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I RESUMEN 

 

 
Existen distintas plagas y enfermedades que atacan al cultivo de tomate, bajando así el 

rendimiento y calidad del fruto, para combatir estas enfermedades, se aplican distintas 

técnicas de control, desde manejo preventivo hasta aplicación de productos químicos u 

orgánicos, estos al no ser aplicados correctamente se puede inhibir el poder del agente 

activo o bien los patógenos atacantes se hacen resistentes a las dosis aplicadas, y la aplicación 

en exceso, causa gran daño al medio ambiente. La nanotecnología permite desarrollar 

nanoencapsulados de lenta liberación de agroquímicos para combatir patógenos con mayor 

eficiencia y control. Por lo que, en el presente estudio se utilizaron 

nanopartículas poliméricas cargadas con ácido acetil salicílico (1 mM; NAAS), infectadas con 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, después de 15 días de la infección se analizó 

la respuesta de las plantas de tomate a las NAAS en comparación con la aplicación de ácido 

salicílico (AS), evaluando sintomatología y expresión de genes de defensa. La aplicación de 

NAAS, disminuyó el crecimiento de la bacteria en el tejido en 25 % (587.11 UFC/g) 

presentando la disminución de síntomas en comparación al control (778.57 UFC/g). 

Mientras que el tratamiento de AS disminuyó la presencia de P. syringae en el tejido 

(536.43 UFC/g) con síntomas menores que NAAS y el control. Los resultados de expresión 

génica indican una represión de los genes dependientes de ácido jasmónico (aleno oxido 

ciclasa AOC y polifenol oxidasa precursora de cloroplasto, PPO) y de etileno 

(aminociclopropano-carboxilato oxidasa, ACCO). En contraste, se incrementó la expresión 

de los genes activados por ácido salicílico (proteína relacionada con la patogénesis PR-1 y 

PtoR1, la proteína que responde al gen bacteriano avrPto) en los tratamientos con 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Sin embargo, la respuesta en tomate con los 

tratamientos AS y las NAAS fue similar hacía el patógeno bacteriano. En conclusión, las 

plantas tratadas con NAAS tuvieron un efecto similar de expresión génica al tratamiento de 

AS. 

 

 

Palabras claves: Resistencia, ácido salicílico, DC3000, expresión génica. 
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II INTRODUCCIÓN. 

El cultivo de tomate es de gran importancia para los productores mexicanos, ya que solo en 

2020 hubo 44,519 ha de superficie sembrada en riego y temporal a nivel nacional (SIAP 2021), 

a través del tiempo este cultivo ha mejorado tanto en sabor, color y tamaño principalmente, 

ya que existen muchas variedades comerciales las cuales se producen en gran cantidad 

primeramente en condiciones de invernadero, pero como todas las plantas, existen distintas 

plagas y enfermedades que atacan este cultivo, bajando así el rendimiento y calidad del fruto 

(Monge et al., 2019). 

Unas de las principales enfermedades son: Pudrición gris que es causada por el hongo 

Botrytis cinerea; Cancro bacteriano causado por Clavibacter michiganensis; Tizón 

temprano que lo causa Alternaria solani; Mancha negra o peca bacteriana causada por 

Pseudomonas syringae pv. tomato; y marchitez vascular por Fusarium oxysporum fsp. 

lycopersici, para combatir estas enfermedades, se aplican distintas técnicas de control, 

desde manejo preventivo hasta aplicación de productos químicos u orgánicos (Millas et al., 

2019). Estos productos al no ser aplicados de manera correcta se puede inhibir el poder 

del agente activo o bien los patógenos se hacen resistentes a las dosis aplicadas, y la 

aplicación en exceso de los mismos, causa gran daño al medio ambiente, contaminando, 

suelo y agua subterránea (Arun, 2020). Hoy en día la biotecnología y nanotecnología 

aplicada en plantas se ha podido combatir patógenos con mayor eficiencia y control ya que se 

han aplicado agroquímicos de a escala utilizando nanopartículas en su mayoría, en este caso, 

se usó una nanopartícula polimérica cargada con ácido acetil salicílico, de la cual se espera 

que active la respuesta inmune en donde se verá la actuación contra la bacteria 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 a través de diferencias en la sintomatología y en 

la expresión de genes de resistencia en plantas de tomate. En cuanto a la información 

generada por este estudio servirá como inicio de una investigación más a fondo de estas 

nanopartículas, y hasta donde pueden beneficiar al cultivo de tomate en sí y probarlas 

contra otros patógenos. 
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III JUSTIFICACIÓN 

Los problemas fitosanitarios en cultivos han propiciado que se incremente el uso de 

agroquímicos, los excesos de sus aplicaciones han dañado al medio ambiente y en algunos 

casos, generando resistencia en insectos o patógenos. Para el caso de patógenos 

bacterianos, el enfoque tradicional es el empleo de antibióticos con diferentes modos de 

acción tanto para Gram negativas como Gram positivas. Las limitantes en el uso de 

antibióticos es la persistencia en la planta y la resistencia que generan en el patógeno 

bacteriano. Sin embargo, otras alternativas para abordar los problemas de fitopatógenos es el 

uso de moléculas inductoras o elicitoras para la activación de las defensas en plantas, 

aunque de modo preventivo. Estas moléculas inductoras también tienen poco tiempo de 

acción en la planta, ya que la función principal es iniciar la respuesta defensiva en ausencia del 

patógeno. Por tal motivo, en este estudio se aplicaron nanopartículas cargadas con ácido acetil 

salicílico en plantas de tomate, para fomentar la activación del sistema defensivo de la planta 

y a su vez con la expresión de distintos genes de resistencia dependientes de AS y 

su respuesta contra el patógeno bacteriano P. syringae pv. tomato DC3000 como modelo 

de estudio., 

 

 

 

IV ANTECEDENTES 

IV.1 Cultivo de tomate en México 

El tomate es uno de los cultivos que son de más utilidad en México por gran variedad de 

usos culinarios, además es de gran valor social y económico, ya que México es uno de los 

principales exportadores hacia EUA y se estima que para este año habrá 1,665,259 

toneladas para exportación, siendo San Luis Potosí, Zacatecas y Michoacán los principales 

productores (SIAP, 2021), para lograr los grandes rendimientos se han adaptado nuevas 

tecnologías, desde ambientes controlados, fuente de nutrición y agua de calidad hasta 

semillas modificadas (Saavedra 2017). 

Este cultivo es susceptible a distintos daños causados por patógenos, de ahí la producción en 

invernaderos para el mejor y mayor control del cultivo, en donde son aplicados fertilizantes 

que pueden ser químicos u orgánicos, también soluciones químicas para el combate de 

enfermedades que pueden ser causadas, por hongos y/o bacterias (De la Cruz- Lazaro et al., 

2009). 
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IV.2 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 es un fitopatógeno importante en la agricultura 

porque es un organismo que causa pérdidas en el cultivo de tomate principalmente por la 

enfermedad de ‘mancha o peca’ bacteriana, que causa manchas acuosas de color marrón y 

negro rodeadas de un halo amarillo en hojas y tallos, y en fruto pequeñas manchas negras 

menores a 0.2 cm con bordes definidos (Bernal R, 2010). 

También es importante a nivel de estudios moleculares de interacciones planta-patógeno, 

esta bacteria se desarrolla en la superficie de las hojas (Montero, 2019), la cual se incorpora a 

través de heridas o estomas foliares y luego se multiplica en el apoplasto, provoca clorosis y 

lesiones necróticas que se rodean por halos cloróticos o muerte celular programada en 

interacciones incompatibles, la movilidad bacteriana facilita la interacción patógeno- 

huésped y promueve la colonización, penetración e invasión de los tejidos del huésped 

(Farias, et al., 2019). Fue P. syringae pv. tomato DC3000 el primer genoma secuenciado 

de P. syringae, a partir de la proteína de respuesta al gen avrPto de P. syringae pv. tomato (Pto-

R1) capaz de infectar tomate causando la enfermedad de mancha bacteriana (Montero, 

2019). 

Las células individuales dentro de las poblaciones de P. syringae existen dentro de diversas 

comunidades microbianas en una gran cantidad de hojas, en casi todas las especies de 

plantas terrestres que crecen en condiciones climáticas diferentes, en cualquier momento 

dado, en cualquier hoja, el tamaño de la población de P. syringae es de cuatro etapas de 

población: crecimiento, muerte, inmigración y emigración, estas condiciones deben 

persistir en la amplia gama de genotipos de esta especie. Por lo tanto, debe haber genotipos de 

P. syringae para los cuales el crecimiento y la inmigración igualan o superan muerte y 

emigración en cualquiera de estas plantas en todos los climas (Hirano y Upper, 1990). 

 

Este patógeno bacteriano se subdivide en patovares basados en patogenicidad y el rango de 

hospederos, es capaz de provocar distintos síntomas dependiendo del huésped y el sitio de 

infección. En tomate, frijol y soya ocasiona manchas foliares que defolian las plantas, en 

nogal y especies ornamentales ocasiona cancros y es raro que las cepas de esta bacteria 

excedan 10
5  

células por gramo (Feil et al., 2005). 

 
La patogenicidad de DC3000 se asemeja a muchos patógenos fúngicos y bacterianos 

importantes de las plantas donde la especificidad del huésped está controlada por la 
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interacción “gen por gen” en donde un alelo dominante en el huésped y uno en el patógeno 

resulta la interacción planta-patógeno, la interacción que codifica 35 genes según el sistema de 

secreción TTSS por sus siglas en inglés (Buell et al., 2003). DC3000 tiene un gran 

repertorio de factores de virulencia, que incluye proteínas efectoras que se secretan a través del 

sistema de secreción tipo III y la coronatina, una fitotoxina policétida, la cual mimetiza 

la función de la hormona vegetal del jasmonato (Xiu-Fang Xin et al., 2013). 

