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ABSTRACT

Objective: To determine the effect of honey, silver nanoparticles, silicon, ethyl extract of bougainvillea (Bougainvillea
glabra) and commercial products Actigard® and Messenger Gold® in healthy tomato plants and in plants infected with
the Mexican papita viroid (MPVd), produced under greenhouse in hydroponic system.

Design/methodology/approach: Healthy and Mexican papita viroid (MPVd) inoculated Pai-Pai tomato plants were
sprayed with different treatments: water, honey, silver nanoparticles, silicon, bugambilia ethyl extract (Bougainvillea
glabra), Actigard® and Messenger Gold®. The evaluated variables were height, stem diameter and severity per plant, as
well as the total harvest per treatment. With severity, the area under the disease progress curve (AUDPC) was determined.
The experimental design was completely randomized with 14 treatments and 20 repetitions. The experimental unit was 1
tomato plant. Analysis of variance and multiple comparisons of means were analyzed. Tukey's test with a 5% significance
level was analyzed as a posthoc method.

Results: Plants inoculated with Messenger Gold® and water had the highest AUDPC. Honey and silver had the lowest
AUDPC and the lowest final severities. The final severity in inoculated plants was significantly different. Regarding stem
diameter, treatments had significant differences but with height, no differences was found between the treatments.
Limitations on study/implications: Only one tomato variety was used in the present experiment.

Findings/conclusions: The bee honey proved to be the best inducer of acquired systemic resistance against MPVd. The
silver nanoparticles caused the decrease in severity in plants inoculated with MPVd. The bougainvillea extract and the

silver nanoparticle favored the performance in non-inoculated plants.

Keywords: Bougainvillea, silver nanoparticle, honney, silicon.

RESUMEN
Objetivo: Determinar el efecto de la miel de abeja, nanoparticulas de plata, silicio, extracto etilico de bugambilia
(Bougainvillea glabra) y los productos comerciales Actigard® y Messenger Gold® en plantas de tomate sanas e infectadas

con el viroide de la papita mexicana (MPVd), producidas en cultivo hidroponico bajo invernadero.
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Disefio/metodologia/aproximacién: Plantas de tomate de la variedad
Pai-Pai sanas e inoculadas con el viroide de la papita mexicana
(MPVd) se asperjaron con diferentes tratamientos: agua, miel de
abeja, nanoparticulas de plata, silicio, extracto etilico de bugambilia
(Bougainvillea glabra), Act‘\gard® y Messenger Gold®. Las variables
evaluadas fueron: altura, diametro de tallo y severidad por planta,
asl como el rendimiento total por tratamiento. Con la severidad se
determino el drea bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).
El disefio experimental fue completamente al azar con 14 tratamientos
y 20 repeticiones. La unidad experimental fue una planta de tomate. Se
realizaron analisis de varianza y comparaciones multiples de medias,
como meétodo posthoc se utilizo la prueba de Tukey con nivel de
significancia al 5%.

Resultados: Las plantas inoculadas con Messenger Gold® y agua
tuvieron la mayor ABCPE. La miely las nanoparticulas de plata tuvieron
la menor ABCPE y las menores severidades finales. La severidad final en
plantas inoculadas fue significativamente diferente entre tratamientos;
asimismo, el diametro de tallo fue distinto entre tratamientos. Por
el contrario, en la altura de planta, no se encontraron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos.

Limitaciones del estudio/implicaciones: Se utilizd solo una variedad
de tomate en el presente experimento.

Hallazgos/conclusiones: La miel de abeja demostrd ser el mejor
inductor de resistencia sistémica adquirida contra el MPVd. Las
nanoparticulas de plata causaron la disminucion de la severidad
en plantas inoculadas con MPVd. El extracto de bugambilia y las
nanoparticulas de plata favorecieron el rendimiento en plantas no

inoculadas.

Palabras clave: Bougainvillea, nanoparticulas de plata, miel, silicio.

