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El objetivo de este estudio fue determinar el cambio en el tiempo de la
concentracion de &cido salicilico (AS), asi como el cambio en el contenido
catalasa (CAT) y la capacidad antioxidante total (ANT) estimulados por la
aplicacién y residualidad del AS en el tejido foliar de tomate (Solanum
lycopersicum L.) en invernadero bajo dos condiciones de salinidad (0 y 100 mM
de NaCl) y la repercusion de estos componentes sobre el peso de fruta. El
experimento se dividid en dos etapas: (1) aplicacién foliar en plantulas de
tomate de AS a 10“ M y agua destilada como control, y posterior determinacion
del AS en el tejido foliar cada 48 hrs, y (2) aplicacion foliar en plantas adultas de
tomate de AS a 10* M y un control a base de agua destilada, en dos
condiciones de desarrollo 0 y 100 mM de NacCl, y posterior determinacion de AS
y CAT alas 12, 24, 48, 144 y 240 h, asi como ANT a las 48 y 144 h después de

la aplicacion.



Dos dias después de una primera aplicacion (en plantulas de 30 dias de
edad) la concentracion de AS foliar alcanzé un méaximo de 8 pg g, el doble de
lo observado en el testigo. Esta concentracion disminuyé paulatinamente hasta
gue ocho dias después iguald al testigo. Una segunda aplicacién realizada en
plantas de 42 dias de edad mostrd practicamente la misma respuesta, pero con
la diferencia de que la disminucion del AS fue muy rapida, igualando a la
concentracion del testigo en dos dias. La aplicaciéon de AS bajo las condiciones
de este ensayo no presento ningun beneficio al peso de raiz y tallo, ain en los
momentos cuando se presentd la mayor concentracion en el tejido.

En plantas adultas, la concentracion de AS en el tejido foliar mostré un
comportamiento dindmico similar al encontrado en plantulas (con valores
superiores a los 12 pg g* de AS en el tejido), asi mismo, algo similar ocurrié
con el contenido de CAT y ANT dias después de la aplicacién, incrementando el
valor de estos compuestos a las 24 h, alcanzando sus valores maximos a las 48
para caer a las 48 6 144 h. Aplicaciones posteriores de AS se comportaron de
forma similar, aunque con mayor tiempo de residualidad del AS en el tejido
foliar (tiempos de 24, 48 y 144 h para la primera, segunda y tercera aplicacion
respectivamente). La condicién salina utilizada (100 mM de NaCl) por si sola no
mostrd efecto sobre la dinamica del AS y CAT, sin embargo mostré reduccién
en el peso de fruta. La aplicacion de AS foliar sin estrés manifiesto (0 mM de
NaCl), presentd incrementos en CAT, ANT y AS de forma significativa, asi
mismo la aplicacion de AS bajo condiciones de salinidad (100 mM de NacCl)
presentd los valores méas elevados de CAT, ANT y AS, sin embargo no indujo
cambios en el peso de fruta con respecto al testigo salino. Lo anterior indica que
el efecto residual del AS al aplicarse cada 15 dias a 10” M, induce una
dinamica con valores significativos de moléculas relacionadas con tolerancia al
estrés (CAT, ANT y el mismo acido salicilico) que incrementan peso de fruta sin

estrés manifiesto, sin ser asi bajo una condicion salina 100 mM de NacCl.
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ABSTRACT
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The aim of this study was to determinate the change in the time of the
concentration of salicylic acid (SA), as well as the change of catalase activity
(CAT) and total antioxidant capability (ANT) stimulated by the application and
residuality of SA on leaf tissue of tomato (Solanum lycopersicum L.) into
greenhouse under two salinity conditions (0 y 100 mM de NaCl) and the
repercussion of this components under the fruit weigh. The experiment was
divided into two phases: (1) spraying on tomato seedlings of SA to 10* M and
water as control, and a post evaluation of SA into the leaf tissue every 48 h, and
(2) spraying on tomato plants of SA to 10* M and water as control, under two
salinity conditions (0 y 100 mM de NaCl), and next, the determination of SA and
CAT at 12, 24, 48, 144 y 240 h, and ANT at 48 and 144 h after application.

Two days after the first application in seedlings (30 days old plants) the
SA foliar concentration reached a maximum of 8 pg g, i. e. twice the amount
observed in the control plant. This concentration gradually decreased until it
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reached the level of control plants eight days later. A second application showed
actually the same response, but with a difference, the decrease in SA was very
fast, equaling the concentration of the control in two days. The SA application
under the conditions of this assay did not cause any differences in the root and
stem weights, not even at the moments it showed the highest concentration in
the tissue.

In plants, the concentration of SA in leaf tissue showed a dynamic
behavior similar to that found in seedlings (with values higher than 12 pg g* of
SA in the tissue), at the same time something similar showed the CAT and ANT
days after spraying, increasing the value at 24 h, achieves its maximum values
at 48 h to decrease to 24 or 144 h. Subsequent applications of SA had the same
behavior, but with more time of residuality into the leaf tissue (times of 24, 48
and 144 h to the first, second and third application respectively). The salinity
condition (100 mM de NacCl) alone didn’t show effect on the dynamic of SA and
CAT, but it showed reduction on the fruit weight. The application of SA without
manifest stress (0 mM NaCl) showed significative increases in CAT, ANT, AS
and fruit weight, but on the other hand the application of SA under salinity
conditions (100 mM NacCl) showed the highest values in CAT, ANT y AS,
nevertheless it didn’t induce changes in the fruit weight with respect to control.
This indicates that the residual effects of SA when it’s sprayed every 15 days to
10“ M, induces a dynamic with significative values of molecules related with
stress tolerance (CAT, ANT and the same SA) that increase fruit weight under
condition without stress, without being well under saline condition of 100 mM de
NacCl.
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|. INTRODUCCION

Dentro de las plantas, las hormonas tienen un papel muy importante
modificando el crecimiento y desarrollo al inducir un despliegue de procesos
celulares, fisiologicos y morfologicos (Ashraf et al.,, 2010), en afios recientes
algunos grupos de hormonas han sido identificadas, tal es el caso de los
salicilatos, a los cuales también se les ha llamado compuestos de sefializacion
(o elicitores), ya que no solo estan envueltos en el crecimiento y desarrollo de
la planta, si no también actian como mediadores de las respuestas de las
plantas al ambiente (Khan et al., 2010; Purcarea y Cachita-Cosma, 2010). El
grupo de los salicilatos, incluye el &cido salicilico (AS), el cual se encuentra de
forma natural en las plantas desempefiando papeles importantes en cuanto a
crecimiento (Noreen et al., 2009; Purcarea y Cachita-Cosma, 2010), ademas
de participar como parte de las sefiales internas que regulan la respuesta de la
defensa de las plantas contra condiciones biéticas (Girling et al., 2008; Zhang
et al.,, 2009), y abidticas (Ashraf et al, 2010; Hussain et al.,, 2011a). Se ha
determinado que al aplicar el AS de forma exégena, este, induce tolerancia al
estrés, mejorando la respuesta biolégica de la planta frente a factores adversos
de crecimiento (Noreen y Ashraf, 2008; Poor et al., 2010), estimulando cambios
en las concentraciones de una gran cantidad de compuestos de la planta
(Kaidan et al., 2006; Fatma, 2007; Hussain et al., 2007; Karlidag et al., 2009;
Azooz y Yousef, 2010), dentro de los cuales se puede mencionar a los
antioxidantes o capacidad antioxidante total (ANT) (Azooz, 2009; Khalili et al.,
2010) que son una via de defensa de las plantas a los compuestos dafiinos
formados durante una condicion adversa (Urbani et al., 2008; Miller et al.,
2010), siendo de gran importancia los antioxidantes enzimaticos, dentro de los
gue se encuentra la catalasa (CAT), quien se encarga de la degradacion del

peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno, evitando con ello la formacion de



radicales libres (Bettaieb et al., 2007; Mahdavian et al., 2007; Ortega-Ortiz et
al., 2007; Barba-Espin et al., 2011).

La utilizacion del acido salicilico en la practica agricola parece tener
potencial desde el punto de vista comercial, considerando los resultados
positivos encontrados en diferentes ensayos (Khodary, 2004; Gemes et al.,
2008; Noreen y Ashraf, 2008; Azooz, 2009; Jabbarzadeh et al., 2009; Najafian
et al.,, 2009; Noreen y Ashraf, 2009; El-Khallal et al., 2009; Villanueva et al.,
2009; Azooz y Youssef, 2010) y es cada vez mas claro que el uso de
compuestos de este tipo se torna una necesidad considerando que los
estandares actuales de produccion exigen la disminucién del uso de pesticidas
(Ozeretskovskaya y Vasyukova, 2001; Edreva, 2004; Esmailzadeth et al., 2008).
En ese sentido, la literatura cientifica y los trabajos técnicos realizados para el
registro legal de productos cuyos ingredientes activos contienen elicitadores
como el salicilico han reportado incrementos o decrementos de concentraciones
de sustancias antioxidantes (como catalasa) en el tejido vegetal a un
determinado tiempo de realizada la aplicacion exdgena y han dejado de lado
presentar el tiempo de residencia de esta hormona en los tejidos vegetales y/o
su efecto inductor residual en la generacion de moléculas antioxidantes, lo que
seria de importancia para determinar el tiempo éptimo entre aplicacion vy
aplicacion (Larque-Saavedra et al., 2010) para hacer mas efectiva la aplicacion
de este material, que se sabe auxilia a las plantas bajo condiciones de estrés.
De lo anterior se desprende la presente propuesta de investigacion que tiene

por objetivos:

Objetivo general

Determinar la residualidad del acido salicilico en hojas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) en invernadero después de la aplicacion exdgena del
compuesto y su efecto sobre la formacién de moléculas relacionadas con la

tolerancia al estrés.



Obijetivos especificos

e Determinar la residualidad del acido salicilico en hojas de plantulas y
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) en invernadero después de la
aplicacion exdgena.

» Determinar la relacion entre el cambio en la concentracion del AS en el
tejido foliar y la actividad catalasa y la capacidad antioxidante total del tejido
foliar de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) bajo dos condiciones
de salinidad (0 y 100 mM de NacCl).

Hipétesis

La residualidad del AS en el tejido foliar de tomate tiene influencia directa sobre

la presencia de las moléculas antioxidantes: catalasa (CAT) y capacidad
antioxidante total (ANT).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Compuestos de Sefalizacion

Ademés de las hormonas vegetales conocidas comunmente (citocininas,
auxinas, giberelinas, acido abscisico y etileno), otros compuestos reguladores
del crecimiento han sido identificadas en las dos Ultimas décadas, tal es el caso
de los brasinoesteroides, el oxido nitrico, poliaminas, triacontanol, &cido
ascorbico, tocoferol, los salicilatos y los jasmonatos, a los cuales también se les
ha llamado compuestos de sefializacidn, elicitores o inductores de resistencia,
ya que no solo estan envueltos en el crecimiento y desarrollo de la planta, si no
también actian como medidores de las respuestas de las plantas al medio
ambiente (Bishop y Koncz, 2002; Kim et al., 2008; Hussain et al., 2011b).

Los elicitores son sustancias que inducen proteccibn o inducen
respuestas de adaptacion ante el estrés en las plantas, llamados inductores
cuando se inicié su investigacion, siendo reconocidos por su induccion en la
formacion de fitoalexinas (Ozeretskovskaya y Vasyukova, 2001; Radman et al.,
2004), sin embargo hoy dia se reconoce como elicitor a cualquier compuesto
gue estimule algun tipo de defensa en las plantas (Angelova et al., 2006)
basando su efectividad principalmente en la activacion e incremento de
metabolitos secundarios de las plantas (Zhao et al., 2005; Sharma et al., 2011).

En base a su naturaleza los elicitores, pueden ser divididos o clasificados
como bioticos y abioticos:

Los elicitores bidticos , son aquellos que tienen un origen biolégico,
pudiendo ser derivados de los patdgenos (llamados también elicitores
exdégenos) o de las plantas cuando estas son atacadas por algin patdégeno
(Ilamados elicitores enddégenos) (Angelova et al., 2006). Dentro de los elicitores

bidticos se encuentran compuestos como: polisacaridos (pectinas o celulosas



de las paredes celulares de las plantas, asi como quitina, alginato y glucanos de
los microorganismos), oligosacaridos (galacturonidos), péptidos (glutation),
glicoproteinas, lipidos (lipoproteinas y lipopolisacaridos), acidos organicos de
bajo peso molecular (acido salicilico), compuestos fitoquimicos de bajo peso
molecular producidos por las plantas con 6 a 10 C en su conformacion (como
respuesta a dafios fisicos, asi como ataques de roedores, insectos, herbivoros,
hongos, virus y bacterias) y proteinkinasas.

Los elicitores abioticos.  Son aquellos que no tienen origen bioldgico y
son divididos en factores fisicos (heridas mecanicas, radiacion UV, alta
salinidad, alta o baja osmoralidad, temperaturas extremas, aire con particulas
pequefas, sequia, 0zono o alta presion) y compuestos quimicos, los cuales a
su vez son subclasificados como: compuestos quimicos simples (sales
inorganicas, metales pesados, algunos quimicos que alteran la integridad de la
membrana), compuestos quimicos contaminantes (metales pesados, pesticidas
y aerosoles) y falta de estos compuestos quimicos, es decir falta de nutrientes
(Endreva, 2004; Angelova, et al., 2006; Sharma et al., 2011).

Los elicitores son capaces de inducir diferentes modos de defensa de las
plantas, incluyendo la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), la
respuesta hipersensible y la formacion de fitoaleaxinas (Montesano et al., 2003;
Endreva, 2004).

La cantidad de informacion acumulada hoy en dia (por medio de diversos
tipos de analisis, como: secuencia de genes, expresion de genes-trascripcion,
disefio de proteinas, perfiles de metabolitos y compuestos lipidos) ha llevado a
encontrar nuevas sefiales de como las plantas responden al estrés bidtico y
abidtico, en base a un programa de desarrollo y crecimiento en el ciclo de vida
de la planta (formacién de nuevos compuestos que estimulan cambios en las
plantas para inhibir oxidacion, estimular otros compuestos utiles en las plantas,
etc.), el cual es enlazado y estimulado por las hormonas, dentro de las cuales
se ha puesto mucho interés al grupo de los salicilatos (Ashraf et al, 2010;

Ogawa, et al., 2010; Purcarea y Cachita-Cosma, 2010).



