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Al igual que otros organismos, las plantas se encuentran sometidas al ataque de numerosos
y diferentes microorganismos patdgenos, que incluyen nematodos, virus, bacterias y
hongos. Tanto las partes aéreas como las subterraneas estdn en continuo contacto con
potenciales agentes patdgenos. Por ello, no nos sorprenden las pérdidas causadas por las
plagas en cosechas y cultivos. En el medio natural cada planta suele ser atacada por varios
cientos o miles de individuos de un mismo tipo de patdgeno. A pesar de que estas plantas
resultan en menor o mayor grado dafiadas, muchas de ellas sobreviven a estos ataques y
algunas de ellas contintan desarrollandose y multiplicandose, exceptuando la posibilidad
de desplazamiento, que les permitiria buscar ambientes mas favorables. Las plantas difieren
de los animales en dos aspectos que determinan profundamente las estrategias a seguir para
defenderse de los patdgenos. En primer lugar, las plantas carecen de un sistema
inmunoldgico, de forma que no existen células especializadas para defender el organismo,
cada célula individual debe tener la capacidad de responder al ataque del patégeno. En
segundo lugar, las plantas pueden perder porciones considerables de su estructura sin que
ello traiga consigo problemas de supervivencia, pudiendo inducir la muerte de Grganos
invadidos por el patégeno para evitar la propagacion de este al resto de la planta, y este
mecanismo de defensa es el mas utilizado por las plantas para defenderse frente a los
organismos patogenos. El proceso de interaccion entre huésped y patdgeno es un proceso
dinamico en el que ambos intervienen. Cada patégeno ha evolucionado de una forma
distinta en cuanto al modo en que invade a su planta huésped, y la existencia de distintas
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barreras de defensa en la planta junto con las condiciones ambientales presentes en un
determinado momento, condicionan el éxito del patdgeno en cuanto a su colonizacién y

proliferacion en el huésped.
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INTRODUCCION

El tomate (Lycopersicum esculentum Mill) es una hortaliza con importancia a nivel
nacional e internacional debido a su alta demanda, con mercado para consumo en fresco o
industrializado (Rodriguez, 2006). La FAO en sus registros ubica a china como el principal
pais productor de jitomate con 35 millones de toneladas. México ocupa el décimo lugar con
produccion de 3 millones de toneladas anuales (FAOSTAT, 2006) EI tomate es la principal
hortaliza cultivada en todo el mundo tanto a cielo abierto como en invernadero (Flores et al.,
2007).

El tomate es una de las especies horticolas mas importantes de nuestro pais debido al
valor de su produccion y a la demanda de mano de obra que genera. Es el principal producto
horticola de exportacién, ya que representa el 37% del valor total de las exportaciones de
legumbres y hortalizas y el 16% del valor total de las exportaciones agropecuarias (Flores et
al., 2007).

En México el 80% de la produccion de tomate se realiza a cielo abierto, lo que expone
al cultivo a una diversidad de patdgenos que se encuentran en el suelo y que podrian mermar
la produccién (Echavarria y Castro, 2002). La Marchitez Vascular causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici que ha evolucionado a razas 1, 2y 3 (Tello et al., 1988), destaca
como una de las principales limitantes debido a su potencial destructivo. Esta enfermedad se
encuentra distribuida en todo el mundo causando importantes pérdidas en el cultivo de tomate
(Cai et al., 2003). Las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad llegan a ser del 60% del
rendimiento, ademas de mermar la calidad de los frutos en variedades susceptibles (Ascencio
et al., 2008; Agrios, 2001). El primer reporte de F. f. sp. lycopersici raza3 en México se
realizé en 1996 a partir de unas plantas de tomate colectadas en Sinaloa (Valenzuela et al.,

1996).



Una nueva forma de hacer agricultura, vinculada con la produccién de alimentos sanos
y orientados al mercado de exportacion ha venido ganando importancia en la agricultura
mundial desde los afios 80; esta es la agricultura organica, ecolégica o bioldgica, la cual se
define como un sistema de produccion que utiliza insumos naturales atreves de précticas
especiales, como composta, abonos verdes, control bioldgico, repelentes naturales a base de
plantas, asociacion y rotacion de cultivos entre otros mas, este tipo de agricultura excluye
insumos de sintesis quimica (Gomez et al.,2006).

Existen numerosos reportes relacionados con los mecanismos de resistencia de plantas
a patdgenos. Ellos indican diversas estrategias desarrolladas por la planta que consisten en
defensa fisica o estructural y defensa quimica. La defensa quimica involucra la produccion de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. Una de las principales rutas de
biosintesis de Metabolitos Secundarios, es la de los fenilpropanoides; a través de ella se
sintetizan compuestos con diversas funciones en plantas. Los compuestos fendlicos se forman
en esta ruta metabdlica y una de las funciones que desempefian es la de proteger a las plantas

contra hongos, bacterias y virus (Vermerris y Nicholson, 2006; Vicenzo et al., 2006).

Por lo anterior descrito, en el presente estudio se pretende establecer si el uso del extracto crudo
de Heliopsis longipes ofrece ventajas importantes en la induccion de resistencia sobre el

Patosistema: Tomate — F. oxysporum f. sp. lycopersici.



OBJETIVO GENERAL

Evaluacion de la expresion de resistencia sistémica en el patosistema tomate-FOL con la

aplicacion del extracto crudo de Heliopsis longipes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluacion del desarrollo de la enfermedad en el patosistema tomate-FOL con la

aplicacion del extracto crudo de H. longipes.

2) Evaluacién de cambios estructurales y bioguimicos como respuesta a la aplicacion

del extracto crudo de H. longipes en el patosistema tomate-FOL.

3) Analisis diferencial de la expresion genética en presencia del extracto de H.

longipes en el patosistema tomate-FOL.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo del Tomate

El tomate (Lycopersicom esculentum Mill) es una planta nativa de America tropical, cuyo
origen se localiza en la region de los andes (Chile, Colombia, Ecuador, Bolivia y Pert y
México), e introducido a Europa en el siglo XVI; al principio, fue cultivado como planta de
ornato. A partir de 1900, se extendié el cultivo como alimento humano y actualmente ocupa
un lugar importante entre las hortalizas en el mundo. Ademas es una importante materia

prima para la industria de transformacion (FAO, 2002).

Figura 1: Planta de tomate

Importancia Econémica y Distribucién Geogréafica

El tomate cultivado es considerado como una de las hortalizas de mayor importancia en
muchos paises del mundo, por el gran nimero de productos que se obtienen. Mundialmente
ocupa el segundo lugar en importancia entre las hortalizas debido a su nivel de produccion,

la cual es superada solamente por el cultivo de la papa (SAGARPA, 2005). En México, el



tomate cultivado estd considerado como la segunda especie horticola més importante,
debido a la superficie sembrada, y como la hortaliza de mayor importancia por sus niveles
de produccion (SAGARPA, 2005). Los principales paises productores son: Estados Unidos,
Canada, Grecia, Italia, México, Turquia, Egipto, India y Espafia (Jiménez, 2003). La
produccién anual mundial crecié 9.5% en los Gltimos cuarenta afios, siendo la hortaliza méas
cultivada. A nivel nacional se siembran alrededor de 81,000 ha donde se obtienen cerca de
2 millones de ton, siendo los principales estados productores: Sinaloa, Baja California, San
Luis Potosi, Sonora, Nayarit, Morelos y Michoacén; y a menor escala: Jalisco, Guanajuato,

Tamaulipas, Hidalgo y Puebla (Jiménez, 2003).

El tomate tiene gran importancia mundial por su variedad de usos; consumo en fresco,
como ingrediente en jugos, pastas y bebidas, por su valor nutritivo y su alto valor comercial

por unidad de superficie cultivada (FAO, 2002).

La produccion mundial de tomate es, aproximadamente, de 36, 000,000 ton por afio,
cultivadas en 1, 8000,000 ha. El area cultivada comprende un 30% del total de las
hortalizas. Esta situacion justifica el desarrollo de grandes esfuerzos para resolver los

problemas que limitan su produccién (FAO, 2002).

Posicion Taxonémica

Recientemente, se ha propuesto un cambio en la nomenclatura del genero Lycopersicon

esculentum Mill. Pasa a denominarse Solanum lycopersicon L. (Peralta y col., 2005).

Reino.... Metaphyta



Division....Magnoliophyta

Clase....Magnoliopsida

Orden....solanales

Familia....solanaceae

Genero....solanum

Especie....lycopersicon

Plagas del Cultivo de Tomate

Dentro de las plagas méas importantes se encuentran: gusano cortador (Agrotis spp), grillo
(Acheta domesticus y gryllus bimaculatu), hormiga (Solenopsis), pulgones (Myzus
persicae), arafita roja (Tetranychus urticae), gusano cogollero (Spodoptera frugiperda),
falso medidor (Trichoplusia ni), gusano de cuerno (Manduca sexta), entre otras. Algunos
insectos pueden ser trasmisores de virus, por lo que los frutos atacados maduran disparejos.

En el lugar del picado se endurece la carne del fruto (Van Haeff, 1995).

Enfermedades del Cultivo de Tomate

Las enfermedades de las plantas son importantes para el hombre debido a que perjudican a
las plantas y sus productos. Los marchitamientos vasculares son enfermedades destructivas

productivas producidas por diversos agentes etioldgicos y se encuentran ampliamente



distribuidos en poblaciones y cultivos de un sin nimero de especies de plantas (Agrios,

2002).

El cultivo del tomate se ve mermado por enfermedades ocasionadas por hongos, bacterias,
nematodos y virus. Dentro de las enfermedades fungosas, sobresalen los hongos que
ocasionan marchitez en las plantas; tales como: Verticillium, Fusarium, Alternaria solani,
Phytophthora infestans, entre otros (Steiner y Doudoroff, 1977; Fravel, 1988; Schippers et

al., 1987; Weller, 1988).

Existen diferentes tipos de enfermedades en este cultivo siendo las mas importantes las de
origen patoldgico (Mendoza, 1996). La mas importante en la actualidad por su impacto y
distribucion es el marchitamiento vascular o fusariosis (Fusarium oxysporum f sp.

lycopersici) Snyder and Hansen (Fol) (Ramirez, 1998).

Marchitez Vascular del Tomate

El ciclo de la enfermedad ocasionada por Fusarium oxysporum f sp. lycopersici se inicia
con la presencia del inoculo en el suelo o residuos de cosecha del inoculo constituido por
hifas, esporas o clamidosporas que germinan cuando son activadas por los exudados
producidos en las raices fibrosas del tomate; los tubos germinativos del hongo penetran la
epidermis de las raices directamente o por heridas, pasan a la corteza o a la endodermis, y
una vez dentro del hospedante se mueven por colonizacién de los vasos del xilema
produciendo la oclusion del sistema vascular de la planta. Su diseminacién en el campo se

produce a través de material de propagacion infectado, fragmentos de plantas enfermas y



movimientos de suelo infestado con clamidosporas de F. oxysporum las cuales pueden

sobrevivir en este por mas de 10 afios (Haglund y Kraft, 20001).

Figura 2: Macroconidias y clamidiosporas de Fusarium oxysporum

La tasa de velocidad de la infeccién depende de factores como el tiempo de la infeccion
inicial, la virulencia y condiciones climéticas. Dependiendo de la tasa de velocidad de
infeccion, el hongo puede ocasionar pudricion radicular y muerte, incluso en plantas muy

jévenes (Agrios, 20002).

Esta enfermedad es mas agresiva en climas calidos y suelos con textura arenosa (Gonzélez,
1974); sin embargo, fuertes afecciones en cultivares susceptibles se han reportado bajo
condiciones de invernadero. Los dafios se presentan con mayor severidad cuando las
plantas son sometidas a un periodo de estrés hidrico, principalmente en la etapa de
floracion y fructificacion (Gonzélez, 1974; Ramirez, 1998). Los sintomas mas notables de
F.oxysporum f. sp. lycopersici ocurren al inicio de la floracién, poco después de la

formacién de los primeros frutos (Beckman, 1987; Mendoza, 1993; Ramirez, 1998).



