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Resumen 
 

El tomate es una de las hortalizas que mayor producción tienen a nivel mundial, por lo que para su 

fertilización y control de plagas se utilizan productos de origen sintético, que afectan el ecosistema 

donde son aplicados, por esta razón se buscan alternativas biológicamente sustentables. Una de 

esas alternativas es el uso del metabolismo microbiano, ejemplo de esto es Botryodiplodia 

theobromae hongo fitopatógeno capaz de producir fitohormonas a partir de su metabolismo, como 

es el ácido indolacético (AIA). Sin embargo, la aplicación exógena esta fitohormona presenta una 

degradación acelerada al ponerse en contacto con factores ambientales. Una alternativa para 

minimizar este efecto es la encapsulación con el uso de materiales biopoliméricos que tengan la 

capacidad de recubrir la fitohormona y al mismo tiempo permitir aumentar la efectividad del 

producto. En este trabajo se evaluó la eficiencia de encapsulación (EE) del AIA procedente del 

caldo microbiano por fermentación líquida de B. theobromae en nanopartículas (Np) de 

alginato/quitosán (ALG/QS); así como, su efectividad biológica representada en patrones 

morfológicos de desarrollo en plantas de tomate. Los resultados demostraron, que a partir del 

metabolismo microbiano de Botryodiplodia theobromae se produjo AIA, el cual una vez 

encapsulado alcanzo una EE de 90%, así como diversos tamaños de partícula. En relación con la 

efectividad biológica en plantas de tomate se observó que las Np cargadas con caldo microbiano y 

AIA grado sintético presentaron diferencia significativa en la mayoría los parámetros morfológicos 

en comparación con el testigo. Por lo que los nanosistemas cargados con bioestimulates son una 

alternativa a futuro para la aplicación de bioestimulantes en hortalizas como el tomate. 
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Introducción 
 

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza que más se cultiva a nivel mundial y nacional 

para su consumo fresco e industrial, en México la producción es de hasta 2 875 164 toneladas 

(SIAP, 2018). No obstante, el cultivo enfrenta una serie de dificultades como el manejo inadecuado 

de la fertilización, variedades de ciclos de producción cortos, ataque de plagas y enfermedades. 

 

En la actualidad la solución para estos problemas es el uso desmedido de productos sintéticos que 

aumenten el rendimiento de producción del tomate, uno de los principales activos biológicos son 

los estimulantes y dentro de este grupo las hormonas reguladoras de crecimiento vegetal resaltan 

por su versátil aplicación (Terry et al., 2010). Los reguladores de crecimiento se definen como 

compuestos naturales o sintéticos que interfieren en procesos de desarrollo de las plantas, estos al 

ser aplicados exógenamente en cultivos comerciales aumentan y mejoran la producción y calidad 

de los cultivos y productos obtenidos, por lo cual son ampliamente usados en agricultura 

(Rademacher, 2015). 

 

Estas sustancias juegan un papel importante dentro de las plantas, las cuales los utilizan en bajas 

concentraciones, actuando a nivel celular durante diferentes etapas de desarrollo, dentro de este 

grupo, las más relevantes hasta el momento son giberelinas, auxinas, citoquininas, ácido jasmónico 

y etileno (Santo-Pereira et al., 2017). 

 

El ácido indolacético (AIA) es la auxina natural más importante presente en la mayoría de las 

plantas. Es una hormona vegetal que regula diversos procesos como: el crecimiento, la división 

celular y la formación de raíces, entre otras. Actualmente las auxinas más utilizadas son las que 

se obtienen por síntesis química; sin embargo, debido a los problemas de contaminación 

medioambientales que existen, su uso comienza a limitarse, por lo que la obtención de esta 

hormona mediante sistemas más comprometidos con el medio ambiente se torna relevante. 