2.2. Acido salicilico

El acido salicilico (SA) se encuentra en las plantas de forma natural y
juega papeles importantes en cuanto a crecimiento y procesos relacionados a la
fotosintesis al mejorar la actividad de los cloroplastos, absorcion y trasporte de
nutrientes, incrementar la actividad de enzimas antioxidantes, provocar cambios
en la anatomia de las plantas e incrementar el rendimiento (Chandra et al.,
2007; Noreen et al., 2009; Khan et al., 2010; Purcarea y Cachita-Cosma, 2010),
ademas de lo citado, se considera de gran importancia, ya que esta envuelto en
sefales internas que regulan la respuesta de la defensa de las plantas contra
condiciones bidticas haciendo referencia a plagas y enfermedades, al estimular
la formacion de sustancias que repelen a los herbivoros, atraen a sus enemigos
naturales, estimulan la formacion de sustancias que inhiben o provocan la
muerte de las células dafiadas o dafiinas, presenta influencia directa entre H,O,
y glutation (GSH) para generar homeostasis redox dentro de la célula (Mateo et
al., 2006; Girling et al., 2008; Zhang et al., 2009), y abidticas como temperatura,
sales, exceso o falta de humedad, etc., al incrementar los niveles de enzimas
antioxidantes, elevar el nivel endégeno de hormonas, inducir la aparicién de
proteinas de defensa, entre otras acciones (Kodary, 2004; Wang vy Li, 2005; He
y Zhu, 2008; Yusuf et al., 2008; Yildirim et al., 2008; Azooz, 2009; Noreen et al.,
2009; Najafian et al., 2009; Karlidag et al., 2009; Azooz y Youseef, 2010;
Asharaf et al., 2010; Khan et al., 2010; Wang et al., 2010), alterando en primera
instancia la composicién bioquimica de la célula seguida de cambios genéticos
(Mustafa et al., 2009).

El &cido salicilico (&cido orto-hidroxibenzoico), es un compuesto fendlico,
se identificod por primera vez en la corteza del sauce (Salix sp) y fue aislado del
metabolismo de la salicina (glucésido amargo) donde se le denominé salicyl
alcohol glucésido para posteriormente llamarle &cido salicilico (Hayat y Ahmad,
2007), el compuesto original (salicina) mediante hidrdlisis libera glucosa y
alcohol salicilico que puede ser convertido en &cido salicilico o salicilato (que

junto con el acido acetilsalicilico y el metil salicilato conforman el grupo



denominado salicilatos). El acido salicilico en forma libre, es un polvo cristalino
gue se funde entre 157 y 159 °C, es moderadamente soluble en agua, pero
soluble en solventes organicos, el pH de la solucion acuosa es de 2.4 tienen un
peso molecular de 138.12 g M*, una formula molecular C;HgO3z, un ndimero
CAS 67-72-7 (Sigma-Aldrich).

Se tienen dos posibles caminos de donde deriva el acido salicilico
iniciando con el acido shikimico, seguido de la fenilalanina para llegar al acido
cinnamico: el primero de ellos es via la de la siguiente descarboxilacion de
acido cinnamico para generar acido benzoico, el cual al experimentar
hidroxilacion resulta en acido salicilico (Yalpani et al., 1993; Métrauz, 2002) y
una segunda ruta donde el componente derivado de la fenilalanina antes del
acido salicilico aun no es caracterizado. A las anteriores se suma la ruta via

biosintesis de Corismato (Métrauz, 2002).

2.3. Concentracion del acido salicilico en tejidov  egetal

El acido salicilico (AS) se encuentra en todos los érganos de las plantas
en forma libre o en forma conjugada (glucésidos y esteres, amidas, acidos
dihidroxibenzdicos, siendo las formas activas el ester metil salicilato y el mismo
AS), a excepcion de algunas plantas como el arroz (Oryza sativa L.) y la papa
(Solanum tuberosum L.) que generalmente presentan la mayor parte del AS
endégeno en forma conjugada (Wildermuth, 2006). Se ha identificado que
cuando se requiere de AS, una parte de ello proviene de las reservas de formas
conjugadas (Wildermuth et al., 2001) mientras que otra parte proviene de la
formacion de este, gracias a la actividad de la enzima fenilalanina aminoliasa y
la isocorismato sintetasa (Panina et al., 2004; Holuigue et al., 2007). La
cantidad de AS se incrementa en el tejido vegetal como respuesta a factores
adversos o cambios en el desarrollo de las plantas, inmediatamente después de
gue dicho factor es percibido, seguido de un incremento o decremento en los
conjugados, por lo que las lecturas realizadas de AS presentan un

comportamiento dindmico entre los conjugados y el acido salicilico libre, que la



planta formula para su auxilio o reserva dependiendo de la necesidad de estas
(Enyedi et al., 1992; He et al., 2007; Ogawa et al., 2010).

Bajo diferentes condiciones de estudio se han reportado valores de AS
en tejido vegetal tan bajos cercanos a 13 ng g de peso fresco (PF) (Raskin et
al., 1990), hasta valores tan altos como los reportados por Ogawa et al. (2010)
en Arabidopsis como respuesta a un estimulo fisico alcanzando valores de 5
mM (660 pg g* de PF, valor que sumado a sus conjugados alcanzaba los 12
mM, es decir 1600 ug g* de PF). Estos rangos en las concentraciones de AS en
el tejido vegetal se pueden ver modificados dependiendo las condiciones de
estudio, siendo las mas comunes:

Cultivar manejado . Dentro de una misma especie manejada, los
cultivares pueden contener diferentes cantidades de AS enddgeno, Igbal y
Ashraf (2006) en semillas de trigo (Triticum aestivum L.) bajo tratamiento
“priming” con benciladenina (BAP) encontraron valores de AS de 2.6 pg g de
PF en el cv. MH-97 en comparacién con 1.8 ug g™ de PF en el cultivar Inglab-
91, asi mismo cuando el tratamiento “priming” fue con Kinetina los valores de
AS endégeno variaron mas, teniendo 3.6 y 1.3 ug g* de PF para los cv. MH-97
y Ingbal-91 respectivamente, (presentando los testigos 2.3 y 1.1 pug g* de PF
para los cv. MH-97 y Ingbal-91 respectivamente).

Etapa fenoldgica . Dependiendo la etapa fenologica Abreu y Munne-
Bosch (2009) en plantas de Arabidopsis thaliana bajo condiciones controladas
de luz encontraron cambios en la concentracién de AS endogeno, siendo de 1.5
ug g* de PF durante la germinacion, 0.7-0.9 ug g* de PF durante el desarrollo
vegetativo y alcanzando valores méximos de 2.4 pg g* durante la floracion.

Factores bidticos y abidticos . El acido salicilico ha sido estudiado en
su gran mayoria como inductor de resistencia a factores adversos (biéticos y
abidticos), donde la concentracion de este en el tejido vegetal siempre es
modificada con respecto a un testigo sin factor adverso. Diversos trabajos han
cuantificado el AS en tejido vegetal utilizando factores bidticos tales como: virus
(MVT) que en hojas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) han presentado valores
maximos de AS de 0.35 pg g* de PF (Yalpani et al., 1991; Park et al., 2007)



hasta 10 pug g* de PF (Shulaev et al., 1995), 4caros (Tetranichus urticae Koch)
sobre hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) donde se encontraron valores nueve
veces mayores que el testigo (sin &caros) alcanzando los 12 pg g™ de PF a las
24 h de provocado el estimulo (He et al., 2007), insectos como el gusano
bellotero (Helicoverpa armigera Hubner) sobre plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) presentando valores de hasta 0.68 pM g™ (91.12 pg g™ de PF)
seis veces mayores en comparacion con el testigo sin dafio (Peng et al., 2004).
De igual forma se ha reportado la concentracion de AS enddégeno como
respuesta a algunos factores abioticos: altas temperaturas en plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum L.) encontrado hasta 3 pg g* de PF a las 60 h después del
tratamiento (Malamy et al., 1992), condiciones salinas en plantulas de arroz
(Oryza sativa L.) encontrando hasta 65 pg g* de PF mientras que el testigo
presento 30 ug g™ de PF a las 24 h (Hiroko et al., 2010), entre otros.
Aplicaciones de AS . Las aplicaciones de AS de forma foliar o al sustrato
también reportan modificaciones a la concentracién del AS enddgeno bajo
algun factor de estrés: Enyedi et al. (1992) encontraron que las células
infectadas con virus del mosaico del tabaco (VMT) alcanzaban valores de 3.5 a
6.0 pug g de PF después de 144 h de aplicar el AS (25 y 100 uM) en el medio
de cultivo (mientras el testigo infectado contenia 2.0 pg g* de PF),
Esmailzadeth et al. (2008) al aplicar AS (400 uM) sobre plantas de tomate con
problemas de Alteranria alternata encontrd resultados positivos e incremento el
AS endégeno hasta valores de 10.4 pg g* de PF (mientras que las plantas sin
la aplicacion presentaron 3.2 ug g* de PF), Barbaus-Larson y Jacobsen (2007)
e lwai et al. (2007) al aplicar de probenazole (50 ppm) en remolacha azucarera
(Beta vulgaris L.) y arroz (Oryza sativa L.) respectivamente determinaron
concentraciones de AS préximas a 3.1y 7.3 ug g* de PF respectivamente. Asi
mismo la dosis aplicada de AS puede influir sobre el contenido de este sobre el
tejido vegetal, tal y como lo corrobor6 Norman et al. (2004) quienes en cultivo
de células de tabaco encontraron mayor concentracién de AS donde se aplicé 1
mM, seguido de 0.1 mM y por ultimo 0.01 mM vy el control, teniendo valores de

4.0 a 0.0 pg g* de PF para la dosis més alta y baja respectivamente a los 30
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min después de aplicar y encontrando Unicamente 0.96 pg g* de PF para la
concentracion de AS mas alta a las 24 h, de igual forma Kim et al. (2009) al
aplicar AS sobre diente de ledn (Taraxacum officinale Wigg) encontraron que la
cantidad enddgena de AS a los 7 dias después de la aplicacion fue de 150 y
175 ng g* de PF para las dosis de 0.5 y 1.0 mM de AS respectivamente.

Es claro que los valores de concentracion enddgena de AS dependeran
del tipo de ensayo aplicado y las condiciones bajo las cuales se lleve a cabo,
manteniéndose como constante la derivacion de una parte del AS libre hacia
formas conjugadas, incluso si esta respuesta se encuentra acompafada de
concentraciones muy altas de AS y tiempos de respuesta tan cortos como 30
minutos (Norman et al., 2004; Chandra et al., 2007).

2.4. Residualidad del acido salicilico en tejido ve  getal

No se conocen estudios encaminados a determinar la residualidad del
AS cuando este es aplicado de forma foliar para determinar el nimero posible
de aplicaciones necesarias para mantener los efectos positivos ante
condiciones adversas durante un ciclo entero de desarrollo (Larque-Saavedra et
al.,, 2010), sin embargo Abreu y Munne-Bosch (2009) determinaron la
concentracion de AS presente en plantas de Arabidopsis thaliana (bajo
condiciones de luz controlada) cada 5 dias a partir de su germinacién y hasta la
floracion determinando los valores mas bajos en el desarrollo vegetativo (5 y 10
dias después de la germinaciéon) y los mas elevados durante la floracién (20
dias después de la germinacion), asi mismo existen reportes donde se ha
determinado el comportamiento del AS a corto plazo después de aplicar el
compuesto o inducir un estrés.

La residualidad o acumulaciéon del AS en el tejido vegetal se presenta
después de la induccién, en tiempos que pueden ir de minutos hasta horas
después de esta, como se menciona a continuacion:

Incrementos de AS foliar en minutos . Incrementos en la concentracion

de AS en el tejido foliar en minutos han sido reportados por: Enyedi et al. (1992)
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guienes reportan que al aplicar AS (72 uM) sobre hojas de tabaco (Nicotiana
tabacum L.) desprendidas de la planta, la concentracion méxima alcanzada (1.5
ug g* de PF) se presenté a las 3 h después de la aplicacion para caer a las 10
h y mantenerse en un valor estable (0.25 pg g* de PF) durante las préximas
horas de evaluacién (50 h), lo que indica una degradacion acelerada del AS en
tejido vegetal sin vida, lo que es similar en cultivos de células, como lo
demostraron Norman et al. (2004) quienes aplicaron AS (de 0.01 a 1.0 mM)
sobre cultivo de células de tabaco (Nicotiana tabacum L.) determinando que el
valor maximo en todas las dosis se presentd a las 0.5 h después de la
aplicaciéon para encontrar valores nulos a las 24 h. Sin embargo Peng et al.
(2004) encontraron el pico de maxima acumulacién de AS a las 0.5 h después
de iniciar el dafio con gusano bellotero (Helicoverpa armigera Hubner) sobre
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) seguido de una caida que igual6
al testigo para volver a elevarse (dentro de las 24 h de evaluacion después del
inicio del dafio) justificando este comportamiento a la fuerte y directa
sefalizacién del AS como respuesta a la alimentacién del gusano.

Incremento de AS foliar a las 24 hrs . Factores abioticos como dafio
mecanico sobre Arabidopsis thaliana incrementan la concentracion de AS en el
tejido foliar de forma significativa a las 24 h para posteriormente presentar
caidas sin alcanzar su valor inicial a las 48 h después de la herida (Ogawa et
al., 2010), valores de tiempo similares se han reportado con la aplicacion de
materiales inductores de tolerancia como el Inabenfide (Hiroko et al., 2010), sin
embargo opuesto a esto Barbagus-Larson y Jacobensen (2007) reportan que
no hubo incremento en la concentracién de &cido salicilico en remolacha
azucarera (Beta vulgaris L.) tras la aplicacion de diferentes elicitores
(Azibensolar-S-metil, Bacillus micoides y Probenazole) durante 48 h de
evaluacion. Factores bidticos como la inoculacion de virus (MVT) incrementan
en tabaco (Nicotiana tabacum L.) la concentracion de AS foliar pasadas 24 h 'y
alcanzar los valores maximos a las 56 h (Malany et al., 1992) 6 96 h después de
la inoculacion (Park et al., 2007), o el estimulo por el acaro (Tetranichus urticae

Koch) sobre hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) que presenta incrementos en
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la concentracion de AS a las 72 h después de la inoculacion con el acaro, para
continuar su incremento sin presentar caida durante todo el periodo de

evaluacion e infestacion (20 dias) (He et al., 2007).

2.5. Moléculas inducidas por el acido salicilico ex 6geno en el tejido

vegetal

El acido salicilico (AS) cuando es aplicado de forma exdgena genera
cambios en las concentraciones de los compuestos celulares que conducen a
una adaptacion de la planta ante un factor adverso (biético o abidtico), mejor
desarrollo de planta y rendimiento (Benavides-Mendoza et al., 2004; Chandra et
al., 2007; Jabbarzadeh et al., 2009; Mady, 2009; Yildirim y Dursum, 2009;
Gharib, 2010; Khan et al., 2010; Purcarea y Cachita-Cosma, 2010).