 

IV.3 Tratamiento para enfermedades bacterianas 

En agricultura convencional las enfermedades bacterianas de las plantas se tratan con 

productos compuestos de metales pesados o antibióticos, para una agricultura sustentable 

entra el uso de antagonistas bacterianos, agentes biológicos, inductores de respuesta de 

defensa de las plantas o genotipos de plantas resistentes (Perez et al., 2019). 

También el uso de extractos vegetales es utilizados en la agricultura para el combate contra 

bacterias por ejemplo extractos de hojas de cardo (Cynara cardunculus), las cuales pudieron 

inhibir eficazmente el crecimiento de especies Gram negativas y Gram positivas (Scavo et al., 

2019). De igual manera el uso de inoculantes microbianos, los cuales están compuestos de 

microorganismos vivos que son capaces de beneficiar el desarrollo y control de 

enfermedades en diferentes especies vegetales (Santos et al., 2019). 

Los programas de control contra enfermedades bacterianas de la planta de tomate se basan 

en la profilaxis mediante análisis de diagnóstico realizados en semillas, para detectar 

presencia de patógenos, también se ha investigado la eficiencia y el mecanismo de acción de 

las moléculas inductoras de resistencia, que actúan contra los patógenos a través de 

respuestas mediadas por el huésped. Entre los inductores de resistencia conocidos los que 

resultaron más eficaces contra las enfermedades bacterianas, al fortalecer las barreras 

físicas, las defensas pre-infección y mediante la producción de compuestos activos contra 

patógeno son los que están basados en el principio activo acibenzolar-S-metil, que es un 

derivado del benzotiadiazol, que imita el papel del ácido salicílico como activador vegetal 

natural de la resistencia sistémica adquirida y en la expresión de proteínas relacionadas con 

la patogénesis (Perez et al., 2019). 

 

IV.4 Respuestas defensivas en plantas. 

En general, existen distintos mecanismos que están involucrados en la defensa frente a 

patógenos, los cuales son defensa pasiva o activa (Laredo Alcalá et al., 2017). La respuesta 
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de defensa pasiva destaca las ceras, cutícula y paredes celulares, estos están formados por los 

sistemas físicos de la planta que se encuentran en forma natural, sin ningún tipo de esfuerzo 

para producirlas, en este caso las barreras bioquímicas se encuentran de igual 

manera de forma natural liberándose al medio con el fin de alejar o no permitir la 

reproducción de patógenos (Laredo Alcalá et al., 2017). 

La respuesta de defensa activa o inducida se activa solo al ataque de un patógeno, la cual 

involucra cambios en el metabolismo provocados por la expresión de genes, la defensa 

bioquímica se activa por mecanismos que dependen de distintos factores de entre los cuales los 

más importantes son la susceptibilidad de la planta, las condiciones del medio ambiente y el 

tipo de patógeno, en este mecanismo se encuentra la reacción hipersensible, producción 

de fitoalexinas, síntesis de proteínas PR (relacionadas a patogénesis) y el 

aumento de la concentración de compuestos fenólicos (Laredo Alcalá et al., 2017). 

 
IV.5 Inductores de resistencia. 

La inducción se basa en transformar la interacción compatible en una incompatible, es 

decir, que la planta sea resistente a enfermar, los inductores que impiden o retrasan la 

penetración del patógeno, limitando también la actividad en el órgano o tejido afectado. 

Existen varios mecanismos de resistencia de los cuales destacan la resistencia sistémica 

adquirida (RSA) y la resistencia sistémica inducida (RSI), la primera se activa localmente 

después de la infección de por patógenos que producen necrosis, se caracteriza por ser de 

amplio espectro, pues no solo actúa contra el patógeno que la activo, sino también a otros 

patógenos, es duradera pues permanece activa días, incluso semanas, la vía de señalización 

pueden depender del ácido salicílico asociado con la acumulación de proteínas que se 

relacionan con la patogénesis. Mientras que la RSI es activada por microorganismos 

benéficos del suelo y que son capaces de colonizar las raíces de las plantas, también es de 

amplio espectro, pues protege contra bacterias, hongos y algunos virus, la vía de 

señalización es una cascada generada por un agente biótico y solo sigue la vía del ácido 

jasmónico y del etileno (Laredo Alcalá et al., 2017). 

 
Este estudio, se enfoca al efecto que causan las nanopartículas cargadas con ácido acetil 

salicílico en plantas de tomate, la cual es conocida normalmente como un análogo a la 

fitohormona AS que regula el crecimiento de la planta y éste actúa como molécula señal de 

respuesta a situaciones de estrés o daño por insectos (Laredo Alcalá et al., 2017). 
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IV.6 Señalización en plantas contra patógenos. 

El éxito para reconocer al patógeno en las plantas hospederas depende de la capacidad con 

la que detectan la agresión, sea este un patrón molecular asociado al patógeno (PAMP, por 

sus siglas en ingles), por ejemplo: la flagelina, quitina, factor de elongación de tubulina, 

lipopolisacáridos, etc. (Maffei et al., 2007). Posterior a la detección, en la célula se activan 

otras señales como incrementos citosólicos del ión calcio, el cual es reconocido por 

proteínas de unión de Ca y dan lugar a una cascada de señalización que incluye la 

fosforilación de proteínas alteradas y patrones de expresión génica promovidos por la 

interacción planta-patógeno (Maffei et al., 2007). Las quinasas están involucradas en la 

transducción de señal temprana, con una cascada de proteínas quinasa activada por 

mitógeno (MAPK), son vías importantes de sensores  y receptores que regulan las 

respuestas celulares externas como endógenos en eucariotas (Maffei et al., 2007). El cultivo 

de tomate ha sido tomado como un sistema modelo para estos estudios de interacción 

planta-patógeno, ya que en este cultivo los ensayos son más rápidos y se tiene extensa 

información para los genes de defensa y su expresión inducida (Maffei et al., 2007). 

IV.7 Resistencia inducida en plantas. 

Las plantas interactúan con muchas plagas durante toda su vida, las cuales tienen distintas 

formas de vida y distintos modos de ataque, por ello poseen una respuesta inmune primaria que 

ha evolucionado para el reconocimiento de individuos que se relacionan con la planta, este 

reconocimiento activa las respuestas de defensa que pueden ser dirigidas 

específicamente contra el organismo invasor (Peteira et al., 2020). 

 
Se le llama resistencia inducida en forma general ya que no entra en un tipo específico de 

expresión o regulación de las defensas en las plantas, para que se cumpla esta inducción la 

función central es el reconocimiento planta-patógeno por esto las plantas, con el fin de 

aumentar su intensidad y rapidez de respuesta defensiva contra patógeno, desarrollaron 

reacciones que se activan sistémicamente después de la infección local (Peteira et al., 2020). 

El AS y el ácido jasmónico (AJ) son moléculas señal que tienen una función de gran 

importancia, ya que son vitales para la producción de la resistencia inducida y de igual 

manera para la correlación antagónica de las vías de RSI por AJ con la RSA que depende 

del AS, aunque estas son vitales para la planta involucran un gasto de energía, por tal motivo no 

se mantienen constante si no que consiguen ser iniciadas o estar propensas a un 
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pequeño ajuste, una activación veloz y una acumulación por tiempo y espacio serían la 

respuesta efectiva contra patógenos (Peteira et al., 2020). 

Tipos de resistencia inducida. Resistencia 

sistémica adquirida (RSA). 

Esta inicia cuando hay lesión en la planta ocasionada por el patógeno, esta causa 

desintegración celular, se desata por una molécula inductora o la agresión per se del 

patógeno, es inespecífica y de amplio espectro. Una de las primeras manifestaciones en la 

planta es la respuesta hipersensible (RH), que causa lesiones necróticas por muerte celular, a 

nivel celular se puede ver ausencia permeable de la membrana, perdida de electrolitos, 

la creación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en ingles), la pared celular se 

engrosa y hay acumulación de fitoalexinas. En los tejidos que no han sido dañados, las 

primeras reacciones son la activación rápida de genes relacionados ala patogénesis que 

inician con la síntesis de proteínas PR (Peteira Delgado-Oramas, 2020). 

 

 

Figura 1. Resistencia Sistémica Adquirida (RSA), fuente: (Tarqui et al, 2017). 

Resistencia sistémica inducida (RSI). 

Este tipo de resistencia la inducen las rizobacterias, en las cuales incluye las Pseudomonas, 

Bacillus, entre otros géneros, que pueden incitar defensa local para después desplazarla a 

distintas secciones de la planta teniendo así la inducción de resistencia sistémica, la RSI es 

mediada por señalización de jasmonatos y etileno a diferencia de RSA esta no tiene 

manifestación de hipersensibilidad ni lesiones necróticas (Peteira Delgado-Oramas, 2020). 
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Figura 2. Resistencia Sistémica Inducida (RSI), fuente: (Tarqui et al, 2017). 

Inicialmente, la RSA y RSI se consideraban sinónimos ya que las dos inician con incitar la 

defensa local, para después crear la manifestación desde la parte infectada, posteriormente se 

traslada a otra sección de la planta, aumentando las respuestas de defensa, estas vías tienen 

el mismo final la inducción de resistencia a plantas, aunque tienen diferentes genes, vías y las 

señales químicas (Peteira Delgado-Oramas, 2020). 