 

Una alternativa para este problema puede ser la síntesis metabólica a partir de micoorganismos 

(Castillo et al., 2005). Estudios realizados han demostrado que existen microorganismos capaces 

de producir fitohormonas como parte de su metabolismo, un representante de este tipo de 

micoorganismos es el hongo Botryodiplodia theobromae, el cual cuenta con la capacidad de 

producir fitohormonas y una de las más destacadas es el AIA, que al ser aplicado exógenamente 

puede ser eficiente para incrementar el crecimiento y desarrollo de las plantas (Rohwer y Erwin, 

2010; Andolfi et al., 2014). 

 

Una gran desventaja en el uso de fitohormonas es que pueden perder su eficiencia biologica debido 

a factores ambientales como la degradación oxidativa, humedad, luz UV, temperatura y la 

lixiviación de compuestos por lluvias (Armendáriz-Barragán et al., 2016; Bakry et al., 2016). 

Debido a esta problemática, resulta conveniente explorar e investigar nuevas tecnologías con el fin 

de desarrollar alternativas en cuanto a su aplicación, una de estas es el uso de la nanotecnología 

(Lugo et al., 2010; Agrawal y Rathore, 2014; Campos et al., 2014). 

 

Que gracias a sus virtudes eficientiza la aplicación de dosis, logrando disminuir la cantidad de 

ingrediente activo, así como garantizar un menor impacto del medio ambiente (Nuruzzaman et al., 

2016). Dentro de la nanotecnología, la producción de nanopartículas (NP) para encapsulación de 
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ingredientes activos utilizando polímeros naturales como el quitosano y alginato que permitan 

liberar de forma controlada y proteger el ingrediente activo surge como una opción para la 

aplicación de fitohormonas (Bakry et al., 2016). 

 

Existen diversos métodos para la producción de Np entre los que destacan la nano precipitación, 

spray de secado, pre gelación iónica, coacervación y extrusión, siendo todas efectivas para la 

encapsulación de compuestos, pero difiriendo en costos y tiempos en cuanto a proceso de 

producción. 

 

El método de regulación iónica resulta sumamente atractivo debido al uso de biopolímeros que 

pueden adquirirse de forma natural (Nedovic et al., 2011; El Asbahani et al., 2015; Armendariz- 

Barragan et al., 2016; Jia et al., 2016). El objetivo de este trabajo fue producir Np de quitosano y 

alginato cargadas con AIA de origen microbiano, así como la evaluación de su eficiencia biológica 

en plantas modelo de tomate. 

 

Materiales y métodos 
 

Proceso de fermentación de B. theobromae para la producción de fitohormonas 
 

Obtención de la cepa de B. theobromae 

 

La cepa de B. theobromae se obtuvo a partir de la colección microbiológica del laboratorio de 

Micología y Biotecnología del Departamento de Parasitología de la Universidad Autónoma Agraria 

Antonio Narro. La cepa se aisló a partir de frutos de cacao procedente de la zona sureste de México. 

La conservación, incremento y desarrollo del microorganismo se realizó utilizando el medio de 

cultivo papa dextrosa agar (PDA). 

 

Producción mediante fermentación líquida de AIA 

 

El proceso de fermentación para obtener el AIA se realizó utilizando la metodología propuesta 

por Michelena (2001). Se usaron matraces Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL de medio Miersh 

(Sacarosa 50 g L-1, KNO3 3 g L-1; MgSO4 7H2O 0.2 g L-1; KCl 0.1 g L-1; FeSO4. 7H2O 0.01 g 

L-1; ZnSO4 7H2O 0.01 g L-1; MnSO4 0.001 g L-1; Na2MoO4 2H2O 0.001 g L-1; CuSO4 5H2O 

0.001 g L-1 y extracto de levadura 0.1 g L-1 modificado). 