Existe gran cantidad de reportes donde se han determinado los cambios
en las concentraciones de moléculas o compuestos internos, asi como
procesos y funciones de las plantas como respuesta a la aplicacién de AS en
diversas formas, dosis y cultivos (Ahsraf et al.,, 2010), algunas de las
condiciones mas comunes de trabajo son:

Aplicaciones foliares de AS bajo condiciones de est rés. Buscando
incrementar compuestos internos en las células vegetales que permitan la
adaptacion de las plantas a una condicibn adversa se han manejado
aplicaciones foliares de AS cuyos valores van de 0.0001 a 10 mM en diferentes
cultivos. En plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) He y Zhu (2008)
reportan mayor actividad enzimatica de la superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutacion peroxidasa (GPX), contenido de ascorbato y glutation,
asi mismo disminucién en la peroxidacion de lipidos al aplicar AS (1 mM) en
comparacion con las plantas estresadas con NaCl (100 mM), Ahmend (2009)
encontrd incrementos en la absorcion de K, Ca y Mg asi como reduccion en la
absorcion de Na y CI al aplicar AS (0.01 mM) en comparacion con el testigo
salino (100 mM de NaCl), Shahba et al. (2010) reportan incrementos en los

pigmentos fotosintéticos al aplicar AS (1.5 mM) lo que resultd superior en
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comparacion con el testigo bajo estrés salino (50 mM de NacCl), el mismo
Shahba et al. (2010b) reportan incremento sobre la cantidad de carbohidratos y
reduccion en la cantidad de prolina al aplicar AS (1.5 mM) en comparacion con
el testigo estresado (100 mM de NacCl), Poor et al. (2010) reportan mayor indice
de fijacion de CO,, densidad de flujo fotosintético, y actividad de la RuBisCO al
aplicar AS a 10* M (0.1 mM) y 107 M (0.0001 mM) en comparacién con el
testigo estresado con NaCl (100 y 150 mM), Umebese et al. (2009) reportan
incremento en la actividad de la nitrato reductasa al aplicar AS (3 mM) en
plantas bajo estrés por deficiencia de agua, lo que permiti6 mantener el
desarrollo vegetativo en comparacion con el testigo estresado. En plantas de
maiz (Zea mays L.) Khodary (2004) encontrd incrementos en la actividad de la
RuBisCO, clorofilas, carotenoides, carbohidratos solubles y polisacéridos
cuando aplicé AS a 10% M (10 mM) en condiciones de salinidad (50, 100 y 150
mM de NaCl), asi mismo Gunes et al. (2007) reportan incremento en las
sustancias captadores de luz UV y en los niveles de H,O,, N, Mg, Fe, Mny Cu
al aplicar AS (0.1, 0.5y 1.0 mM) ante una condicion salina (40 mM de NacCl), de
igual forma Tuna et al. (2007) encontraron incrementos en la actividad
enzimatica de la peroxidasa (POD) y disminucién de la SOD y polifenol oxidasa
y mayor absorcion de nutrientes en general cuando aplic6 AS (2 mM) bajo
condiciones salinas (125 mM). En plantas de girasol (Heluanthus annuun L.)
Noreen y Ahsraf (2008) encontraron incremento del indice fotosintético al
aplicar AS a 100 mg L™ (0.75 mM) en comparacién con el testigo salino (120
mM), de igual manera Noreen y Ahsraf (2009) encontraron mayor actividad de
SOD y POD al aplicar AS a 100, 200 y 300 mg L™ (0.75, 1.5 y 2.24 mM) en
plantas de chicharo (Pisum sativum L.) bajo condiciones salinas (120 mM de
NaCl). En plantas de trigo (Triticum aestivum cv. Hassawi) Azoof y Youssef
(2010) reportan incrementos en el contenido de proteinas y carbohidratos
solubles al aplicar AS a 50 mg L™ (0.4 mM) en plantas bajo condiciones de
estrés por sequia (30% humedad), y Erdal et al. (2011) reporta incremento en la
actividad de SOD y CAT vy reduccion del H,O, en las hojas al aplicar AS (0.5
mM) un dia antes del factor de estrés (80 y 100 mM de NacCl). Otros cultivos
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menos citados donde se ha verificado el cambio en la composicion de los
contenidos celulares: Najafian et al. (2009) en tomillo (Thymus vulgaris L.) bajo
condiciones salinas (50-150 mM de NaCl) encontraron decremento en la
conductancia estomatica y el indice de traspiracion al aplicar AS a 150 y 300
mg L™* (1.1 y 2.2 mM), Wang y Li (2005) en uva de mesa (Vitis vinifera L. cv.
Jingxiu) con otro factor de estrés como el calor y el frio determinaron que al
aplicar (previo al estrés) AS a 100 uM (0.1 mM) las actividades de la ascorbato
peroxidasa (APX), glutatién reductasa, monohidroascorbato y el indice redox de
la fuente glutation (GSH) permanecian en niveles altos en comparacion con los
testigos estresados, lo que permitia una mayor adaptacion a este factor de
estrés, posteriormente Wang et al. (2010) en el mismo cultivo (Vitis vinifera L.
cv. Jingxiu) estresado con calor y donde se aplico AS a 100 uM (0.1 mM)
encontré mayor recuperacion de las plantas (en la actividad de la RuBisCO y la
actividad del PSIl) cuando el factor de estrés fue retirado, Hussain et al. (2011)
en violetas (Viola odorata L.) bajo condiciones salinas (100 mM de NacCl)
encontrd reduccion en la absorcién de Na y Cl al aplicar AS a 30 mg L™ (0.22
mM) lo que permitié superar la condicion adversa en comparacion con el testigo
salino.

Aplicaciones foliares de AS sobre plantas sin estré s manifiesto.
Aplicaciones realizadas de AS sobre plantas sin estrés manifiesto han denotado
cambios en los componentes de las células vegetales, El-Shraiy y Hegazi
(2009) en chicharo (Pisum sativum L.) encontraron incrementos en las
concentraciones de clorofila, proteina soluble, fenoles, carbohidratos totales,
sacarosa al aplicarle AS de 10-20 mg L™ (0.075 y 0.15 mM), Chandra et al.
(2007) en caupi o judias (Vigna unguiculata L. Walp) encontrd incremento en
proteinas, azucares solubles, actividad de la peroxidasa y clorofila al asperjar
AS a 0.02 % (2.5 mM) variando el efecto de acuerdo al cultivar manejado,
Gharib (2010) en albahaca dulce (Ocimum basilicum L.) y orégano (Marjorana
hortensis L.) encontré incremento en carbohidratos totales, proteina cruda,
aminoacidos totales, prolina, clorofila, microelementos y aceites esenciales al

asperjar AS (0.01 y 0.1 mM), Kim et al. (2009) en diente de leén (Taraxacum
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officinale Wigg) encontraron modificacion en la cantidad de flavonoides vy
giberelinas (incrementd AG9 y AG4, y redujo AG20 y AG1) al asperjar AS (0.5y
1.0 mM), Villanueva-Coch et al. (2009) en crisantemo (Chrysanthemum
morifolium (Ramat) Kitamura) reporta incrementos en N, P y K después de
aplicar AS a 10°®, 10® y 10'° M (0.001, 0.00001 y 0.0000001 mM), Khokon et al.
(2010) en Arabidopsis thaliana determinaron mayor cierre estomatico (de forma
independiente al incremento de Ca, incremento de especies reactivas de
oxigeno en las células guarda e inactivacion de los canales de K), Yildirim y
Dursun (2009) en tomate (Solanum lycopersicum L.) detectaron mayor
incremento en la cantidad de clorofila al aplicar AS de 0.25 a 1.0 mM.
Aplicaciones de AS sobre semillas (“priming”). Ensayos donde se ha
manejado tratamiento “priming” con AS, para posteriormente hacer germinar y
crecer las plantas sobre condiciones adversas han reportado cambios en las
concentraciones internas de los compuestos de las células lo que ha permitido
mejor desarrollo de las plantas. Deef (2007) en semillas de trigo (Triticum
aestivum L.) y cebada (Hordeum vulgare L.) imbibidas en solucién de AS (0.05
mM) y posterior germinacion bajo condiciones de salinidad (150 mM de NacCl)
encontraron incrementos en los contenidos de prolina a los ocho dias después
de la germinacion generando tolerancia al factor adverso, también en cebada
(Hordeum vulgare L.) El-Tayeb (2005) aplicando AS (1 mM) a semillas y
poniéndolas a germinar en condicién salina (50, 100, 150 y 200 mM) encontré
incrementos en el contenido de agua, pigmentos fotosintéticos, actividad de la
peroxidasa, asi como descenso en la concentracion de proteinas solubles, Na,
peroxidacion de lipidos y fuga de electrolitos en comparacién con el testigo
salino, Sakhabutdinova et al. (2003) en semillas de trigo (Triticum aestivum L.)
imbibidas en AS a 0.05 mM de AS y someterlas a germinacién en medio con
3% de NaCl reportd6 mejor respuesta al decremento de citocininas y AlA,
Kaydan et al. (2007) también en semillas de trigo (Triticum aestivum L.) al
aplicar 0.001, 0.1 y 10 mM de AS y exponerlas a un medio a 8 dS m™ reportan
incremento en los contenidos de carotenoides y clorofila, Purcarea and Cachita-

Cosma (2010) al impregnar semillas de maiz (Zea mays L.) con solucién de AS
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(0.05 mM) encontraron incrementos en la actividad enzimética de la POD para
evitar pérdida de clorofila ante 150 mM de NacCl.

Aplicaciones al medio de cultivo.  Se han realizado aplicaciones de AS
al medio de cultivo, presentandose incrementos en compuestos internos de las
plantas, Janda et al. (1999) en plantulas de maiz (Zea mays L.) al aplicar AS
(0.5 mM) al medio de cultivo encontraron incrementos en la concentracion de
gliacol peroxidasa y glutation peroxidasa lo que permiti6 una mejor adaptaciéon
en condiciones de bajas temperaturas, Tari et al. (2002) en plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) encontraron menor pérdida de clorofila y
carotenoides y se evito la disminucion del trasporte de electrones al aplicar AS
a10”y 107 M (0.1 y 0.0001 mM) al medio hidropénico y condicién salina (100
mM de NaCl) en comparacién con el testigo sin aplicacion, Waseem et al.
(2006) en trigo (Triticum aestivum L.) al aplicar AS a 5 ppm (0.037 mM) en el
medio de cultivo hidroponico de forma previa al estrés (sequia a -0.6 MPa)
encontraron incremento en la conductancia estomética, en el indice de
traspiracion, asi como incremento en absorcion de N y P, provocando mejor
recuperacion de las plantas dependiendo el cultivar, Szepesi (2006) en plantas
de tomate (Solanum lycopersicum L.), al aplicar al medio de cultivo AS a 10y
107 (0.1 y 0.0001 mM) previo a una condicién salina (100 mM de NaCl),
encontr6 mayor acumulacion de osmolitos compatibles mejorando la eficiencia
fotosintética, la actividad de la ascorbato peroxidasa, asi como el contenido de
carotenoides y poliaminas, de igual forma Szepesi et al. (2008) en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) al aplicar al medio de cultivo AS a 10*y 10”7
(0.1 y 0.0001 mM) durante tres semanas previo a una condicion salina (100 mM
de NaCl) que duro una semana, encontraron mayor actividad de SOD y CAT,
asi como un decremento en la concentracién de H,O, (al evaluar una semana
después del tratamiento salino), Gemes et al. (2008) también en tomate
(Solanum lycopersicum L.) al aplicar al medio de cultivo AS (0.1 mM) de forma
previa a un factor de estrés como lo podria ser la salinidad (100 mM) reportan
incremento de prolina, pigmentos fotosintéticos y carbohidratos solubles cuando

dicho factor se presento (ocho semanas después de la germinacion) lo que
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permiti6 mejor adaptacion, asi mismo Cag et al., (2009) en cotiledones de
girasol (Helianthus annum L.) reportan incrementos de caroteniodes, proteinas
y actividad enzimatica de la POD al aplicar AS (0.1, 1.0 y 10.0 uM).
Aplicaciones in vitro también han reportado efecto sobre las concentraciones de
los contenidos de las células, Norman et al. (2004) en cultivo de células de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) en solucion, encontré6 mayor actividad de la
cadena de trasporte de electrones en la mitocondria y actividad enzimatica de la
oxidasa alternativa (OAX) cuando aplicé AS (0.01 a 5.0 mM).

2.6 Induccidn de antioxidantes por acido salicilico exégeno

Los antioxidantes son compuestos capaces de detener biolégicamente a
las especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas durante el estrés oxidativo
sin llegar a experimentar una conversion a peligrosos radicales libres. Los ROS
son generados en condiciones aerobias durante el metabolismo normal de la
célula, pero altos niveles de esas moléculas pueden ocurrir durante el estrés
oxidativo, donde su acumulacion depende del balance en la formacion de ellos
y la formacién de los compuestos que los controlan (Mittler et al., 2004).
Exposicion de las plantas a alta irradiacion, temperaturas extremas,
inundaciones, ozono, diéxido de sulfuro, salinidad, sequia, patdégenos, dafios
mecanicos, asi como la duracion de la exposicion, la intensidad o grado de
esta, han sido reportados como inductores de la formacion de ROS. El estrés
oxidativo puede ser uno de los efectos generados en diversos tipos de estrés
(Noreen et al., 2009). Como medida de defensa ha sido bien establecido que
las plantas generan antioxidantes enziméticos y no enziméticos. Los
antioxidantes enzimaticos comunmente conocidos son: superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), peroxido dismutasa (POD), ascorbato peroxidasa
(APX), glutation peroxidasa (GPX) y glutation reductasa (GR), mientras que los
antioxidantes no enzimaticos son: glutation (GSH), ascorbato (AsA),
carotenoides, fenoles, flavonoides, acido ascoérbico y tocoferol, entre otros
(Gupta y Sharma, 2009).
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Existen muchos trabajos donde se reporta el efecto de inductor del acido
salicilico sobre los antioxidantes de forma aislada, sin embrago, dado que
existen diferentes tipos y clases de antioxidantes, es importante conocer la
capacidad antioxidante total (ANT), la cual es la capacidad acumulada de los
componentes que eliminan los radicales libres o0 ROS (Pellegrini et al., 2003),
para ello los antioxidantes totales se pueden medir mediante diferentes
mecanismos quimicos dentro de los que se encuentran la capacidad
equivalente antioxidante de Trolox (TACE), parametro antioxidantes de
secuestro de radicales (TRAP), poder antioxidante reductor férrico (FRAP),
entre otros. Efectos del acido salicilico sobre la ANT han sido reportados por
Kandaker et al. (2008) en amaranto (Amaranthus tricolor L.) al aplicar AS foliar
a dosis de 103,10y 10° M (1.0, 0.1 y 0.01 mM) a los 7, 15 y 21 dias después
de la siembra, donde encontraron en todas las dosis un incremento en la ANT
en comparacion con el testigo absoluto, lo que justo con otros cambios
analizados produjé un incremento en el rendimiento, Huang et al. (2008) en
aplicaciones pre-cosecha de AS (1 y 2 mM) sobre naranja (Citrus sinensis L.
Osbeck) encontré incrementos en la ANT (junto con moléculas antioxidantes
evaluadas de forma individual) al momento de consumo, encontrando
correlacion entre la ANT y los antioxidantes enziméticos y no enziméaticos
evaluados, Sayyari et al. (2011) encontraron incrementos en ANT en granadas
(Punica granatum L.) aplicadas con acido acetil salicilico (0.1, 0.5 y 1.0 mM)
antes de refrigerar por periodos de 14 hasta 84 dias para encontrar mayor
resistencia al frio y componentes antioxidantes de forma individual en
comparacion con el control (asi como la mejora de las componentes internos de
la fruta), Valero et al. (2011) en cereza (Prunus avium L.), reportan que la
aplicacion de AS incrementa la ANT y no presenta caida en comparacion con el
control durante 20 dias de almacenaje, Wei et al. (2011) en esparrago
(Asparagus officinalis L.) al aplicar AS y almacenar durante seis dias reporto
una dindmica en la concentracion de la ANT, tiempo durante el cual se alcanzo
el valor maximo de la ANT, sin embargo Promyou et al. (2012) no encontraron