El AS y el AJ son claves para la señalización de la expresión inducida de defensas en las 

plantas. La respuesta de daños que pueden ser ocasionadas por herbívoros y compuestos 

orgánicos volátiles, efectos de rizobacterias, resistencia frente a patógenos necrótrofos, 

estrés abiótico y las interacciones planta- planta, son mediados por AJ, y el AS actúa de 

manera antagónica de la vía del AJ e induce a la defensa contra patógenos biotróficos, esto 

aumenta la expresión de proteínas que se relacionan con la patogénesis (Stella y Angarita, 

2001). 

IV.8 Priming. 

El “priming” es un mecanismo que activa el sistema defensivo de las plantas y consiste en el 

uso de compuestos/metabolitos que proceden como precursores de diferentes 

fitohormonas (Artal, 2019). 

Existen distintos tipos de priming: 

 
1. En las interacciones beneficiosas planta-microorganismo. Esta interacción es frecuente en 

la naturaleza y en la planta, con ella se mejora la nutrición y ayuda a superar el estrés 
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biótico y abiótico en las plantas, en muchos casos estas asociaciones aumentan la 

prevención de los daños causados por un gran número de patógenos. 

2. Por productos químicos como respuesta al estrés biótico. Hay gran cantidad de 

elicitores químicos que pueden inducir resistencia en plantas causado por algún tipo de 

estrés. 

3. Cambios en el metabolismo principal. En el cultivo transgénico de papa se mostró una 

producción voluntaria de peróxido de hidrogeno y una disminución del transportador 

de ATP/ADP StAATP1, también los niveles endógenos de AS y los genes relacionados 

con las respuestas defensivas, fueron iguales en plantas silvestres. 

4. Para aumentar la resistencia frente a factores abióticos. Existen distintos mecanismos 

que se relacionan con genes que responden al estrés ya sea causado por frío, sequia o 

salinidad, se dice que el AS y AJ modula la planta a estos tipos de estrés. 

5. Priming en las interacciones planta-insecto. Durante el ataque de insectos herbívoros 

las plantas liberan mezclas complejas de compuestos químicos volátiles que son 

resultado de distintas rutas metabólicas, que incluye derivados de la vía octadecanoide 

que son volátiles de hoja verde, terpenoides y compuestos aromáticos. 

 

 
También se pueden clasificar por sus características que son: 

 
Endoelicitores: son producidos de manera natural en el interior de la planta tras localizar 

algún daño para generar defensas. 

Exoelicitores: se suministran de manera externa para prevenir un ataque, induciendo las 

defensas de la planta. 

De forma natural; Bióticos: moléculas que inducen respuesta defensiva en el tejido vegetal y 

son de origen patógeno. Abióticos: estos son generados por condiciones ambientales como 

frío, metales pesados, luz UV, detergentes, etc. Además, también se encuentran, el AS, AJ, 

entre otros (Peteira Delgado-Oramas, 2020). 
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Figura 3. Activación de mecanismos de defensa por distintos endo y exoelicitores, así como por 

moléculas activadoras. Fuente (Riveros, 2001). 

IV.9 Nanomateriales en la agricultura. 

La nanotecnología hoy en día es conocida como un campo muy prometedor con diversas 

aplicaciones en las comunidades científicas e industriales para fabricar materiales 

novedosos a nanoescala. Aunque el uso de nanomateriales en la agricultura aún se 

encuentra en una fase muy joven, pero su aplicación está en constante estudio, gracias al 

pequeño tamaño de las nanopartículas (1-100 nm en al menos una dimensión) tienen 

muchas propiedades fisicoquímicas diversas y una mayor reactividad, solubilidad y 

actividad bioquímica (Ioannou et al., 2020). 

Por otra parte, la producción de hortalizas puede enfrentar fenómenos abióticos como: 

sequias, bajas precipitaciones, altas y bajas temperaturas, fuertes corrientes de viento y 

excesiva radiación solar que también afectan a su producción y rendimiento (Benavides 

Sadaka, 2015). Actualmente, en la industria agrícola ya se utilizan distintos nanomateriales como 

nanotubos con diversos agentes activos como carbono, grafeno, plata, hierro, silicio, zinc, entre 

otros, que mejoran la protección y nutrición de la planta, consecuente al tamaño, dosificación 

precisa liberación lenta y otras características de las nanopartículas (Ioannou 

et al., 2020). 
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La aportación de productos obtenidos gracias a la aplicación de la nanotecnología en la 

agricultura permite alcanzar altos rendimientos y calidad en los cultivos, en lo que destaca 

aplicaciones para el combate de plagas y enfermedades (Sánchez, 2008). Uno de los nuevos 

productos es el uso de nanomateriales que pueden ser nanopartículas o nanoencapsulados, 

estos se pueden ser reutilizados como sistemas de transporte de sistemas bioactivos como 

pesticidas y fertilizantes, las características de estos es que proporcionan más eficiencia ya 

que pueden extender su duración de acción, una liberación moderada de agentes 

bioactivos, y mayor eficiencia ya que se dirigen a organismos específicos (Oliveira et al., 

2015). 

 

El uso de nanomateriales para el control de plagas es un método muy eficiente, ya que se 

aplica también en la transferencia de genes y la diseminación de sustancias químicas en 

tejidos vegetales para la protección contra insectos (Rai et al., 2012). Acorde a 

investigaciones de Kim et al., (2009), se inhibió el crecimiento de hongos en presencia de 

nanopartículas de plata, dando pauta al uso de nuevos nanomateriales para el combate de 

enfermedades fúngicas. 

Las nanopartículas actúan de manera positiva contra distintos patógenos, por ejemplo: 

nanopartículas de ZnO son eficaces como fungicidas y también para el control del 

crecimiento de bacterias patógenas (Navale et al., 2015); nanopartículas de plata, cobre y 

zinc tienen alto potencial como nanofungicidas ya que son eficaces tanto el crecimiento 

micelar como contra la germinación de esporas y suprimir los síntomas de B. cinerea in 

vivo (Anastasios et al., 2019), nanopartículas de plata para el control de la proliferación de cepas 

bacterianas fitopatógenas (Javed et al., 2020). Recientemente, el uso de un nanobactericida 

redujo la carga bacteriana un 98% para el patógeno bacteriano Candidatus Liberibacter 

solanacearum en plantas de tomate (García-Sánchez et al., 2021). 

 

IV.10 Ácido salicílico (AS). 

 

El AS es una molécula señal que se sintetiza de plantas estimuladas y es capaz de dar inicio a 

una reprogramación transcripcional para ayudar a obtener el mecanismo de resistencia 

sistémica adquirida (SAR) en las plantas (Chong et al., 2020). Las hormonas vegetales 

tienen un lugar importante en la señalización de inmunidad del AS, es la fitohormona 

clásica de resistencia a enfermedades, por lo tanto, desempeña un papel importante en la 

lucha contra los patógenos biotróficos (Wu et al., 2019). 
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El ácido salicílico pertenece a un grupo diverso de fenoles vegetales definido como 

sustancias que poseen un anillo aromático que llevan un grupo hidroxilo. Los fenoles 

desempeñan un rol importante en la regulación de crecimiento, interacción y desarrollo de 

plantas con otros organismos, así mismo los fenoles más notables son las fitoalexinas, las 

cuales se han asociado con la respuesta de defensa de las plantas contra microorganismos, 

herbívoros e insectos (Raskin, 1992). El rol mejor establecido en la agricultura para el AS es 

como molécula señal en las respuestas de defensa de las plantas. La aplicación de AS 

exógeno activa la expresión de genes relacionados con la patogénesis de las plantas e induce la 

resistencia a enfermedades, participa en la regulación de las respuestas de las plantas a 

una variedad de estrés abióticos, como temperaturas altas y bajas, sales y condiciones 

oxidativas (Chen et al., 2009). Se ha confirmado la existencia del ácido salicílico en plantas 

desde hace mucho tiempo, en donde los niveles más altos de AS se registraron en las 

inflorescencias de plantas y en plantas infectadas con patógenos necrotizantes (Raskin, 

1992). Además de ser conocido comúnmente como una fitohormona, este desempeña un 

papel importante a nivel fisiológico de la planta en donde incluye el crecimiento de la 

misma, termogénesis, absorción de nutrientes, termogénesis, biosíntesis de etileno, 

fotosíntesis y movimiento estomático (Hayat et al., 2008). 

 

IV.10.1 Ácido salicílico como inductor de resistencia frente a patógenos. 

 

Algunas plantas resistentes a enfermedades pueden desarrollar una pequeña área visible 

alrededor de un punto de penetración inicial por la infección de bacterias, hongos y virus 

patógenos, a esta reacción de la muerte de la célula protectora se le conoce como reacción 

de hipersensibilidad (Raskin, 1992). Informes recientes muestran que el AS juega un papel 

importante en la regulación de la resistencia a enfermedades, termogénesis, daño y/o 

reparación en el ADN, tolerancia al estrés abiótico, en el rendimiento de frutos y la 

germinación de semillas (Koo et al., 2020). La aplicación exógena de AS induce la 

resistencia local y resistencia sistémica adquirida en tomate, papa y arroz contra varios tipos de 

patógenos en los que incluye Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Magnaporthe grisea, 

Colletotrichum gloeosporioides, Xanthomonas spp. y distintos tipos de virus. El AS 

aplicado de manera exógena en una concentración de 1 mM suprimió casi por completo 

el desarrollo de la enfermedad del mildiu polvoroso en plantas de pepino, también indujo 

mayor resistencia en plantas de tomate contra B. cinerea (Koo et al., 2020). En plantas de 

tomate el AS actuó como inductor de resistencia contra la infección por el virus rizado de 
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la hoja amarilla del tomate (Li et al., 2019) y actúa como defensa contra el viroide de la 

exocortis de los cítricos en plantas de tomate transgénicas (Montero, 2019). En plantas de 

plátano se demostró que el AS y AJ son inductores de resistencia contra Mycosphaerella 

fijiensis Morelet y de igual manera evitando la resistencia a los agroquímicos y la 

contaminación ambiental (Montero, 2019). 

