidante total, la biomasa yvariables de crecimiento en las plantulas de tomate con
aplicacion del compuesto bioactivo encapsulado.

Etapa ll(Afio 2019)
o« Aplicacion del compuesto bioactivo encapsulado (acido salicilico) en el sustrato usado para el crecimiento y
desarrollo de plantas adultas de tomate.
e Determinar la biomasa y variables de crecimiento en las plantas adultas de tomate con aplicacion del
compuesto bioactivo encapsulado.
« Determinar el potencial antioxidante total y la actividad antioxidante enzimatica (SOD, CAT, GPX).
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e Evaluar la productividad del cultivo de tomate.
¢ Evaluar la concentracién del acido salicilico en plantas adultas de tomate.

Etapa IlI(Afo 2020)

o Determinar si hay resistencia a patégenos en plantas de tomate sometidas a un tratamiento con aplicacion de
acido salicilico encapsulado.

e Determinarla biomasa y variables de crecimiento en las plantas de tomate sometidas a estrés bidtico con
aplicacion del compuesto bioactivo encapsulado.

e Evaluar la productividad del cultivo de tomate.

e Cuantificar el potencial antioxidante total y actividad antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD, GPX) en plantas
de tomate sometidas a estres biotico.

e Evaluar la concentracion del acido salicilico en las raices, hojas, tallos y frutos de las plantas de tomate
sometidas a estrés bidtico.

Hipotesis

La inmovilizacion de compuestos bioactivos(acido salicilico) en una matriz de calcio-alginato proporciona al compuesto
proteccion contra las condiciones adversas del medio ambiente, incrementando la eficiencia de la aplicacion del
compuesto en un sustrato al mantenerse estable y disponible por mas tiempo para ser aprovechado por la planta ante
la presencia de un estrés biético o abidtico.

3.-Revision de Literatura

TOMATE(Solanumlycopersicom L.)

El tomate (Solanumlycopersicom L.) es uno de los cultivos horticolas mas importantes del mundo, ya que es uno de
los hortalizasmas consumidos en el mundo y juega un papel importante en la dieta humana (Ali y Ismail, 2014).
Ademas esta hortaliza ha servido durante mucho tiempo como un sistema modelo para la genética de las plantas, el
desarrollo, la fisiologia y la patologia, dando lugar a informacion sustancial sobre la biologia de este organismo
econémicamente importante (Faurobert et al., 2007). Sin embargo, los tomates estan frecuentemente expuestos a
multiples tensiones ambientales. En particular, la salinidad es una de las limitaciones ambientales mas importantes
que afectan el crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas (Dasgan et al., 2002; Juan et al., 2005; Gunes et
al., 2007; Khan et al., 2010). Lo anterior, ha ocasionado que en paises en via de desarrollo, las pérdidas en frutas y
hortalizas durante la poscosecha se ubiquen entre 20% y 50% (Kader, 1992; Casierra y Aguilar, 2008), siendo las
modificaciones mas sobresalientes en la calidad de los tomates que pueden ser de naturaleza mecanica, fisiolégica o
patolégica (Casierra y Aguilar, 2008). Para reducir dichas pérdidas es importante implementar tecnicas que permitan
una resistencia mayor a la planta contra condiciones adversas del medio ambiente (abidticas), asi como contra el
ataque de organismos patogenos (bidticos), lo cual traera una mayor calidad y rendimiento en el cultivo de tomate. Se
ha demostrado que la aplicacion de compuestos bioactivos e incluso minerales, incrementa la fisiologia de la planta, y
por lo tanto hay una mejora en la morfologia de esta. Sin embargo, uno de los problemas més comunes al aplicar
estos compuestos es su interaccion con el ambiente donde es aplicado, produciéndose la pérdida o el degradacion del
compuesto. Por tal razén, en los dltimos afios se han implementado técnicas de inmovilizacién (encapsulacion) de
compuestos bioactivos en diversas matrices conformadas por una amplia variedad de agentes inmovilizantes solos o
combiandos, con la finalidad de prolongar la estabilidad y disponibilidad de éstos compuestos. Dentro de las matrices
mas utilizadas se encuentra la formada por las sales de alginato (calcio-alginato), la cual ha sido utilizada no solo para
inmovilizar compuestos bioactivos, sino también enzimas y microorganismos (Gombotz y Wee, 1998; Burgain et al.,
2011).

ACIDO SALICILICO

El 4cido salicilico (SA) se encuentra en las plantas de forma natural, y tiene un papel importante relacionado con
el proceso de crecimiento, asi como también participa en los procesos relacionados a la fotosintesis al mejorar la
actividad de los cloroplastos, absorcion y trasporte de nutrientes, incrementar la actividad de enzimas antioxidantes,
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provocar cambios en la anatomia de las plantas e incrementar el rendimiento (Khanet al., 2010; Purcarea y Cachita-
Cosma, 2010).