efecto significativo en la ANT al sumergir los tallos de cinco cultivares de flores
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de anturio (Anthurium andraeanum L.) en AS (1 y 2 mM) y exponerlos a
condiciones de bajas temperaturas (4 y 12 °C), aunque si encontraron
incremento en CAT y SOD atribuyendo a esto un retrazo el colapso de las flores
ante la temperatura baja, asi mismo Razack y Tarpley (2011) en arroz (Oryza
sativa L.) quienes no reportan cambio en los ANT al aplicar AS a 19 g ha™* (1
mM), sin embargo se presentaron incrementos en otros compuestos y funciones
de la planta lo que arrojé un incremento en rendimiento del 13.5% enfocando
esto al decremento en la respiracion y el incremento en la integridad de la
membrana. Las diferentes respuestas de la ANT en ante la aplicacion de AS, se
deben entre otras cosas a las especies, variedades y dosis manejadas tal como
lo indica Ramirez et al. (2006) al aplicar AS a 10° M (0.001 mM) en acelga
(Beta vulgaris L.) donde la ANT se increment6 en 3.51% en comparacion con el
testigo, en coliflor y repollo (Brassica oloracea L.) a la misma dosis de AS
encontrd efecto nulo, y en brdocoli (Brassica oloracea ithalica) efectos negativos
al encontrar disminucién de la ANT (14.3%) en comparacién con el testigo
absoluto (estando este cercano a los 2 mM de Trolox mg™* de peso fresco). Asi
mismo se presenta variacion en el contenido de ANT en una misma especie
ante diferentes tipo de estrés (Saleh y Plieth, 2009).

De igual forma determinar la ANT en los alimentos con fines de consumo,
ha adquirido gran importancia (independientemente de su manejo agricola) tal y
como lo propuso Pellegrini et al. (2003) al examinar en el mercado italiano la
ANT (por tres metodologias diferentes) de 34 vegetales, 30 frutos, 34 jugos o
bebidas y 6 vegetales para aceite, encontrando los valores mas bajos en el apio
(0.41 mM de trolox mg™* PF) y los méas altos en los esparragos (9.71 mM de
trolox mg™ PF), estando los valores del tomate entre 1.3 a 1.7 mM de trolox mg’
! PF para “saladet” y “bola” respectivamente. Esa variacién tan grande puede
ser explicada por las especies y variedades (Ramirez et al., 2006), sin embargo
Guan y Whiteman (2005) definen que las variaciones se deben en particular a la
acumulacion de Vitamina C y tocoferol (como los componentes de mayor
volumen) asi como los compuestos fendlicos, lo que definitivamente esta

definido por cuestiones genéticas y/o el medio ambiente (Ramirez et al., 2006).
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2.7 Actividad enziméatica de la Catalasa

La tipica reaccion de la catalasa (EC 1.11.1.6) es la disminucién de dos
moléculas de H,O, en agua y O, funcion que realizan junto con las peroxidasas
siendo indispensables para la detoxificacion de ROS durante el estrés (Garg y
Manchanda, 2009) generado por la fotorespiracion, oxidacion de &cidos grasos
y el catabolismo de purinas (Gill y Tuteja, 2010). Aunque algunas catalasas de
bacterias usan Mn como cofactor de la reaccion redox, todos lo eucariotas
conocidos tienen como base el grupo hemo (es decir contienen Fe). Las
catalasas estan compuestas de polipéptidos que en suma tienen una masa de
entre 50 a 70 kDa, estando conformados como tetrameros, donde cada
mondmero contiene un grupo hemo (Zamocky et al., 2008).

Funcion de las catalasas . La funcion bésica de las catalasas es la
degradacién de la molécula de H,O, en agua y O,, lo cual ha sido demostrado
mediante estudios de isétopos radioactivos, donde se ha establecido que el O,
generado mediante la reaccion catalitica (dismutacién) proviene de una sola
molécula de H,O, (Kato et al.,, 2004) y con el remanente de H, y la otra
molécula de H,0O, se producen las dos moléculas de agua que son formadas en
distintos pasos. Las catalasas y peroxidasas rompen las uniones de O-O para
generar la primera molécula de agua con el acompafiamiento de la produccién
de un oxi-ferril (Compuesto 1) y un cation radical porfirino, asi la especificidad de
la catalasa conlleva a la oxidacion de la segunda molécula de H,O, en O, como
el Compuesto | el cual es reducido para regresar al estado original, lo que
implica la liberacién del segundo O, que se libera de forma conjunta con la
molécula de agua (Alfonso-Prieto et al., 2009). Mientras que el Compuesto | de
la catalasa es rapidamente reducido por dos electrones de H,0..

Estrés y su efecto en la actividad de las catalasas . Se ha reportado
incremento en la actividad de la CAT por diversas condiciones de estrés:
osmético (Herrera-Santoyo et al., 2007), bajas temperaturas (Jiang et al., 2011),
paraquat (Shahrtash et al., 2011), salinidad (Bakarat, 2011; Khelifa et al., 2011),
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sequia (Mafakheri et al., 2010), toxicidad por microelementos (Soto et al., 2011),
permitiendo la adaptacién de las plantas a determinado factor, sin embargo
cambios en el comportamiento de la actividad de CAT se presentan
dependiendo de la intensidad del estrés, tal como lo determinaron Esfandiari et
al. (2007) quienes en dos cultivares (saldari y alvand) de trigo (Triticum
aestivum L.) bajo estrés salino, encontraron incremento en CAT a 50 mM de
NaCl, sin embargo con 100, 150 y 200 mM de NaCl presentaron valores
inferiores al testigo (O mM de NacCl), destacando el incremento de otras enzima
antioxidantes en el cv. Saldari lo que le permiti6 mejor adaptacién a las
condiciones salinas, John et al. (2007) en lenteja de agua (Lemna polyrrhiza L.)
al someterla a estrés por toxicidad con Cd (1, 10, 20, 30 y 40 ppm) encontrd
gue la CAT increment6 su actividad a 1 ppm de Cd pero se disminuyo en el
resto de las concentraciones, Kachout et al. (2010) encontraron incrementos en
la actividad de CAT cuando sometié a Bledos (Atriplex hortensis L., y Atriplex
rosea L.) en sustratos con 25 y 50% de suelo contaminado por metales pesados
(Cu, Ni, Pby Zn), sin embargo la CAT disminuy6 cuando el porcentaje de suelo
contaminado subié a 75 y 100%, estas variaciones en el comportamiento de la
CAT son explicadas por Amor et al. (2005) afirmando que la actividad protectora
de los antioxidantes (incluyendo la CAT) tiene un limite especifico, para llegar a
ser rebasada por la generacion de ROS. Sin embargo la defensa contra las
moléculas de H,0,, también estd en funcion de la especie, tal y como lo
determinaron Geun-Choi et al. (2004) quienes encontraron niveles elevados de
CAT en soya (Glicine max L.) en comparacion con los niveles de Rehmannia
glutinosa, ocurriendo lo opuesto cuando determiné APX, donde los valores para
soya fueron bajos y elevados para dihuang (Rehmannia glutinosa Gaertn), lo
gue indica que cada especie requiere diferentes sistemas regulatorios de los
ROS (Mittler, 2002; Mafakheri et al., 2010), incluso dentro de la misma especie,
los diferentes cultivares pueden presentar diferente actividad enzimatica de la
CAT como lo determinaron Ashraf y Baghban (2010) en dos cultivares (A-180 y
A-619) de plantas de maiz (Zea mays L.) donde la actividad del cv. A-180

presentd valores significativos con respecto al testigo sin estrés, siendo casi el
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doble que los valores de CAT del cv. A-619, asi mismo diferentes factores de
estrés (calor, frio, sequia y salinidad) sobre una misma especie dan como
resultado variacion en el comportamiento de la actividad de la CAT y de las
diferentes moléculas antioxidantes, como lo reportan Saleh y Plieth (2009) en
mastuerzo (Lepidium sativum L.). Sabiendo lo anterior y bajo el conocimiento de
gue las catalasas tienen el mas alto indice de conversion de H,O; en agua y O,
(pudiendo una molécula de CAT convertir 6 millones de moléculas de H,0,
durante 1 min), mucha investigacién ha llevado a integrar genes de catalasa de
especies de alta actividad de la CAT a especies de baja actividad de la CAT,
haciéndolas resistentes a factores adversos especificos (Sinkevich et al., 2009;
Motohashi et al., 2010).

Clasificacion de las catalasas . Las catalasas se pueden dividir en tres
grupos, dos de los cuales para realizar su funcién contienen un grupo hemo:
catalases tipicas (también llamadas monofuncionales) y catalasas-peroxidasas.
Las catalasas tipicas comprenden el grupo mas abundante y se encuentran en
eurobacterias, archaebacterias, hongos, plantas y animales, mientras que las
catalasas-peroxidasas no se encuentran en plantas ni animales. El tercer grupo
se encuentra en una minoria de bacterias y tienen por caracteristicas que
trabajan con un Mn como sitio activo en lugar del grupo hemo, por lo que
también se les llama catalasas-Mn (Mn-Cat). Aunque los tres grupos catalizan
la misma reacciéon son diferentes significativamente en: arquitectura de su sitio
activo, mecanismo de reaccion y presencia en organismos vivos (Zamocky et
al., 2008). En base a su tamafio los grupos de catalasas que contienen grupo
hemo son subdividas en: largas (mayor de 75 kDa) o pequefias (menor de 60
kDa) subunidades. En las catalasas tipicas en las plantas superiores, mediante
analisis filogenéticos, se ha demostrado la presencia de varios subgrupos
dentro del grupo menor a 60 kDa, por lo que en la actualidad se consideran tres
0 mas subtipos de catalasas, dependiendo de la especie de estudio (Zamocky
et al., 2008). En Arabidopsis, la secuencia de los genomas ha confirmado la
presencia de tres genes de catalasas, dos localizados en el cromosoma 1

(CAT1 y CAT3) y uno localizado en el cromosoma 4 (CAT2) (Frugoli et al.,
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1996), sin embargo se conocen cuatro en girasol (Helianthus annuus L.)
(Azpilicueta et al., 2007), tres en maiz (Zea mays L.), entre otros.

La nomenclatura de la catalasa suele causar confusion cuando se
comparan estudios de diferentes especies de plantas, asi Willekens et al.
(1995) propusieron una clasificacion basada en nombrar los genes de tabaco,
de acuerdo con este agrupamiento, se proponen tres clases de catalasas. Las
catalasas Clase | son fuertemente expresadas en tejido fotosintético, mientras
de la Clase Il estan asociadas con tejidos vasculares, y la Clase Ill de catalasas
son notablemente expresadas en semillas y tejidos reproductivos. Aunque las
tres clases de catalasas pueden no corresponder de forma exacta entre
especies. La evidencia disponible sugiere que los genes de Arabidopsis CAT1,
CAT2 y CAT3 corresponden a las clases de catalasas lll, | y Il respectivamente.
El gen CATL1 es principalmente expresado en polen y semillas, CAT2 en tejidos
fotosintéticos, pero también en raices y semillas, mientras que el CAT3 esta
asociado a tejido vascular, pero también en hojas. Los tres genes o sus
trascriptos (ARNm) pueden ser detectados en rosetas de Arabidopsis, aunque
CAT3 y CAT2 son mucho mas abundantes en comparacion con CAT1 (Frugoli
et al., 1996). Asi mismo se pueden encontrar dentro de la Clase | los genes
Catl de tabaco, cat2 de calabaza, Cat2 de maiz y CatC de arroz, dentro de la
Clase Il los genes Cat2 de tabaco, cat3 de calabaza, Cat3 de maiz y CatA de
arroz, y dentro de la Clase Il los genes Cat3 de tabaco, catl de calabaza, Catl
de maiz y CatB de arroz, haciendo referencia el termino cat (CAT, Cat, cat, kat,
CATA, CTA) al gen de la catalasa y el numero o letra que le acompafa (1, 2, 3,
etc. 6 A, B, C, etc.) al orden de su descubrimiento. Las variaciones en la
actividad de las diferentes catalasas son generalmente mucho menos evidentes
gue los cambios en los trascriptos (Dutilleul et al., 2003), pudiendo darse la
expresion de cada una, en relacion a un factor de estrés determinado sin existir
presencia de las otras (Azpilicueta et al., 2007)

Ubicacion de las catalasas . Mittler et al. (2004) indica que las catalasas
estan localizadas de manera principal en los peroxisomas, sin embargo se han

encontrado en otros compartimentos (Petrova et al., 2004). Se conocen dos
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mecanismos por los cuales las proteinas (catalasas) entran a los peroxisomas,
el mas comun es la ruta de la secuencia de focalizacién peroxisomal 1 (PTS1)
la que dependiendo del triplete de bases terminal (en el gen) define el
comportamiento de entrada acorde a su receptor (proteina), la segunda ruta es
similar cambiando de receptor (Kaur et al., 2009). La presencia de actividad de
catalasas en otros compartimentos subcelulares es menos establecida, siendo
estos el citosol y las mitocondrias las mas comunmente descritas, ya que
también han sido detectadas en cloroplastos, lo que puede ser atribuido a la
presencia de peroxisomas en el cloroplasto o adhesion de enzimas
contaminantes al exterior del cloroplasto (Kaur et al., 2009). Significante
actividad de la catalasa ha sido detectada en mitocondrias de maiz de primeras
hojas (siendo la Cat3 la de mayor presencia), sin embargo permanece incierto
si esta presencia se debe a un trasporte inconcluso de las catalasas a los
peroxisomas, ya que se conoce que algunas proteinas de peroxisomas pueden
entrar a estos como oligébmeros preformados o como mondémeros siguiendo
oligobmeros desensamblados (Brown and Baker, 2008). Asi la actividad de
catalasas en el citosol podria posiblemente incrementarse debido al ensamble
con tetrameros que se encuentren esperando a ser importados.