 

El AS aplicado directamente a los tejidos inoculados produce proteínas PR y alguna otra 

forma de resistencia a patógenos al expresar estos genes de resistencia (PR), incluso 

también cuando se aplica en suelo redujo las lesiones del virus de la necrosis del tabaco 

(Raskin, 1992). Acorde a Chen et al., (2009), el bloqueo de la síntesis de AS a través de la 

expresión de un gen de salicilato hidroxilasa bacteriana en plantas transgénicas de tabaco 

NahG, compromete la respuesta hipersensible inducida por virus mosaico del tabaco y 

anula la resistencia sistémica adquirida. 

 

IV.10.2 Biosíntesis del ácido salicílico 

La mayor parte (> 90%) de AS se sintetiza a partir del isocorismato. Sin embargo, se ha 

establecido que el papel de las isocorismato sintasas de plantas en la producción de AS, no se 

han identificado las enzimas vegetales que convierten el isocorismato en AS. Por lo tanto, aún 

no está completamente definido cómo se sintetiza AS en plantas (Chen et al., 2009). 

Estudios bioquímicos que han utilizado la experimentación con isotopos han sugerido que 

las plantas sintetizan el AS a partir de cinamato, que es producido por la ruta 

fenilpropanoide que lo induce bajo las condiciones de estrés biótico y abiótico, el AS se 

puede formar a partir de cinamato a través de o -cumarato o benzoato dependiendo de la 

hidroxilación del anillo aromático (Chen et al., 2009). Estudios recientes en donde se ha 

aislado un mutante de susceptibilidad incrementada a pseudomonas (eps1) en Arabidopsis. 

Los mutantes eps1 están comprometidos en la resistencia a cepas virulentas y avirulentas de 

P. syringae y en la expresión del gen PR inducida por patógenos. Además, la acumulación 

de AS total se redujo en gran medida en los mutantes eps1 tras la infección de P. syringae. 

AS restauró la resistencia a P. syringae e indujo la expresión de PR1 en los mutantes eps1-1. 

Estos fenotipos de los mutantes eps1 son sorprendentemente similares a los de pbs3 

(también conocido como gdg1 o win3) mutantes. Estos resultados sugieren que PBS3 y EPS1 

funcionan río arriba de AS en las respuestas de defensa de las plantas (Chen 

et al., 2009). 



22 
 

La importancia demostrada con experimentos que utilizan plantas mutantes para la 

acumulación de AS a partir de las vías de fenilalanina amonio liasa e isocorismato sintasa, 

recientemente se han identificado que los PBS3 y EPS1 son de gran importancia para la 

producción de AS inducida por patógenos y pueden codificar para enzimas que catalizan 

reacciones relacionadas y secuenciadas con la síntesis de una molécula precursora o 

reguladora para la biosíntesis de AS (Chen et al., 2009). Las plantas al entrar en contacto 

con algún patógeno estas, biosintetizan AS, AJ y etileno, y activan distintas rutas para la 

defensa contra ellos. En la Figura 4 se muestra que al usar AS y AJ simultáneos hay una 

acción de bloqueo que inhibe ciertas reacciones de defensa (Stella et al., 2001), de tal 

manera que esto puede interferir en la expresión de genes dependientes del AS y AJ. 

 

 

Figura 4. Rutas de activación del AS y AJ. Fuente (Riveros, 2001). 

 
 

IV. 11 Ácido acetil salicílico (AAS) en plantas. 

El ácido acetil salicílico o aspirina es comúnmente utilizado en el campo de la medicina, 

pero se ha demostrado que tiene efectos positivos al ser aplicado en plantas, la aplicación 

exógena de AAS aumenta la tolerancia de las plantas a diferentes tipos de estrés (Hussain et 

al., 2020), y también actúa contra patógenos, en plantas de melón, redujo la gravedad de 

la pudrición por Fusarium y mejoró las expresiones génicas que se involucran en el 

metabolismo de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Xue et al., 2020), en plantas de 

tomate tuvo actividad nematicida (Raddy et al., 2020). 
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También el proceso de germinación se ve influenciado por la aplicación exógena de ASS el 

cual es un compuesto fenólico que tiene acción reguladora para algunos procesos 

fisiológicos de la planta en los que incluye la inhibición de la germinación de semillas, 

fotosíntesis, metabolismo de nitratos, producción de etileno, como un potente agente 

antioxidante enzimático relacionado con la activación de respuestas de defensa de la planta en 

condiciones de estrés, producción de calor y floración. De esta manera influye de forma positiva 

al ser aplicado de manera exógena en las semillas, ya que al ser tratadas anteriormente 

aumenta la taza de germinación y reduce el estrés hídrico en las plántulas 

(Benth et al., 2019). 

 

IV.12 Análisis de expresión génica. 

 
 

La expresión de genes es el proceso en el cual un gen se activa en una célula para producir 

ARN mensajero y proteínas bajo ciertos estímulos externos (Beltrán Piña et al., 2019). 

Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) es un método 

muy sensible y específico útil para la detección de transcripciones raras o para el análisis de 

muestras disponible en cantidades limitadas. En la mayoría de los casos, y cuando el ARN 

requiere un análisis, un estudio cualitativo no es suficiente para dar una respuesta 

satisfactoria. Una pregunta común es la cuantificación de transcripciones de ARN 

específicas y la detección de cualquier variación en sus niveles de expresión bajo diferentes 

condiciones experimentales (Marone et al., 2001). 

 
Aunque la reproducibilidad es siempre un elemento esencial, la precisión puede no ser 

extrema: en la mayoría de los estudios el enfoque no es medir cambios menores o el 

número exacto de moléculas, pero un aumento o disminución de al menos 1,2 veces en 

niveles de expresión. Por lo tanto, a pesar de la mayor precisión de técnicas desarrolladas 

recientemente, los métodos semicuantitativos son todavía ampliamente utilizado y 

apropiado para muchos propósitos (Marone et al., 2001). 

 

IV.12.1 Genes marcadores activados por ácido salicílico. 

Proteínas relacionadas con la patogénesis (PR). 

Estas se clasifican en 17 familias, y se acumulan después de la infección por patógenos, 

entre la familia de estos genes, los PR1 se han utilizado como genes marcadores de 
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resistencia sistémica adquirida en muchas especies de plantas (Mitsuhara et al., 2008), 

además de ser junto con el gen PR5 candidatos para la activación del sistema inmune de las 

plantas (Beatrice et al., 2017). En un reporte demostraron la expresión de los genes 

relacionados con la defensa inducidos por AS como son: PR1, PR5, ICS1 y PDF1, al 

aplicarse melatonina mejoró la produccion de AS y óxido nitrico en plantas infectadas con el 

patógeno bacteriano Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Zhao et al., 2019). 

Proteína de respuesta al gen avrPto de P. syringae pv. tomato (Pto-R1). 

 
Esta proteína esta reportada como modelo de estudio de la interaccion planta-patogeno ya 

que su capacidad para infectar Arabidopsis thaliana ya ha sido descrita (Montero,2019). 

Este gen (Pto), codifica la proteína quinasa de serina/treonina que confiere resistencia en 

tomate contra cepas de Pseudomonas syringae pv. tomato, la sobreexpresión de este gen 

activa la defensa y brinda resistencia contra distintos patógenos bacterianos y fúngicos 

(Mysore et al., 2003). 

Fenilalanina amonio liasa (PAL). 

 
La fenilalanina amonio liasa es una enzima que genera fitoalexias antimicrobianas que son de 

gran importancia en la respuesta de ataque contra patógenos (Wang et al., 2020), también 

participa en la biosíntesis de la molécula señal de defensa del AS (Zhang et al., 

2019). Su presencia en plantas superiores, hongos y algunas bacterias ya ha sido estudiada y 

describen que su actividad está regulada por AS, etileno, jasmonatos, el ataque por 

patógenos, la exposición a metales pesados, la radiación ultravioleta, bajas temperaturas y la 

escasez de nutrientes (Joaquín, 2020). Esta enzima es la única que convierte la fenilalanina 

en ácido transcinámico que se ha identificado en muchas especies de plantas, por lo cual hay 

dominancia en la ruta de PAL para la producción de AS, los genes PAL se encuentran en 

varias copias en genomas y se expresan diferencialmente entre tejidos 

vegetales (Lefevere et al., 2020). 

 

IV.12.2 Genes activados por ácido jasmónico. 

 

 

Aleno Oxido Ciclasa (AOC). 
 

Es una enzima precursora para la biosíntesis de AJ localizada en los cloroplastos 

(Wasternack y Song, 2017). Este gen se ha reportado que se activa en plantas por estrés 
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biótico, como, por ejemplo: herbivoría por lepidópteros y ataque por patógenos 

necrótrofos. Además, otros reportes indican que en plantas con estrés abiótico activan este 

gen, siendo estimulado por: metales pesados, daño mecánico, sequia, baja temperatura, 

AS, ET y ácido giberélico (Sun et al., 2020). 

Enzima polifenol oxidasa (PPO). 
 