Sin embargo una de las funciones mas importantes del acido salicilico radica en que es un compuesto se
sefializacion envuelto en sefales internas que regulan la respuesta de la defensa de las plantas contra condiciones
bidticas haciendo referencia a plagas y enfermedades, al estimular la formacién de sustancias que repelen a los
herbivoros, atraen a sus enemigosnaturales, estimulan la formacién de sustancias que inhiben o provocan la muerte
de las células dafiadas o dafinas, presenta influencia directa entre H,0, y glutation (GSH) para generar homeostasis
redox dentro de la célula (Girlinget al., 2008; Zhang et al., 2009), y abi¢ticas como temperatura, sales, exceso o falta
de humedad, etc., al incrementar los niveles de enzimas antioxidantes, elevar el nivel endégeno de hormonas, inducir
la aparicion de proteinas de defensa, entre otras acciones (Wang et al, 2010), alterando en primera instancia la
composicién bioquimica de la célula seguida de cambios geneticos (Mustafaet al., 2009).

Debido a que en algunos casos las deficiencias de compuestos bioactivos dentro de un sistema vegetal o a la
necesidad de activar un proceso fisioldgico se ha incrementado la aplicacion exégena de éstos. En el caso del acido
salicilico cuando es aplicado de forma exogena se han reportado que genera cambios en las concentraciones de los
compuestos celulares que conducen a una adaptacion de la planta ante un factor adverso (biético o abidtico), mejor
desarrollo de planta y rendimiento (Benavides-Mendoza ef al., 2004; Purcarea y Cachita-Cosma, 2010).

Existe gran cantidad de reportes donde se han determinado los cambios en las concentraciones demoléculas o
compuestos internos, asi como procesos y funciones de las plantas como respuesta a la aplicacion de AS en diversas
formas, dosis y cultivos (Ahsrafet al., 2010),

Szepesi (2008) observd en plantas de tomate (SolanumlycopersicumL.) que al aplicar al medio de cultivo AS a 10’
“y 107 (0.1 y 0.0001 mM) previo a una condicién salina (100 mM de NaCl) se acumulaban una mayor concentracion
dedeosmolitos compatibles, lo cual mejoraba la eficiencia fotosintética de la planta, la actividad de la
ascorbatoperoxidasa y el contenido de carotenoides y poliaminas. Este autor también observo que al aplicar al medio
de cultivo AS a 10™ y e (0.1 y 0.0001mM) durante tres semanas previas a la condicion salina (100 mM e NaCl) se
incrementaba la actividad de SOD y CAT.

Gemeset al. (2008) tambiénutilizé la planta de tomate (Solanumlycopersicuml.) para evaluar la aplicacion de
acido salicilico al medio de cultivo (0.1 mM) de forma previa a un factor de estrés como lo podria ser la salinidad (100
mM) reportando un incremento de prolina, pigmentos fotosintéticos y carbohidratos solubles cuando dicho factor se
presento, lo que indica que se mejord la adaptacion de la planta ante un factor adverso de estrés abiotico.

En el caso del papel del acido salicilico contra el estrés bidtico, existen reportes que indican que al ser aplicar
esta fitohormona en plantas de Arabidopsisinfectadas con Pseudomonassyringae se observa un incremento en las
proteinas relacionadas con la patogénesis y en la via secretora de la planta(Zhenget al., 2015).

AGENTES INMOVILIZANTES

Segun las propiedades del compuesto que se va a inmovilizar (encapsular) y el proposito de la encapsulacion, los
agentes utilizados se basan en proteinas (como zeina, soja, colageno y gelatina), polisacaridos (como derivados de
celulosa, almidon, alginato y quitosano) vy lipidos (tales como ésteres de glicerol y ceras), que pueden usarse solos o
en combinacion.

La funcionalidad de estos materiales puede variar, ya que cada componente ofrece diferentes propiedades a la
matriz compuesta. De hecho, las propiedades mecanicas y de barrera de estas peliculas no solo dependen de los
compuestos utilizados en la matriz del polimero, sino también de su compatibilidad y de las fuerzas de cohesion,
incluyendo enlaces covalentes, enlaces ionicos y enlaces H, entre moléculas de polimero formadoras de recubrimiento
(Janjarasskul y Krochta 2010).