Sintomas

Los sintomas inician con un amarillamiento en las hojas mas viejas, extendiéndose a toda la
planta y ocasionando una clorosis que a veces se presenta en las hojas de un solo lado de la
planta, y en ocasiones solo en la mitad de estas (Cardenas, 2000). Las hojas afectadas se
marchitan y mueren, aunque pueden permanecer adheridas al tallo. Si se realiza un corte
transversal del tallo, se observa una necrosis vascular de color café en forma de anillo, la
cual se extiende hacia la parte apical de la planta de acuerdo con la severidad de la
enfermedad, marchitando y matando a las plantulas o plantas adultas (Sanchez, 1998). Las
plantas mas viejas pueden marchitarse y morir repentinamente; sin embargo, cominmente
muestran achaparramiento, epinastia, amarillamiento de las hojas inferiores, marchitez de
las hojas y tallo jovenes, defoliacion, necrosis marginal de hojas y finalmente la muerte de
la planta (Sanchez,1998). Cuando las raices y los tallos son colonizados, los sintomas se
muestran como una pudricion necroética, particularmente sobre las raices laterales méas
pequefas; lo cual acelera el marchitamiento del follaje. Después que la planta muere, el
hongo fructifica sobre la superficie del tallo bajo condiciones de ambiente himedo

(Angulo, 1996; Valdez, 1999).

Figura 3: Sintomas de marchitez por F. oxysporum f. sp. lycopersici
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Clasificacion taxonomica y caracteristicas morfologicas de Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici

F. oxysporum pertenece a la clase Sordariomycetes, Orden hipocreales, Familia Nectriaceae
(Nelson et al., 1993). Es un hongo imperfecto, que aparentemente ha perdido el estado
perfecto o sexual. Estos se reproducen por medio de conidias (una espora asexual formada
en el extremo de una hifa). EI hongo sobrevive por largos periodos en el suelo en forma de
clamidosporas. El micelio es generalmente aéreo, abundante, algodonoso, con diferentes
coloraciones como blancas, durazno, salmon, pero usualmente con un tinte purpura o

violeta mas intenso.

El hongo se caracteriza por producir tres clases de esporas, una de ellas son las
microconidias, que son esporas unicelulares, septadas, hialinas, de forma variable,
formadas sobre fialides laterales o sobre conidioforos poco ramificados. Las microconidias
tienen entre 5-12 micras de largo x 2.5-3.5 micras de ancho (Nelson, 1981). Las
macroconidias son de pared delgada, fusiformes, largas y moderadamente curvas en forma
de hoz, poseen de tres a cinco septas transversales, con la célula basal elongada y la célula

apical atenuada. Tiene un tamafo de 27-60 x 3-5 micras (Nelson, 1981).

Las clamidosporas son globosas, de doble pared gruesa, se encuentran solitarias o en pares,
formadas a partir de la condensacion del contenido de las hifas y las conidias. Con esta
estructura el hongo sobrevive en condiciones ambientales desfavorables y en ausencia de
plantas hospedantes. Su tamafio varia de 5-15 micras de didmetro (Summerell et al, 2002;

Barrera y Gomez, 1995; Nelson, 1981).
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Esta especie se caracteriza por producir distintas formas especiales, las cuales no se pueden
diferenciar por su morfologia o por las caracteristicas culturales de las colonias, sin
embargo, son fisiologicamente diferentes por su capacidad de parasitar y ocasionar
enfermedades en plantas hospedantes y sus exudados radicales satisfacen los
requerimientos nutricionales del hongo y por lo tanto, puede desarrollarse solo en este tipo

de plantas (Nelson, 1981; Gordon y Martyn, 1997).

Figura 4: Macroconidias e hifas de F. oxysporum f. sp. lycopersici

Manejo de la Enfermedad

Control cultural

En suelos arenosos evitar encharcamientos para impedir el traslado de nematodos ya que
las heridas que generan éstos en las raices facilitan el ingreso de la enfermedad. También
las plantas enfermas deben eliminarse lo méas pronto posible a efectos de reducir el inoculo

(Gonzales, 2006).

Teniendo en cuenta que este patdgeno es mas severo en condiciones de suelos acidos, se

recomienda la aplicacion de cal agricola o cal hidratada para aumentar el pH. Medios o
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sustratos de crecimiento que poseen un pH alto tienden a mantener niveles mas altos de
nutrientes, mayores poblaciones de microorganismos (hongos, bacterias y actinomicetos) y
menor severidad de marchitamiento por F. oxysporum f. sp. lycopersici. La severidad de la
enfermedad se ha reducido cuando se han aplicado fertilizantes nitrogenados con base en
nitratos, y ha aumentado con fertilizantes nitrogenados con base en amonio. El riego con
aguas salinas y la fertilizacion con sulfato de amonio predisponen la planta al ataque por el

hongo (FAO, 2003).

Es de vital importancia para el control de la enfermedad seleccionar muy bien el semillero

y sembrar plantulas sanas en campo. (FAO, 2003.)

Control quimico

El uso de agroquimicos como el bromuro de metilo, metam sodio y metam potasio han
sido utilizados como estrategias para el control de fitopatogenos por su amplio espectro
contra patdgenos del suelo (Ohr et al., 1996) estos productos son empleados en las

principales zonas productoras de jitomate para el control de Fusarium oxysporum.

Variedades resistentes

Gonzales en el (2006), Afirma que la utilizacion de variedades resistentes es la medida
méas adecuada para el manejo de F. oxysporum. En el mercado existen variedades con

resistencia a las razas 1 y 2 y en menor proporcion a la raza 3. Baez et al, 2010 mencionan
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que patrones o portainjertos pueden ser usados como una alternativa viable de control de

patdgenos radiculares y en este caso especial sobre la marchitez causada por F. oxysporum.

Control biorracional

Marcos en 1996, menciona que el uso de extractos vegetales acuosos de C. ambrosioides y
de N. Glauca son muy efectivos para el control de F. oxysporum inclusive sobre el

tratamiento quimico Metalaxil.

Gardufio en el (2009) obtuvo como resultado que 12 especies vegetales mostraron
actividad antifangica ante F. oxysporum. El extracto hexanico con C. ambrosioides (por su
actividad fungicida), los extractos metandlicos con S. purpurea y P. guayaba, asi como los
extractos acuosos con L. esculenta y G. ulmifolia inhibieron el crecimiento micelial con un
porcentaje superior al 50%. También, los polvos de B. crassifolia disminuyeron el
porcentaje de germinacién y esporulacion. Todas las especies presentaron actividad
antifungica en forma de extracto metanolico. La alta diversidad quimica de las especies
vegetales analizadas, afectd diferencialmente el desarrollo del hongo, ya sea por los

compuestos individuales o por sinergismo de algunos de ellos.

Rodriguez —Montilla (2002) demuestran que realizando una inmersion de raices de plantas
en solucion del extracto Citrus paradisi mas la aplicacion semanal al suelo logra reducir
la marchitez en un 85%, seguido por la aplicacion combinada al suelo y al follaje con un
64% de reduccién. La aplicacion del extracto de C. paradisi al follaje o al suelo ocasionan
una reduccion del 42% comparado con el testigo. Los resultados indican la posibilidad de

controlar patdgenos del suelo con el uso del extracto de semilla de C. paradisi.
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Control bioldgico

La siembra de semillas pregerminadas con suspensiones del hongo Trichoderma koningii,
c y de la bacteria Pseudomonas fluorescens al suelo de los semilleros, posibilitan un

adecuado control de Fusarium oxysporum (FAO, 2003).

La pre inoculacion de plantas de tomate siete dias antes del trasplante con Penicillium
oxalicum reduce la severidad de la enfermedad. La aplicaciéon de las bacterias Serratia
plymuthica y Pseudomonas sp. a las semillas, también ha permitido una disminucion de la

incidencia y severidad de la marchitez por Fusarium oxysporum. (FAO, 2003).

Mojica et al 2009 encontraron que de 64 cepas de B. thuringiensis probadas solo ocho
cepas mostraron un efecto inhibitorio contra F. oxysporum. De estas solo cinco inhibieron
maés del 30% del crecimiento y una reduccién en la tasa de crecimiento de 0,52 a 0,10 cm/

dia.

Alternativas de Manejo de Enfermedades

En la agricultura moderna, se ha hecho a un lado la sostenibilidad de la productividad
agricola. El uso de agroquimicos ha permitido obtener incrementos substanciales en la
produccion; no obstante, sus efectos adversos estan impactando de manera significativa la
sustentabilidad de la agricultura. La practica del monocultivo y la contaminacion por el uso
indiscriminado de agroquimicos han reducido la biodiversidad de los agroecosistemas,

causando la inestabilidad de los mismos, la cual se manifiesta, entre otros efectos nocivos,
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en una mayor incidencia de plagas y enfermedades en los cultivos. Esto y los problemas de
seguridad y salud publica inherentes a la fabricacion y uso de agroquimicos han conducido
a la busqueda y establecimiento de alternativas de manejo de plagas y enfermedades. Asi,
surge el interés por el control ecoldgico que puede definirse como: “cualquier forma de
control que reduce la incidencia o severidad de la enfermedad, o incrementa la produccion
del cultivo, aun cuando no haya aparentemente un efecto significativo en la reducciéon de la
enfermedad o in6culo, y su impacto nocivo en el ambiente sea minimo o nulo” (Zavaleta-

Mejia, 1994).

Para que el manejo de las enfermedades de nuestros cultivos sea ambientalmente sano y
racional se podra lograr primero, aceptando que nuestro objetivo principal no debe de ser el
de eliminar al patdgeno responsable de la enfermedad sino mas bien que a pesar de su
presencia logremos obtener rendimientos econémicamente redituables para el agricultor; y
segundo, entendiendo mas acerca de la naturaleza de la enfermedad y de la fisiologia de la
planta.

El uso de variedades resistentes; fechas de siembra; la solarizacion y acolchado
(arropamiento) del suelo mediante el uso de plasticos degradables; la rotacion y asociacion
de cultivos, preferentemente al utilizar plantas con propiedades antagonistas; la
incorporacion al suelo de residuos de plantas que durante su descomposicion liberan
compuestos nocivos a los fitopatdégenos con origen en el suelo; la incorporacion al suelo de
materia orgénica que favorece la actividad antagonica de la biota habitante del suelo; la
aplicacion de organismos antagonistas; la aplicacion de cubiertas epidermales

(antitranspirantes) para proteger a los cultivos de algunas enfermedades foliares; y la



16

fitomineraloterapia, son alternativas ecoldgicas cuya eficacia ha sido probada desde el

punto de vista practico y econémico (Agrios, 2005).

Induccion de Resistencia en Plantas
Una de las alternativas utilizadas en la proteccion de las plantas es el método de la
induccion de resistencia. Este método esta basado no en la supresion directa del patdgeno
como ocurre con la aplicacién de plaguicidas, si no, que se basa en la estimulacion de
mecanismos naturales de defensa en los tejidos de las plantas. La induccion de resistencia
es frecuentemente referida como: inmunizacion, sensibilidad, vacunacion, inmunidad
adquirida y algunas veces como proteccion cruzada. En principio todos estos términos
denotan algun fenébmeno que es una activacion artificial de los mecanismos de defensa de
las plantas en el curso de su ontogenesis. Se conocen dos tipos de induccidn de resistencia:
local y sistémica; la resistencia inducida local se desarrolla dentro de un area limitado de
tejidos de la planta, por ejemplo en el sitio de induccion. La induccion de resistencia
sistémica se desarrolla en los tejidos de la planta méas alld del sitio de induccion
(Ozeretskovskaya 1995).
Algunos supuestos de la induccion de resistencia discutidas por Sequeira citado por
Mishaghi (1982), son las siguientes:

1.- La induccion de resistencia depende de factores ambientales como luz y
temperatura.

2.- La induccion de resistencia no es inmediata y requiere de un intervalo de tiempo
entre la inoculacion inicial y el cambio.

3.- En algunos sistemas planta-patdgeno la induccion de resistencia es sistémica,

esto es que se disemina a toda la planta desde el sitio de inoculacion inicial.
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4.- A la resistencia inducida le falta especificidad con respecto a lo que induce y al
cambio.