Esta enzima se localiza en los plástidos, incrementa su expresión cuando hay distintos tipos de 

estrés ya sean bióticos como abióticos. En interacción con compuestos fenólicos produce 

la polimerización de los mismos y que conduce a una reacción necrótica en los tejidos 

vegetales ocasionando una barrera que impide el desarrollo de los patógenos y/o 

herbívoros, esta polimerización es capaz de reducir el estatus nutricional del tejido e inhibe 

la digestión de los herbívoros causando una toxicidad directa sobre insectos (Joaquín, 

2020). 



26 
 

V HIPÓTESIS. 

 

 
La aplicación foliar de nanopartículas de ácido acetilsalicílico reducirá los síntomas de 

manera preventiva contra la enfermedad causada por Pseudomonas syringae pv. tomato 

DC3000 en plantas de tomate. 

 

 

 

VI OBJETIVO GENERAL 

 

 
Conocer la respuesta defensiva ante Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 promovida 

por el uso de nanopartículas de ácido acetilsalicílico en plantas de tomate. 

 

 

 

VII OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 
❖ Conocer posibles diferencias en síntomas causados por Pseudomonas syringae pv. 

tomato DC3000 y la aplicación de nanopartículas poliméricas en plantas de tomate por 

medio de ensayos de patogenicidad. 

❖ Conocer la respuesta de defensa en plantas de tomate por la activación en la expresión 

de los genes de defensa contra el patógeno bacteriano Pseudomonas syringae pv. 

tomato DC3000 al aplicar las nanopartículas de ácido acetilsalicílico. 
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VIII MATERIALES Y MÉTODOS. 

Para el desarrollo de esta investigación se llevó a cabo en las instalaciones del Centro de 

Investigación en Química Aplicada (CIQA), para la producción de plántulas de tomate y 

para la elaboración de bioensayos se utilizó el laboratorio de Agrobiotecnología del 

Departamento de biociencias y agrotecnología. 

VIII.1 Material biológico. 

 
Se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum) de la variedad Floradade que se 

creció en la cámara climática Equitec a 25 °C con un fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. 

Estas se germinaron en charolas que tuvieron como sustrato 70:30, peatmoss:perlita, se 

colocó una semilla por orificio y el riego se aplicó diariamente, a partir de las 2 hojas 

verdaderas se fertilizaron con una solución Hoagland (Anexo 1), 300 ml por planta, una 

vez a la semana. Después de 3 semanas de germinación las plántulas se trasplantaron a 

macetas de ½ Kg con la misma relación de sustrato. 

VIII.2 Preparación de inóculo de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. 

A partir de células crecidas en medio sólido se tomaron 3 colonias grandes para tener una 

cantidad deseable y se resuspendieron un matraz de vidrio con 30 ml de medio LB estéril, 

se incubaron en agitación a 110 rpm a una temperatura de 28°C por 24 h. Posteriormente, 

se adicionó 1 ml de este cultivo a un matraz con medio LB preparado anteriormente el 

cual sirvió de inóculo para los ensayos. El inóculo se incubó durante 24 horas y se tomaron 

lecturas a 600 nm hasta alcanzar una densidad óptica de aproximadamente 1, para poder 

alcanzar 1x10
6  

UFC/ml, según Katagiri, et al.,  2002, de este inóculo se tomó 1 ml aforando 

a 100 ml de agua estéril. Esta solución fue utilizada para realizar el inóculo de infección de las 

plantas. 

VIII.3 Nanopartículas de ácido acetil salicílico. 

Se utilizaron nanopartículas de poli metacrilato de metilo-co-ácido metacrilico, las cuales se 

elaboraron previamente por polimerización en heterofase semicontinua, las cuales tienen 

un diámetro promedio de 12 nm y una relación molar de 1.75 MMA/MAA, está cargado 

con hasta 22 % ácido acetilsalicílico (AAS) de acuerdo con López-Muñoz et al., 2019. Estas 

nanopartículas fueron proporcionadas por el Dr. Ramiro Guerrero. 
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VIII.4 Diseño experimental. 

El diseño experimental que se utilizó para los ensayos de patogenicidad con P. syringae 

pv. tomato DC3000 fue completamente al azar, con 5 repeticiones por tratamiento y al 

menos 3 experimentos independientes y se distribuyó como se muestra en la Figura 5, 

localizándose en la cámara de crecimiento Equitec. 

Nivel 1 de la cámara de crecimiento 

 

 

Tratamiento: NAAS+PS 

Nivel 2 de la cámara de crecimiento 
 

 

Tratamiento: AAS+PS 

Nivel 3 de la cámara de crecimiento 
 

 

Tratamiento: CPS Tratamiento: C 

Figura 5. Distribución de tratamientos en cámara de crecimiento, 2 experimentos (5 

repeticiones por experimento) en la misma cámara. 

 

VIII.5 Bioensayos de patogenicidad. 

Después de 15 días del trasplante se procedió con la aplicación de los siguientes 

tratamientos: Plantas sanas, control absoluto(C); Plantas infectadas con bacteria 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (PS), Control de infección (CPS); Plantas 

infectadas con PS y asperjadas con 1 mM de NAAS (NAAS+PS); Plantas infectadas con PS 

y asperjadas con 1 mM ácido salicílico (AS+PS) según Ortega Martínez et al., (2010). 
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Como primer paso se aplicaron por aspersión con un aplicador de 100 ml, el ácido 

salicílico y las nanopartículas NAAS en concentración 1 mM. Después de 24 h se inoculó la 

bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 sobre las hojas, aplicando 

aproximadamente 3 ml por planta de acuerdo a Souri et al., 2019. Posteriormente, la 

maceta se colocó dentro de una bolsa de polietileno para promover una humedad relativa 

aproximadamente del 80%, después de 24 h se quitó la bolsa y se dejó en la cámara de 

crecimiento Equitec (25 ± 2 °C, fotoperiodo 16 horas luz x 8 horas noche). Se realizó riego 

diario aplicando fertilización una vez por semana, con la finalidad de que la planta 

manifestara síntomas causados por la bacteria. 

Evaluación del crecimiento de PS en el tejido 

 
Después de la infección se realizó un muestreo para corroborar que la bacteria estuviera 

en las plantas. Se utilizó la metodología de unidades formadoras de colonias (UFC), en 

donde se tomó una hoja de cada planta de cada tratamiento. La cual se realizó en la 

campana de flujo laminar del Laboratorio de Agromicrobiología, un doble lavado con agua 

destilada estéril y etanol al 70%. El material vegetal se trituró en mortero con la adición de 10 

a 50 ml de agua destilada estéril dependiendo del tamaño de la hoja. Se tomó 1 mL de la 

muestra y se realizaron diluciones consecutivas, se dejó en gotas de 10 μl en medio LB sólido 

con 3 repeticiones en placa. Se incubaron de 1 a 3 días a 37 °C y se realizó en conteo de las 

colonias bacterianas, se reportó la cantidad de unidades formadoras de colonia (UFC). 

VIII.6 Extracción de ARN total. 

Después de obtener el tejido de cada tratamiento, se tomaron 500 mg de tejido congelado 

con nitrógeno líquido, que se macero en un mortero, para luego seguir el protocolo descrito y 

se utilizó el método TRIzol (Invitrogen, USA) aplicando el protocolo del proveedor, en el 

cual dice la aplicación de 1ml de TRIzol para la extracción (Anexo 2). Se determinó la 

calidad de ARN obtenido utilizando geles de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio 

por 15 minutos. Se obtuvieron imágenes con el fotodocumentador GelDoc, EZImager (Bio-

Rad) y se analizaron con el software ImageLab 6.0 de Bio-Rad. 

Se utilizó el equipo Sinergy H1 de bioselect para obtener la cuantificación de ARN con una 

longitud de onda 260/280nm, aquellas muestras que mostraron bajas concentraciones en 

ug/ul se volvieron a extraer el ARN total, se tomó en cuenta una pureza igual o mayor a 
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2. Posteriormente, el ARN total se trató con la enzima DNAsa para eliminar posible ADN 

contaminante y pudiera interferir como templado en los futuros PCRs. 

Tratamiento de la muestra de ARN total con la enzima DNAsa 

 
Para eliminar la posible contaminación con DNA, alícuotas de 10 µl de ARN (1 µg/ µl) se 

incubaron a 37°C durante 30 min y 1 µl del buffer, posteriormente se adicionó 1 µl de 

EDTA la enzima se inactivó a 65°C durante 10 min, las muestras de ARN se guardaron a 

-80°C. 

 
Síntesis de cDNA 

 
Para llevar a cabo la síntesis de cDNA se utilizó el kit SensiFAST de BIOLINE, siguiendo el 

protocolo descrito por el proveedor (Anexo 5). La reacción se llevó a cabo bajo las 

siguientes condiciones 25°C por 10 min, 42°C por 15 min y 85°C por 5 min, finalmente las 

muestras de cDNA se guardaron a -80 °C hasta su uso. 

Oligonucleótidos de genes contemplados son los que se muestran en el siguiente cuadro 1. 
 
 

 
Cuadro 1. Secuencia de oligonucleótidos y tamaño de los amplicones para los genes 

contemplados. 
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VIII.7 Análisis de expresión génica por RT- PCR semi-cuantitativa 

Partiendo del cDNA de cada uno de los tratamientos se utilizó como templado para las 

reacciones de PCR; se utilizó el kit ThermoScientific DreamTaq Green PCR Master Mix 

(2X) por lo tanto se siguió con el protocolo establecido por la marca con algunas 

modificaciones (Anexo 3). El termociclador se programó con las siguientes condiciones: 

95°C durante 3 min para desnaturalizar, después a 55°C para el alineamiento de los 

oligonucleótidos y a 72°C para sintetizar las nuevas cadenas, esto durante 25 ciclos. 