INTRODUCCION

. . son los fitopatdgenos de menor com-
LOS \/l rO | d eS plejidad estructural y genética que se
conocen, estan constituidos de una cadena circular de RNA desnudo, ce-
rrada covalentemente y de bajo peso molecular (Ding, 2009). El viroide de
la papita mexicana (MPVd) se identificd en 1996 en México, en un cultivo
de papita (Solanum cardiophyllum) (Martinez et al., 1996); y en 2008 se en-
contro por primera vez afectando un cultivo de tomate en Canada (Ling y
Bledsoe, 2009). En México, en el 2008 se encontrd al MPVd vy al viroide del
enanismo clorotico del tomate infectando plantas de tomate sembradas en
grandes extensiones de invernaderos (Ling y Zhang, 2009). Actualmente el
MPVd se sigue detectando en otras zonas productoras del Estado de Méxi-
co. Las plantas infectadas por el MPVd tienen hojas con mosaico y clorosis;
en etapas avanzadas, las hojas se tornan purpuras, las plantas son enanas y
si producen frutos, estos seran pequenos.

Hasta el momento el unico tratamiento recomendado cuando existen
plantas infectadas por viroides es la eliminacion inmediata de las mismas,
lo que representa una pérdida econdmica para el productor. Una de las
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estrategias utilizadas para mitigar
los dafios de fitopatogenos en las
plantas son el uso de inductores
de resistencia sistémica, como el
acibenzolar s-metil o las proteinas
harpin; sin embargo, no se co-
nocen sus efectos en plantas in-
fectadas por viroides. Ademas, el
precio en el mercado de algunos
inductores es elevado, lo que difi-
culta que el productor haga uso de
éstos para minimizar las pérdidas
en su cultivo. Por tanto, el objeti-
vo de la presente investigacion fue
determinar el efecto de inductores
de resistencia sistémica en el cre-
cimiento, rendimiento y severidad
observada en plantas de tomate
sanas e infectadas con el MPVd,
producidas intensivamente. Los
productos utilizados fueron miel
de abeja al 2%, nanoparticulas de
plata, silicio, extracto etilico de bu-
gambilia (Bougainvillea glabra), Ac-
tigard® y Messenger Gold®.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en
un invernadero del campo agrico-
la experimental de la Universidad
Autonoma Chapingo, de junio a
noviembre de 2018. Se utilizaron
plantas de tomate saladet variedad
Pai-Pai, como sustrato se utilizd
tezontle previamente desinfestado
con sales cuaternarias de amonio
y el cultivo se mantuvo con la so-
lucion nutritiva Steiner como base.
Se realizaron podas de formacion
y tutoreo, asi como aplicaciones
de insecticidas sistémicos y bacte-
ricidas.

Inoculacion mecanica. Las plantu-
las se trasplantaron cuando tenian
2 hojas verdaderas. Después de
15 dias, se realizo la inoculacion
del viroide infringiendo dafio me-
canico sobre un foliolo de la hoja
verdadera con carborundum de
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400 mallas y frotando un macerado del tejido vege-
tal infectado en buffer de fosfato pH 7.0. La fuente de
inoculo utilizada fue material vegetal positivo a MPVd
de la coleccion de virus fitopatdgenos del Colegio de
Postgraduados. Para corroborar la infeccion, 30 dias
después de la inoculacion se tomaron al azar muestras
compuestas de tejido vegetal por tratamiento (foliolos
de cinco plantas) para su analisis por RT-PCR. La ex-
traccion de RNAtotal se realizd mediante TRIzol® y las
condiciones y cebadores utilizados para la retrotrans-
cripcion fueron los descritos por Bostan et al. (2004).
Los productos obtenidos se observaron en un gel de
agarosa al 1%.

Disefio experimental. El disefio experimental fue com-
pletamente al azar con 14 tratamientos y 20 repeticiones,
dentro de los cuales se evaluaron dos testigos, el testigo
negativo sin inoculacion y sin aplicacion de inductores,
y un testigo positivo con inoculacion y sin aplicacion de
inductores (Cuadro 1). La unidad experimental fue una
planta de tomate.