Ventajas AGENTES INMOVILIZANTES

Teniendo en cuenta algunas de las desventajas de los compuestos bioactivos, las matrices de encapsulado son
capaces de ofrecer proteccion contra el medio ambiente (temperatura, humedad, calor, gas (oxigeno), rayos UV),
mejorando la solubilidad y controlando la liberacion del compuesto (Figura 1).
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Figura 1. Matriz que provee proteccién a una antioxidante (a),
bacteria(b), compuesto antimicrobiano (c), compuestos fendlicos
(d) contra factores medioambeitnales

ALGINATO

Alginatos o algina es un término genérico para las sales y derivados del &cido alginico que se derivan
principalmente de algas pardas (Phaeophyceae) (King, 1983; Bureyet al, 2008). Los alginatos son polimeros
aniénicos no ramificados lineales compuestos de regiones homopoliméricas de 1,4-B-D-acido manurénico (Blogues M)
y a-L-acdiogulurénico (Blogques G)(Figura 2), intrercalados con regiones de estructura alterna (Rowe, 2009).

B-D-Mannuronic acid a-L-Guluronie acid

Figura 2. Estructura del alginato (unidades de acide manurénico y acido gulurénico)

La manufactura industrial de alginato se basa en la extraccion del polimero a partir de algas pardas. Las algas en la
naturaleza crecen principalmente en areas templadas, pero tambien se cultivan grandes cantidades en ofras regiones
como el Lejano Oriente, la costa de China o Japdn. Las algas marinas se extraen con una solucion alcalina diluida que
solubiliza el acido alginico presente. Se obtiene acido alginico libre tratando el material viscoso resultante con acidos
minerales, y luego se convierte en una sal. La proporcién de residuos M y G depende de las especies de algas
marinas a partir de las cuales se aisla el acido alginico. La secuencia de los residuos M y G varia entre especies y
probablemente dentro de cadenas poliméricas Unicas, en funcion de los tipos de secuencias (Bureyet al., 2008).

Los alginatos estan disponibles comercialmente como sales de sodio, potasio 0 amonio y se producen en una
gama de grados de viscosidad de tamafios de malla y niveles de calcio para proporcionar funcionalidades especificas
(Burey et al., 2008).

Los alginatos se pueden preparar con una amplia gama de pesos moleculares (60,000-700,000 Daltons)
dependiendo de la aplicacion (Dragetet al., 1994).

USOS DE LAS ASLES DE ALGINATO

El alginato ha sido utilizado como encapsulante material debido a su capacidad de absorber agua, para ser facil
manipulado e inocuidad, teniendo también otro caracteristicas tales como: gelificacion, estabilizacion y espesamiento,
razones que han sido de gran interés para la industria alimentaria (Goh et al., 2012). Es el polisacarido mas utilizado
como material encapsulante de bacterias del 4cido l4ctico, debido a la facilidad de manejo, naturaleza no toxica y bajo
costo, ademas de aumentar la viabilidad de estas bacterias cuando se las expone a diferentes condiciones cuando se
comparan con bacterias no encapsuladas (Burgain et al., 2011).
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El &cido alginico u sus sales de sodio y calcio son no toxicas y biocompatibles, por lo que son ampoliamente
usadas en la industria médica, farmacéutica, cosméticas y alimentaria (Gombotz y Wee, 1998).

Alginato de sodio como agente encapsulante (Araujo et al., 2014)

La gelificacién de las sales de alginato ocurre por interaccion entre los cationes y los residuos de acido gulurénico
(Douglas y Tabrizian, 2005). La cinética de la gelificacion de alginato puede verse afectada por la temperatura a la que
se produce la gelificacion, asi como por la concentracion de alginato y la concentracion de iones (Draget, 2000). La
gelificacion ocurre cuando se produce una zona de union entre los bloques de acido a-L-gulurénico (G) de una
molécula de alginato que esta fisicamente conectada a otro bloque de acido a-L-gulurdnico (G) de otra molécula de
alginato por calcio iones. La vista previa de la estructura se llama modelo de caja de huevos (Figura 3)(Draget, 2000).
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Figura 3. Modelo de caja de huevos formada al unirse las unidades acido a-L-gulurénico (G)
del alginato con el calcio.

.

El alginato se puede gelificar rapidamente en presencia de iones de calcio no secuestrados y, por lo tanto, la
capacidad para controlar la introduccion de estos iones de entrecruzamiento es importante. Como resultado, el método
de configuracién interna puede ser mas atractivo a menos que un nucleo rigido de particulas y centro de liguido es
deseado (Draget, 2000). Las concentraciones de gelificacion utilizadas habitualmente para alginato son del 1-2% p/ p
(Blandino et al., 1999; Liu et al., 2003).

Las microparticulas de alginato de calcio se preparan generalmente por dos métodos: método de extrusion
goteando una solucion de alginato de sodio en una solucion de una sal de calcio, lo que conduce al fenémeno de
gelificacion idnica externa; y el método de emulsificacion, para la gelificacion i6nica interna de alginato en una
emulsion de agua / aceite (Gombotzy Wee., 1998).