5.- En algunos casos la proteccion adquirida (resistencia) no ha sido duradera, por
ejemplo, la resistencia sistémica inducida por inoculaciones de TMV en variedades de
tabaco que son hipersensibles al virus, duro cerca de 20 dias.

6.-La persistencia de la proteccion sistémica inducida por hongos depende de la

sobrevivencia del inoculo inicial.

Resistencia sistémica inducida y Resistencia sistémica adquirida

La resistencia inducida es un “estado fisiologico” de incremento de la capacidad defensiva
de la planta producida como respuesta a estimulos medioambientales especificos, por
medio de los cuales las defesas innatas de esta son potencializadas en contra de diversos
patogenos.

La Resistencia sistemica inducida (RSI) fue descubierta a comienzos del siglo pasado, en
1901, con los ensayos de "inmunizacion™ realizados separadamente por Ray y Beauverie
(Beauverie 1901). La Resistencia sistémica adquirida (RSA) fue descrita por primera vez
por Ross en 1961 en estudios de resistencia inducida al TMV en el tabaco. Ambos RSI y
RSA son mecanismos naturales de defensa, considerados términos sinGnimos para un
importante grupo de investigadores en este campo. No obstante, otros cientificos
consideran que la RSI ocurre cuando los mecanismos de defensa en la planta son
estimulados y actlan para resistir la infeccidén causada por el patdégeno. Esta activacion de
RSI se da por la proximidad de microorganismos estrechamente relacionados o en asocio
con el tejido de la planta. Mientras que, en el caso de la RSA en el momento en que se da

una infeccion localizada y la mediacion activa de un inductor hace que las células del
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hospedante enciendan el ciclo de SAM (adenosin-metionina) por una cadena de genes que
desencadenan uno o varios mecanismos de defensa contra ese patdgeno en particular o
inespecifico, contra otros potenciales agresores. La induccion de RSA produce una sefal
sistémica, entiéndase la proteccion espacial de diferentes drganos de la misma planta, en un
amplio espectro y duracion, donde la HR y varias familias de genes de PR son inducidos
como mecanismos asociados, determinantes de la respuesta de defensa (Ryals et al., 1996).
La RSA es dependiente de la via del &cido salicilico y la RSI depende de la via del etileno y
del &cido jasmonico (Walters et al., 2007). La RSA resulta de la aplicacion exdgena de
diferentes sustancias activadoras, tales como: el acido salicilico (AS) sus derivados y sus
analogos funcionales como el BTH, el 4cido nicotinico derivado del 2,6-
dicloroisonicotinico acido, el acibenzolar-S-metil comercializado como Actigard™ o
BION™, el cual fue el primer quimico sintético desarrollado que funciona estrictamente

como activador de RSA (Ruess et al., 1996).

Resistencia sistémica inducida (RSI)

Otro tipo de resistencia sistétmica inducida se desarrolla a partir de la colonizacion de las
raices de la planta por microorganismos de la rizosfera, particularmente rizobacterias. Este
tipo de resistencia es conocida como resistencia sistemica inducida (RSI) y se caracteriza
por estar mediada por vias metabdlicas sensibles al &cido jasmonico y al etileno y ser
independiente de la expresion de los genes PR y del acido salicilico (Pieterse y Van Loon

1999).

La RSI esta basada en una rapida e intensa respuesta de la planta a una subsecuente

infeccion, que resulta de una rapida expansion de genes de defensa. Especificamente, el
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promedio e intensidad de necrosis de células de papa y la produccién de fitoalexinas en
respuesta a la infeccion con Phytophora infestans son esencialmente altas en tubérculos de
papa inducidos sistémicamente por promotores biogénicos comparados con el control

(Ozeretskovskaya et al 1986).

Las bacterias PGPR mejor caracterizada son las cepas de varias especies de Pseudomonas
que no causan dafios visibles en el sistema de raices de las plantas. RSI no causa la
acumulacion de proteinas relacionadas a la patogénesis ni acido salicilico, sino que se

utilizan las vias reguladas por el acido jasmonico y el etileno (Valland y Goodman, 2004).

Las interacciones entre plantas y patégenos puede conducir a una infecciéon con éxito
(respuesta compatible) o resistencia (respuesta incompatibles). En las interacciones
incompatibles, la infeccion por virus, bacterias u hongos que provocan una serie de
respuestas localizadas en y alrededor de las células huésped infectadas. Estas respuestas
incluyen una explosion oxidativa que puede conducir a la muerte celular (Kombrink y
Schmelzer, 2001). Por lo tanto, el patdgeno puede ser "atrapado” en las células muertas y
parece ser impedida la propagacion de la localizacion de la infeccion inicial. Ademas las
respuestas locales en las células circundantes incluyen cambios en la composicion de las
células de la pared que pueden inhibir la penetracion por el patogeno, y la sintesis de novo

de compuestos antimicrobianos como fitoalexinas (Kuc, 1995; Hammerschmidt, 1999)

Las fitoalexinas son principalmente una caracteristica de la respuesta local, las proteinas PR

se producen tanto a nivel local y sistémica. Originalmente, las proteinas PR se detectaron y
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se definen como ausentes en las plantas sanas, pero se acumula en grandes cantidades

después de la infeccion ( Van Loon y van Kammen, 1970).

Resistencia sistémica adquirida (RSA)

Se ha observado que el primer patdégeno infectante, “inmuniza” a la planta contra
infecciones posteriores por patdgenos homélogos, aun cuando la planta no lleve genes
determinantes de la resistencia especifica del cultivar. Obviamente, el primer patdgeno
infectante, “indujo” la expresion de reacciones de resistencia contra subsecuentes
infecciones de patdgenos, independientemente si son virus, hongos o bacterias. Esta
capacidad de las células para repeler los ataques subsecuentes, se dispersa a través de toda

la planta. A esta respuesta se le llama resistencia sistémica adquirida (RSA) (Moffat, 1992).

Dos caracteristicas de RSA son: (1) es efectiva contra un amplio espectro de diferentes
patogenos y (2) es a largo plazo. El espectro de patdgenos puede variar dependiendo de la
planta tratada (Moffat, 1992). La fuerza y estabilidad de la resistencia inducida durante
varias semanas pueden ser influenciadas por factores como las condiciones climéticas y la
nutricion. La observacion de que RSA se dispersa en la planta principalmente en direccion
apical, y se mueve hacia yemas injertadas, sugiere fuertemente que las sefiales que

establecen RSA son traslocadas a través de la planta.

Un requerimiento esencial para la resistencia sistémica adquirida es que la primera
infeccion por un patégeno cause una lesion necrotica. La necrosis inducida puede ser el
resultado de la muerte celular programada después del reconocimiento del patégeno en una

interaccion incompatible-donde se produjo una respuesta hipersensitiva (RH)- o de la
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muerte celular causada por la accidon del patégeno en una interaccion compatible. La
secuencia de eventos que permiten la respuesta sistémica comienza localmente; es decir, en
las células adyacentes a la respuesta hipersensitiva se observa el engrosamiento de las
paredes celulares por incorporacion de proteinas estructurales o lignina, deposicion de

calosa y la induccion de la sintesis de fitoalexinas.

En las células mas distantes o sea las partes no infectadas de la planta, las primeras
reacciones de defensa tipo RSA son la sintesis de proteinas relacionadas a la protogenesis
llamadas PR, las enzimas B-1,3 glucanasas, endohidrolasas, quitinasas, inhibidores de
enzimas como la taumatina, inhibidores de amilasa y proteinasas. Los genes que son
inducidos en las infecciones primarias por el patdgeno, se expresan localmente y también
sistémicamente en la planta por lo tanto son Illamados genes RSA. Otros genes que también
gobiernan las reacciones de defensa no son expresados sistémicamente (Sha y Kilessig,

1996).

Se identificaron las sefiales intracelulares y sustancias reguladoras involucradas en la
activacion de un gen llamado pin que codifica el inhibidor de proteinas. Entre las sefiales de
activacion o sustancias reguladoras se encontraron al etileno; &cido jasmonico y el metil
éster de acido jasmonico que es volatil y es liberado de la membrana plasmatica por
enzimas lipasas; acido abcisico; y sistemina que es un polipeptido de 18 aminoacidos
(Farmer y Ryan, 1990). Todas estas sustancias pueden ser mensajeros secundarios dentro
de una cadena de transduccion de sefiales que efectlan la activacion de las reacciones de

defensa, o estan involucradas en la transduccioén de sefiales de manera desconocida.
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Defensa en plantas

El ataque de patdgenos es una condicidn desfavorable que generalmente activa una serie de
mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la infeccion. Las
plantas pueden poseer mecanismos constitutivos de defensa que proveen, de forma pasiva,
resistencia contra patdgenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva o "preformada” se
pueden dividir en mecanismos de defensa estructurales constitutivos, como por ejemplo la
presencia de capas gruesas de cuticula, presencia de tricomas, deposicion de ceras, entre
otros; y mecanismos de defensa quimicos constitutivos, tales como la acumulacion de

compuestos toxicos en las células vegetales (Hutcheson 1998).

A diferencia de la defensa constitutiva, los mecanismos inducidos de defensa, también
Ilamados como resistencia inducida, se activan solamente como una respuesta al ataque de
un patdgeno (Collinge et al. 1994). La resistencia inducida es un mecanismo activo de
defensa que involucra cambios claros en el metabolismo provocados por la expresién
diferencial de genes. Por lo tanto, para que ocurra la induccion de la defensa, es necesaria la
mediacion de sistemas de reconocimiento especifico, mediante los cuales la planta reconoce

la presencia del patdgeno (Hutcheson 1998).

Defensa estructural

La primera linea de defensa de las plantas ante el ataque de los patégenos es su superficie,
la cual estos ultimos deben penetrar para causar infeccién. Algunas defensas estructurales
se encuentran ya en las plantas incluso antes de que el patégeno entre en contacto con ellas.

Esas estructuras incluyen la cantidad y la calidad de la cera y de la cuticula que cubren a las
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células epidérmicas, la estructura de las paredes celulares de estas Ultimas, el tamafio,
localizacién y forma de los estomas y lenticelas y, por ultimo, la presencia en la planta de

tejidos protegidos por paredes celulares gruesas que obstaculizan el avance del patogeno.

Las ceras de las hojas y de la superficie de los frutos forman una superficie repelente al
agua que impide que sobre los tejidos se forme una pelicula de agua en la cual los
patdgenos pudieran depositarse y germinar (hongos) o bien reproducirse (bacterias). De
hecho, una cubierta gruesa de estructuras pilosas sobre la superficie de los 6rganos de una
planta, puede también ejercer un efecto semejante al mencionado y con ello disminuir la

infeccion.

El grosor de la cuticula aumenta la resistencia a las infecciones en las enfermedades en las
cuales el patogeno penetra en su hospedante s6lo mediante penetracion directa. Sin
embargo, el grosor de la cuticula no siempre esta relacionado con el factor resistencia, y
muchas variedades vegetales que presentan una cuticula de grosor considerable son

facilmente invadidas por patégenos que penetran en forma directa.

El grosor y dureza de la pared externa de las células epidérmicas, al parecer son factores

importantes en la resistencia de algunas plantas ante el ataque de ciertos patdgenos.

Las paredes gruesas y firmes de las células epidérmicas hacen que la penetracion directa de
los hongos patdgenos sea dificil o imposible. Las plantas con ese tipo de pared celular con
frecuencia son resistentes, pero en caso de que el patdgeno llegue mas alla de la epidermis

de esas plantas a través de una herida, sus tejidos internos son facilmente invadidos por el



24

patégeno. Muchas de las bacterias y hongos patdgenos entran en las plantas solo a través de
sus estomas. Aun cuando la mayoria de ellos penetran en las plantas a través de sus estomas
cerrados, algunos de ellos como la roya del tallo del trigo, pueden penetrar en las plantas
solo cuando sus estomas estan abiertos. Debido a esto, algunas variedades de trigo (en las
que los estomas se abren al atardecer), son resistentes debido a que los tubos germinativos
de las esporas que germinan durante la noche desecan el rocio, lo cual hace que esté se
evapore antes de que los estomas se abran. El tipo de estructura de los estomas, por
ejemplo, la presencia de un orificio bastante estrecho y de amplias células oclusivas
pronunciadas, puede conferir también una cierta resistencia a ciertas variedades contra el
ataque de algunos patogenos.