Acido salicilico exdgeno y su relacion con las cata lasas. Existen
genes que pueden ser inducidos por factores de estrés ya sea bidticos y/o
abidticos, mientras que hormonas (Olteanu et al., 2009) y varios compuestos
relacionados con el estrés, como ABA, AJ, H,O, y el mismo AS también pueden
inducir esa expresion (Salzman et al., 2005) actuando como sefializadores o
inductores de resistencia que generan las respuestas adaptativas que ocurren
frente a cualquier factor ambiental interactuando con receptores especificos
ubicados normalmente en las membranas que rodean al citoplasma, al
tonoplasto, asi como a otros organelos siendo el receptor activado el que
modifica la expresién génica, e induce la sintesis y acumulacién de ciertos
metabolitos secundarios, fitoalexinas proteinas u otros compuestos

relacionados con las respuestas al estrés (Benavides-Mendoza, 2002).
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Cuando se trata del aplicaciones exdgenas de AS, se tiene evidencia de
gue en interaccion con las especies reactivas del oxigeno (ROS) llevan la sefial
del control genético como respuesta a las reacciones de la célula ante un factor
de estrés (Miller et al., 2010). Los factores adversos, como la salinidad,
disparan el estrés oxidativo en los tejidos de las plantas a través del incremento
de ROS (Apel y Hirt, 2004), para eliminarlas, las plantas poseen mecanismos
especificos (activados por genes o compuestos sefalizadores) dentro de las
cuales se incluye la activacién de enzimas antioxidantes y antioxidantes no
enzimaticos (Mittler, 2002; Gupta y Sharma, 2009). Esta idea se propuso cerca
de 15 afios atras, centrando la discusion en si el AS promovia la biosintesis de
ROS o los ROS promovian la biosintesis del AS, sin embargo hoy dia se sabe
gue ambos procesos son llevados a cabo para estimular las respuestas de
defensa. Se cree que la interaccion de AS y ROS en las reacciones de defensa
local es producida porque H,O, activa la biosintesis de AS via la ruta de
fenilalanina y este a su vez estimula la sintesis de enzimas antioxidantes
(Kawano, 2003).

Numerosos estudios en las Ultimas dos décadas han adaptado la
estrategia de sobreexpresar las enzimas antioxidantes con el objetivo de
incrementar la resistencia de las plantas a factores adversos, siendo el AS una
hormona que tienen funcién protectora y que incluye la regulacién de los ROS y
enzimas antioxidantes (Azoof y Youssef, 2010), como puede ser la catalasa, sin
embargo niveles altos de AS no solo producen ROS por varios mecanismos,
también inhiben actividad de enzimas antioxidantes como catalasa (CAT) y
peroxidasa (POX) conduciendo a una sobreacumulacion de ROS (Shi y Zhu,
2008). Geun-Choi et al. (2004) indican incrementos en la actividad de la CAT de
mas de 12 veces el testigo al aplicar AS (5 mM) en dihuang (Rehmannia
glutinosa Gaertn), asi como cambio en otras moléculas antioxidantes, Azooz
(2009) en haba (Vicia faba L.) con tratamiento “priming” de 0.2 mM de AS previo
a una condicion de salinidad (0 y 140 mM de NaCl) encontré incrementos en la
actividad enzimatica de CAT (entre otras moléculas antioxidantes) variando los

niveles de antioxidantes dependiendo del cultivar, encontrando el valor mas



26

elevado de la CAT en el tratamiento de AS + NaCl (3.68 unidades min™* g* de
PF), Deneshmand et al. (2009) en papa (Solanum bulbocastanum L.) reportan
incrementos en la CAT (asi como SOD, APX, y GR), cuando aplicé AS a 10 uM
(0.01 mM) y/o se sometié a condicion salina (80 mM de NacCl) teniendo
incremento en los valores de CAT (con respecto al testigo) cercanos a dos
veces donde aplicé AS y cuatro veces donde aplic6 NaCl, y determinado los
valores mas elevados de CAT (cercanos a ocho veces el testigo) cuando aplico
SA en presencia del NaCl, lo que permitié una adaptacion al medio salino, El-
Khallal et al. (2009) en maiz (Zea mays L.) al tratar la semilla con AS a 0.15
ppm (0.0011 mM) y germinar bajo condiciones de salinidad asperjando
nuevamente con la misma concentracion de AS (2 y 4 semanas después de
germinacion) encontrd incrementos en la actividad de la CAT (asi como SOD,
POX y APX) a la tercer semana después de la germinacion, en comparacion
con el control bajo estrés (50 y 100 mM de NaCl), presentado los valores mas
altos de CAT la aplicacion conjunta de AS y NaCl, sin embargo a la quinta
semana después de germinacién la CAT presentd una dimision en dicho
tratamiento, igualando a los testigos estresado y absoluto, suponiendo esta
disminucion al incremento del resto de las enzimas, las que pudiesen ser las
degradadoras de los ROS después de 5 semanas bajo estrés, Noreen et al.
(2009) encontraron incremento en CAT tras la aplicacion de AS a 300 mg L™
(2.23 mM) en plantulas de girasol (Helianthus annuun L.) cv. Hissun-33 bajo
condiciones salinas (120 mM), asi como un cambio nulo a dosis de AS de 100 y
200 mg L (0.75 y 1.5 mM) y en todas las dosis en el cultivar SF-187, este
comportamiento entre cultivares es justificado a una sobreexpresion de genes a
causa del AS dependiendo del cultivar manejado, siendo de igual importancia la
etapa fenoldgica o el momento de la aplicacion, tal y como lo encontré Ortega-
Ortiz et al. (2007) en frutos de tomate (Solanum lycopersicum L) al aplicar AS
(0.2 mM) en tres estados de desarrollo de fruto diferentes (amarre, crecimiento
y cosecha) encontrando valores significativos de CAT con respecto al testigo
(sin aplicacién) unicamente en la aplicacién sobre amarre de fruto. Sin embargo

existen reportes donde la actividad de la CAT disminuye, Mahdavian et al.
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(2007) reporta valores inferiores a 4 unidades g de PF al aplicar AS (0.7 1.5y
3.0 mM) sobre plantas de chile (Capsicum annuum L.) y valores de CAT
superiores a 10 unidades g* de PF donde aplicé AS a 6 y 9 mM, concluyendo
gue diferentes dosis de AS presentan diferentes resultados en la actividad de la
CAT, de igual forma el tiempo bajo un estrés constante puede generar una
dinamica de la CAT, alcanzando un maximo valor a un tiempo determinado
después de la aplicacibon de AS o del factor de estrés, para disminuir
posteriormente tal como lo reporta Promyou et al. (2012) en cinco cultivares de
flores de anturio (Anthurium andraeanum L.) donde encontré efecto
significativo en CAT al aplicar sumergiendo los tallos en AS (1 y 2 mM) y
exponerlos a condiciones de bajas temperaturas (4 y 12 °C), alcanzando su
maximo valor a los 12 dias después del almacenaje para en adelante decaer
siendo en todo momento superior al testigo sin aplicacion y Zhang et al. (2009b)
guienes reportan en pasto bermuda (Cynodon dyctilon L. Pers.) una dinamica
donde la actividad de CAT se ve disminuida a los cuatro y ocho dias después
de la aplicacion de AS (0.1, 0.5 y 1.0 mM) bajo condiciones de bajas
temperaturas, para al dia 12 presentar un incremento significativo con respecto
al testigo, explicando la funcion de defensa por medio de otras proteinas que
pudiesen llevar los niveles de H,O; a regular las mismas sin dafiar las células

de los tejidos.
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Abstract. Salicylic acid (SA) is used in
agricultural practice for its stress tolerance
induction effect. The aim of this study was to
determine the dynamic change in the SA
concentration in leaf tissue in response to
the SA spraying in leaves of greenhouse
grown tomato. Concentration of SA showed
a dynamics similar to the one reported by
induction under stress conditions. Two days
after first application the SA foliar
concentration reached the maximum of 8 g
g', i. e. twice the amount observed in the
control plants. SA decreased until it reached
the level of control plants eight days later. A
second application showed actually the
same response, but with a faster decline of
SA in two days.

Keywords:  Salicylic  acid,  systemic
resistance, tolerance inducing, elicitors.

Resumen. El &cido salicilico (AS) es
utilizado en la practica agricola por su efecto
de induccién de tolerancia al estrés. El
objetivo de este estudio fue determinar el
cambio en el tiempo de la concentracion de
AS en el tejido foliar de tomate en
invernadero. La concentracion de AS mostré
un comportamiento dinamico similar al
reportado para el AS que se induce por
estrés. Dos dias después de una primera
aplicacion la concentracion de AS foliar
alcanzé un maximo de 8 ug g, el doble de
lo observado en el testigo y disminuyé hasta
igualarse ocho dias después. Una segunda
aplicacién mostrd practicamente la misma
respuesta, pero con mas rapida disminucién
del AS, igualando a la concentracion del
testigo en dos dias.

Palabras clave: Acido salicilico, resistencia
sistémica,  inductores de tolerancia,
elicitores.

Introduction

Plant hormones modify the growth
and development of plants by inducing
changes in cellular, physiological, and
morphological processes [1, 2]. In recent
years some new groups of hormones have
been identified, such is the case of

salicylates, which are also involved in
controlling plant growth and development.
They also act as signals in the processes
leading to plants adaptive responses to
environment. Salicylic acid is found naturally
in plants, it plays an important role in growth
and stress tolerance [3, 4, 5], in addition to
participate of the internal signals regulating
the defensive response of plants against



pests, pathogens [6, 7] and abiotic factors [2,
4, 8]. When exogenously applied, SA
induces stress tolerance, enhancing the
plant’s biological response against salinity
and temperature extremes, in addition to
modifying the antioxidants, nutrients, and
chlorophyll concentrations [9, 10].

Taking into account the positive
results found in several studies, the use of
salicylates in agricultural practice seems to
have possibilities from a commercial point of
view [11-20]. Every day seems more obvious
that the use of such compounds becomes a
need, considering that current agricultural
production standards demand a reduction of
pesticide usage [21]. In a practical sense,
the scientific literature and technical works
made for the development and legal
registration of products with active
ingredients containing tolerance inducing
compounds such as salicylic acid, describe
the biological changes that occur in plants,
for instance the activity adjustments of
enzymes,  antioxidants, and  other
metabolites [22-24] and changes in
tolerance to environmental factors [20]. A
lesser attention has received the residence
time of the compound, as well as the
behavior of the concentration of salicylates
in plant tissues, and its residual effect as a
result of a foliar application.

The objective of this study was to
determine the dynamic behavior of salicylic
acid concentration in the leaf tissue of
plants, in response to exogenous application
of this compound in tomato (Solanum
lycopersicum L.) leaves under greenhouse
conditions.
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Results and Discussion
SA dynamics in leaves

After the exogenous SA application
the concentration reached a peak two days
after the application startup (DAAS) and then
gradually decreased to a concentration
statistically equal to that of the control plants
10 days after application (Figure 1). After the
second application of exogenous SA at 14
DAAS, a similar response to the one
obtained in the first application was
observed. However, with the aim of
increasing the information obtained after this
second application leaf tissues were
collected not allowing the two days to
elapse. In order to achieve the data the
sampling was made at 8, 14 and 24 hours
after the application, finding a significant
response at 24 hours (15 DAAS). After this,
the response was almost the same
described for the first application.

This dynamic behavior in the SA
concentration in tomato leaves, induced by
exogenous applications of this compound, is
consistent with those reported by He et al.
[25] when applying the red spider mite
Tetranychus urticae (Koch) on bean leaves
(Phaseolus vulgaris L.) and by Ogawa et al.
[8] in Arabidopsis when applying mechanical
stimuli on the leaves. The above mentioned
authors found significant increments in the
concentration of foliar SA, with maximum
peaks at 24 hours after stimulation, to later
start a concentration decrease, with a
maximum accumulation time similar to the
one found in this study. This suggests a
similarity in the temporal SA dynamics after
a exogenous application and after a stress



stimulus.  Similarly, the inoculation of
pathogens in the cotyledons of cucumber
seedlings (Cucumis sativus L.) with
Pseudomonas [26] and tobacco necrosis
virus (TNV) [27], led to increments in the SA
concentration in the leaves of seedlings. The
peak SA concentration appeared 18 hours
after the Pseudomonas inoculation and
decreased on, while for TNV inoculation it
showed up four days after inoculation,
equaling the concentration of non inoculated
plants eight days after inoculation, similarly
to the observed in this assay. The described
dynamics may vary depending on the organs
being tested in a plant. For instance, if the
inoculation of the virus occurs in the tobacco
(Nicotiana tabacum L.) cotyledons, instead
of a decrease in the SA concentration in the
cotyledons at the time mentioned above,
there is an increment during the different
periods of evaluation. This phenomenon is
accompanied, however, by the same
behavior described for leaves, where the fall
of the SA concentration appears after 48
hours [28-31].

Norman et al. [22] applied the SA in
concentrations of 1.0, 0.1 and 0.01 mM in
tobacco cell cultures, making a subsequent
measurement  of  the  cytoplasmic
concentration of the compound. The authors
found out that even in this situation, the SA
showed a high concentration in cells for up
to 24 hours when applying 1.0 mM, whereas
for concentrations of 0.1 and 0.01 mM the
permanence time of the compound in the
cells was only one hour.

The presence of high SA
concentrations in leaves subjected to biotic
or abiotic stress is attributed to its role as a
signaling compound in the induction of
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acquired systemic resistance [21, 31, 32]. In
the absence of an evident stress to induce
the SA synthesis, and in the presence of
exogenous SA applications made in this
work, the observed concentrations could be
attributed to the balance between the
residual life and the transformation, or
degradation, of applied SA. It is assumed
that the cellular SA concentration must be
kept within certain limits, at an appropriate
level to maintain cellular redox homeostasis,
according to the needs imposed by the
environment, particularly by irradiance [33]
as well as by SA interaction with other
cellular activities [34].

The second application made in this
work showed a different result from the first
one, since after reaching its SA peak
accumulation it showed a faster decrease as
compared to the first one.