Gelificacion idnica externa

La gelificacion ionica externa se produce utilizand

o la técnica de extrusion. En esta técnica, los microorganismos,

enzimas o compuesto bioactivose agregan a una solucion de alginato y se in
gotas en una solucion de cloruro de calcio al endurecimiento (Yeoet al., 2001).

corporan inmediatamente en forma de
La interaccién de los iones, como Ca®’,

con los grupos carboxilo de las cadenas poliméricas del alginato da como resultado la formacion de un gel insoluble
(Smrdelet al., 2008).

Las particulas producidas por extrusion presentan tipicamente diametros que varian de 500 pm a 3 mm, y el
tamario de las particulas formadas depende del tamafo del diametro de la aguja utilizada para gotear la solucion, la

6
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viscosidad y la concentracion de la solucion de alginato, ademas de la distancia entre la jeringa y la solucion de cloruro
de calcio (Bureyef al., 2008)

TIPOS DE METODOS DE INMOVILIZACION

En general los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en dos grandes categorias, estas categorias
son: retencion fisica (Figura 3) y union quimica (Figura 4).
RETENCION FiSICA

Este método de inmovilizacion se divide en dos clases: retencién fisica por “atrapamiento” y en retencion fisica
por “inclusién en membranas”(Figura 3).

RETENCION FISICA

Atrapamiento

| Inclusion en Z\Iembranasl

En Capas En Fibras Encapsulacion Reactores

OO®

Figura 3. Métodos de inmovilizacion (Arroyo, 1998).

Retencién fisica por atrapamiento

La retencion fisica por “atrapamiento” se divide a su vez en: atrapamiento en capas y atrapamiento en fibras. El
“atrapamiento” consiste en la retencion fisica de un compuesto, enzima o microorganismo en las cavidades interiores
de una matriz sdlida porosa constituida generalmente por prepolimerosfotoencruzables o polimeros del tipo
poliacritamida, colageno, alginato, carraginato y resinas de poliuretano. El atrapamiento puede ser en ‘geles” o
“fibras”. En el primer caso la enzima queda atrapada en el interior del gel, mientras que en el segundo caso la enzima
se encuentra ocluida dentro de las microvellosidades de una fibra sintética (Arroyo, 1998).

Retencién fisica por inclusion en membranas

La retencion fisica por “inclusién en membranas” se divide a su vez en: encapsulacion,microencapsulaciony
reactores de membrana (Arroyo, 1998).

» La encapsulacién es un proceso fisicoquimico o mecanico para atrapar una sustancia en un material con el
fin de producir particulas con diametros de unos pocos nanémetros a unos pocos milimetros (Chen y Chen,
2007). La encapsulacion de componentes bioactivos se puede utilizar en muchas aplicaciones en la industria
alimentaria: controlando la reaccion oxidativa, enmascarando sabores, colores y olores, proporcionando una
liberacién sostenida y controlada, ampliando la vida util, etc

e En la “microencapsulacion”el compuesto, enzima o microorganismo es rodeado de membranas
semipermeables. Estas membranas semipermeables pueden ser permeables (originadas  por una
polimerizacién interfacial) o no permeables (generadas por surfactantes, también llamadas “"micelas

7
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reversas’). Las microcapsulas obtenidas son de forma esféricas, con tamafnos comprendidos entre 1 y 100
um de diametro. Mediante este método se pueden encapsular simultaneamente una gran variedad de
enzimas, células o biomoléculas, permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que suceden en
multiples pasos.

e En el caso de “reactores de membrana” se han desarrollado reactores o sistemas en los que se logra
contener a lacompuesto, enzima o microorganismo atrapados, dichos reactores emplean membranas
permeables. Mediante una bomba se establece el flujo liquido de sustrato que atraviesa el reactor.

UNION QUIMICA

La unién quimica se da por “unién a soportes” o por “reticulado”(Figura 4).

UNION QUIMICA
I

Renculado

Union a Soportes

Absorcion Unién Reticulado Co-reticulade
lonica Covalente

Figura 4. Métodos de inmovilizacion de enzimas por “unién quimica” (Arroyo, 1998).

Unién a soportes

Son los métodos de inmovilizacién mas utilizados y de los que se dispone de una mayor informacion. La eleccion del
soporte y del tipo de enlace resultan determinantes en el comportamiento posterior del compuesto, enzima o
microorganismo. Ademas el soporte debe tener resistencia mecanica adecuada a las condiciones de operacion del
reactor y ser faciimente separable del medio liquido para que pueda ser reutilizado. Se han utilizade una gran
variedad de materiales como soportes, los cuales difieren en tamafio, densidad, porosidad y forma, aunque
generalmente los encontramos en forma de cilindro, hojas, fibras y mas comunmente en forma de esferas (Arroyo,
1998).