 

Los matraces con el medio de cultivo se esterilizaron en autoclave a 15 lb de presión durante 15 

min y se inocularon con tres porciones de micelio con medio de cultivo de 5 mm de diámetro de la 

cepa de B. theobromae y se incubaron en completa oscuridad por 15 días a temperatura constante 

de 28 ºC sin agitación ni aireación (Eng et al., 2008). 

 

Cuantificación de AIA 

 

Para la curva de calibración se utilizó AIA grado reactivo de la casa comercial Sigma Aldrich. La 

determinación y cuantificación de AIA de la fermentación de B. theobromae se realizó inicialmente 

con una concentración química del caldo microbiano, utilizando el sobrenadante del caldo al cual 

se le agregó un volumen igual de acetato de etilo como solvente. 
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Posteriormente la concentración del líquido se llevó a secado absoluto utilizando un liofilizador, 

una vez que se obtuvo el material seco se suspendió en metanol y se realizó la cuantificación 

mediante la técnica de microplaca propuesta por Anguiano et al. (2017). Para la curva de 

calibración se colocaron en la fila de una microplaca 100 µL de disolvente (metanol), 

posteriormente en la primera línea se agregaron 100 µL de solución stock a 100 ppm. 

 

Para obtener un primer punto de 50 ppm, se mezcló y se transfirió 100 µL a la segunda línea (25 

ppm). Este procedimiento se sigue hasta la línea 11 que es la concentración 0. Se añaden 100 µL 

del revelador salkowski a cada pocillo, se incuban durante 30 minutos y se leen a 520 nm. Cada 

una de las determinaciones se realizó por triplicado (Anguiano, 2017). 

 

Producción de Np  

 

Para la producción de las Np se utilizó el método de pregelacion ionotropica propuesto por 

Sarmento (2006), para esto se agregaron 3.75 mL de solución de CaCl2 a 59 ml de solución de 

alginato de sodio (0.037% pH 4,9) con una bomba peristáltica (Ismatec, EW-78000-03) bajo 

agitación constante y vigorosa, posteriormente con la misma bomba peristáltica se añadieron 12.5 

mL de solución de quitosano (0.07%, pH 4.6) a la solución de CaCl2 y alginato de sodio y se 

mantuvo de nuevo en agitación constante y vigorosa durante 90 min. Este procedimiento se realizó 

con la presencia de la hormona (AG/QS/AIA), con el caldo microbiano (AG/QS/caldo) y sin la 

presencia de la hormona (AG/QS). 

 

Caracterización de Np 

 

El Np con y sin la presencia de la hormona se caracterizó en términos de tamaño, distribución y 

potencial zeta. Para las mediciones, las muestras se diluyeron a una concentración adecuada para 

su análisis, las diluciones se realizaron con agua destilada. La distribución y tamaños de las 

nanopartículas se determinaron mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS), 

(NanoSight NS 300, Malvern). 

 

Las muestras se analizaron por triplicado, a 25 ° C, con la luz dispersa detectada en un ángulo de 

90°. Para la determinación del potencial zeta (mV) las muestras se evaluaron por triplicado, a 25 

°C, utilizando el equipo (ZETA- check, Colloid metrix). En cuanto a la concentración de pH se 

utilizó un potenciómetro (ion meter 450, Corning) previamente calibrado. Finalmente, para la 

determinación del peso seco, las muestras se centrifugaron y posteriormente se liofilizaron para 

retirar el exceso de líquido, una vez secas se pesaron en una balanza analítica. 

 

Eficiencia de encapsulación 

 

Para determinar la eficiencia de encapsulación (EE) se centrifugo la solución con Np a 14000 rpm, 

a 10 °C por 15 min, posteriormente se tomó una muestra del sobrenadante y se liofilizo. Para 

determinar la concentración de la hormona en el sobrenadante. Se realizó la lectura en un 

espectrofotómetro UV-vis a una longitud de onda de 520 nm. Esto se realizó por triplicado. La 

eficiencia de encapsulación se evaluó mediante las fórmulas propuestas por Wohlfart et al. (2011). 