The rapid change in the detectable
SA amount, after the peak concentration,
seems to be partially due to the SA
transformation into its conjugated forms [25,
35, 36] mainly as glycosides of salicylic and
benzoic acid, methylated forms, or species
activated with coenzyme A [37]. Meanwhile
Mustafa et al. [38] found out in Catharantus
roseus (L.) cell cultures, that the SA applied
to the medium, and absorbed by the cells,
was metabolized into 2.5-hydroxybenzoic
glucoside. The same happens in Arabidopsis
thaliana under mechanical stress [8] where
O-B-D-glucosyl benzoic acid is accumulated
in nearly twice the amount found in SA, i.e. 3
to 7 mM. Once the SA changes into its
conjugated form it is supposed to form a kind
of reserve that, if necessary, can be
converted back to SA [37]. Panina et al. [39]
observed the transformation of SA



conjugates in free SA within 48 h. in potato
disks infected with Phytophthora infestans.
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Fig. 1. Concentration dynamics of SA in tomato
(Solanum lycopersicum L.) leaves in response to its
exogenous application at 104 M (0.0138 g L'). Mean
comparison performed between the witness and the
treated one (SA application) every two days.
Evaluation made every two days on the third fully
expanded young leaf. Each point is an average of two
plants, with two replications each, tested on Agilent
1120 LC chromatograph under EZCrom software.
Means with the same letter are statistically equal
(Tukey, a =0.05).

The possible reason why the SA
concentration decreased more rapidly after
the second application, as compared to the
first one, is due to the fact that stress
response induced systems are very
responsive to the presence of the inducing
compound or compounds, but a second or
third application made shortly after the first
one usually saturates the response [40]. One
might think that this is the situation observed
in the second application, and that as the
response saturation increases, more rapidly
is metabolized the SA in plant tissues.

As far as it is concerned, the SA did
not show a sensible variation in the control
plants, except for the evaluation of the sixth
DAAS where it showed a similar change to
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the one showed by the treated plants (Figure
1). SA has natural concentration variations
arising out of development events such as
different phenological stages, and flowering
[41]. It is also known that constant
adjustments take place in the SA
concentration depending on the conditions of
temperature and irradiance [33]. Thus, the
behavior displayed by the control plants, in
terms of variations in the foliar SA
concentration, can be assumed to be
normal.

Change in SA concentrations

SA concentrations established in
treated plants in this assay ranged from 3.0
to 8.27 ug g fresh weight (Figure 1), these
values exceeded almost twice the ones
observed in the control plants (whose
concentrations ranged from 1.39 to 4.9 ug g-
1 fresh weight). The maximum values found
after application (at two and 15- DAAS) are
similar to those reported by He et al. [25] on
bean leaves 24 hours after stimulation with
the spider mite Tetranichus urticae Koch. In
this case, the presence of mites gave place
to a maximum concentration of 12 ug g SA
of fresh weight, a value that exceeds the
obtained with an exogenous SA application
as a foliar spray. With another biological
model, the infection with tobacco mosaic
virus (TMV), Enyedi et al. [28] found out that
infected cells reached 3.5 to 6.0 g g-' 144
hours after SA application in the culture
medium in concentrations of 25 and 100 IM
SA. In the same way, Malamy et al. [42]
found an increase of 3 pg g at 60 hours
after putting tobacco plants under high
temperatures, while Shulaev et al. [29]



assayed maximum SA concentrations in
TMV infected tobacco, equivalent to 10 pg g
1 fresh weight, increasing the concentration
as the sample approached the site of
infection (144 hours after it). On the other
hand, Barbaus-Larson and Jacobsen [43],
when applying 50 ppm probenazole (a
compound used in agricultural practice for
their ability to induce tolerance) in sugar beet
(Beta vulgaris L.), found the highest SA
concentration in 3.1 pug g fresh weight. Iwai
et al. [50], applying the same compound on
rice plants, found 1.5 ug g fresh weight, at
the time of the highest accumulation. It is
clear that the endogenous SA concentration
values depend on the type of test applied,
and the conditions under which it takes
place, remain a constant partial
transformation of the free SA into its
conjugated forms, even if the response
shows very high SA concentrations, and
time responses as short as 30 minutes [22].

Even those studies reporting lower
SA concentrations, as the ones obtained by
Park et al. [31] and Yalpani et al. [36] in the
order of 0.35 ug g fresh weight, 144 hours
after infecting the plants with TMV, showed
the same dynamics described above of SA
increments in the concentration, and of a
subsequent  decline, presumably to
incorporate  into  conjugated  chemical
species.

Plant growth

As far as stems and leaves growth
are concerned, some differences were found
at4, 12 and 15 DAAS (Figure 2), but values
were similar at the end of the assay. In the
absence of stress, the SA effect will depend
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on the concentration applied, and the plant
species where the application is done, but
sometimes no effect is found [9, 45].
Generally speaking, the use of SA as a foliar
spray shows a benefit on the growth of the
aerial parts of plants in situations where
some stressors are present [12, 17, 20, 46-
48].

- SAstem Q= Control stem

- SA root -0~ Control root

SA

Stem weight (g)
(6) ybram 100y

=

0 2 4 6 B8 10 12 14 14315 16 18 20 22
Days after application startup (DAAS)

Fig. 2. Growth of stem, leaves, and roots of tomato
(Solanum lycopersicum L.) plants in response to foliar
spraying with SA 1x104 M (0.0138 g L-'). Comparison
of means between the control and the treated one
(SA application) every two days. Each point is an
average value of three plants. Means with the same
letter are statistically equal (Tukey, a = 0.05).

In the case of root weight no
significant difference was found after the first
SA spraying, however, after the second
application a lower root growth in the treated
plants was observed. Most of the literature
indicated that SA effect on root growth is
positive [10, 11, 12, 17, 49, 50], but in some
studies like in Lian et al. [45] negative effects
were found in root biomass in some of the
applied  concentrations.  The  authors
indicated, as a probable explanation of the
results, an increased derivation of the
energy estimates of root defense responses
induced by SA.



Conclusions

Concentration of SA, resulting of a
foliar application, showed a dynamics of
accumulation and subsequent decline similar
to the one reported by induction under stress
conditions. The effect was repeated twice in
two foliar spray events.

Salicylic acid applied as a foliar
spraying increased the foliar concentration of
the compound to 8 ug g fresh weight as
compared with the control that showed a
maximum value of 5 pg g.

According to the results of this assay
the SA applications carried out for purposes
of agricultural practices on tomato plants,
should be performed within a minimum
interval of eight days among applications.

Experimental
Test Location

The work was carried out in the
facilities of the Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista,
Saltillo, Coahuila, Mexico.

Vegetative material

The study was carried out on tomato
(Solanum lycopersicum L.) plants cv. Rio
Grande (Petoseed). The seeds were sown
on October 8, 2010, directly in polystyrene
containers with 0.32 L substrate peat moss,
TKB and agrolite 70:30 (v/v), placing 3
seeds per container. Ten days after
germination a single seedling was preserved
in each container. Fertilization was
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performed from 12 days after germination
using Steiner solution at 25%. Initially, 30 mL
of solution per seedling a day were applied,
30 days after germination the amount of
nutrient solution was increased to 50 mL per
seedling a day. Plants were grown under
greenhouse conditions.

Description of treatments and application

The assay consisted of two
treatments: SA and a control (distilled
water). SA was reagent grade (CTR
Scientific) at a concentration of 1x104 M
(0.0138 g L7). The first application was
performed using a hand spray early in the
day, applying the needed amount in order to
achieve a full coverage of the leaves 30
days after germination (08 November), once
the seedlings showed the third true leaf.
Twelve days after the first application of this
compound a second one was made.

Collection of plant material for the assay.

The third developed leaf was taken
as the organ to be evaluated. The first
sampling of foliar material was made before
the SA application to be able to conduct the
evaluations and determine the initial
concentration of SA in leaf tissue. The
leaves were cut off from the plant, wrapped
in aluminum foil and labeled before being,
immediately, immersed in liquid nitrogen and
be transferred to storage to a freezer at -2.0
°C in order to preserve them. After the SA
application the previous operation was
repeated every two days during a period of
22 days, taking the leaves of two plants per



treatment every time. The sampling time was
between 8:00 and 11:00 hour.

SA determination

The process of analysis consisted of
two phases: 1) preparation of the sample for
extraction, 2) assaying of SA concentration
in the obtained extract. For the preparation
of the extraction samples the collected
vegetative material was refrozen with liquid
nitrogen for subsequent grinding and
weighing of 0.05 g placing it in a 1.5 mL
ependorf tube, adding 1 mL of the extraction
solution (10% methanol: 1% acetic acid:
89% distilled water) using for this purpose an
automatic pipette (PRO Accumax 100-1000
IL). In order to get contact of the extraction
solution and the total mass of the sample,
the ependorf tube was put to vibration for 20
seconds on a vortex mixer (Scientific
Products S. A.) and later on, in order to
degas it, it was put for 5 minutes in a
degasser (Bronsom S.A.) and then was
centrifuged for 10 minutes at 10,000 G in a
spectrofuge centrifuge (Labnet International,
Inc.). After this process, translucent
supernatant was recovered by a hand
pipette to place it in a new labeled ependorf
tube. A new amount of 0.5 mL of the
extraction solution was added to each
ependorf tube with the plant sample, in order
to repeat the whole procedure, and remove
again the translucent supernatant and add it
to a new labeled ependorf tube obtaining,
this way, an approximately 1.5 mL of
solution, which was passed through spinning
filters of 0.45 Im (Millipore syrinx-driven filter
unit). The SA assay was done on the filtering
results using an LC Agilent chromatograph,
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model 1120 managed under EZChrom Elite
Compact software, ver. 3.3.0B (Agilent
2005-2008MR)  under  the  following
conditions: the cromatograph separation was
performed in a Phenomenex Luna C18
100x20 mm at 35 °C column, with two
solvent gradients 100% A (94.9% H20: 5%
CH3CN: 0.1% CHOOH), to 100% B (5%
H20: 94.9% CH3CN: 0.1% CHOOH) for 10
min. Solvent B was injected in the last
minute, to later on inject again solvent A to
clean up the system and perform the
subsequent injection for a new extraction
solution. The injection of the extraction
solution consisted of 20 pL. Each leaf
sample was analyzed in duplicate. The
results of SA obtained by the chromatograph
in mg L' were converted to pg of SA per
gram of fresh weight.

Determination of root and stems and leaf
weight

The root weight, and the weight of
the stems and leaves, was determined
taking, randomly, three plants per treatment.
For the root, the substrate was removed with
running water until the particles adhered
were eliminated, and it was weighed in a
grain balance. Once the fresh weight was
obtained, the sample was dried at 60 °Cin a
drying oven. As for the weight of stems and
leaves the measuring was done directly on a
triple beam balance (Ohaus, 2620 g).

Experimental design and data analysis
A completely randomized

experimental design was used, taking as the
experimental unit one plant in one container,



and taking two plants per treatment per
evaluation for SA determination, and three
plants for determination of root weight and
stems and leaves weight per treatment per
evaluation. Each treatment consisted of 80
replications. The data obtained were
analyzed using analysis of variance, and
mean’s test using Tukey's test (a = 0.05).
The software used was SAS for Windows.
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Resumen

El &cido salicilico (AS) es utilizado en la practica agricola por su efecto de induccion de
tolerancia al estrés. El objetivo de este estudio fue determinar la concentracion foliar de AS, asi
como el cambio en la actividad de catalasa (CAT) y en la capacidad antioxidante total (TAC)
resultantes de la aplicacion exdgena del AS en el tejido foliar de tomate (Solanum lycopersicum
L.) en invernadero bajo dos condiciones de salinidad (0 y 100 mM de NaCl). Se verifico
igualmente el efecto de los tratamientos sobre el rendimiento de fruto. Los tratamientos
manejados fueron: 1) AS + 100 mM NaCl, 2) AS + 0 mM NaCl, 3) Agua + 100 mM de NaCl, y 4)
Agua + 0 mM de NaCl. Como respuesta a las aplicaciones de AS (10-# M) aplicado cada 15 dias,
la concentracion de AS en el tejido foliar mostré un comportamiento dinédmico similar al reportado
por varios autores para la concentracion del AS cuando la acumulacién de este compuesto es
inducida por estrés. Un comportamiento similar fue determinado en la actividad de CAT y en la
TAC dias después de la aplicacién foliar de AS: incrementando el valor a las 24 h, alcanzando
sus valores maximos a las 48 h para caer a las 144 h, repitiendose la respuesta descrita después
de cada aplicacion del AS. La aplicacion de 100 mM de NaCl por si sola no produjo efecto sobre
la concentracion del AS, la actividad CAT y en la TAC, sin embargo mostré reduccion en el peso
de fruto. La aplicacion de AS foliar en ausencia de NaCl, incrementd significativamente el AS,
actividad CAT y TAC, sin repercutir en el peso de fruto. La aplicaciéon de AS en combinacion con

100 mM de NaCl presento los valores mas elevados de AS, actividad CAT y TAC, sin modificar el
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peso de fruto. Lo anterior indica que el efecto residual del AS al aplicarse cada 15 dias a 104 M,
induce una dinamica con valores significativos de moléculas relacionadas con tolerancia al estrés
(CAT, ANT y el mismo AS) que incrementan el peso de fruta bajo condiciones sin estrés

manifiesto, contrario a una condicion salina 100 mM de NaCl.

Palabras clave: Acido salicilico, inductores de tolerancia, elicitores, catalasa, antioxidantes

Introduccion

Los salicilatos estan involucrados en el control del crecimiento y desarrollo de la planta,
actuando también como sefializadores en los procesos de ajuste frente al ambiente (Ashraf et
al., 2010). Dentro de este grupo de compuestos se encuentra el acido salicilico (AS), el cual es
un componente natural de las plantas que regula el crecimiento y la tolerancia al estrés abiotico
(Zhang et al., 2009b; Khan et al., 2010; Purcarea and Cachita, 2010; Hussain et al., 2011) y
bidtico, esto Ultimo al regular sefiales internas o activacion de genes que estimulan la formacién
de compuestos que auxilian en la defensa de las plantas contra plagas y patdgenos o que
generan atraccion para los depredadores (Girling et al., 2008; Zhang et al., 2009a). Al aplicar el
acido salicilico de forma exdgena se induce tolerancia al estrés, mejorando la respuesta
biologica de la planta frente a factores adversos de crecimiento (Noreen and Ashraf, 2008;
Noreen et al., 2009; Poor et al., 2010) y modifica una gran cantidad de respuestas metabolicas y
fisiolégicas como la concentracion de pigmentos fotosintéticos (Kaidan et al., 2006; Gharib,
2007; Azooz y Yousef, 2010), la concentracion de minerales, carbohidratos y proteinas (Gharib,
2007; Hussain et al., 2007; Karlidag et al., 2009; Mustafa et al., 2009; Azooz y Yousef, 2010), asi
como otros metabolitos de la via de los fenilpropanoides (Mustafa et al., 2009) y algunos
compuestos antioxidantes (Azooz, 2009; Khalili et al., 2010).