Los soportes pueden clasificarse en dos grupos:

1.- Soportes inorganicos. Dentro de este grupo se tiene una gran variedad de soportes, que pueden ser “naturales”
o “materiales manufacturados”.

2.- Soportes organicos. Los cuales se pueden clasificar en:
s Polfmeros naturales. Que a su vez se dividen en polisacaridos y proteinas fibrosas.
« Polimeros sintéticos: Los cuales se dividen a su vez en poliolefinas, polimeros acrilicos y otros tipos (alcohol
polivinilico, poliamidas, etc).

Adsorcion

En la adsorcién, el compuesto, enzima o microorganismo, o un elemento mineralse unen a un soporte sin
funcionalizar mediante interacciones ionicas, fuerzas de Van der Waals y por puentes de hidrégeno (Arroyo, 1998).
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Como principales ventajas de este método destacan:

1. Su preparacion sencilla.

2. Su bajo coste.

3. No hay cambios de especificidad enzimatica.

4. Los derivados son estables en medios de trabajo con bajo contenido en agua.

Union covalente

La union covalente de un compuesto o enzima a un soporte es quiza el método de inmovilizacibn mas interesante
desde el punto de vista industrial. La metodologia de la union covalente se basa en la activacion de grupos guimicos
del soporte para que reaccionen con nucledfilos(Arroyo, 1998).

Reticulado

También denominado “entrecruzamiento o cross-linking”, es una técnica que ha sido ampliamente utilizada en la
estabilizacion de muchos compuestos o enzimas.

El método del “reticulado” consiste en uso de reactivos bifuncionales que originan uniones intermoleculares
entre las moléculas de un compuesto o enzima. Como reactivos bifuncionales se pueden emplear di-aldehidos, di-
imino ésteres, di-isocianatos, sales de bis-diazonio e, incluso, di-aminas si estan activadas con carbo di-imida. El
resultado del reticulado son enzimas con enlaces intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones
extremas de pH y temperatura (Arroyo, 1998).

El “co-reticulado”, permite eliminar las pérdidas de actividad enzimatica debidas a efectos difusionales,
mediante el entrecruzamiento de las enzimas con una proteina sin actividad enzimatica y rica en residuos de lisina
(por ejemplo, la albumina bovina). Un procedimiento mixto de inmovilizacion muy comun consiste en inmovilizar la
enzima por adsorcién sobre una resina de intercambio i6nico o un soporte polimerico (con lo que se consigue una
elevada carga enzimatica) y posteriormente afadir el reactivo bifuncional(Arroyo, 1998).

La estructura cristalina posee canales microscopicos (20-50 A), estos cristales pueden soportar temperaturas
elevadas y pH extremos, asi como la accién de las proteasas (Arroyo, 1998).

4.- Procedimiento Experimental

INSTALACIONES

La experimentacion del proyecto se llevara a cabo en diferentes instalaciones de la narro La parte analitica se
realizara en los laboratorios del departamento de Botanica y en el laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento
de Horticultura, mientras la parte de campo se llevara a cabo en el invernadero del area de Fisiologia del
departamento de Botanica. Algunas determinaciones analiticas se realizaran por parte de dos centros de
investigacion: CIQA y COLPUS.

Las metodologias a realizar se detallan a continuacién:

INMOVILIZACION DEL ACIDO SALICILICO EN UNA MATRIZ DE CALCIO-ALGINATO(Boadi y Neufeld, 2001)

Se dispersaron 0.0138gr de 4cido salicilico en1L de solucion de alginato de sodio al 2% (P/V), resultando una
concentracién de 0.1mM de acido salicilico. Las mezclas se dejaron gotear dentro de 50 mL de solucion fria de CaCl2
(0.06M), la cual se encontraba en continua agitaciéon con ayuda de una mosca magneética. Las perlas resultantes
tendran un diametro aproximado de 2.2mm. En el sobrenadante restante cuantificara la presencia del acido salicilico
para determinar la cantidad de fitohormona inmovilizada.

CARACTERIZACION DE LA SISTEMA DE INMOVILIZACION DEL ACIDO SALICILICO

Espectrofotometria de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)(Bourbon et al., 2016)
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Con la finalidad de confirmar laincorporacion del compuesto bioactivo dentro de la matriz calcio-alginato se realizara
un analisis de espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier en una regién de longitud de onda entre 600 a
400 cm™' usando 16 escaneos por cada muestra, para ello las muestras seran secadas y embebidas en pellets de
KBr.