El grosor y la dureza de la pared celular de los tejidos que son invadidos varia y pueden en
ocasiones dificultar de manera notable el avance del patdgeno. En particular, la presencia
de haces o de amplias zonas de células esclarenquimatosas, como los que se encuentran en
los tallos de muchos cereales, detiene la propagacion de patogenos tales como las royas del
tallo.

De la misma forma, el xilema, el parénquima limitrofe y las células esclerenquimatosas de
las nervaduras de la hoja bloguean eficazmente la propagacion de algunas bacterias, hongos
y nematodos que producen las distintas manchas foliares "angulares™ debido a que su
avance es solo en las zonas comprendidas entre las nervaduras de la hoja y no a través de
ellas.

Aunque algunos patogenos se ven imposibilitados de entrar e invadir a las plantas debido a
que éstas presentan estructuras de defensa internas o superficiales preformadas, la mayoria
de ellos logran penetrar en sus hospedantes y producir diversos grados de infeccion. Sin

embargo, incluso después de que el patdgeno ha penetrado las estructuras de defensa
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preformadas, las plantas muestran varios grados de resistencia que consisten en la
formacién de uno o0 més tipos de estructuras que tienen mas o menos una cierta efectividad
para contrarrestar las invasiones posteriores de los patdgenos sobre ellas. Algunas de las
estructuras de defensa formadas incluyen a los tejidos que impiden el avance del patégeno
(hacia el interior de la planta), por lo que se les denomina estructuras histologicas de
defensa; otras comprenden las paredes de las células invadidas y se les denomina
estructuras celulares de defensa; todavia otras incluyen al citoplasma de las células atacadas
y al proceso se le denomina reaccion de defensa citoplasmica. Por Gltimo, la muerte de las
células invadidas puede proteger a la planta de otras invasiones, por lo que se le denomina

al proceso reaccion necroética o reacciones de hipersensibilidad (Agrios, 2005).

Las barreras estructurales

En muchas plantas se ha observado de manera contundente que las paredes celulares se
lignifican después de la infeccion por hongos, bacterias, virus y nematodos. Esta
lignificacion de las paredes celulares es uno de los mecanismos importantes de resistencia
(Carver et al., 1994; Mauch-mani y Slusarenko, 1996; Morschbacher et al., 1990). La
lignina se forma por polimerizacion y deshidratacion de precursores producidos en la via
metabdlica de fenilpropanoides (Vance et al., 1980). El primer paso en esta via es la
desimanacion de fenilalanina a acido cinamico catalizado por la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL). PAL suministra los precursores de lignina y para varios productos
secundarios derivados de fenilpropanoides involucrados en la resistencia. Son ejemplos las
fitoalexinas furanocucumarina y isoflavonoides en perejil y leguminosas, respectivamente,

asi como al acido salicilico (AS) (Ward et al., 1991).
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Aungue se sabe poco de su papel en RSA, la lignificacion puede contribuir a la resistencia
de diferentes maneras. La incorporacion de lignina en la pared celular la fortalece
mecanicamente y la hace mas resistente a la degradacion por enzimas secretadas por un
invasor. Fortificar la pared celular puede aumentar la resistencia de varias maneras. Para los
biotrofos extracelulares como Pseudomonas syringae sellar la pared puede impedir el
lixivio de contenidos del citoplasma, reduciendo la disponibilidad de nutrientes para los
patégenos. Para los necrotrofos como Botrytis cinerea que hidroliza la pared celular
durante el crecimiento de la hifa, se retrasa la dilucién de toxinas y enzimas en las células
sensibles. Un tipo de fortificacion de la pared celular que ocurre rdpidamente en respuesta a
la invasién de hongos es la formacién de papilas que son heterogéneas en composicion y se
considera que bloguean fisicamente la penetracion del hongo. Las papilas de hojas de trigo
inoculadas con Botrytis cinérea son altamente resistentes a la degradacion in vitro por
varias especies de hongos (Ride, 1980). En mono y dicotileddneas es bien conocida la
formacion de aposiciones (papilas) en el sitio de intento de penetracion como un medio

para restringir la penetracion de hongos en las células de la epidermis (Aist, 1976).

Después de la infeccidn, la enzima peroxidasa también puede fortalecer la pared celular
realizando uniones cruzadas de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Bradley et al., 1992).
Todas estas alteraciones en la estructura de la pared celular después de la infeccion puede
contribuir a la resistencia, ya sea deteniendo el ingreso del patdgeno directamente o
disminuyendo el proceso de penetracién, permitiendo que la planta active después los
mecanismos de defensa. Se ha propuesto que la polimerizacion de los precursores de
lignina por radicales libres en el espacio intracelular también puede permitir la lignificacion

de estructuras del patdgeno. Hammerschmidt y Kuc, (1982) demostraron que el micelio de
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Colletotrichum lagenarium y Cladosporium cucumerinum se lignifica in vitro en presencia

de alcohol coniferilo H,O, y una preparacion cruda de peroxidasas de plantas inmunizadas.

Estructuras celulares de defensa

Las estructuras celulares de defensa incluyen cambios morfoldgicos en la pared celular o
cambios derivados de ella cuando la célula es invadida por el patégeno. Sin embargo, la
efectividad de estas estructuras como mecanismos de defensa es limitada. Tres tipos
principales de estas estructuras se han observado en las enfermedades de las plantas: a) La
capa externa de la pared celular de las células parenquimatosas que entra en contacto con
grupos de bacterias incompatibles se hincha, y este hinchamiento va acompariado de la
produccion de material fibrilar amorfo que rodea y atrapa a las bacterias y evita que se
multipliquen; b) engrosamiento de las paredes celulares en respuesta a algunos virus y
hongos patdgenos, como es el caso de la respuesta de una lesion local a las infecciones
virales y la respuesta del pepino al hongo de la sarna, Cladosporium cucumerinum. El
material de engrosamiento parece ser de naturaleza celulosica, pero suele estar saturado de
sustancias fendlicas que aumentan ain mas su resistencia a la penetracion; ¢) depoésitos de
calosa, papilas, en la superficie interna de las paredes celulares en respuesta a la invasion
por hongos patogenos. Al parecer las células producen estas papilas al cabo de algunos
minutos después de haber sido lesionadas y al cabo de 2 a 3 horas después de haber sido
inoculadas con los microorganismos. Aunque la funcion principal de las papilas al parecer
es reparar el dafio celular, a veces en particular si las papilas estan presentes antes de la
inoculacidn parecen evitar también que el patdgeno entre subsecuentemente en la célula. En

algunos casos, las puntas de las hifas de los hongos que penetran una pared celular y crecen
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hacia el lumen celular son rodeadas por materiales celulésicos (de calosa) que después se

saturan de sustancias fendlicas y forman una vaina o en torno a la hifa (Devoto, 2002).

Cortex

La corteza (cortex), el sistema fundamental forma una zona bien diferenciada, esta situada
entre la epidermis y el cilindro vascular o central. Presenta parénquima clorofiliano,
grandes espacios intercelulares. La parte periférica presenta colénquima (Dicotiledonea) o

escleréenquima (Monocotiledonea) o fibras formando anillos o bandas.

Los tallos de Gimnospermas y Angiospermas carecen generalmente de una endodermis
(capa mas interna de la corteza) no esta diferenciada y puede contener abundantes granos
de almiddn se conoce entonces como vaina amilifera. Esta vaina en las Gimnospermas por

lo general no se encuentra.

La corteza presenta un parénquima a menudo clorofilico. Los espacios intercelulares son

prominentes, pero no tanto como en la corteza primaria de la raiz.

En muchas Angiospermas acudticas, la corteza se desarrolla como un paerénquima con un

sistema de grandes espacios intercelulares.

La parte periférica de la corteza generalmente presenta un colénquima dispuesto en
cordones 0 en una capa Ma&s 0 menos continua. Es menos frecuente encontrar
esclerénquima como tejido de sostén primario en la region externa de la corteza del tallo

Gonzalez et al., (2007).
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Médula

Es el tejido parenquimatico colocado en el centro del tallo y rodeado de tejido vascular. Sus
células en ocasiones contienen cloroplastos y es frecuente que tengan leucoplastos que
forman almiddn; ademas, pueden depositarse tanino y cristales, y contener células de sostén

como fibras o escleridas. Su origen es del meristemo fundamental (Gonzales et al., 2007).

Haces vasculares

Los tejidos vasculares primarios se forman a partir del procambium. En el tallo de las
plantas vasculares el xilema y el floema primarios se presentan asociados formando
cordones denominados haces vasculares. Tanto el xilema como el floema constan de dos

partes que se desarrollan una después de otra: proto y metaxilema, y proto y metafloema.

El protoxilema esta formado por traqueidas anilladas o espiraladas que eventualmente se
estiran y destruyen. El metaxilema es mas complejo, puede tener vasos reticulados y
punteados y fibras; es el Unico tejido conductor de las plantas que no poseen crecimiento

secundario.

El metafloema tiene elementos cribosos con células acompafiantes, ademas de células
parenquimaticas. En las plantas sin crecimiento secundario, es el unico floema de los

organos adultos (Gonzalez et al., 2007).

Parénquima


http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema15/15-2xilorigen.htm
http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema16/tema16.htm#haces vasculares
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Proteinas protectoras.

Las proteinas protectoras pueden ser divididas en dos grandes grupos basados en sus
patrones de expresion, aunque hay una considerable sobre posicion entre ellas. EI primer
grupo de proteinas puede ser descrito como constitutivo o tejido-especifico, y su expresion
no estd relacionada a la infeccion o dafio, aunque pueden estar restringidos a 6rganos,
tejidos o tipos de células especificos. Estos estan particularmente diseminados en semillas y
otros tejidos de almacenamiento donde su presencia podria estar confiriendo resistencia al
dafio o infeccion en pre- y post-cosecha. Sin embargo, también podrian estar en algunos

tejidos vegetativos, en gomas y latex.

Las proteinas protectoras constitutivas/tejido-especificas mas ampliamente estudiadas son
los inhibidores de enzimas hidroliticas, principalmente de proteasas y amilasas. Estos
inhibidores, los cuales estan frecuentemente presentes en altas cantidades, actGan como
proteinas de reserva (Richardson, 1991). Los inhibidores de enzimas de plantas estan
clasificados en familias, basados en la secuencia de aminoacidos, estructura y sus
especificidades. En el caso de los inhibidores de proteasas, los mejor estudiados han sido
los de serin proteasas como tripsina, quimotripsina y subtilisina. Estos incluyen los
inhibidores mas ampliamente estudiados como son los Bowman- Birk y Kunitz, los cuales
constituyen los principales componentes en semillas y leguminosas como la soya. Sin
embargo, también se han caracterizado inhibidores de otra clase mecanistica de proteasas,
como carboxipeptidasas y cistein proteasas. Estas Ultimas llamadas cistatinas, han sido
analizadas en mayor detalle en arroz y son de particular interés en relacién a la proteccion
contra invertebrados plaga. Los inhibidores de a-amilasa han sido también ca-racterizados,

aunque estos pueden ser altamente especificos para enzimas de una particular fuente (por
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Es el tejido representativo del sistema fundamental, constituye el relleno en 6rganos con
tejidos primarios como raices, tallos, hojas frutos carnosos y semillas. En tallos raices y
peciolos forma la corteza y la medula en hojas es el mesofilo; en frutos es la parte carnosa
de ellos; en la semilla es el endospermo. Ademas, se le encuentra en el xilema y floema
primarios y secundarios, asi como en la felodermis de la peridermis. Su origen es a partir
del meristemo fundamental; en el parénquima del xilema y floema secundario es a partir
del cambium vascular; en la felodermis su origen es a partir del fel6geno. Los 6rganos con

gran cantidad de paréngquima son de consistencia blanda (Gonzales et al., 2007).