La utilizacién del &cido salicilico en la practica agricola ha mostrado buenos resultados
en diferentes cultivos (Khodary, 2004; Gemes et al., 2008; Noreen y Ashraf, 2008; Azooz, 2009;
Jabbarzadeh et al., 2009; Najafian et al., 2009; Noreen and Ashraf, 2009; El-Khallal et al., 2009;
Villanueva et al., 2009; Azooz and Youssef, 2010), y es cada vez mas claro el uso comercial de

estos compuestos para disminuir el uso de plaguicidas (Endreva, 2004; Esmailzadeth et al.,
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2008). La literatura cientifica y los trabajos técnicos realizados para el desarrollo y registro legal
de productos cuyos ingredientes activos contienen compuestos inductores de tolerancia como el
acido salicilico, describen los cambios biolégicos (bioquimicos, fisioldégicos y morfoldgicos) que
se presentan en las plantas como respuesta a la aplicaciéon o induccion del AS, buscando
cambiar la tolerancia frente a cierto factor ambiental o elevar el rendimiento de las plantas
(Khalili et al., 2010; Khan et al., 2010; Azooz and Youssef, 2010). Se sabe poco sin embargo,
acerca de la dinamica de la concentracion del AS cuando se aplica de forma exdgena sobre los
tejidos vegetales, asi como su efecto sobre algunos caracteres bioquimicos como la capacidad
antioxidante. El contar con esta informacion puede aportar a la mejora del uso agricola de este
compuesto.

El presente estudio tuvo por objetivo determinar el cambio a través del tiempo de la
concentracion de AS, asi como la modificacion en la actividad catalasa (CAT) y en la capacidad
antioxidante total (TAC), posteriores a la aplicacion de AS en tomate (Solanum lycopersicum L.)
bajo invernadero en dos condiciones de salinidad inducida con NaCl. Se verificd asimismo la

repercusion de estos factores sobre el peso de fruto.
Materiales y Métodos

Ubicacion del ensayo. El trabajo se llevd a cabo en las instalaciones de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Material vegetativo. Se utilizaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande
(Petoseed). Para obtenerlas, se sembraron semillas sobre la mezcla comercial Berger BM2®
(Turba fina:perlita:vermiculita 70:15:15 v/v) en charolas de poliestireno de 200 cavidades. Al
presentar 3 hojas verdaderas las plantulas se trasplantaron a macetas de 20 L conteniendo el
mismo sustrato. La aplicacion de fertilizantes minerales se realizd a partir del quinto dia después
del trasplante manejando una solucion Steiner (Steiner, 1961) diluida al 25% y alcanzando el

100% de la concentracion al presentar los primeros frutos (35 dias después del trasplante).
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Descripcion de tratamientos y aplicacion. Se manejaron cuatro tratamientos a partir de los
dos factores experimentales: aplicacion foliar de acido salicilico (AS) y aplicacién de NaCl en el
sustrato. El AS se aplico foliarmente a una concentracion de 104 M (0.0138 g L), utilizando
acido salicilico (C7Hs03,) grado reactivo (CAS 67-72-7, CTR Scientific, México), y el NaCl se
aplicd en concentracion de 0 y 100 mM al medio de cultivo. Los cuatro tratamientos fueron: 1)
aplicacion foliar de AS + 0 mM de NaCl en el sustrato, 2) aplicacion foliar de AS + 100 mM de
NaCl en el sustrato, 3) aplicacién foliar de agua + 100 mM de NaCl en el sustrato y 4) aplicacion
foliar de agua + 0 mM de NaCl en el sustrato (control).

Las aplicaciones foliares de agua y AS se realizaron a los 15, 30 y 45 dias después del
trasplante. Las aplicaciones se realizaron a temprana hora del dia con un aspersor manual,
aplicando el volumen necesario para obtener una cobertura toral del area foliar y colocando un
barrera plastica entre maceta y maceta para evitar la contaminacion entre tratamientos.

La aplicacion del NaCl (CTR Scientific, México) se realizé afiadiéndolo a la solucion
nutritiva Steiner (Steiner, 1961), iniciando el tratamiento a los 10 dias después del trasplante y
manteniéndose asi durante 60 dias. La solucion nutritiva fue aplicada cada dos dias hasta el dia
30 después del trasplante, posteriormente fue aplicada diariamiente. En todos los tratamientos
se realizaron lavados del sustrato cada 10 dias aplicando agua (1 L por maceta) para evitar la

acumulacion excesiva de sales.

Colecta de material vegetal para las determinaciones de acido salicilico, actividad
catalasa y capacidad antioxidante total. Se tomo como unidad experimental una planta,
tomando como muestra para evaluacion la tercera hoja completamente desarrollada a partir del
apice, descartando para posteriores evaluaciones toda aquella planta que fuera muestreada. En
cada tratamiento y tiempo de muestreo se colectaron hojas de dos plantas diferentes elegidas al
azar. Cada tratamiento constd de 50 repeticiones.

El material foliar para la determinacién del acido salicilico y actividad catalasa se colectd
por primera vez de forma previa a la aplicaciéon de los tratamientos de aspersiéon con acido
salicilico y posteriormente a las 12, 24, 48, 144 y 240 h después de cada aplicacién. Por otra
parte, las muestras foliares para la medicién de la capacidad antioxidante total se recolectaron

48y 144 h después de cada aplicacion.
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Las hojas cortadas para la determinacién de AS fueron envueltas en papel aluminio
previamente etiquetado e inmediatamente introducidas en nitrogeno liquido para posteriormente
almacenarse a -80 °C. Por su parte, las muestras para verificar la actividad catalasa y la
capacidad antioxidante total se colocaron en una hielera a 4 °C y en nitrogeno liquido,

respectivamente, y se llevaron al laboratorio para procesarse de inmediato.

Determinacion del acido salicilico (AS). Se realizé por medio de la técnica modificada de
Forcat et al. (2008), la cual consta de dos fases: 1) Preparacion de la muestra para la
extraccion, y 2) determinacion de la concentracion de &cido salicilico en el extracto obtenido. En
la fase uno el material vegetal congelado fue molido en un mortero aplicando constantemente
nitrégeno liquido, se colocaron 0.05 g del tejido molido en un tubo ependorf de 1.5 ml, donde se
agregd 1 ml de la solucién de extraccion (10% de metanol: 1% de &cido acético: 89% agua
destilada), posteriormente se sometié a vibracién por 20 segundos en un agitador vortex
(Scientific products), y se desgasificd durante 5 minutos en un desgasificador Bransom modelo
1510, para posteriormente centrifugarlo en una microcentrifuga (Labnet International modelo
24D) durante 10 minutos a 10000 gravedades (10400 rpm). Después de este proceso se
recupero el sobrenadante traslucido con pipeta manual y se colocé en un tubo ependorf nuevo y
etiquetado. A los tubos ependorf que inicialmente contenian la muestra vegetal se les agregaron
nuevamente 0.5 ml de la solucién de extraccion y se repitié todo el procedimiento, obteniendo
asi un aproximado de 1.5 ml de solucién con el compuesto buscado. Esta solucién se pas6 a
través de filtros siringe-driven filter unit de 0.45 pm (Millipore) y al extraxto se le determino el
acido salicilico con un cromatégrafo LC marca Agilent modelo 1120, bajo el programa
computacional EZChrom Elite Compact version 3.3.0B (Agilent 2005-2008), la separacion se
llevo a cabo en una columna Phenomenex Luna C18 de 100x20 mm a 35 °C, manejando dos
gradientes de solventes 100% A (94.9% H20: 5% CH3CN: 0.1% CHOOH) a 100% B (5% H0:
94.9% CH3CN: 0.1% CHOOH) por 10 min, utilizando 20 pl de extracto. Cada muestra de hoja
fue analizada por duplicado. Los resultados obtenidos mediante el cromatografo en mg L' de AS

fueron convertidos a ug de AS por g de peso fresco.

Determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT). La determinacién de actividad

de CAT se llevd a cabo el mismo dia de la recoleccidn de la muestra foliar, utilizando la técnica
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descrita por Masia (1998). Se pesaron 0.5 g de la lamina foliar en una balanza analitica marca
AHUS modelo Pionner y se maceraron en un mortero, adicionando 50 mg de polyvinyl-
pyriolidone (Sigma-Aldrich) y 5 ml de solucién buffer fosfato 100 mM a pH 7.0. La mezcla
obtenida se llevd a tubos ependorf para ser centrifugados en microcentrifuga a 11000
gravedades (11440 rpm) por 11 minutos. El sobrenadante obtenido se diluyé 1:10 con agua
destilada. De la dilucién se tomo 1 ml y se le agregaron 3 ml de buffer fosfato 300 uM, para
posteriormente adicionar 1 ml de H.O2 100 uM. La reaccion entre la CAT y el H20» fue detenida
después de transcurrir un minuto aplicando 10 ml de acido sulfarico al 2 %. Posteriormente se
titulé con permanganato de potasio 0.01 N. Bajo el mismo procedimiento se realizé un blanco con

agua destilada. La actividad de la catalasa se determino mediante la siguiente formula:

(VT-VM) (Concentracion del KMnO4)

CAT = :
(Muestra / ml de NaKPi)(DF muestra / ml NaKPi final)

En donde: VT = Volumen de KMnO: gastado en el blanco (ml); VM = Volumen de KMnO4 gastado en la
muestra (ml); Concentracién del KMnOs en moles; Muestra = peso de tejido utilizado; NaKPi =
amortiguador de fosfato de sodio (5 ml); DF muestra = dilucién final de la muestra; NaKPi final = cantidad
final de amortiguadores de fosfato de sodio utilizado (8 ml). Se definié una unidad de catalasa como la
cantidad de enzima necesaria para descomponer 1 uM de H,O, por minuto por gramo de tejido (Masia,
1998).

Determinacioén de la capacidad antioxidante total (TAC). La determinacion de la capacidad
antioxidante total se realizd el mismo dia de la recoleccién de la muestra foliar, utilizando la
técnica descrita por Ramirez et al. (2006). Las hojas fueron congeladas con nitrégeno liquido y
molidas en mortero para tomar 4 g de muestra a la que se agregaron 8 ml de buffer fosfato 100
mM a pH 7.0. Posteriormente la muestra se agito durante 2 min en un agitador vortex (Scientific
products), para posteriormente ser centrifugada a 2880 gravedades (3000 rpm) durante 10
minutos. Se utiliz6 el kit para determinacion de la capacidad antioxidante total de Calbiochem®
(Miller et al., 1993), tomando del sobrenadante (extracto) obtenido una alicuota de 20 pl el cual
se combiné con 1 ml del cromdégeno (metmioglobin + ABTSMR), |a solucion obtenida fue llevada a
un espectrofotometro (Jenway, modelo 6320D) para determinar la absorbancia a una longitud de
onda de 600 nm. Las lecturas de absorbancia se realizaron también en un blanco (agua

destilada) y un estandar (Trolox: 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico, 2.03



45

mM). Después de tres minutos se agregaron tanto a las muestras experimentales como al blanco
y al esténdar, 200 pl de sustrato (peroxido de hidrogeno estabilizado), para leer nuevamente la
absorbancia en el espectrofotdmetro a 600 nm y obtener las lecturas diferenciales (A) de las
muestras experimentales, las muestras blanco y estandar (A = lectura inicial — lectura
transcurridos los 3 min). La capacidad antioxidante total equivalente a Trolox (mM) fue

determinada mediante la formula siguiente:

(Concentracion del estandar)(A Blanco - A Muestra)
(A Blanco - A Estandar)

ANT =

Determinacion de la produccion de fruta. Se recolectaron los frutos de diez plantas de cada
tratamiento durante cinco cortes, determinando con ello el total de gramos por planta generado
entre los 73 y los 105 dias después del trasplante. El peso de los frutos se verificd con una

balanza analitica digital Explorer Pro.

Disefio Experimental y analisis estadistico. El experimento se estableci6 bajo un disefio de
bloques completos al azar con dos repeticiones. Se considerdé una planta como la unidad
experimental y se manejaron dos plantas por cada evaluacién por tratamiento. En cada
tratamiento se establecieron un total de 50 plantas.

Para determinar la presencia de diferencias entre las series de datos de las
concentraciones de los diferentes compuestos analizados se realizé la prueba de Wilcoxon
(Wilcoxon Matched Pairs Test, Statistica for Windows versién 6.0). De igual forma a las series de
datos de las concentraciones se les realiz6 la prueba Cross-Correlation Function (Statistica for
Windows version 6.0) para determinar correlacion entre los niveles de AS y CAT. Se llevé a cabo
la comparacion de los resultados en cada muestro usando un andlisis de varianza y una prueba
multiple de comparacion de medias de Tukey (P=0.05) (Statical Analysis System para Windows

version 9.0).
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Resultados y Discusion

Cambio en la concentracion de acido salicilico (AS) en las hojas. La prueba de
Wilcoxon, determind diferencia estadistica significativa entre las series de datos de los
tratamientos (Figura 1). Los tratamientos con aplicacion foliar de AS mostraron las mayores
concentraciones de este compuesto, sin embargo no hubo tal diferencia con y sin el NaCl. Los
tratamientos sin AS produjeron los valores mas bajos de concentracion de este compuesto, de
nuevo sin efecto alguno del NaCl. Resultados analogos fueron reportados por Szalai et al. (2005)
y Szalai y Janda (2009) quienes aplicaron 50 y 100 mM de NaCl en plantulas de maiz (Zea mayz
L.) sin encontrar incremento en la concentracion de AS foliar. Lo mismo fue reportado por
Hussain et al. (2011) en violetas (Viola odorata L.) al aplicar 50 mM de NaCl sin encontrar
incremento en la concentracion de AS foliar, asi como por Igbal y Ahsraf (2006) quienes no
encontraron cambio significativo en la concentracion de AS en semillas de trigo (Triticum
aesvestum L.) germinadas en un medio de cultivo con 150 mM de NaCl (conductividad eléctrica
de 15 dS m). Otros autores como Shawada et al. (2010) reportaron aumento en la
concentracion de AS a las 24 h de someter plantulas de arroz (Oryza sativa L.) a 120 mM de
NaCl. Es posible que la deteccion de cambios significativos en la concentracion de AS dependa
por una parte del tiempo del muestreo y la concentracion de NaCl y, por otro lado de la condicidn
particular de desarrollo de la planta y la especie de que se trate (Yokoi et al., 2002).