EE%=
Peso de AIA cargado en Np

Peso de AIA utilizado inicialmente 
 x100; LC%= 

Peso de AIA en la formulación.

Peso de AIA - NP cargadas
 x100 
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Efectividad biológica de Np en plantas de tomate 

 
El experimento se estableció en una cámara bioclimática, a una temperatura de 26 oC, con foto 
periodos de 12 h y una humedad relativa aproximada de 70%. En estas condiciones y en charolas 
de germinación con sustrato estéril se sembraron semillas de tomate variedad Río Grande, al 
alcanzar una altura de 10-15 cm fueron trasplantadas a recipientes plásticos. 
 
Para determinar la efectividad biológica se evaluaron 6 tratamientos: T1= Np sin cargar; T2= Np 
cargadas con AIA grado reactivo 140 mg L-1; T3= Np cargadas con caldo microbiano 140 mg L-1; 
T4= AIA grado reactivo 125 mg L-1; T5= caldo microbiano 125 mg L-1 y T6= testigo absoluto, se 
tomó una planta como unidad experimental y cada uno de los tratamientos conto con ocho 
repeticiones. Los tratamientos fueron aplicados al momento del trasplante, así como a los 15, 30 y 
45 días después de la primera aplicación. 
 
Estas se realizaron con ayuda de atomizadores asperjando directamente sobre el follaje de las 
plantas y la cantidad utilizada fue a punto de roció, la concentración de los tratamientos se estimó 
en relación al peso seco obtenido a partir de la producción de nanopartículas y el contenido de 
hormona encapsulado, por lo que los tratamientos se prepararon a partir de la disolución del 
producto obtenido del secado por liofilización y posteriormente resuspendidos en un volumen de 
agua estimado a partir del gasto generado en una prueba preliminar para cubrir completamente el 
follaje de una planta de tomate con las condiciones previamente establecidas. 
 
Se recolectaron datos respecto a los parámetros morfométicos presentados por las plantas los cuales 
fueron: diámetro de tallo, altura de planta, numero de hojas y contenido de clorofila expresado 
mediante unidades SPAD 502 (Minolta). Los resultados obtenidos fueron analizados con la prueba 
de comparación de medias Tukey al 0.05% de significancia, utilizando el programa SAS. 
 

Resultados y discusión 
 

Producción de AIA mediante fermentación liquida 
 
La producción de AIA a partir de B. theobromae se logró mediante la fermentación liquida en un 
medio rico en de hidratos de carbono. De acuerdo con la cuantificación de AIA obtenido por la 
cepa utilizada, se determinó que esta produce en promedio una concentración final de 125 ppm. 
 
Investigaciones realizadas han demostrado que la cepa de B. theobromae tiene la capacidad de 
producir esta hormona, Castillo (2014) quien realizo un trabajo similar al de este trabajo con dos 
cepas de B. theobromae obtuvo valores diferentes de producción de 176 y 130 ppm de AIA. Lo 
que indica que la producción de AIA es influenciada por la capacidad que pueden tener las 
diferentes cepas de B. theppbromae para producir esta hormona. 
 
Caracterización de Np 

 
El tamaño de la Np ALG/QS presentaron valores de 123 ±23.5 nm, para las Np de ALG/QS/AIA 
de 247 ±26.6 nm y finalmente para las Np de ALG/QS/caldo los valores obtenidos fueron de 220 
±10.1 nm, lo que sugiere que posiblemente la adición de la hormona sintética, así como la adición 
del filtrado de caldo de fermentación no afecto la estructura de las Np, sin embargo, si aumento el 
tamaño en comparación con las Np no cargadas. 
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Este comportamiento se puede atribuir a la interacción que se dio entre los biopolímeros y las 

hormonas adicionadas, cuando el compuesto se mezcla con una solución de alginato a pH 7, 

adquiere una forma catiónica que interactúa fuertemente con el alginato cargado negativamente, se 

cree que la interacción iónica generada está contribuyendo a la disminución del tamaño y la 

dispersión (Cuadro 1) (Choe et al., 2005). 