Engrosamiento de paredes

La respuesta de defensa empieza localmente, es decir en las células adyacentes a la
respuesta hipersensitiva se observa el engrosamiento de las paredes celulares por
incorporacion de proteinas estructurales o lignina. La lignina también se deposita alrededor
de toda la pared celular de la planta, en interacciones incompatibles, favoreciendo la

resistencia de la planta.

Después de la infeccion, la enzima peroxidasa también puede fortalecer la pared celular
realizando uniones cruzadas de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Bradley et al., 1992).
Todas estas alteraciones en la estructura de la pared celular después de la infeccion puede
contribuir a la resistencia, ya sea deteniendo el ingreso del patdgeno directamente o
disminuyendo el proceso de penetracion, permitiendo que la planta active después los
mecanismos de defensa. Se ha propuesto que la polimerizacion de los precursores de

lignina por radicales libres en el espacio intracelular también pueden permitir la
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lignificacion de estructuras del patégeno. Hammerschmidt y Kuc, (1982) demostraron que
el micelio de Colletotrichum lagenarium y Cladosporium cucumerinum se lignifica in vitro
en presencia de alcohol coniferilo, H202 y una preparacion cruda de peroxidasa de plantas

inmunizadas.

La lignificacion puede ser una caracteristica constitutiva en algunas especies pero también
puede ocurrir como un proceso de refuerzo de los tejidos cuando estan sujetos a dafio fisico.
La lignificacién también se manifiesta durante la defensa a patégenos. La acumulacion de
lignina en grandes cantidades puede ocurrir de forma localizada en los tejidos atacados por
patdgenos. La lignina se produce por la union enzimatica de unidades de fenilpropanoides
formando largos polimeros que confieren impermeabilidad y resistencia mecanica; ademas,
la lignina es resistente a la degradacion producida por muchos patdégenos (Nicholson y

Hammerschmidt 1992).

La sintesis de lignina, al igual que la sintesis de ciertas fitoalexinas, se deriva del
metabolismo de los fenilpropanoides en donde la enzima PAL juega un importante papel

regulador.

Otro tipo de engrosamiento de la pared celular es cuando la celulosa interacciona con otras
moléculas de celulosa a través de puentes de hidrogeno para formar la fibrilla elemental,
micro y macrofibrillas. Las hemicelulosas interaccionan a través de puentes de hidrogeno
con la celulosa. Las pectinas forman enlaces covalentes entre ellas. La extensina forma
enlace covalente con otras extensinas y con las pectinas. Como resultado de todas estas

interacciones tenemos una pared que esta formada por una malla de extensina que atrapa a
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las fibras de celulosa y todo esto suspendido en un gel hidrofilico de pectinas y

hemicelulosa.

Papilas de callosas

Otro mecanismo estructural de defensa es la formacién de papilas. La papila es una
estructura de resistencia que se produce por modificaciones de las células de la epidermis.
Las papilas estan compuestas principalmente de calosa (b-1,3-glucano) y se asocian a la
resistencia porque evitan la penetracion de los hongos (Skalamera et al. 1997). Depdsitos
de calosa en la cara interna de la pared celular de la planta, donde se produce la penetracion
del hongo, formandose una protuberancia. Estd compuesta principalmente por calosa, pero

puede presentar otras sustancias como lignina, compuestos fenolicos o silice.

La calosa es un polimero de 1-3-glucano que es poco habitual. La calosa ademés de
aparecer en las papilas puede depositarse de forma mas generalizada por toda la pared, pero
solo en aquellas células que el hongo intenta infectar. Las células con calosa son mas

resistentes.

Defensa metabolica o bioquimica.

Aun cuando las caracteristicas estructurales proporcionen a las plantas varios grados de
defensa contra el atague de los patdgenos, cada vez se hace mas evidente que la resistencia
de una planta al ataque de un patdégeno no estriba tanto en las barreras estructurales sino en
las sustancias que producen sus células antes o después de haber producido la infeccion.

Esto lo apoya el hecho que un determinado patdégeno no infectara a ciertas variedades de
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planta aunque éstas no presenten o formen algin tipo de barrera estructural. Un caso
semejante se presenta en las variedades resistentes, en las que la velocidad de desarrollo de
la enfermedad decae, y en el Gltimo de los casos se anula por completo, aln en ausencia de
defensas estructurales. Ademas, la mayoria de los patdgenos que penetran en forma natural
en las plantas no hospedantes o los que son inoculados artificialmente en plantas de ese
grupo, no producen infeccion aun cuando al parecer no exista alguna estructura visible que
les impida hacerlo. Todos estos ejemplos sugieren que los mecanismos de defensa son de
naturaleza quimica mas que estructural, y que a ellos se debe la resistencia a la infeccion

causada por ciertos patégenos que muestran algunas plantas (Agrios, 2005).

Proteinas PR

Cuando un patdgeno de origen fungico invade el tejido de la planta, algunas proteinas
nuevas aparecen y se acumulan en el tejido infectado. Estas proteinas son llamadas
proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR), ya que aparecen durante la patogénesis
(Vidhyasekaran, 2004, 2007). Estas proteinas no solo son inducidas por el ataque de
hongos, sino también en el ataque de virus, bacterias, insectos y nematodos. Algunos
reguladores de crecimiento como etileno, acido indolacético y acido absicico, inducen la
formacion de proteinas PR (Grilloet al., 1995; Clarke et al., 1998; Wilkinson et al., 2005).
Los elicitores, toxinas y enzimas de los patdgenos inducen la produccién de proteinas PR

(Halim et al., 2004).
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Proteinas PR

Plantas en las que han sido
detectadas

Funcion

PR-1 Arroz, trigo, maiz, tomate, | Participa en el engrosamiento de pared
tabaco y perejil. celular.
PR-2 Arroz, trigo, maiz, papa, tomate, | f-1,3 Glucanasa
tabaco, chile, frijol, cafia de
azucar y soya.
PR-3 Arroz, maiz, tomate, chile y cafia | Quitinasa
de azucar.
PR-4 Tabaco y tomate. Quitinasa
PR-5 Arroz, trigo, avena, sorgo, papa, | Alteracion de permeabilidad de la
tomate y tabaco. membrana flngica.
PR-6 Trigo, tomate, papa y tabaco. Inhibidor de proteasa.
PR-7 Tomate Endoproteinasa
PR-8 Pepino Quitinasa
PR-9 Tomate, arroz, tabaco y trigo. Peroxidasa
PR-10 Perejil, papa, chicharo, frijol, | Ribonucleasa
arroz y soya.
PR-11 Tabaco Quitinasa
PR-12 Arabidopsis y chicharo. Defensina
PR-13 Trigo Teonina
PR-14 Proteina trasportadora de lipidos.
PR-15 Trigo Oxalato oxidasa
PR-16 Trigo Proteina sin actividad oxalato oxidasa
PR-17 Trigo y Tabaco Peptidasa

Cuadro 1: Clasificacion de proteians PR
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ejemplo, algunos tipos de insectos, bacterias, hongos, plantas, mamiferos o aves). En
algunos casos, tales proteinas son bifuncionales, inhibiendo tanto proteasas como a-
amilasas. Por ejemplo, en semillas de trigo y cebada se encontr6 un inhibidor de a-amilasa
y tripsina de la superfamilia de los cereales (llamados proteinas CM) (Garcia-Olmedo y
col., 1992), un inhibidor bifuncional del mismo tipo estd presente en ragi (Shivaraj y
Pattabiraman, 1981) y en maiz el inhibidor de 12 kDa mostr6 tener ambas funciones

(Blanco-Labra y col., 1995).

Endohidrolasas

Dos de los principales grupos de las proteinas PR, fueron descubiertas en la infeccién en
tabaco por el virus del mosaico del tabaco (VMT), son las 3-1,3-glucanasas (grupo 2 de las
proteinas PR) y endoquitinasa (grupo 3 de las proteinas PR) (Linthorst y col., 1990). Ya
que los b-glucanos y la quitina estan presentes en la pared celular de muchos hongos
patogenos (Bowles, 1990), no es sorprendente que ambos grupos de endohidrolasas hayan
mostrado propiedades antifungicas. Ambos tipos de endohidrolasas existen en dos formas:
- isoformas extracelulares acidicas (proteinas PR clésicas) y las isoformas vacuolares

basicas (Neuhaus y col., 1991).

Tioninas

Las tioninas fueron primeramente purificadas de la harina del germen de trigo en la década
de los 40°s y fueron llamadas purotioninas (Balls y col., 1942). Aunque inicialmente se
pensd que eran lipoproteinas debido a su presencia en los extractos de éter de petrdleo,

posteriormente se identificaron en extractos de soluciones salinas. Se han purificado
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proteinas relacionadas de otros cereales (cebada, centeno, avena) mostrando que todas son

ricas en cisteina (Mr 5000) y residuos basicos (Garcia-Olmedo y col., 1989).

Proteinas relacionadas a taumatina

Las proteinas relacionadas a taumatina (PR-5) de tabaco, son inducidas por infeccién con el
VMT (Vigers y col., 1992). Dos isoformas tienen 97% de identidad a nivel de secuencia de
aminodcidos, cada una consta de 226 residuos incluyendo el péptida sefial de 25 residuos
(Payne y col., 1988). Estas proteinas contienen seis cisteinas, las cuales por comparacion
con taumatina (aproximadamente un 65% de identidad), se predice que forman ocho

puentesdisulfuro (De Vos et al., 1985).

Fenilalanina amonio liasa (PAL)

Los patdgenos que atacan a las plantas al parecer inducen alteraciones en la sintesis de
enzimas de ésta, que pueden dar lugar al desarrollo de varios grados de resistencia en torno
a los sitios de infeccion. Una enzima que por lo regular exhibe una mayor actividad o una
nueva sintesis, mucho mayor, en los tejidos enfermos es la fenilalanina amoniaco liasa
(PAL), que es una enzima clave en la produccion de la molécula basica que se utiliza para
la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos, entre ellos las fitoalexinas y la
lignina. La resistencia de las plantas ante un patdégeno va a depender de la velocidad y el
grado de la sintesis de una o varias enzimas que inducen los patégenos u organismos
similares no patogénicos sobre la planta. Este tipo de defensa quizd se encuentra
relacionado al producido por las cantidades incrementadas de los compuestos fendlicos

comunes, fitoalexinas y otros compuestos, en cuyo caso se requieren otras enzimas para la
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sintesis de fitoalexinas, aunque existe la posibilidad de que los dos mecanismos funcionen

por separado.

De acuerdo con diversos estudios en otros modelos planta-patégeno, enzimas involucradas
en la via fenilpropanoide, como la fenilalanina amonio liasa (PAL), participan de manera
determinante en la generacion de compuestos fendlicos y estructuras de defensa y es
probable que su regulacion coordinada durante el evento de la interaccion contra
microorganismos patégenos sea clave en la activacion de los mecanismos de defensa
vegetales. La PAL es la enzima que, al catalizar la primera reaccion de la ruta
fenilpropanoide, se ha encontrado que puede regular la generacion de los diferentes
metabolitos obtenidos por esta via biosintética y ha sido relacionada, por ello, con

mecanismos de defensa que se activan en otros modelos (Petersen, 1999).

Fitoalexinas

Las fitoalexinas se definieron originalmente como metabolitos secundarios de bajo peso
molecular, con propiedades antimicrobianas y que se producen y acumulan en plantas
expuestas a microorganismos (Paxton 1981). Estos compuestos normalmente se encuentran
en niveles basales muy bajos en las plantas sanas pero su acumulacién se incrementa
dramaticamente después del ataque de un patdgeno. Las fitoalexinas se acumulan en
grandes cantidades tanto en el sitio de penetracion como en las células y tejidos adyacentes
a las células que reaccionan con la HR (Hammerschmidt 1999). Entre las fitoalexinas mas
estudiadas se encuentran aquellas derivadas del metabolismo de los fenil propanoides que

tienen como base el aminoacido fenilalanina.
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La produccién de fitoalexinas se ha correlacionado con la resistencia a patdgenos y se
asocia con la induccién de una serie de genes que codifican para enzimas especificas

responsables de su sintesis.