Cinética de liberacion del compuesto bioactivoa partir de la matriz calcio-alginato

La liberacion in vitro del compuesto bioactivo (acido salicilico) fue realizado por el método de dialisis (Azevedo et al.,
2014; Rivera et al., 2015). La matriz de calcio-alginato con el compuesto inmovilizado (5mL) fue puesto dentro de una
membrana de dialisis, con un peso molecular de 8kDa) que subsecuentemente fue puesto dentro de 40mL de
solucién bufferwithencapsulated (buffer de fosfatos a pH 7.0 y buffer de HCI-KCI a pH 2.0) usando un agitador
magnético. A un intervalo apropiado de tiempo, se tomo 0.25mL de sobrenadante y se les afiadio 0.25mL de buffer
para mantener el volumen constante del medio liberado. La cantidad de acido salicilico liberado a partir de la matriz
calcio-alginato fue evaluado mediante la medicion de este compuesto por HPLC segun el método reportado por
Forcatet al., 2008. La prueba de liberacion se realizod por triplicado,

APLICACION DEL ACIDO SALICILICO INMOVILIZADO EN PLANTULAS DE TOMATE

Se utilizaron 10 macetas de 1 litro con una proporcion de perlita y peatmoss (30:70) en las cuales se sembraron
semillas de tomate variedad toro. Una vez que emerjan las plantulas seran colocadas en una mesa y se les aplicara
fertirrigacionutilizando una solucion de Steiner al 25%, manteniendo la humedad del sustrato en un 80%. A los 10 dias
posteriores a la siembra se iniciara con la aplicacion de los tratamientos. Se aplicaran las perlas con acido salicilico
inmovilizado en una matriz de calcio-alginato. A la par se utilizaron 10 macetas de 1 litro con una proporcion de perlita
y peatmoss (30:70) para llevar cabo el cultivo de plantas control negativo (sin aplicacion de acido salicilico
inmovilizado) y 10 macetas de 1 litro con una proporcién de perlita y peatmoss (30:70) para llevar cabo el cultivo de
plantas control positivo (con acido salicilico a 0.1mM sin inmovilizar).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDO SALICILICO

Extraccién (Aboulet al., 2004; Segarraet al., 2006)

Lastejidos de las plantulas de tomate se colocan en un mortero de mano y son congeladas con nitrégeno liquido, se
maceran hasta obtener un polvo fino y en tubos eppendorf de 1.5 mLse pesan 50 mg de este polvo atin congelado. Al
tubo eppendorff se le afiade 1 mL de la solucién de extraccion y se procede a colocarlo en unvortex por
aproximadamente 15 segundos, posteriormente se somete a ultrasonificacionpor 10 minutos para lograr una mejor
solubilizacion del acido salicilico. Al termino de paso anterior el extracto es centrifugado a 13 000 rpm por 10 min y
una vez finalizado este proceso el sobrenadante es extraido con una jeringa, filtrado a través de un filtro de VDF de
0.45um de poro y colocado en uneppendorff nuevo.

Cuantificacion por HPLC (Forcatet al., 2008)

El extracto obtenido en el paso anterior se desgasifica en unultroesonificador por 5 min. En seguida 20uL del extracto
es inyectado en el cromatografo de liquidos El analisis del acido salicilico se lleva a cabo mediante el uso de una
columna de C-18 (100 mm de longitud). Las fases moviles utilizadas son 50% de fase A (agua 94.9:acetonitrilo 5%
-acido férmico 0.1%) y 50% de fase B (acetonitrilo 94.9%: agua 5%: acido férmico 0.1%) a un flujo de 0.6 mL/min, y
controlando la temperatura de la columna a 35 °C. La deteccion de la molécula de &cido salicilico se realizara a una
longitud de onda de 250nm. Para determinar la concentracion del acido salicilico en el extracto se realizara mediante
una curva patrén hecha con estandar de acido salicilico (Oppm a 500ppm) y siguiendo las mismas condiciones
cromatograficos sefialadas para los extractos.

POTENCIAL ANTIOXIDANTE TOTAL (Ahmad et al. 2008).

Extraccién de Antioxidantes
Las hojas de las plantulas se liofilizaran por 24 hrs, posteriormente se maceraran con mortero de mano y se
tomaran 100 mg de este tejido pulverizado mas 10 mg de polivinilpirrolidona. Se colocaran en un tubo para centrifuga
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y se le afadiran 1.5 mL de 0.1 M de buffer de fosfatos pH 7-7.2, y se sonicara por 5 min, posteriormente se llevara a
cabo una microcentrifugacion a 12500 rpm por 10 min a 4°C., el sobrenadante se recolectara y filtrara con una
membrana de nylon (Ramos et al., 2010). Se diluyira en una proporcion 1:15 con buffer de fosfatos.