 
Cuadro 1. Valores obtenidos de tamaño de partícula, potencial Z, PH y peso de NP formadas por 

ALG/QS, ALG/QS/AIA Y ALG/QS/caldo. 

Características ALG/QS ALG/QS/AIA ALG/QS/CALDO 

Tamaño (nm) 123 ± 23.5 247 ± 26.6 220 ± 10.1 

Potencial zeta (mV) -31.1 ± 0.57 -30.33 ± 2.3 -33.63 ± 4.09 

pH 3.5 ± 0.26 3.13 ± 0.2 3.10 ± 0.26 

Peso (g) 0.08 ± 0.01 0.1 ± 1.69 0.37 ± 0.46 

±= desviación estándar; ALG/QS= alginato/quitosan; ALG/QS/AIA= alginato/quitosan/ácido indolacético; 

ALG/QS/caldo= alginato/quitosan/caldo microbiano. 

 

La literatura menciona diferentes tamaños de Np de ALG/QS, utilizando la misma técnica; un 

ejemplo es lo reportado por Azevedo et al. (2014), quienes obtuvieron Np’s con tamaños de 100-

120 nm, mientras que Rampino et al. (2013), produjeron nano partículas de tamaño de 500 nm y 

4000 nm las cuales muestran tamaños más grandes que los obtenidos en este trabajo. Esto pudo 

deberse a la interacción química con el alginato cargado negativamente. 

 

El estudio de caracterización de las Np comprobó que en promedio los valores de potencial Zeta 

para las Np’s de ALG/QS fue de -31.1 mV (Cuadro 1). La potencial zeta indica la estabilidad 

coloidal, tomando como referencia que las partículas con potencial Zeta por encima de +30 mV o 

por debajo de -30 mV generalmente se consideran estables (Silva et al., 2011). 

 

Las cargas se relacionan con los componentes que fueron utilizados en la producción de las Np, se 

tienen reportes de que el potencial Zeta negativo en Np de ALG/QS es debido a los grupos 

carboxilo del alginato de sodio, los cuales se encuentran ionizados a pH 4.9 (Costa et al., 2015). 

En relación con la estabilidad química de los polímeros evaluados, el pH final de las Np’s ALG/QS, 

ALG/QS/AIA y ALG/QS/CALDO fue de 3.5, 3.13 y 3.1 respectivamente, siendo estos valores 

similares entre ellos sin ningún cambio significativo, lo que indica la ausencia de hidrolisis de los 

sistemas utilizados. 

 

La capacidad de las Np de ALG/QS para encapsular AIA así como el caldo de fermentación se 

evaluó a través de la determinación de la eficiencia de encapsulación y la capacidad de carga (CC). 

La EE de AIA en el Np fue de 90%, comportamiento similar se presentó en el estudio realizado 

por Zhang et al. (2010), quienes obtuvieron una EE entre 58 y 80%, mientras que Azevedo et al. 

(2014) obtuvieron 55% de EE. 

 

Los altos niveles de eficiencia de encapsulación en biopolímeros con sustancias bioactivas y el 

menor tamaño de las Np obtenidas en este trabajo puede atribuirse a la interacción químicas que se 

presenta entre los iones de Ca2+ de las moléculas de alginato de sodio y quitosan (De Melo et al., 

2013). 
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Efectividad biológica 

 

Los resultaos obtenidos a partir de las mediciones morfométricas demostraron, que en relación con 

la variable de altura de planta los tratamientos mostraron una diferencia estadística contra el testigo 

absoluto, pero no entre ellos (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Actividad biológica de los diferentes tratamientos sobre plantas de tomate a los 45 días 

después de la primera aplicación de los tratamientos. a) altura de la planta; b) diámetro de 

tallo; c) número de hojas; y d) clorofila en hojas. El análisis estadístico utilizado fue Anova 

(Tukey, p≤ 0.05), donde valores con misma letra son estadísticamente iguales. 