Entre ellas la fenilalanina amonio liasa (PAL), la chalcona sintasa (CHS) y la chalcona
isomerasa (CHI). La sintesis de novo de estas enzimas, como respuesta a la infeccion se ha
demostrado anteriormente (Cuypers et al. 1988). Sin embargo, una evidencia del papel de
las fitoalexinas en mecanismos de defensa se obtuvo cuando se demostré la capacidad de
ciertos fitopatdgenos, como el hongo Nectria haematococca (Fusarium solani) de

detoxificar las fitoalexinas (VanEtten et al. 1995).

Compuestos fendlicos

Con frecuencia se ha observado que ciertos compuestos fendlicos "comunes™ que son
toxicos para los patdgenos, se producen y acumulan a un ritmo mucho mayor después de
haberse producido una infeccion en una variedad resistente que en una susceptible. Algunos
ejemplos de esos compuestos son el &cido clorogénico, el acido caféico y escopoletina, etc.
Aun cuando alguno de esos compuestos fenolicos comunes llegue a alcanzar
concentraciones que pudieran ser toxicas para el patdgeno, debe tenerse en cuenta que
algunos de ellos aparecen concurrentemente en los mismos tejidos enfermos y que el efecto
toxico combinado de todos los fenoles fungitdxicos presentes (mas que el de cada uno de
ellos por separado), es posiblemente el responsable de la inhibicion de las infecciones en

las variedades resistentes (Agrios, 2005).

Peroxidasas
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Las peroxidasas estdn ampliamente distribuidas entre las plantas superiores, parte de su
importancia se debe a que catalizan la oxidacion de varios fenoles donadores de electrones
en presencia de peroxido de hidrégeno, generando radicales libres que reaccionan entre si 'y
producen dimeros. La peroxidasa de rébano es un una enzima muy efectiva para
oxidaciones organicas e inorganicas pero su utilizacion esta limitada a una sola fuente
comercial, que tiene un alto costo y en ocasiones tiene limitada capacidad para reconocer
nuevos sustratos. Algunas de las funciones fisioldgicas de las peroxidasas en las plantas
son: su participacion en la biosintesis del etileno, la defensa contra infecciones, en la

curacion de heridas y en la lignificacion de la pared celular (Mclnnis et al., 2006).

[-1,3-glucanasa

Las B-1,3-glucanasas son proteinas ampliamente distribuidas en plantas implicadas en
muchos procesos metabdlicos como estrés, infeccion y procesos de desarrollo. Debido a su
capacidad para hidrolizar B-1,3-glucanos, componentes esenciales de la pared celular de
hongos y bacterias, han sido designadas como proteinas relacionadas a la patogénesis
perteneciente a la familia 2 (PR-2). Las B 1,3-glucanasasdesempefian su funcion de
proteccion a través de dos mecanismos: 1) Por medio de la hidrolisis del enlace B-1,3/1,6-
glucano presente en las paredes celulares de los patdgenos. Este hecho hace al patogeno
mas susceptible a la lisis y posiblemente a otras respuestas de defensa de la planta; y 2) se
sugiere que las B-1,3-glucanasas desempefian un papel defensivo indirecto a través del cual
los oligosacaridos de B—1,3/1,6-glucano, que se desprenden de las paredes del patdgeno
inducen una amplia gama de respuestas de defensa de la planta. A la fecha se han descrito
varias B-1,3-glucanasas de plantas como alergénicas, las cuales han sido reconocidas por

los anticuerpos tipo de personas con sindrome latex-fruta polen. Estas enzimas también han
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sido reconocidas como alérgenos implicados en el asma ocupacional. A nivel de secuencia
primaria y pese a provenir de diferentes especies, entre estas proteinas se presenta una alta
homologia. Asi mismo, los epitopos lineales que han sido recientemente reportados para la

B-1,3-glucanasas de platano, estan muy conservados (Peumans et al., 2000).

Expresion diferencial de genes

La expresion génica es el proceso por medio del cual todos los organismos procariotas y
eucariotas transforman la informacion codificada en los &cidos nucleicos en las proteinas
necesarias para su desarrollo y funcionamiento. En todos los organismos, inclusive los
eucariotas, el contenido del ADN de todas sus células es idéntico. Esto quiere decir que
contienen toda la informacion necesaria para la sintesis de todas las proteinas. Pero no
todos los genes se expresan al mismo tiempo ni en todas las células. Hay s6lo un grupo de
genes que se expresan en todas las células del organismo y codifican proteinas que son
esenciales para el funcionamiento general de las celulas y son conocidos como
"housekeeping genes”. El resto de los genes se expresan o no en los diferentes tipos de
células, dependiendo de la funcion de la celula en un tejido particular. Por ejemplo, genes
que codifican proteinas responsables del transporte axonal se expresan en neuronas pero no
en linfocitos en donde se expresan genes responsables de la respuesta inmune. También
existe especificidad temporal, esto quiere decir que los diferentes genes en una celula se
encienden o se apagan en diferentes momentos de la vida de un organismo. Ademas, la

regulacion de los genes varia segun las funciones de éstos (Herr, 2004).

La transmisién de la informacidn genética entre generaciones y la expresion en forma de

proteinas de dicha informacion genética no son suficientes para permitir que el programa de


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Housekeeping_genes&action=edit&redlink=1
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desarrollo de un organismo se lleve a cabo correctamente. Es necesario, ademas, asegurar
que los genes que constituyen la informacion genética transmitida se expresen en
momentos adecuados bien desde el punto de vista cronoldgico o espacial (procesos de
desarrollo) o bien como respuesta a cambios en las condiciones ambientales en las que se
encuentra la célula o el individuo. Por otra parte, las respuestas al ambiente o los procesos
de desarrollo no suelen producirse como con secuencia de la activacion de un Gnico gen en
un momento, sitio o condicion determinado, sino que suele ser necesaria la expresion
coordinada de un conjunto de ellos para que tenga lugar el efecto. Estos dos hechos hacen
que el control de la expresion génica sea central en el proceso de la biologia molecular de

los seres Vivos.

El modelo mas coherente de regulacion de la expresion génica se conoce con el nombre de
Modelo del Operdn que explica, como veremos, | a expresion coordinada de genes. Por otra
parte, veremos a continuacion cual es el proceso por el que llega al material genético la in
formacion ambiental o de desarrollo que permita la expresion coordinada; estudiaremos el

proceso de transduccion de la sefial.

Modelo del operdn: La expresion de un grupo de secuencias codificantes de diferentes
péptidos cuya presencia debe ser coordinada se logra colocando todas las secuencias bajo el

control de un mismo promotor.

La transcripcion de todas estas secuencias daran lugar a un ARN mensajero de gran tamafio
que codifica todos los genes contenidos en el operén (ARN policistrénico) de forma que
siempre se podran traducir coordinadamente las diferentes proteinas del operén. La

cantidad de cada una de las proteinas del operén que se produce como consecuencia de la
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traduccioén no siempre es equimolecular porque existen elementos de regulacion de la
traduccion que provocan la separacion del ribosoma y el ARNm en ciertos momentos

controlando asi mas finamente la coordinacion de la expresion.

La regulacién de la expresion genética se da entre el promotor del operon y el inicio del
primer gen estructural del fragmento policistronico existe una secuencia de ADN
denominada Operador. A esta secuencia se puede unir una proteina denominada Regulador
de forma que cuando se encuentra unido el regulador a la secuencia del operador impide el
paso de la ARN polimerasa en su trayecto de transcripcion del ADN para sintetizar el ARN
policistrénico. Por con siguiente, la regulacion de la expresion se logra mediante un
impedimento fisico de la actividad de la ARN polimerasa causado por la unién de una

proteina al ADN.

Existen dos clases de operones segun sea su respuesta a las condiciones ambientales: los

operones indecibles y los operones represibles.

Operon inducible: es aquél en el que como consecuencia de la presencia de una molécula
inductora se produce la expresion de los genes del operon. El ejemplo mas clasico es el del
Operdn de la lactosa que regula la sintesis de las proteinas que permiten el metabolismo de

la lactosa por las bacterias.

Cuando una bacteria se encuentra en un ambiente donde puede disponer de lactosa los
genes que hacen posible la utilizacién de este azUcar por la bacteria se inducen. Estos
genes, agrupados en el Operdn de la lactosa, estan constitutivamente reprimidos porque a la
region del operador del operon se ha unido una proteina inhibidora que impide el paso de la

ARN polimerasa. Cuando hay lactosa en el medio de crecimiento alguna molécula de este
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azucar puede llegar al interior de la célula usando alguno de los sistemas de transporte
presentes en la membrana bacteriana para azlcares. Una vez en el interior de la célula, la
lactosa puede unirse a la proteina inhibidora unida a la region reguladora del operon de la
lactosa de suerte que, cuando la lactosa esta unida, la proteina inhibidora se separa de la
region operadora permitiendo el paso de la ARN polimerasa y la transcripcion de los genes

correspondientes.

Cuando desaparece la lactosa del medio la proteina inhibidora queda de nuevo libre de
forma que puede volver a unirse al fragmento operador del operdn impidiendo, de nuevo, la

transcripcion de los gen es que lo forman.

El resultado de este proceso es que, como respuesta a la presencia de lactosa en el medio, se
induce la expresion de los genes que permiten su catabolismo. Este sistema es
extremadamente sensible porque la accion de las enzimas que permiten el paso de la lactosa
a través de la membrana (transportadoras de lactosa) permite que la concentracion
intracelular de lactosa sea suficientemente alta hasta el momento en el que la concentracién

extracelular es ya tan baja que no puede utilizarse el azucar eficientemente.

Operon represible: en otros casos es necesario que la expresion de ciertos genes se detenga
tan pronto como sea metabolicamente posible, porque su actividad no sea necesaria, para
lograr una mayor economia de la energia celular. Es el caso, por ejemplo, de los operones

de la arginina y del triptéfano. Estudiaremos con mas detalle el primero de ellos.

Si la cantidad de arginina presente en la proteinas que se encuentran en el medio en que
crece una bacteria es suficientemente alta como para satisfacer las necesidades bacterianas

de este aminoacido, no es necesario que la bacteria lo sintetice sino que, simplemente, lo
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asimila de la dieta. Ahora bien, si la cantidad de arginina exdgena no fuera suficiente, las
bacterias pueden sintetizarla a partir de otros precursores mediante el concurso de una serie

de enzimas codificadas en el operdn de la arginina.

De nuevo, nos encontramos con un operdn y a su secuencia operadora se une una proteina
represora especifica. Sin embargo, en este caso | a proteina represora se mantiene unida
siempre que a ella se encuentre unida, a su vez, una molécula de arginina o de un analogo
de arginina. Cuando la concentracion celular de arginina desciende por debajo de unos
niveles criticos (que vienen determinados por la constante de afinidad de la molécula
represora por la arginina o su analogo) el represor se separa de la arginina y queda inactivo
separandose, también, de la secuencia operadora y permitiendo la transcripcién de los genes

que codifican las proteinas de sintesis enddgena de arginina.

El efecto final es la expresion de los genes del operén como respuesta a los niveles de

arginina presentes en la célula.

Mecanismos de transduccion de sefial. Se conocen con este nombre los mecanismos que
permiten a las células sentir condiciones exteriores (ambientales o sefiales de desarrollo) y
activar como consecuencia de ello la expresion de algunos genes u operones. Los dos
ejemplos de operon descritos anteriormente responden a las condiciones ambientales de
concentracion de lactosa y arginina, respectivamente; sin embargo, no se consideran
incluidos dentro de | os mecanismos de transduccion de sefial porque la deteccion del
estado ambiental no se realiza a través de la membrana bacteriana sino que se produce

directamente por interaccion del inductor con el represor modulando su union al operador.
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En el caso de los sistemas de transduccion de sefia, un complejo de proteinas de membrana
recibe la sefial externa. Para ello, este complejo ha de tener una proteina, al menos, dirigida
hacia el exterior de | a célula de manera que actle como receptor de la sefial. Como con
secuencia de la deteccion de la sefial (lo que, en términos bioquimicos suele significar
"cuando se ha unido | receptor de membrana la molécula que actia como inductor") se
produce un cambio conformacional en la molécula del receptor; cambio que, a su vez,
causa otros en las otras proteinas del complejo de membrana con las que interacciona.
Como consecuencia de estos cambios estructurales el complejo de proteinas, por su cara
interna, es capaz de modificar quimicamente proteinas citoplasmicas activando o
inactivando asi su funciébn como represores de operones o genes (esto suele ocurrir
mediante procesos de fosforilacion) o bien sintetiza moléculas que son inductores que
regulan la actividad de represores presentes en la célula (estas moléculas inductoras son lo

que se suele denominar colectivamente “segundos mensajeros").