Después, el producto de PCR se cargó en gel de agarosa al 1% y se corrió en cámara de 

electroforésis por 60 min a 80 V, luego de teñirse en bromuro de etidio por 15 min y 

finalmente observados en el fotodocumentador de geles (GelDoc, BIORAD). Las 

imágenes fueron procesadas en el equipo GelDoc, BIORAD y software ImageLab 6.0 de 

Bio-Rad para analizar cada uno de los fragmentos amplificados y cuantificar el valor de 

pixeles de cada muestra para el análisis densitométrico (expresión relativa) que para 

obtenerla se dividió la unidad de expresión del gen de interés entre la unidad de expresión 

del gen constitutivo (Anexo 4). Los análisis estadísticos se realizaron con ANOVA de una 

sola vía utilizando el programa InfoStat/E. 
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IX RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

 
IX.1 Efecto de AS y NAAS sobre UFC de DC3000 en plantas de tomate. 

En los bioensayos de patogenicidad donde se evaluó el crecimiento bacteriano de la cepa 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, en el tejido de la planta se obtuvo como 

resultado que la aplicación de las nanopartículas actúa de forma similar a AS, ya que, 

basándonos en los resultados de la UFC, la aplicación libre de AS tiene un comportamiento 

parecido a las NAAS en la reducción de la población bacteriana (Figura 6) pero se tiene la 

hipótesis que estas pudieran tener una liberación lenta del AS en la planta. 

 

 

 

 

 

Figura 6. Unidades formadoras de colonia por gramo de tejido (UFC/g). Control absoluto 
(Control), Control más P. syringae pv. tomato DC3000(PS), nanopartículas más P. syringae pv. 
tomato DC3000(NAAS+PS) y ácido salicílico más P. syringae pv. Tomato DC3000 
(AS+PS). Análisis de varianza (ANOVA), nivel de significancia: ***, P < 0.0001. 

 
En la figura 6 muestra el contenido de P. syringae pv. tomato DC3000 expresado en UFC/g 

obtenido en cada tratamiento, en donde hay diferencia altamente significativa entre el 

tratamiento control y el PS, dándonos a entender que en la aplicación de las NAAS y el AS 

no hay ninguna diferencia estadística, pero al ver las cantidades de UFC/g nos deja con la 

teoría de que las nanopartículas podrían estar actuando de manera lenta o liberando al AAS 

lentamente, ya que la liberación del mismo se da por medio de un pH de 7.4, es difícil 
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saber su comportamiento en la planta ya que estas nanopartículas se hicieron con el objetivo 

principal de liberar fármacos para la aplicación en humanos (López-Muñoz et al., 2021). 

IX.2 Síntomas de las plantas infectadas. 

 
 

En la figura 7 se muestran los síntomas por la infección de P. syringae pv. tomato DC3000 en 

cada tratamiento es destacado, ya que, en control total es una planta sana erguida con hojas 

verdes y firmes (Figura 7A), en cuanto el tratamiento con P. syringae pv. tomato DC3000 

son muy notables a simple vista los síntomas típicos que causa la bacteria que son 

clorosis y manchas en las hojas (Figura 7B), el tratamiento NAAS+PS hay una reducción de 

los síntomas comparados con el tratamiento anterior aunque tiene algunos de los síntomas 

como marchitez y clorosis en hojas no llegan a las manchas con halos amarillos (Figura 7C), 

mientras que el tratamiento AS+PS muestra aún menos síntomas de la enfermedad solo 

presentan pequeñas manchas cloróticas (Figura 7D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7. Síntomas de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 en plantas de tomate por 

cada tratamiento. A) Control total, B) Control más DC3000, C) Nanopartículas cargadas 

con ácido acetilsalicílico más DC3000, y D) Ácido salicílico más DC3000. 

 
 

IX.3 Análisis de expresión génica. 

 

 

Las nanopartículas fueron utilizadas en plantas de tomate para un ensayo independiente 

para verificar que éstas no causaran algún estrés o algún impedimento para la extracción de 

ARN o bien, en futuros RT-PCRs. En la figura 8 se muestran los resultados del efecto de 

las nanopartículas en plantas de tomate, éstas no afectaron de manera negativa la extracción 

A B C D 



34 
 

de ARN total y el PCR, tampoco causó estrés a la planta, en la figura 8 muestra la expresión de 

algunos genes dependientes del AS (Pto-R1) que no está expresado en todos los 

tratamientos ya que reconoce las cepas de P. syringae pv.tomato y es de esperarse que no se 

exprese en los tratamientos que no tienen la bacteria, AJ (AOC) y etileno (ERPI-1) así 

como el factor de elongación (EF1α) como control y que fueron amplificados por cada 

tratamiento. 

 

 
Figura 8. Gel de agarosa al 1.5% en donde C1 – Control absoluto repetición 1, Asp+BR1 – 

Aspirina con bacteria repetición 1, AS+BR1 - Ácido salicílico con bacteria repetición 1, 

NAAS+BR1 - nanopartículas de ácido acetil salicílico con bacteria repetición 1, C1 – 

Control absoluto repetición 1, AspR1 – Aspirina sin bacteria repetición 1, ASR1 - Ácido 

salicílico sin bacteria repetición 1, NAASR1 - nano partículas de ácido acetil salicílico sin 

bacteria repetición 1, (-) - Blanco. 

 
Posteriormente, se procesaron las muestras de cada tratamiento por separado de cada uno 

de los experimentos para su análisis por RT-PCR semi-cuantitativo. La expresión de genes 

contemplados de cada tratamiento fue comparada con la expresión un gen constitutivo: el 

factor de elongación 1α (EF1α). Al no tener diferencias estadísticas (ver Anexo 6) se optó por 

discutir basándose en el comportamiento de cada tratamiento con la expresión relativa de los 

genes evaluados. 
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B) 
 

 

Figura 9. A) Gel de agarosa con los fragmentos de ADN amplificados por PCRde los genes 

constitutivo (EIFα) y aleno oxido cliclasa (AOC) en donde el orden de los pozos (1 al 12) 

fueron: 1-Control (C), 2- Control más bacteria (CPS), 3- Nanopartículas más bacterias 

(NAAS+PS), 4- Ácido salicílico más bacteria (AS+PS) del primer experimento 

independiente, 5-Control (C), 6- Control más bacteria (CPS), 7- Nanopartículas más 

bacterias (NAAS+PS), 8- Ácido salicílico más bacteria (AS+PS) del segundo experimento 

independiente, 9-Control (C), 10- Control más bacteria (CPS), 11- Nanopartículas más 

bacterias (NAAS+PS), 12- Ácido salicílico más bacteria (AS+PS) del tercer experimento 

independiente, y (-) como el negativo (ver Figura 9A). Cada tratamiento (o pozo del gel) 

corresponde a un pool de 5 repeticiones por cada experimento, en total, 3 experimentos 

independientes con n=5 por tratamiento. B) Gráfico de barras utilizando los valores 

promedios de expresión relativa del gen de interés comparado con el constitutivo (EF1α). 

 

La figura 9 muestra la expresión del gen de Aleno Oxido Ciclasa (AOC) por cada 

tratamiento en donde predomina en CPS seguido del control, este gen es precursor para 
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la síntesis del AJ, que juega un papel esencial en la defensa de la planta, aunque estudios 

recientes confirman un aumento de expresión de este gen   en   plantas   de Aquilaria 

sinensis callial ser tratadas con ácido salicílico, jasmonato de metilo, ácido 

abscísico, y giberelina (Buell et al., 2003). La cepa DC3000 se ha demostrado que produce 

una toxina conocida como coronatina y que mimetiza el efecto del AJ en plantas de 

Arabidopsis thaliana y en tomate (Buell et al., 2003), en estos experimentos la expresión de 

AOC podría verse alterada por la presencia de esta toxina. 

 

La expresión de AOC es específica del haz vascular y formación de AJ en hojas de tomate y 

por lo tanto induce la señalización sistémica de la planta (Stenzel et al., 2012). La expresión 

de este gen puede deberse a los volátiles que puede liberar la planta principalmente 

mediados por el AJ que se les conoce como jasmonatos (Vlot,et al., 2009). 

 
 

Figura 10. A) Gel de agarosa con los fragmentos de ADN amplificados por PCR de los 

genes constitutivo (EIFα) y ACCO en donde el orden de los pozos (1 al 12) fueron: 1- 

Control (C), 2- Control más bacteria (CPS), 3- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 4- 

Ácido salicílico más bacteria (AS+PS) del primer experimento independiente, 5-Control 
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(C), 6- Control más bacteria (CPS), 7- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 8- Ácido 

salicílico más bacteria (AS+PS) del segundo experimento independiente, 9-Control (C), 10- 

Control más bacteria (CPS), 11- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 12- Ácido 

salicílico más bacteria (AS+PS) del tercer experimento independiente, y (-) como el 

negativo (ver Figura 10A). Cada tratamiento (o pozo del gel) corresponde a un pool de 5 

repeticiones por cada experimento, en total, 3 experimentos independientes con n=5 por 

tratamiento. B) Gráfico de barras utilizando los valores promedios de expresión relativa del gen 

de interés comparado con el constitutivo (EF1α). 

El gen ACCO codifica para una enzima que es precursora del etileno y es utilizada 

comúnmente en estudios científicos como gen marcador de la ruta de etileno (río arriba). 