Evaluacion. Todas las plantas se analizaron visualmente
cada semana, hasta la fructificacion. Se registraron los da-
tos de altura, diametro de tallo y severidad por planta, asi
como el rendimiento total por tratamiento. Para la severi-
dad se modifico la escala progresiva propuesta por Lapi-
dot et al. (2006), que consta de 5 clases (1=asintomatica,
2=ligera clorosis intervenal en
apice o hojas, 3=mosaico eviden-

te en hojas, 4=mosaico evidente

y enaciones, 5=deformacion se-

Inoculacion
del MPVd

RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros sintomas aparecieron 8 dias después de
la inoculacion. La infeccion se corrobord mediante la
obtencion del producto de RT-PCR del fragmento es-
perado (200 pb) en las muestras compuestas por trata-
miento, y solo se detectd en plantas inoculadas (figura
no mostrada). Con los datos obtenidos de severidad, se
construyeron curvas del progreso de la enfermedad (Fi-
gura 2) y se estimo la intensidad de la enfermedad con
los siguientes parametros epidemiologicos: area bajo la
curva del progreso de la enfermedad (ABCPE), tasa de
infeccion aparente (con el modelo logistico vy lineal) vy
severidad final (Y final) (Cuadro 2).

Los tratamientos 6y 7 (Messenger Gold® y el testigo po-
sitivo) tuvieron la mayor ABCPE. Como era de esperarse,
las plantas infectadas asperjadas solo con agua (trata-
miento 7) fueron las que presentaron sintomas mas se-
veros y también las que tuvieron un menor rendimiento
(Cuadro 3).

La miel y las nanoparticulas de plata tuvieron la menor
ABCPE (Cuadro 2) y las menores severidades finales
(Cuadro 3). Las nanoparticulas de plata se han utiliza-
do como antibiodtico contra bacterias y hongos fitopa-
togenos en plantas, ya que aumentan la produccion
de oxigeno reactivo que en exceso pueden dafar las
membranas celulares (Duran et al,, 2010) y provoca la
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vera y achaparramiento) (Figura 1
1). Con la severidad se pudo de- > Si ExB ExB ExB ExB ExB
terminar el mejor modelo de ana- 3 Si Ag Ag Ag Ag Ag
lisis epidemiologicos (logistico o 2 Si sil sil si si sl
lineal) para estimar el area bajo la 5 Si Act Act Act
curva del progreso de la enferme- 6 5 MeG MeG MeG
dad (ABCPE). 7 Si TP-A TP-A TP-A TP-A TP-A
o o 8 No Mi Mi Mi Mi Mi
Para el analisis estadistico, se
. 9 No ExB ExB ExB ExB ExB
compararon la altura y diametro 0 N " N N Nan A
- O a a a
del tallo entre los distintos trata- J £ E 2 2
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mientos mediante un analisis de
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varianza, posteriormente se reali-
. 13 No MeG MeG MeG
70 la prueba post hoc Tukey con
la gque se identificaron los trata- 1 No TNA TNA TNA TNA TNA

fqdi: dias después de la inoculacion. IMi: miel de abeja al 2%, ExB: extracto etilico de bugambilia
al 10%, Ag: nanoparticulas de plata coloidal (13 mg L™Y, sit: silicio (4 mg L7Y, Act: Actigar®, MeG:
Messenger Gold®, TP-A: testigo positivo asperjado con agua y TN-A: testigo negativo asperjado
con agua.

mientos que mostraron mayor
eficacia, se considerd un nivel de
significancia al 0.05%.
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Figura 1. Escala de severidad progresiva propuesta en plantas de tomate infectadas por el vi-
roide de la papita mexicana (MPVd). 1=asintomatica, 2=ligera clorosis intervenal en apice o
hojas, 3=mosaico evidente en hojas, 4=mosaico evidente y enaciones, 5=deformacion severa

y achaparramiento.

Tratamiento Ajuste Modelo ABCPE Y final
(%acumulado por semana) ajustada
1.Mi Logistico 13.17 3.35 049
2.ExB Logistico 1742 3.32 0.49
3.Ag Logistico 15.71 3.04 0.59
4.Sil Lineal 16.92 4.08 043
5.Act Lineal 17.29 3.66 0.31
6.MeG Logistico 17.87 340 0.52
7TP-A Logistico 2171 371 0.80

1. Mi: miel de abeja al 2%, 2. ExB: extracto etilico de bugambilia al 10%, 3. Ag: nanoparticulas de
plata coloidal (13 mg L-1), 4. Si: silicio (4 mg L-1), 5. Act: Actigar®, 6. MeG: Messenger Gold® y
7. TP-A: testigo positivo asperjado con agua.
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desnaturalizacion e inhibe la replica-
cion del ADN (Sharma et al., 2012).