Los sistemas de transduccién de sefial son muy importantes porque de ellos depende gran
parte del control de la expresion génica y porque son manipulables genéticamente de forma
que podemos utilizarlos para disparar procesos de expresién génica usando sefiales
inductoras diferentes de las que normalmente las controlan en la naturaleza pero que son

poco manejables eh procesos industriales biotecnoldgicos (Pisabarro, 2008).

Control de Genes en Eucariotas

En células eucaridticas, la habilidad para expresar las proteinas bioldégicamente activas en

virtud de la regla viene a varios puntos:
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Estructura de la Cromatina: La estructura fisica del ADN, tal como existe compactada en
cromatina, pueden afectar a la capacidad de regulador transcripcional de proteinas (lo que
se denomina factores de transcripcion) y ARN polimerasas para encontrar el acceso a
determinados genes y para activar la transcripcion de ellos. La presencia de
modificaciones de las histonas y CPG de metilacion mas afectan a la accesibilidad de la

cromatina a ARN polimerasas y factores de transcripcion.

En un amplio examen de la estructura de la cromatina hay dos formas: heterocromatina y
euchromatin que originalmente fueron designados sobre la base de citoldgico observaciones
de la forma oscura las dos regiones fueron tefiidos. Heterocromatina es mas densamente
euchromatin y que se encuentra a menudo cerca de los centromeros de los cromosomas.
Heterocromatina es en general transcriptionally silencio. Euchromatin por otra parte, es
poco méas embalados y es que activa la transcripcion de genes que se encuentran a estar

tomando lugar.

Si bien es posible predecir transcriptionally activa de las regiones cromatina sobre la base
de ensayos citologicos, la investigacion en los Ultimos decenios han comenzado a definir
las bases moleculares para la estructura de la cromatina en el contexto de regulacién de la
expresion génica. Dos primaria existen mecanismos que modifican la cromatina estructura,
y como consecuencia de alteraciones en el efecto de la expresion génica. Estos mecanismos
de metilacién de citidina residuos en el ADN que se encuentran en la dinucle6tido, CG (la

mayoria de las veces escrito como un dinucledtido CpG) y la histona modificacion.

Al determinar que los residuos C en el ADN son objetivos de metilacion se descubri6 que
mas de un 90% de metil-C se encuentra en el dinucleétido, CpG. Esto no quiere decir que

todos los CpG dinucleotides contener una metilado C de residuos. Al examinar la estructura
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de los genes eucariotas y la identificacion de las regiones del CpG dinucleotides es el caso
de que el promotor de las regiones contienen genes 10-20 como muchas veces CpGs en
comparacién con el resto del genoma. En un sentido general lo que se conoce acerca de
metilacion del ADN vy la transcripcion es la condicion de que cuando regiones de un gen
que puede ser metilado son, el gen se asocia transcriptionally en silencio y cuando la region
estd en el gen metilado se transcriptionally activa o se puede activar. Al someterse a la
diferenciacion de las células se ha observado que los genes que se activan transcriptionally
exposicion una reduccién en la metilacion estado en relacion con el nivel previo a la
activacion y en virtud de que esta metilacion-sigue siendo incluso después de la
transcripcion cesa. El papel de Metilacion del ADN en el control de la actividad
transcriptionally demostrado por primera vez por el tratamiento de las células en la cultura
con la citidina analogico, 5-azacytidine (5-azaC) que tiene un nitrégeno en la posicion 5 del
anillo de pirimidina en lugar de uno de carbono y, por tanto, no puede servir como un
sustrato para la metilacion. Cuando los fibroblastos se cultivadas en la presencia de 5-azaC
que diferenciada en Mioblastos. Esto diferenciacion ha demostrado ser el resultado de los
menores de metilacion y la activacion de la MyoD gen (un regulador maestro de la

diferenciacion muscular).

La metilacion del ADN es la catalizada por las diferentes ADN methyltransferases
(abreviado Dnmt). La funcién critica de la metilacion del ADN en controlar el desarrollo
destinos se demostro en ratones ya sea por inactivar Dnmt3a o Dnmt3b. Pérdida de genes,
ya sea causado la muerte poco después del nacimiento. Cuando las células dividen el ADN
contiene un capitulo de los padres del ADN y un capitulo de el recién replicado el ADN (la

hija del capitulo). Si contiene el ADN metilado cytidines CpG dinucleotides en el capitulo
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hija debe someterse a la metilacion en para mantener el patron de los padres de la
metilacion. Este "mantenimiento” metilacion es la catalizada por Dnmtl y, por lo tanto, esta

enzima se llama el methylase mantenimiento.

La correlacion entre la metilacion del ADN vy la estructura de la cromatina en lo que se
refiere a la actividad transcripcional se demuestra por la observacion de que hay varias
proteinas que se unen a metilado CpGs pero no a unmethylated CpGs. Uno tales proteinas
se MeCP2 (metacrilato CP de proteina de union 2). Cuando se une a MeCP2 metilado CPG
dinucleotides la toma de ADN en la cromatina una estructura cerrada y conduce a la
represion transcripcional. La capacidad de MeCP2 de obligar a metilado CpGs a su vez es
controlada por su estado de fosforilacion. Cuando se MeCP2 fosforilados que se une con
menos afinidad al ADN y adquiere una mayor apertura cromatina estado. La importancia de
MeCP2 la cromatina en la regulacion de la estructura y por consiguiente, la transcripcion se
demuestra por el hecho de que las deficiencias en este proteinas en el resultado sindrome de
Rett. El sindrome de Rett es un desarrollo neurolégico trastorno que se produce casi
exclusivamente en las mujeres se manifiesta como mental retraso, convulsiones,

microcefalia, arrestado el desarrollo, y la pérdida de expresion.

Acetilaciéon de histonas es sabido que da lugar a una mayor apertura estructura de la
cromatina y modificar estas histonas se encuentran en las regiones de la la cromatina que se
transcriptionally activa. Por el contrario, de underacetylation histonas se asocia con el cierre
de la cromatina y la inactividad transcripcional. Un correlacion directa entre la acetilacion
de histonas y la actividad transcripcional demostrada cuando se descubrié que los
complejos de proteinas, anteriormente conocido por transcripcional ser activadores, se

determind que la histona acetylase actividad. Y como era de esperar, represor



50

transcripcional complejos eran contener la histona deacetilasa actividad. Vinculo entre la
metilacion del ADN vy silenciamiento transcripcional se ha demostrado que la observacion
de que las proteinas que se unen a metil CpG dinucleotides puede contratar a deacetylases
histonas del ADN. Las proteinas se sabe que interactian con acetilado lysines en las
histonas que juntos conducen a una més estructura de la cromatina abierta. Proteinas que se
unen a las histonas contienen acetilado un dominio llamado bromodomain. El
bromodomain se compone de un conjunto de cuatro hélices a-y es un dominio de proteinas
que participan en las interacciones proteina-en una nimero de sistemas celulares, ademas

de la histona acetilado vinculante y estructura de la cromatina modificacion.

Otra modificacién de las histonas sabe que afectan a la estructura es la cromatina
metilacion. Sin embargo, con la metilacion de histonas no hay una correlacion directa entre
la modificacion y un efecto especifico sobre la transcripcion. La metilacion de la histona
H4 en R4 (arginina en la posicion 4) promueve un abierto la cromatina estructura y, por lo
tanto, conduce a la activacion transcripcional. Metilacion de histona H3 en K4 y K79
(lysines 4 y 79) se ha demostrado que actuar al igual que histona H4 R4 metilacién. Sin
embargo, la metilacion de las histonas H3 en K9 y K27 es que estan asociados con genes
inactivos transcriptionally. La metilaciéon de histonas proporciona un sitio para la union de
otras proteinas que a su vez conduce a alteracion de la estructura de la cromatina a un
estado mas compactada. Proteinas que se unen lysines a metilado presente en las histonas
(asi como otras proteinas) contienen un dominio llamado chromodomain. EI chromodomain
consta de un tramo conservado de 40-50 amino&cidos y se encuentra en muchos proteinas
implicadas en la remodelacion de la cromatina complejos. Ademas, chromodomain las

proteinas se encuentran en el RNA-transcripcional inducidos por silenciar (RITS) complejo
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implica que los pequefios ARN de interferencia (SIRNA) y microRNA (miRNA)-

medicamentosos downregulation de transcripcion.

Proteinas histonas también puede ser modificado por la adicién de pequefias proteinas
ubiquitina. Con respecto a las histonas, uiquitin se encuentra solo en las histonas H2A y
H2B y sblo un pequefio porcentaje de las histonas H2A se encuentra ubiquitinated. Sin
embargo, cuando ubiquitinated, H2A esta relacionado con la represion de la transcripcion.
El lugar exacto de efecto contrario se observa cuando la histona H2B es ubiquitinated, lo
que lleva a una estimulacién de la actividad de genes. La razon por la que ubiquitinated
histonas H2B es relacionados con la actividad transcripcional es que esta modificacion
promueve la metilacion de las histonas H3 en K4 y K79, que como se ha indicado

anteriormente se asocia con estructura de la cromatina abierta.

Fosforilacion de las histonas se produce principalmente en respuesta a las sefiales de fuera
de tales como la estimulacion del factor de crecimiento o inductores de estrés, tales como
golpes de calor. Fosforilados histonas estan localizados a los genes que se convierten en
transcriptionally activa como consecuencia de estas sefiales fuera. La importancia de la
histona fosforilacion en el control de la expresidn génica puede ser demostrado en pacientes
Coffin-Lowry, sindrome de. Esta enfermedad se debe a defectos en la RSK2 gen que
codifica la histona phosphorylating enzima. Sindrome de Coffin-Lowry es una rara forma
de X-mental ligado se caracteriza por retraso malformaciones esqueléticas, retraso del
crecimiento, la audicion déficit, los trastornos del movimiento paroxistico, y el deterioro

cognitivo en las zonas afectadas hombres.
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Epigenéticos de Control: Epigénesis se refiere a cambios en el patrén de expresion de
genes que no se deben a los cambios en el composicion de nucledtidos del genoma.
Literalmente "epi" significa "en" por lo tanto, epigenética significa "sobre" el gen en

contraposicion a "por" el gen.

El término epigenética fue acufiado por Conrad Waddington en 1939 para definir el
desarrollo de la genética durante el desarrollo del programa. Ademas, se acufié epigenotype
el término para definir "el desarrollo total del sistema vias de desarrollo interrelacionados a
través de la cual la forma adulta de un organismo se realiza". Es evidente que esta
definicion abarca una amplia gama de conceptos se ocupan de la genética, la herencia y el
desarrollo. Hoy en dia el término epigenética se utiliza para definir el mecanismo mediante
el cual los cambios en el patron heredado de la expresion de los genes ocurren en la
ausencia de alteraciones o cambios en los nucle6tidos composicion de un determinado gen.
Una interpretacion literal es que la epigenética media "Ademas de los cambios en la
secuencia del genoma." La manera més facil de entender este concepto es pensar en el
6vulo fertilizado: en el momento de la fecundacidn que sola célula es totipotentes, es decir,
que divide a la hija en Gltima instancia, diferenciar las células en todas las diferentes células
del organismo. La gunica diferencia entre el diversas células del organismo resultante son
las consecuencias de diferencial la expresion de los genes, y no debido a las diferencias en
las secuencias de los genes si mismos. Las pruebas indican que la mayoria de las
modificaciones epigenéticas son borrarse durante la gametogénesis y / o después de la

fertilizacion.