Potencial Antioxidante Total

Se efectuara mediante la tecnica del DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidrazil), la forma oxidada de este radical absorbe
a un maximo de 540 nm vy la inihibicion en la oxidacién es atribuida directamente a la presencia de antioxidantes. La
absorbancia se leera en un lector de placas marca ELx800 mediante el uso de placas de 96 well. Se trazara una curva
de TROLOX vy los resultados seran expresados en unidades de mM de Equivalentes Trolox.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ENZIMATICA (SOD, CAT, GPX)

SOD (Superdéxido Dismutasa)

La superdxido dismutasa es considerada una de las mas importantes de las enzimas debido su capacidad para
reparar el dafio de oxidacion causado por ROS (radicales libres del oxigeno), por lo que es Por lo tanto, la SOD se
cree que es una enzima clave para mantener las condiciones fisicldgicas normales y hacer frente al estrés oxidante en
la regulacion de los niveles intracelulares de ROS (Gao et al., 2008; Mittler, 2002).

La actividad enzimatica SOD se cuantificara a partir de un extracto de biomoléculas mediante una microplaca,
utilizando el kit para determinacion de SOD (SIGMA, 19160). El principio es la cuantificacion espectrofotométrica de la
reduccion del colorante WST (water soluble tetrazoliumsalt) a WST- formazan por los iones superoxido formados
mediante el conjunto xantina (XO)/xantina (X) oxidasa. La inhibicion en la reduccion del WST es atribuido a la
neutralizacién de los radicales superoxido por la SOD, las unidades se expresan en % de inhibicion,

CAT (Catalasa)

La enzima catalasa participa en la degradacion del peroxido de hidrogeno formado agua y oxigeno, €s la enzima
antioxidante mas efectiva en la prevencion del dafo oxidativo (Willekens et al., 1995, Mittler 2002).

La actividad de la catalasa se cuantificara mediante espectrofotometria. Se llevara a cabo midiendo 2 tiempos de
reaccion, tiempo 0 (TO) y tiempo 1 (T1). La mezcla de reaccion para el blanco se preparara agregando 0.1 mL del
extracto de biomoléculas, 1 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 y 0.4 mL de H,S0O, al 5%, y la mezcla de reaccién para el
TO se preparara agregando 0.1 mL de extracto de biomoleculas, 1 mL de H,O, 100 mM e inmediatamente después se
afadira 0.5 mL de H,S0, al 5%, del mismo modo sucedié para el T1, salvo que la aplicacion de los 0.5 mL del H,SO,
al 5% el cual se aplicara después de 1 minuto de reaccion entre el extracto y el peréxido. La reaccién se efectuara a
una temperatura de 20 °C bajo agitacion constante. Finalmente se leera a 270 nm en el espectro de UV-Vis el
consumo de H,0,. Las unidades de la actividad (Ul) seran expresadas en mM H,O; min-1/ proteinas totales.

GPX (Glutation peroxiodasa)

La Glutatién peroxiodasa es el nombre que reciben un conjunto de isoenzimas que catalizan la reduccion de
peroxido de hidrégeno (H,05) o de hidroperdxidos organicos en agua o alcoholes correspondientes usando glutation
reducido (GSH) como donador de electrones (Margis et al., 2008), eliminado de esta forma los radicales libres del
oxigeno que causan estres oxidativo en las plantas.

Se realizara mediante el método establecido por Xue et al., (2001) usando H,0, como sustrato. Se colocaran 0.2
mL del extracto de biomoléculas en un tubo de ensaye mas 0.4 mL de glutatién reducido 0.1 M y 0.2 mL de Na,HPO,
0.067 M. Esta mezcla se precalentara en bafio de agua a 25 °C por 5 minutos, posteriormente se le agregaran 0.2 mL
de H.0, 1.3 mM para iniciar la reaccion catalitica. Se dejara reaccionar por 10 min. y se detendra mediante la adicion
de 1 mL de acido tricoloro acético al 1%. Esta mezcla de reaccion sera puesta en bafio de hielo por 30 min. Enseguida
la mezcla se centrifugara a 3000 RPM por 10 min. Se tomaran 0.48 mL del sobrenadante y se colocaran en un tubo de
ensaye, se le agregara 2.2 mL de Na;HPO4 0.32 M y 0.32 mL de una solucion 1 mM del colorante acido 5,5 ditio-bis-2-
nitro benzoico (DTNB). Se leera en un espectrofotometro UV-VIS a 412 nm. Las unidades de la actividad (Ul) se
expresaran expresadas en mM glutation min-1/ proteinas totales.

DETERMINACION DE BIOMASA (Velasco et al., 2016)
Para determinar la biomasa (materia seca; MS) se realizaran muestreos destructivos a los 50 dias posteriores a la
siembra. El material vegetal incluird hojas, tallos, flores y frutos de cinco plantas representativas por tratamiento. El
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secado de la planta se realiza en estufa a temperatura constante de 70°C durante 72h y posteriormente se pesara la
MS con balanza electronica.