La miel de abeja al 2% ha sido eva-
luada en diversos experimentos y se
ha demostrado que las aplicacio-
nes foliares en tomate incrementan
el peso de los frutos y mejoran su
calidad (Rodriguez-Mendoza et al.,
2015); ademas incrementa la altura
de la planta y el diametro del tallo
(Villegas-Torres et al., 2001). En plan-
tas de tomate infectadas por el vi-
rus de la marchitez manchada del
tomate (TSWV), demostrd una dis-
minucion de la concentracion viral
a los 30 después de la inoculacion
(Ramirez-Florez et al., 2006).

La severidad final en plantas ino-
culadas fue significativamente dife-
rente, los tratamientos 7 y 4 (testigo
positivo v silicio) tuvieron los valores
mas elevados de la escala (Cuadro
3). El silicio provee resistencia a las
plantas contra insectos ya que sirve
como barrera mecanica al acumu-
larse en las paredes celulares, ade-
mas de que en las plantas se sinteti-
zan mas compuestos fenolicos, lig-
nina y fitoalexinas (Castellanos et al.,
2015). Sin embargo, en plantas de
lechuga infectadas por un hongo,
las altas concentraciones de silicio
disminuyeron el area foliar y el peso
seco y fresco (Dios-Delgado et al,

Figura 2. Efecto de los tratamientos
en las curvas del progreso de la en-
fermedad ocasionada por el viroide
de la papita mexicana (MPVd) en
plantas de tomate (Solanum lyco-
persicum). 1. Mi: miel de abeja al 2%,
2. ExB: extracto etilico de bugambilia
al 10%, 3. Ag: nanoparticula de pla-
ta coloidal (13 mg L™Y, 4. Si: silicio
(4 mg LY, 5. Act: Act\'gar®, 6. MeG:
Messenger Gold®, 7. TP-A: testigo
positivo asperjado con agua.
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a las sanas (Cuadro 3). Existen repor-
tes de plantas infectadas (Ludwigia

, Diametro Altura Promedio de Rendimiento perennis, Corchorus olitorius,
Tratamiento ) . . :
promedio (cm) promedio (cm) Severidad final total (kg) Hibiscus sabdariffa y H. cannabinus)
T . . . s
L Mi 4030 ab® 154.650 a 3.550 ab 21.02 con el virus del mosaico necrético
2. ExB 4280 a 149.600 a 3500 ab 1771 del arroz que han incrementado has-
3. Ag 3735 abc 147100 a 3200b 15.97 ta en un 140% su crecimiento (Kumar,
4.Sil 3.850 abc 149550 a 3900 a 16.81 1982). Resultados similares se registra-
5. Act 3.87 abc 148850 a 3500 a 2031 ron en plantas de chile infectadas por
6 MeG 3455 ¢ 135550 3 3550 ab 1968 el virus del mosaico del tabaco, el vi-
7. TP-A 3765 abc 145200 a 3900 a 1440 rus del mosaico del pepino y el virus
8. Mi 4250 a 154.500 a 1.000 ¢ 1715 Ylde la Papa (Dam'”' 2014). Lals infec-
9 ExB %365 ¢ 135550 4 1000 c 1759 C|onesl lv|raleIS Imducen ¢} replr|men la
expresion génica de un amplio rango
10. Ag 3.925 abc 146.150 a 1.000 ¢ 17.71 ,
de procesos celulares, incluyendo la
11 Sil 3.655 bc 154250 a 1.000 ¢ 16.72 g .
regulacion hormonal, el ciclo celular y
12. Act 3.920 abc 148.600 a 1.000 ¢ 15.87 .
el transporte endogeno de macromo-
13 MeG 5850 abe 149650 a 1000 ¢ 1507 leculas. Algunos sintomas de infeccio-
14 TN-A 4075 ab 136,550 a 1000 c 1714 nes virales son el resultado de altera-

11-7: Plantas inoculadas con el viroide de la papita mexicana (MPVd); 8-14: plantas no inocu-
ladas. Mi: miel de abeja al 2%, ExB: extracto etilico de bugambilia al 10%, Ag: nanoparticulas
de plata coloidal (13 mg L™Y, Si: silicio (4 mg LY, Act: Actigar®, MeG: Messenger Gold®,
TP-A: testigo positivo asperjado con agua y TN-A: testigo negativo asperjado con agua. SMe-
dias con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (Tukey, p<0.05).