Al comparar los diferentes tiempos de muestreo la concentracion de AS en el tejido foliar
mostrd diferencias entre tratamientos a las 24 h después de la primera aplicacion, alas 12y 24 h
después de la segunda aplicacion, y a las 12, 24 y 48 h después de la tercera aplicacion (Figura
1), siendo los tratamientos donde se aplico AS foliar los que presentaron las concentraciones
mas elevadas de AS en el tejido en los momentos mencionados, para en adelante presentar
disminucién en la concentracion e igualar el contenido de AS foliar de las plantas control (a las
48 h después de la primera y segunda aplicacién y a las 144 h después de la tercera aplicacion).
Aunque los tratamientos con aplicacién de AS con y sin aplicacién de NaCl presentaron un
comportamiento similar en todos los muestreos, fue posible verificar diferencias significativas
entre los tratamientos mencionados a las 24 h después de la primera aplicacién y alas 12, 24 y

48 h después de la tercera aplicacidn, con los valores de concentracion de AS mas elevados en
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donde se aplico NaCl (Figura 1). Una respuesta analoga fue descrita por Esmailzadeh et al.
(2008) al combinar la aplicacion de AS (400 uM) en hojas de tomate con la infeccion con
Alternaria alternata, encontrando valores menores al aplicar por separado el AS y el patogeno. El
incremento significativo de la concentracion de AS en las hojas sujetas a estrés salino donde se
aplico AS foliar (AS foliar + 100 mM NaCl en sustrato) pudiera atribuirse a la conocida funcion
del AS como compuesto sefializador del estrés y a la induccidn de respuestas de resistencia
(Yalpani et al., 1993; Tari et al., 2006; Iwai et al., 2007; Park et al., 2007; Hussain et al., 2007).
Por su parte las plantas del tratamiento testigo no presentaron variacion significativa en la
concentracion de AS foliar a lo largo del estudio, comportamiento diferente al reportado en
Arabidopsis thaliana, con cambios en la concentracion de AS foliar en cada etapa fenoldgica
(Abreu and Munne, 2009).
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Figura 1. Dindmica de la concentracién de acido salicilico en hojas de tomate (Solanum lycopersicum L.) como
respuesta a la aplicacién exdgena del mismo (AS) a 104 M (0.0138 g L") cada 15 dias bajo dos condiciones de
desarrollo (0 y 100 mM de NaCl en el medio de cultivo). 'Los promedios sefialados con la misma literal son
estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).

Al revisar el incremento y posterior disminucion del AS después de la aplicacién foliar, se
encuentra parecido con la respuesta frente a otros tipos de estrés. La misma tendencia fue reportada por
He et al. (2007) en hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) al aplicar el acaro Tetranichus urticae Koch y por

Ogawa et al. (2010) en hojas de Arabidopsis thaliana con la aplicacién de estimulos mecanicos. Dichos
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autores encontraron también los picos maximos de concentracion a las 24 h después del estimulo, para
posteriormente iniciar una disminucién en la concentracién, siendo el tiempo de méxima acumulacién
similar a lo encontrado en el presente estudio. La caida en la cantidad detectable de AS (posterior al pico
de concentracién) puede obedecer a la transformacion del AS en formas conjugadas (Klambt, 1962; He
et al., 2007) principalmente como glucdsidos de salicilico y benzoico (Mustafa et al., 2007; Owaga et al.,
2010) o bien formas metiladas o activadas con coenzima A (Wildermuth, 2006). Una vez que el AS pasa
a una forma conjugada, se considera una especie quimica de reserva que puede reconvertirse
nuevamente en AS (Wildermuth, 2006). Este fenémeno fue descrito por Panina et al. (2005) quienes al
determinar las concentraciones de AS y sus conjugados en discos de papa infectados con Phytophthora
infestans observaron la trasformacion de los conjugados de AS en AS libre en un lapso de 48 horas.

Las concentraciones de AS foliar determinadas en el presente estudio se asemejan a las
reportadas por He et al. (2007) en hojas de frijol a las 24 h posteriores a la infestacién por el acaro
Tetranychus urticae Koch, con un valor méaximo de AS de 12 ug g de peso fresco. Shulaev et al. (1995)
en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) infectadas con VMT encontraron concentraciones maximas
de AS equivalentes a 10 pg g' de peso fresco, aumentando esta concentracion en los tejidos cercanos al
sitio de infeccion transcurridas 144 h después del inicio de la misma. Por otra parte, Barbaus-Larson y
Jacobsen (2007) al aplicar 50 ppm de probenazole en remolacha azucarera (Beta vulgaris L.) e Iwai et al.
(2007) aplicando el mismo compuesto sobre plantas de arroz (Oryza sativa L.), determinaron la maxima
concentracion de AS en 3.1y 7.3 pg g de peso fresco, respectivamente. Es claro que los valores de
concentracion endégena de AS dependeran del tipo de especie manejada (Chandra et al., 2007), la
concentracion o manejo del AS aplicado (Cag et al.,, 2009) y las condiciones bajo las cuales se lleve a
cabo cada ensayo, manteniéndose como constante la aparente transformacion de una parte del AS libre
hacia formas conjugadas, incluso si esta respuesta se encuentra acompafiada de concentraciones muy
altas de AS y/o tiempos de respuesta tan cortos como 30 minutos (Norman et al., 2004). Inclusive los
valores de concentracién mas bajos también presentan picos maximos y posteriores caidas, lo que hace
suponer la incorporacién del AS a moléculas conjugadas, tal y como lo encontraron Park et al. (2007) y
Yalpani et al. (1991) quienes reportaron concentraciones en el orden de 0.35 ug g de peso fresco en

hojas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) a las 144 h después de infectar las plantas con VMT.

Actividad catalasa (CAT). La prueba de Wilcoxon determin¢ diferencia estadistica significativa
entre las series de datos de la actividad CAT para los diferentes tratamientos (Figura 2). Los dos
tratamientos en donde se aplic6 NaCl mostraron los valores mas altos de actividad CAT en la serie de

datos, sin importar si se aplicd o no el AS. Los dos tratamientos sin aplicacién de NaCl fueron menores a
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los anteriores pero no diferentes entre si, lo que parece indicar un efecto mas importante del NaCl sobre
la CAT en comparacién con el AS. Por otro lado, puede observarse en la misma Figura 2 que al comparar
los diferentes tiempos de muestreo en todos los casos los picos mas altos de actividad CAT
corresponden al tratamiento en donde se aplic el NaCl y el AS. Este resultado de aparente sinergia
entre el NaCl y el AS para inducir actividad CAT coincide con lo reportado en plantas de maiz (El-Khallal
et al., 2009), en Vicia faba (Azooz, 2009), en trigo (Erdal et al., 2011) y en Solanum bulbocastanum
(Daneshmand et al., 2009). Es posible que este efecto del AS foliar sobre la actividad de la CAT tenga
relacién con la interaccion del AS y las especies reactivas del oxigeno (ROS) formadas durante el estrés
oxidativo inducido por el NaCl (Apel and Hirt, 2004; Miller et al., 2010). Para verificar lo anterior se llevé a
cabo una cross correlation between two time series, la cual arrojo correlacion positiva y significativa
(R=0.571) entre las dindmicas de las series de datos de concentracion de AS foliar y actividad CAT para
el tratamiento de aplicacién de NaCl y AS. Para el resto de los tratamientos la correlacion no fue
significativa. Este resultado puede indicar que la interaccién de las aplicaciones de AS y NaCl modifca el
balance redox al estimular la formacion de ROS y H,O. que a su vez estimula la acumulacion de
enzimas antioxidantes como la CAT (Mittler, 2002; Kawano, 2003; Kato et al., 2004; Gupta and Sharma,
2009).

Al revisar el incremento y posterior disminucion de la actividad CAT después de la aplicacion
foliar de AS se encontro similitud a lo reportado en otros cultivos como en la papa (Sinkevick et al., 2009) y
Anthurium andraeanum (Promyou et al., 2012) sometidos a baja temperatura. La aplicaciéon de
biorreguladores en plantulas de sorgo produjo una respuesta analoga (Olteanu et al., 2009), asi como la
exposicién a 500 uM de Pb en arroz (Verma y Dubey, 2003). Dichos incrementos en la actividad CAT se
supone tienen relacion con el aumento en la concentracién de radicales libres o de compuestos derivados
de los mismos como el H20- (Srivalli et al., 2003). Por otra parte, Feieraband y Dehne (1996) indican que
los descensos posteriores a los picos de maxima actividad de CAT pueden resultar de la presencia de una
mayor cantidad de moléculas antioxidantes como la ascorbato peroxidasa, tal como fue observado en
maiz por El-Khallal et al. (2009), o bien a la actividad de proteasas que degradan la CAT y son inducidas
por niveles altos o tiempos largos de exposicion a algun factor de estrés tal como lo reportan Noreen and
Ashraf (2009) en plantas de chicharo asi como Esfandiari et al. (2007) y Hameed et al. (2008) en trigo al
exponer las plantas a NaCl. Dicho comportamiento de la CAT también es inducido por otros factores
ambientales como 500 y 1000 uM de Pb en el sustrato (Verma and Dubey, 2003) y la presencia de
metales pesados (Kachout et al., 2010). Inclusive se sabe que la combinacion de varios factores de estrés
puede provocar una relacion inversa entre el contenido endogeno de AS y la actividad de la CAT (Shim et
al., 2003).
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Figura 2. Dinamica de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) en hojas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
como respuesta a la aplicacion exégena de &cido salicilico (AS) a 104 M (0.0138 g L") cada 15 dias bajo dos
condiciones de desarrollo (0 y 100 mM de NaCl en el medio de cultivo). Unidad de CAT se define como la cantidad
de enzima que descompone 1 uM de H202 por minuto a 25 °C. 'Los promedios sefialados con la misma literal son

estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).

Capacidad Antioxidante Total (TAC). La prueba de Wilcoxon indicé diferencia
estadistica significativa entre las series de datos de los tratamientos (Figura 3). Los tratamientos
con aplicacion foliar de AS mostraron los mayores niveles de TAC, sin mostrar diferencia al
aplicar o no aplicar el NaCl. Los tratamientos en donde no se aplicé el AS mostraron los valores
mas bajos de TAC, de nuevo sin efecto alguno del NaCl. Este incremento de la capacidad
antioxidante por aplicacion del AS concuerda con lo reportado por Ramirez et al. (2006) al aplicar
AS en plantas de acelga (Beta vulgaris L.) y por Khandaker et al. (2011) al aplicarlo en amaranto
(Amaranthus tricolor L.). Esta respuesta se atribuye a la capacidad del AS para modificar el
balance redox celular activando algunas de las respuestas asociadas al choque oxidativo, lo cual
a su vez desencadena la acumulacion de compuestos antioxidantes (Alvarez, 2000). La
capacidad antioxidante total del extracto foliar obtenida en los diferentes muestreos presentd
valores superiores transcurridas 144 h en comparacion con lo observado a las 48 h después de
una aspersion (Figura 3). Este comportamiento resulta similar a lo encontrado en plantas de
esparrago (Asparagus officinalis L.) por Wei et al. (2011) al determinar el pico de maxima TAC

entre 144 y 216 h después de la una aspersion, disminuyendo mas adelante.
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Figura 3. Dinamica de la concentracion de Antioxidantes totales (ANT) en hojas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
como respuesta a la aplicacién exdgena de acido salicilico (AS) a 104 M (0.0138 g L) cada 15 dias bajo dos
condiciones de desarrollo (0 y 100 mM de NaCl en el medio de cultivo). 'Los promedios sefialados con la misma
literal son estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).

Produccion de Fruto. La produccién de fruto obtenido de los cinco cortes no presentd
diferencia entre el tratamiento control y los tratamientos con aspersion foliar de AS (Figura 4).
Solamente el tratamiento en donde se aplico NaCl y en donde se aplico AS mostraron una
diferencia significativa. Diferentes autores reportaron aumentos en la produccién de fruta (Larque-
Saavedra et al., 2007; Yildirim and Dursan, 2008; Karlidag et al., 2009; Mady, 2009) al aplicar el
AS, sin embargo, el AS es un compuesto inductor de gran cantidad de respuestas metabolicas,
generalmente dirigidas al ajuste del balance redox en el aparato fotosintético cuando se
presentan situaciones de estrés ambiental (Hayat et al., 2010). En el caso del estrés inducido por
la salinidad los ajustes se refieren sobre todo a los compuestos antioxidantes para aliviar el
estrés oxidativo, no resultando siempre el ajuste metabélico en un aumento en la produccion de
fruta del cultivo (Stevens et al., 2006; Joseph et al., 2010).

Por otra parte la aplicacion de NaCl no produjo un descenso significativo en la produccion
de fruta con respecto al tratamiento control, a pesar de considerarse el cv. Rio Grande como
susceptible a la salinidad (Zid and Ben-Salh, 2005). Otros autores, usando cultivares diferentes al

manejado en el presente estudio, reportaron disminucién en la producciéon de fruta de tomate al
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aplicar NaCl en concentraciones inclusive menores a las aqui usadas (Lopez and Satti, 1996;
Stamatakis et al., 2003; Satti and Lopez, 2008; Magan et al. 2008).
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Figura 4. Peso de los frutos (g/planta) cosechados del dia 73 al 105 después del trasplante en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) sometidas a los diferentes tratamientos de aplicacion exégena de &cido salicilico (AS) a
104 M (0.0138 g L) y NaCl 100 mM. "Los promedios sefialados con la misma literal son estadisticamente iguales
(Tukey, 0=0.05).

Conclusiones

» La aplicacidon de acido salicilico (AS) de forma foliar, induce una mayor concentracion del

compuesto en el tejido foliar de tomate con un efecto residual de 24 a 144 h.

e La aplicacion AS de forma foliar aument6 la capacidad antioxidante total (TAC) del tejido

foliar sin modificar el peso de fruto.

» Laaplicacion de 100 mM de NaCl en la solucion nutritiva aumento la actividad catalasa, pero

no modificd la capacidad antioxidante total, la concentracion de SA foliar ni el peso de fruto.

» La aplicacién de AS de forma foliar a las plantas bajo aplicacién de NaCl increment6 la

actividad catalasa y la capacidad antioxidante total en el tejido foliar.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

El acido salicilico (AS) aplicado de forma foliar sobre plantulas de tomate
incremeté la concetracion del compuesto a 8 pg g de peso fresco en

comparacion con el control que solo alcanzé un valor maximo de 5 pg g

De acuerdo a los resultados obtenidos, las aplicaciones de AS con
propositos agricolas sobre plantulas de tomate deberan aplicarce en un

intervalo de ocho dias entre aplicaciones.

La aplicacion de AS de forma foliar en plantas de tomate induce una mayor
concentracion del compuesto en el tejido foliar de tomate con un efecto
residual de 24 hasta 144 h.

La aplicacion AS de forma foliar a plantas de tomate aumenté la capacidad

antioxidante total del tejido foliar sin modificar el peso de fruto.

La aplicaciéon de 100 mM de NaCl en la solucion nutritiva aumento la
actividad catalasa, pero no modificO la capacidad antioxidante total, la

concentracion de SA foliar ni el peso de fruto.

La aplicacion de AS de forma foliar a las plantas bajo aplicacién de NacCl al
sustrato incrementé la actividad catalasa y la capacidad antioxidante total en

el tejido foliar.
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