Estudios han reportado que el etileno esclave para determinar la resistencia contra 

pudrición parda en durazno, también estudios muestran que la expresión de este gen es 

causado por tratamientos por fitohormonas, por estrés biótico y abiótico (Elías et al., 2018). 

También se ha reportado que algunas respuestas defensivas actúan JA/ET activando genes 

en respuesta al estrés biótico, aunque en este estudio el tratamiento CPS presentó una 

expresión de ACCO ligeramente mayor comparado a los otros tratamientos, pero no es 

estadísticamente significativo, la expresión de este gen pudiera corresponder a una reacción 

contra el patógeno DC3000 (Baró-Montel et al., 2019). 
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B) 
 

 

 

 

Figura 11. A) Gel de agarosa con los fragmentos de ADN amplificados por PCR de los 

genes constitutivo (EIFα) y ERP1en donde el orden de los pozos (1 al 12) fueron: 1-Control (C), 

2- Control más bacteria (CPS), 3- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 4- Ácido salicílico 

más bacteria (AS+PS) del primer experimento independiente, 5-Control (C), 6- Control más 

bacteria (CPS), 7- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 8- Ácido salicílico más bacteria 

(AS+PS) del segundo experimento independiente, 9-Control (C), 10- Control más bacteria 

(CPS), 11- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 12- Ácido salicílico más bacteria 

(AS+PS) del tercer experimento independiente, y (-) como el negativo (ver Figura 11A). 

Cada tratamiento (o pozo del gel) corresponde a un pool de 5 repeticiones por cada 

experimento, en total, 3 experimentos independientes con n=5 por tratamiento. B) Gráfico 

de barras utilizando los valores promedios de expresión relativa del gen de interés comparado 

con el constitutivo (EF1α). 
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El gen ERP1 de igual manera es dependiente del etileno, este gen codifica para una proteína 

de respuesta a etileno (río abajo), estos controlan la expresión de distintos genes implicados 

en las respuestas sistémica inducida y tiene una interrelación con otras vías de defensa 

controladas por el AS y el jasmonato (Broekaert et al., 2006). Sin embargo, en estos 

experimentos existe una expresión reducida en los tratamientos, siendo más en el 

tratamiento CPS, y casi la misma expresión de NAAS+PS y AS+PS; los tratamientos no 

mostraron diferencias significativas. En este sentido, así que el AS y la DC3000 pudieran 

estar participando en la expresión ya sea por una inhibición, pues en comparación con el 

control absoluto hay una mayor expresión. Cabe mencionar que el etileno es un promotor 

de crecimiento en las plantas de tal manera la activación de la RSI es causada de manera 

indirecta por el mismo, esto en relación a las rizobacterias promotoras de crecimiento de 

en las plantas (Elías et al., 2018). 
 
 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 12. A) Gel de agarosa con los fragmentos de ADN amplificados por PCR de los 

genes constitutivo (EIFα) y PR1 en donde el orden de los pozos (1 al 12) fueron: 1-Control 
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(C) , 2- Control más bacteria (CPS), 3- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 4- Ácido 

salicílico más bacteria (AS+PS) del primer experimento independiente, 5-Control (C), 6- 

Control más bacteria (CPS), 7- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 8- Ácido 

salicílico más bacteria (AS+PS) del segundo experimento independiente, 9-Control (C), 10- 

Control más bacteria (CPS), 11- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 12- Ácido 

salicílico más bacteria (AS+PS) del tercer experimento independiente, y (-) como el 

negativo (ver Figura 12A). Cada tratamiento (o pozo del gel) corresponde a un pool de 5 

repeticiones por cada experimento, en total, 3 experimentos independientes con n=5 por 

tratamiento. B) Gráfico de barras utilizando los valores promedios de expresión relativa del gen 

de interés comparado con el constitutivo (EF1α). 

 
El gen PR1 es dependiente y marcador de la ruta del AS, tuvo una expresión similar en el 

tratamiento con nanopartículas en comparación con la aplicación del AS libre, aunque es 

ligeramente mayoren el tratamiento del CPS, dando a entender que la planta intacta está 

activando los genes de defensa contra la DC3000. En cuanto en la expresión en los 

tratamientos con DC3000 es debido a la interacción planta-patógeno por lo cual se ha 

reportado que la percepción de flagelina y otros efectores activan la acumulación de 

proteínas relacionadas con la patogénesis (Botella, 2018). La expresión de PR1 en los 

controles pudiera deberse por algún rozamiento de las plantas control con las plantas 

tratadas con DC3000, aunque de manera mínima pues en las pruebas de UFC se presenta 

una pequeña presencia. Otra posibilidad que no se descarta es la posible emisión del volátil 

metil salicilato (MeSA) en plantas infectadas y pudiera estar activando respuestas de AS en 

plantas intactas, además de que se ha comprobado que DC3000 reduce la activación de 

respuestas por AS, debido a la producción de coronatina que mimetiza al AJ (Shulaev, 

Silverman and Raskin, 1997). 
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Figura 13. A) Gel de agarosa con los fragmentos de ADN amplificados por PCR de los 

genes constitutivo (EIFα) y Pto-R1en donde el orden de los pozos (1 al 12) fueron: 1- 

Control (C), 2- Control más bacteria (CPS), 3- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 4- 

Ácido salicílico más bacteria (AS+PS) del primer experimento independiente, 5-Control (C), 6- 

Control más bacteria (CPS), 7- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 8- Ácido salicílico 

más bacteria (AS+PS) del segundo experimento independiente, 9-Control (C), 10- Control más 

bacteria (CPS), 11- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 12- Ácido salicílico más 

bacteria (AS+PS) del tercer experimento independiente, y (-) como el negativo (ver Figura 

13A).Cada tratamiento (o pozo del gel) corresponde a un pool de 5 repeticiones por cada 

experimento, en total, 3 experimentos independientes con n=5 por tratamiento. B) Gráfico 

de barras utilizando los valores promedios de expresión relativa del gen de interés comparado 

con el constitutivo (EF1α). 
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La proteína Pto actúa junto a la proteína Prf para reconocer las cepas de P. syringae pv. 

tomato, que al expresarse provocan resistencia a la infección en hojas de tomate, este 

reconocimiento gen por gen contribuye a la restricción del rango de hospederos a los 

distintos patovares de P. syringae (Lin et al., 2007). Curiosamente, en este estudio se 

observó incrementos en la expresión de este gen en plantas control (intactas) comparado a 

los otros tratamientos con DC3000 cuya expresión fue reducida hasta tres veces (Figura 

13B). La expresión de Pto-R1 ocurre durante la interacción planta-patógeno, especialmente con 

la proteína avirulenta AvrPto de P. syringae pv. tomato (Tang et al., 1999). Por otro lado, 

se desconoce si este gen es activado por algún compuesto volátil en otras plantas modelo. 

 
 

 
 

Figura 14. Genes no expresados, los geles de agarosa muestran que no hubo amplificación por 

RT-PCR de los genes PPO y PAL en donde el orden de los pozos (1 al 12) fueron: 1- 

Control (C), 2- Control más bacteria (CPS), 3- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 4- 

Ácido salicílico más bacteria (AS+PS) del primer experimento independiente, 5-Control (C), 6- 

Control más bacteria (CPS), 7- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 8- Ácido salicílico 

más bacteria (AS+PS) del segundo experimento independiente, 9-Control (C), 10- Control más 

bacteria (CPS), 11- Nanopartículas más bacterias (NAAS+PS), 12- Ácido salicílico más 

bacteria (AS+PS) del tercer experimento independiente, y (-) como el negativo. Cada 

tratamiento (o pozo del gel) corresponde a un pool de 5 repeticiones por cada experimento, 

en total, 3 experimentos independientes con n=5 por tratamiento. 

 

Para el caso de los genes PPO y PAL no presentaron expresión en ningún tratamiento, al 

gen PPO se le ha atribuido una respuesta dependiente a daño mecánico y herbivoría por 

lepidópteros (Manduca sexta y Trichoplusia ni) en plantas de tomate (Chung et al., 2011; Scott, 

et al., 2010). La expresión de PPO se da por la interacción planta-insecto, ya que algunas 

especies de insectos contienen sustancias que activan este gen, principalmente en 



43 
 

plantas de tomate y papa (Howe et al., 2008). Aunque en estos experimentos no se 

involucró algún tratamiento que pudiera inducir la expresión de este gen, es por ello su 

nula expresión en las plantas tratadas. 

En el caso del gen PAL que tampoco se detectó su expresión puede deberse a que posee 

un gran número de copias dispersas en el genoma del tomate, cuya expresión mínima se 

puede deber a eventos como: silenciamiento transcripcional, degradación post- 

transcripcional y metilación del ADN o elementos regulatorios (promotores); en este caso, 

los autores sugieren que puede afectar la metilación del ADN a la expresión de las múltiples 

copias de PAL en tomate en respuesta al estímulo (Chang et al., 2008). 
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Figura 15. Gráfica comparativa que resume el comportamiento de expresión de los genes de 

interés por tratamiento en los 3 experimentos independientes. 