VARIABLES DE CRECIMIENTO (Avila et al., 2015).
¢ Peso Seco
Las plantulas seran divididas en tallo, raiz y hojas y se pesaran utilizando una balanza digital marca OHAUS®,
registrando el peso fresco. Posteriormente se colocaran en un horno de secado por 24 horas a una
temperatura de 60°C para luego pesarse y registrar nuevamente el peso seco expresado en gramos.
¢ Numero de hojas
El nimero de hojas se cuantificara contando cada lamina foliar dentro de la hoja compuesta.
o Diametro del tallo
El diametro del tallo fue tomara mediante el uso de un vernier digital a 10 cm sobre la base del tallo.
* Altura de la planta.
La altura se medira con cinta métrica flexible desde la base del tallo.
e Crecimiento de la raiz
La longitud de la raiz serd medida con una regla milimétrica.

PRODUCTIVIDAD DEL CULTIVO DE TOMATE (Velasco et al., 2016)

Para obtener el rendimiento total se pesaron los frutos cosechados 90ddt (después del trasplante), comparando el
rendimiento de las plantas con tratamiento (acido salicilico inmovilizado) contra el rendimeitno delas plantas control
negativo (plantas sin acido salicilico) y plantas control positivo (plantas con acido salicilico sin inmovilizar).

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos seran analizados con el programa StatisticalAnalysisSystems (SAS, 2002) version 9.0, donde se realiza el
analisis de comparacion de medias (Tukey, a=0,05).

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar

ITI
-
xI=
x>
=
e
c
>
(€]
@)
=
=)

Inmovilizar y caracterizar el tipo de inmovilizacion de | X | X
un compuesto bioactivo (acido salicilico) en una
matriz calcio-alginato.

Aplicacién del compuesto bioactivo encapsulado X | X X
(acido salicilico) en el sustrato usado para el
crecimiento y desarrollo de plantulas de tomate.

Evaluar la concentracion del acido salicilico en X | X
plantulas de tomate.
Determinar el potencial antioxidante total, la biomasa A e RN

y variables de crecimiento en las plantulas de tomate
con aplicacion del compuesto bioactivo encapsulado.

Reporte de resultados 2018 X

Cronograma de Actividades para el 2019.

Actividad por realizar B SRR IML o M AT S @ R R
Aplicacion del compuesto bioactivo encapsulado | X | X | X | X

(acido salicilico) en el sustrato usado para el

crecimiento y desarrollo de plantas adultas de tomate.

Evaluar la productividad del cultivo de tomate. X

Determinar la biomasa y variables de crecimiento en X | X

las plantas adultas de tomate con aplicacion del
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compuesto bioactivo encapsulado.

Determinar el potencial antioxidante total y Ila X | X | X | X

actividad antioxidante enzimatica (SOD, CAT, GPX).

Evaluar la concentracién del acido salicilico en X | X
plantas adultas de tomate.

Reporte de resultados 2019 ) X

Cronograma de Actividades para el 2020.

.n
=
>
=
B
—
>
L)
®]
=
O

Actividad por realizar E

Determinar si hay resistencia a patégenos en plantas | X | X | X [ X
de tomate sometidas a un tratamiento con aplicacion
de acido salicilico encapsulado.

Evaluar la productividad del cultivo de tomate. X

Determinar la biomasa y variables de crecimiento en X | X
las plantas de tomate sometidas a estrés bidtico con
aplicacién del compuesto bioactivo encapsulado.

Cuantificar el potencial antioxidante total y actividad X [® R ]X
antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD, GPX) en
plantas de tomate sometidas a estrés biotico

Evaluar la concentracion del acido salicilico en las X X
raices, hojas, tallos y frutos de las plantas de tomate
sometidas a estrés bidtico.

Reporte de resultados 2020 X

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.
Actividad por realizar E
Inmovilizar y caracterizar el tipo de inmovilizacion de | X | X
un compuesto bioactivo (acido salicilico) en una
matriz calcio-alginato.

_n
=
b
=
e
e
b=
w
O
=
O

Aplicacion del compuesto bioactivo encapsulado A K
(4cido salicilico) en el sustrato usado para el
crecimiento y desarrollo de plantulas de tomate.

Evaluar la concentracion del acido salicilico en x| K
plantulas de tomate.
Determinar el potencial antioxidante total, la biomasa Pl X

y variables de crecimiento en las plantulas de tomate
con aplicacién del compuesto bioactivo encapsulado.

Duracién total del proyecto
[ Ao de Inicio  [2018 [ Afio estimado de conclusién | 2020 ")

5.-Productos Esperados
« Presentacién del trabajo en 2 Congresos relacionados con el area de Investigacion.
e Publicar 2 articulos en revista indexada.
e Obtencién de tesis unalicenciatura.
o Obtencién de tesis unaEspecialidad o Maestria.
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