 

Todos los tratamientos indujeron una mayor altura en relación con el testigo absoluto, siendo el 

tratamiento de AIA grado reactivo el que otorgo mayor altura numérica con un valor de 56.6 ±3.3 

cm seguido del Np cargadas con caldo microbiano y Np sin cargar con 55.3 ±3.21 cm. 

 

La mayor altura de planta obtenida en los tratamientos se atribuye a la aplicación de las auxinas, 

así como a los compuestos con posible actividad biológica no identificados presentes en el caldo 

microbiano, de igual manera se tienen reportes de que el CaCl2 usado en la producción de las Np 

disminuye el estrés en plantas teniendo un incremento en la calidad y tamaño de estas (Santo-

Pereira et al., 2017). 
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Con respecto al diámetro de tallo se pudo observar que se presentaron diferencias estadísticas entre 

los tratamientos (Figura 1), siendo el tratamiento de AIA grado reactivo quien presentó un diámetro 

de tallo mayor al obtenido por el testigo absoluto teniendo este un diámetro de 5.52 ±0.04 cm y el 

AIA grado reactivo 6.74 ±0.34 cm. 

 

El incremento observado por la aplicación exógena de AIA puede ser debido a que esta promueve 

el desarrollo y aceleración de la división celular en plantas (Xu et al., 2012), en este sentido Hadi 

et al. (2010) observaron un aumento en el crecimiento de la planta, así como un aumento en la 

biomasa por la aplicación por aspersión de AIA. En cuanto a las Np, el aumento del diámetro puede 

atribuirse a la acción bioestimulante del alginato sobre varios procesos fisiológicos en las plantas, 

tales como: la elongación de raíces y la división celular (Hussein & Hamideldin, 2014). 

 

En el caso de número de hojas, el análisis estadístico mostró diferencia significativa entre los 

tratamientos contra el testigo absoluto (Figura 1). De los tratamientos aplicados a las plantas de 

tomate, se demostró que el tratamiento de Np cargadas con caldo microbiano fue quien indujo una 

mayor producción de hojas en las plantas. En este sentido se ha reportado que el aumento de 

biomasa aérea puede ser estimulado para su potencialización con la aplicación exógena de diversas 

concentraciones de AIA en una amplia variedad de plantas (García-Corzo, 2015). 

 

Para el caso de la clorofila en hojas, se observó diferencia estadística entre los tratamientos contra 

el testigo absoluto, mientras que entre los tratamientos el tratamiento con Np cargado de AIA 

reactivo fue quien produjo el mayor nivel de clorofila en las hojas con un valor de 48.82 ± 6.35 

unidades SPAD. Esto puede ser debido a que la aplicación exógena de fitohormonas como el AIA 

acelera la actividad biológica, lo que ocasiona un aumento en la actividad fotosintética y un 

incremento en la clorofila de las hojas (Tucuch-Haas et al., 2015). 

 

Conclusiones 
 

Mediante la fermentación líquida de B. theobromae se produjo AIA, el cual posteriormente fue 

utilizado de manera óptima como principio activo en la formación de Np de ALG/QS. La 

evaluación físico-química de las Np cargadas con AIA presentaron una estabilidad y un nivel de 

eficiencia de encapsulación superior al mencionado por la literatura, de igual forma la evaluación 

de eficiencia biológica en condiciones controladas para el desarrollo de plantas de tomate 

presentaron resultados superiores con respecto al tratamiento testigo utilizado, demostrando que la 

aplicación de nanosistemas cargados con bioestimulantes de origen microbiano resultan 

beneficiosos en el incremento de parámetros morfológicos de hortalizas de interés comercial. 
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