 
 

Al hacer un resumen general comparativo en todos los tratamientos, los genes con mayor 

expresión relativa son ACCO dependiente del etileno y PR1 dependiente del AS, el ACCO con 

mayor expresión en CPS donde la planta está reaccionando al patógeno por sí misma, 

actuando el ET y el AS para reducir el daño (Baró-Montel et al., 2019), los que tuvieron 
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menor expresión fueron ERP1 y PtoR1, estas reaccionan al AS y a DC3000, pues PtoR1 

reconoce las cepas avirulentas de DC3000 y ERP1 tiene una interrelación con las vías de 

inducción de AS. PR1 puede ser activado por volátiles (Jafarbeigi, et al., 2021), aunque 

también puede que el AS lo esté activando, pero la bacteria lo esté reprimiendo, ya que en 

las distintas fases de ataque hay una comunicación cruzada de señalización de AS y 

coronatina (COR) (Lim, et al.,2014). 

 

 

 

X CONCLUSIONES 

 
• La población de P. syringae pv. tomato DC3000 fue similar entre los tratamientos de 

nanopartículas de AS y el AS libre. 

 

• Los análisis de expresión semi-cuantitativa de genes evaluados no mostraron 

diferencias significativas por los tratamientos. Es necesario separar el tratamiento 

control sin P. syringae pv. tomato DC3000 para evaluar diferencias en expresión. 

Solamente en PtoR1 se detecta una menor expresión en AS comparado a NAAS, 

aunque no es significativa. 

 

• No hay diferencia estadística al aplicar las NAAS en comparación con el AS pero 

en cuanto a sintomatología hay un efecto positivo de las NAAS hacia la reducción 

de los síntomas causados por la bacteria no de la misma manera que la aplicación 

del AS, pero si reduce los síntomas, en cuanto a expresión génica los genes 

dependientes del AJ no hay mayor expresión pues estos son encendidos por otras 

condiciones que no se tuvieron en este experimento, y los genes dependientes del 

AS son expresiones basales que pudieren estar afectadas por la acción de la bacteria 

en cuestión. 
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XI PERSPECTIVAS 

Este trabajo plantea nuevas investigaciones en materia del empleo de nanomateriales en la 

agricultura, por lo cual se sugiere: 

• Realizar experimentos evaluando muestras a distintos tiempos para verificar la 

liberación del AS de las nanopartículas. 

• Realizar nuevas pruebas en distintas etapas de crecimiento de plantas para 

evidenciar el comportamiento de las nanopartículas. 

• Realizar nuevas pruebas en distintas plantas y con distintos patógenos para ver la 

efectividad de las nanopartículas. 

• Realizar pruebas en diferentes tiempos para verificar la expresión génica en distintas 

horas. 
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XIII ANEXOS 
 

 

 

Anexo 1. Solución Hoagland 
 

 

 

NH4 

mmol 

NO3m

mmol 

H2PO4

mmol 

K  

mmol 

Ca2 

mmol 

1 10.8 1.25 6.5 2.75 

Mg 
mmol 

SO4 

mmol 

CE pH  

1 1.5 2.4 5.5  

 

 

Anexo 2. Extracción de ARN total de plantas. 
 

Una vez obtenidoel tejido de cada tratamiento, se procedió a la extracción del ARN total de 

acuerdo a la técnica de TRIzol
®  

(Invitrogen, USA) con algunas modificaciones. 

1. Partiendo de 500 mg de tejido, y colocar en un tubo eppendorff de 2 ml conteniendo 1 ml 

del reactivo TRIzol, homogenizar la muestra en el reactivo por agitación en vortex por 

unos 5 segundos. 

2. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente agregar al tubo 200 µl de 

cloroformo y mezclar por inversión. 

3. La muestra se centrifuga a 13,000 rpm por 10 min en frio. La fase acuosa se añadió a otro 

tubo de 1.5 ml nuevo y estéril, se agregó 500 µl de isopropanol y dejar incubando a 4ºC 

toda la noche. 

4. Los tubos se centrifugan a 12,000 rpm por 10 min en frio; al término, descartar el 

sobrenadante y la pastilla obtenida se lava con 1 ml de etanol al 70%, y centrifugar a 8,000 

rpm por 5 min. 

5. Desechar el sobrenadante y secar el tubo. Agregar 100 µl de agua destilada estéril y 50 µl de 

LiCl 8M, agitar suavemente y dejar incubando a 4ºC toda la noche. 

6. Al término, centrifugar a 13,000 rpm por 15 min en frio y descartar el sobrenadante; lavar 

la pastilla con 1 ml de etanol al 70%, se pasó a centrifugación a 8,000 rpm por 5 min y se 

descartó el sobrenadante. 

7. Finalmente, secar el tubo y resuspender la pastilla en 30-40 µl de agua estéril. 
 

8. Cuantificar en nanodrop o espectrofotómetro y verificar la integridad del ARN obtenido 

en gel de agarosa. 
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 Anexo 3.  Protocolo de RT-PCR semicuantitativa. 

 

1. Agitar suavemente y centrifugar brevemente DreamTaq Green Mezcla maestra de PCR 

(2X) después de descongelar. 

2. Colocar un tubo de PCR de pared delgada en hielo y agregue el 

 siguientes componentes para cada reacción de 12 µL: 

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)  6.25µL 

Primer Forward 0.5µL 

Primer Reverse 0.5µL 

cDNA 1µL 

Agua libre de nucleasas 3.25µL 

Volumen total 12µL 

 

3. Realizar la PCR utilizando el termociclador con las condiciones deseadas. 

4. Mantener las muestras en hielo para cargar los geles de agarosa. 



 

Anexo 4. Valores de expresión relativa.

5
5
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Anexo 5. Síntesis de cDNA 

 

mRNA 10µL 

5xTransAmpBuffer 4µL 

Reverse transcriptase 1µL 

Agua libre de ADNasa y RNAsa 10µL 

Total 25µL 

 

 

Anexo 6. ANOVA 

 

Análisis de la varianza ACCO 

 

Variable N  R² R² Aj  CV 

Exp.Relativa 12 0.17  0.00 14.52 
 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

F.V. SC gl CM F p-valor  

Modelo 0.06 3 0.02 0.53 0.6753 

Tratamiento 0.06 3 0.02 0.53 0.6753 

Error 0.33 8 0.04   

Total 0.39 11  
 

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.38129 

Error: 0.0410 gl: 8 
Tratamiento Mediasn E.E.  

AS+PS 1.28 3 0.12 A 

NAAS+PS 1.39 3 0.12 A 

C+PS 1.45 3 0.12 A 

Control 1.46 3 0.12 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 
 

Análisis de la varianza PR1 

 

Variable N  R² R² Aj  CV 

Exp.Relativa 12 0.17  0.00 34.21 
 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V. SC gl CM F p-valor  

Modelo 0.27 3 0.09 0.53 0.6728 

Tratamiento 0.27 3 0.09 0.53 0.6728 

Error 1.37 8 0.17   

Total 1.64 11  
 

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.77902 

Error: 0.1712 gl: 8 
Tratamiento Mediasn E.E.  

AS+PS 1.05 3 0.24 A 
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NAAS+PS 1.10 3 0.24 A 

C+PS 1.25 3 0.24 A 

Control 1.44 3 0.24 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 

 

  

 

Análisis de la varianza ERP1 

 

Variable N  R² R² Aj  CV 

Exp.Relativa 12 0.17  0.00 82.00 
 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

F.V. SC gl CM F p-valor  

Modelo 0.28 3 0.09 0.55 0.6639 

Tratamiento 0.28 3 0.09 0.55 0.6639 

Error 1.37 8 0.17   

Total 1.65 11  
 

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.77800 

Error: 0.1707 gl: 8 
Tratamiento Mediasn E.E.  

C+PS 0.27 3 0.24 A 

NAAS+PS 0.52 3 0.24 A 

AS+PS 0.52 3 0.24 A 

Control 0.70 3 0.24 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 
 

Análisis de la varianza AOC 

 

Variable N  R² R² Aj  CV 

Exp.Relativa 12 0.06  0.00 18.02 
 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V. SC gl CM F p-valor  

Modelo 0.01 3 2.6E-03 0.16 0.9230 

Tratamiento 0.01 3 2.6E-03 0.16 0.9230 

Error 0.14 8 0.02   

Total 0.14 11  
 

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.24482 

Error: 0.0169 gl: 8 
Tratamiento Mediasn E.E.  

NAAS+PS 0.69 3 0.08 A 

AS+PS 0.71 3 0.08 A 

Control 0.75 3 0.08 A 

C+PS 0.75 3 0.08 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 
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Análisis de la varianza PTO 

 

Variable N  R² R² Aj  CV 

Exp.Relativa 12 0.30  0.04 88.32 
 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V. SC gl CM F p-valor  

Modelo 0.79 3 0.26 1.15 0.3853 

Tratamiento 0.79 3 0.26 1.15 0.3853 

Error 1.83 8 0.23   

Total 2.62 11  
 

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.89989 

Error: 0.2284 gl: 8 
Tratamiento Mediasn E.E.  

AS+PS 0.26 3 0.28 A 

C+PS 0.34 3 0.28 A 

NAAS+PS 0.64 3 0.28 A 

Control 0.91 3 0.28 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05) 
 

Análisis de la varianza UFC/g 

 
Variable N  R² R² Aj  CV 
UFC/g 36 0.38  0.32 91.33 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

   F.V. SC gl CM F p-valor  
 

 
Total 14083065.83 35  

 

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=503.43824 
Error: 274885.1576 gl: 32 
Tratamiento Medias n E.E.  
Control  45.28 9 174.76 A 
AS+PS 536.43 9 174.76 A B 
NAAS+PS 587.11 9 174.76 B 
Control+PS 1127.44 9 174.76 C 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Modelo 5286740.78 3 1762246.93 6.41 0.0016 
Tratamiento 5286740.78 3 1762246.93 6.41 0.0016 
Error 8796325.04 32 274885.16   
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