2006). Esta es la primera vez que se evalua este elemen-
to en plantas infectadas por viroides.

La altura de las plantas no fue distinta entre tratamientos;
sin embargo, la miel favorecio el crecimiento de plantas
infectadas (Cuadro 3).

Por otro lado, el extracto de bugambilia incremen-
to el didmetro del tallo solo en las plantas inoculadas
(tratamiento 2); mientras que en plantas sanas, se ob-
servd un efecto contrario (tratamiento 9) (Cuadro 3).
El extracto etilico de las flores (bracteas) de bugambilia
(Bougainvillea spectabilis) tiene propiedades antifungicas
y antibacterianas (Kumara et al., 2012); ésta es la primera
vez que se emplea contra un viroide, pero se sabe que
los extractos de hojas inhiben la formacion de lesiones
locales cuando se inocula mecanicamente al TSWV en
chile (Balasaraswathi et al., 1998) y retrasan la aparicion
de sintomas ante la infeccion con virus del mosaico
amarillo de la ocra (Pun et al., 1998); esto debido proba-
blemente a la presencia de proteinas antivirales.

Los mayores rendimientos se obtuvieron en los trata-
mientos de miel (tratamiento 1) y el Actigard® (tratamien-
to 5); y en general se observo que, las plantas inoculadas
con el MPVd tuvieron un mayor rendimiento respecto

ciones en el crecimiento y desarrollo
de la planta debido al desbalance en
giberelinas y citocininas (Kumar, 1982;
Pallas y Garcia, 2011).

El ingrediente activo del Actigard® es acibenzolar-S-
metil (ASM), que es un inductor de resistencia sistémica
adquirida y sirve para contrarrestar el efecto de diver-
sos problemas fitosanitarios, incluyendo virus (Vallad y
Goodman, 2004). Este ingrediente activo se ha evaluado
en plantas de tomate infectadas con un virus del género
Potyvirus y con TSWV, demostrando una reduccion de la
incidencia y severidad (Momol et al.,, 2004; Mejia et al.,
2009). Al parecer el éxito del ASM depende de la dosis
ya que puede generar fitotoxicidad, y si se hace o no una
aplicacion previa a la inoculacion mecanica (Mejia et al.,
2009).

En general se observd que los tratamientos en plantas
inoculadas (tratamientos 1 al 6) incrementaron el rendi-
miento comparandolo con el testigo positivo (tratamien-
to 7), demostrando asi la efectividad de éstos. Respecto
a las plantas sanas, no inoculadas con el MPVQ, el trata-
miento 13 (Messenger Gold®) fue el gue tuvo el menor
rendimiento vy los tratamientos 9 y 10 (extracto de bu-
gambilia y nanoparticulas de plata) fueron los mejores
(Cuadro 3).

Elingrediente activo del Messenger Gold® es la proteina
harpin, y en trabajos previos donde evaluaron altura y
rendimiento en plantas de tomate, las plantas tratadas
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y no tratadas se comportaron de la misma manera, por
lo que no favorecio ni el crecimiento ni la produccion
(Salamanca y Alvarado, 2012), pero en cultivares de chile
aumento hasta en 16% la produccion y ademas mejoro
la calidad de fruta (solidos solubles, acides y pH) (Akbu-
dak et al,, 2007).

CONCLUSIONES
a miel de abeja al 2% demostro ser el mejor in-
ductor de resistencia sistémica adquirida contra el
MPVd bajo las condiciones de la presente investi-
gacion, ya que tuvo el mayor rendimiento y altura,
asi como una menor ABCPE.

Las nanoparticulas de plata fue el tratamiento que redujo
mas la severidad en plantas inoculadas con MPVd, vy el
extracto de bugambilia y las nanoparticulas de plata fa-
vorecieron el rendimiento en plantas sanas.
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