Varios tipos diferentes de eventos epigenéticos han sido identificados. Ya que se describe

en la seccién anterior relativa a la estructura de la cromatina como un medio para control de
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la expresion de los genes y el papel de la metilacion del ADN en estos estructural cambios,
metilacion del ADN es probable que sea el mas importante evento epigenéticos importante
controlar y mantener el patron de expresion génica durante desarrollo. Otros eventos de
modificacién de ADN también se conocen a efectos epigenéticos incluidos los fenémenos
acetilacion, metilacion fosforilacion, y ubiquitylation sumoylation de las proteinas histonas.
Por lo tanto, debe quedar claro que los mismos hechos que afectan a la cromatina estructura
puede definirse como eventos epigenéticos. Considerando que, epigénesis desempefia un
papel fundamental en la regulacién, control y mantenimiento de la expresion de los genes
que conduzcan a la diferenciacién de muchos estados de las células de un organismo, las
recientes pruebas ha identificado un vinculo entre la procesos epigenéticos y la enfermedad.
Lo mas importante es el vinculo entre epigénesis y el cancer que se ha sugerido que un
factor que contribuye a casi la mitad de todos los canceres. Una clara demostracion se ha
realizado entre los cambios en el estado de metilacion tumor supresor genes y el desarrollo
de muchos tipos de cancer. Efectos epigenéticos en funcion del sistema inmune también se
han identificados. Ademas, hay indicios de un vinculo entre la epigenética los procesos y la

salud mental.

Iniciacion transcripcional: Este es el modo méas importante para el control de la expresion
de los genes eucariotas (véase a continuacion para mas detalles). Factores especificos que
ejercen el control de incluir la fuerza de los elementos promotor dentro de la secuencias de
ADN de un gen, la presencia 0 ausencia de secuencias potenciador (que aumentan la
actividad de la RNA polimerasa en una dado por el promotor vinculante factores de
transcripcion especificos), y la interaccion entre mdltiples activador inhibidor de las

proteinas y las proteinas.
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Transcripcion de las diferentes clases de RNAs en eucariotas se lleva a cabo por tres
polimerasas diferentes. ARN pol | sintetiza la rRNAs, a excepcion de los 5S especies. ARN
pol 11 sintetiza los mMRNAs y algunos RNAs pequefios nucleares (ARNSsN's) que trabajan en
el empalme de ARN. ARN pol II sintetiza los 5S rRNA y el ARNt. La gran mayoria de los

RNAs son eucariotas sometido a post-transcripcional de procesamiento.

El mas complejo de control observado en eucariotas son los genes que regulan la expresion
de ARN pol Il-genes transcriben, el ARNm de genes. Casi todos los genes eucariotas
MRNA contienen una estructura bésica consistente de los exones de codificacion y no de
codificacion de intrones y promotores basal de dos tipos y cualquier nimero de diferentes
ambitos de regulacion transcripcional (véase diagramas de abajo). ElI promotor basal se
denominan elementos CCAAT cajas y cajas de TATA-a causa de su secuencia de motivos.
La caja de TATA reside 20 a 30 bases antes de iniciar la transcripcion y el sitio es en
secuencia similar a la procariéticas Pribnow caja (consenso TATAT/aA"/4, donde '/ indica

que cualquiera de base puede encontrarse en que posicion).

TATA box
Enhancer Promoter Enhancer
(distal) (proximal) (distal)
— —

~30 bp \

| : Exéin Intron

~300 bp

Figura 5: Estructura tipica de un ARNm eucariotico.
Numerosas proteinas identificadas como TFIIA, B, C, etc (por transcription factores que
regulan ARN pol I1), se han observado para interactuar con el TATA-box. La caja CCAAT

(consenso GG'/cCAATCT) reside de 50 a 130 bases rio arriba de la transcripcién sitio web
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inicial. La proteina identificada como C/EBP [por CCAAT-box/Enhancer vinculante

("Binding™) Proteinas] se une para CCAAT la caja de elemento.

Hay muchos otros aspectos de la normativa ARNm en secuencias genes, asi como, que se
unen diversos factores de transcripcion (véase el diagrama que figura a continuacion). Tesis
secuencias reguladoras son predominantemente situadas aguas arriba (5) de la
transcripcion inicio del sitio, aunque algunos elementos se producen aguas abajo (3') o
incluso dentro de los propios genes. ElI nimero y el tipo de elementos reguladores de se
varia con cada gen mRNA. Diferentes combinaciones de transcripcion factores que también
pueden ejercer efectos diferenciales de regulacién transcripcional a inicio. Los diversos
tipos de celulas cada uno de combinaciones de expresar las caracteristicas de factores de
transcripcion, lo que es el principal mecanismo de tipo de células en la especificidad la

regulacion de la expresion génica mRNA.

Modificacion de Procesamiento de Transcripcion: mRNAs eucaridticos debe ser limitado
y polyadenylated, y los intrones deben ser eliminados con precision. Varios genes han
sido identificado que se someten los tejidos-patrones especificos de splicing alternativo,

que generar proteinas biolégicamente diferentes del mismo gen.

Transporte de ARN: Un procesado totalmente mMRNA debe abandonar el nucleo en para

ser traducido a proteina.

Transcripcion de Estabilidad: A diferencia de mRNAs procarioticas, cuyas vidas medias
son todos en el rango de 1 a 5 minutos, MRNAs eucariéticos puede variar mucho en sus

estabilidad. Algunos han inestable transcripciones secuencias (predominantemente, pero
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no exclusivamente, en el 3'-no traducido regiones) que son sefiales de una rapida

degradacion.

Traslacional Iniciacién: Dado que muchos mMRNAs tiene mdltiples codones metionina, la
capacidad de los ribosomas para reconocer y poner en marcha a partir de la sintesis
correcta puede coddén AUG afectan a la expresion de un gen producto. Varios ejemplos
han surgido lo que demuestra que algunas proteinas eucariotas iniciar en no-AUG
codones. Esto fenomeno se ha conocido que se produzca en E. coli durante bastante

tiempo, pero solo recientemente se ha observado en mRNAs eucarioticos.

Pequefios RNAs y el Control de los Niveles de Transcripcion: En los ultimos afios un
nuevo modelo de regulacion génica ha surgido que implica el control ejercido por los
pequefios no codificante RNAs. Este pequefio RNA-mediado de control puede ser ejercido
ya sea en el nivel de la traducibilidad de los MRNA, la estabilidad del mRNA oa través de

cambios en la estructura de la cromatina.

Post-traslacional Modificacién: Comun modificaciones incluyen glicosilacion,

acetilacion, acilacion grasos, disulfuro de formaciones de bonos, etc

Proteinas de Transporte: Con el fin de que las proteinas a ser biolégicamente activas
después de la traduccion y transformacion, que deben ser transportados a su lugar de

accion.

Control de la Estabilidad de Proteinas: Muchas proteinas son rapidamente degradadas,
mientras que otros son muy estables. Especificas secuencias de aminoacidos en algunas

proteinas se ha demostrado para lograr la rapida degradacion (King, 2011).
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Silenciamiento genético en plantas

El término “silenciamiento génico” se utiliza habitualmente para describir el “apagado” de un
determinado gen, y es un mecanismo general que ocurre durante la regulacion de la expresion
génica. A traves de este mecanismo, la maquinaria celular impide la expresion de un gen que

deberia estar “encendido” en circunstancias normales.

La expresion génica se puede regular tanto a nivel transcripcional como post
transcripcional. El Silenciamiento Génico Transcripcional (en inglés, Transcriptional Gene
Silencing o TGS) es el resultado de la modificacion de las histonas. Esta modificacion crea
un ambiente de heterocromatina alrededor de un cierto gen, que impide el acceso de la
maquinaria transcripcional (factores de transcripcién, ARN polimerasas, etc.). El
Silenciamiento Génico Post Transcripcional (en inglés, Post-Transcriptional Gene
Silencing o PTGS), en cambio, es un mecanismo que implica la degradacién de un
determinado ARN mensajero. La destruccion de este ARNm impide su normal traduccion

y consecuentemente no se sintetiza la proteina correspondiente (Baulcome, 2005).

Tanto el silenciamiento transcripcional como el post transcripcional son mecanismos que
regulan la expresion de genes enddgenos, pero ademas son empleados por los organismos
para protegerse de transposones y virus. ES por eso que se cree que el silenciamiento
génico forma parte de un sistema de defensa ancestral que resguarda a algunos
organismos de la invasion de acidos nucleicos infecciosos.

Mas alla de las funciones fisioldgicas que se le atribuyen al silenciamiento génico, como
la defensa antiviral y la regulacion de la expresion génica, este fendmeno puede ser
utilizado ademas como herramienta para identificar genes “blanco” para el desarrollo de

nuevas drogas, eliminar la funcion de un gen en particular, y hasta potencialmente
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eliminar la expresion de un gen responsable de una cierta enfermedad. También es
posible utilizar el silenciamiento génico como una herramienta para generar mejores
cultivos y alimentos, como por ejemplo, plantas resistentes a virus, mejoras en la calidad

de los aceites, y otras mejoras nutricionales en granos y tubérculos (Baulcome, 2004).

Sustancias Utilizadas para Inducir Resistencia en Plantas

Quitosan

El quitosan es un polisacarido de cadena lineal poco frecuente en la naturaleza y que se
obtiene mediante la desacetilacion extensiva de la quitina un homopolimero 3-1,4 enlazado
de la N-acetil-D-glucosamina, presente en el exoesqueleto de los crustaceos, moluscos, en
la cuticula de los insectos y como constituyente de las paredes celulares de muchos tipos de
hongos. La quitina es el segundo polisacarido en abundancia. La quitina es estructuralmente
similar a la celulosa en cuanto a su naturaleza de polisacarido. EI método mas utilizado para
la obtencidn de quitosan es mediante tratamiento quimico que consiste en la desacetilacion
alcalina de la quitina, y en un medio acido se produce una fuerte hidrolisis de la cadena de
la quitina (Peniche, 2001).

La actividad antimicrobiana del quitosan contra varias bacterias y hongos es bien conocida,
y ha sido reportada por numerosos autores. Esta propiedad es debida a la naturaleza
policationica del quitosan, facilitando su aplicacion en una gran variedad de campos,
incluyendo bromatologia, agricultura, medicina, farmacia y textiles. Han sido propuestos
diferentes mecanismos para explicar la inhibicion microbiana por el quitosan, pero el
mecanismo exacto es desconocido. EI més aceptado explica la interaccion de la carga

positiva del quitosan con la carga negativa en la superficie de las células de muchos hongos
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y bacterias, el cual causa alteraciones extensivas en la superficie celular y altera la
permeabilidad celular. Esto causa la filtracion de sustancias intracelulares, igual que de
electrolitos, proteinas, aminoacidos, glucosa y lactato deshidrogenasa. Como resultado el
quitosan inhibe el metabolismo normal de los microorganismos y finalmente lleva a la

muerte éstas células (Lim y Hudson, 2003).

BHT Benzotiazole
El S-metil benzo [1, 2,3] tiadiazol-7-carbotioato (BTH) suministra proteccion frente a
diversas enfermedades en una amplia gama de cultivos (Colson-Hanks et al., 2000; Colson-

Hanks & Deverall, 2000; Maxson-Stein et al., 2002; Agostini et al., 2003).

Son numerosos los estudios realizados en una gran variedad de cultivos que muestran que
BTH resulta efectivo frente a distintos patogenos, pero también se sabe que hay que tener
en cuenta muchos aspectos que varian en funcion del tipo de cultivo, el numero de
tratamientos a efectuar, el momento de aplicacion de los mismos, la cantidad de producto
en cada aplicacion y la combinacion con otros productos como pesticidas. Por ejemplo, en
cultivos de monocotiledéneas como trigo (Gorlach et al., 1996; Stadnik & Buchenauer,
1999a; Stadnik & Buchenauer, 1999b) se ha demostrado que la aplicacion de BTH crea
resistencia frente a mildiu si se aplica una sola vez al final de la formacion del tallo (Morris
et al., 1998), mientras que en cultivos de dicotiledoneas como pimiento y tomate para crear
resistencia frente a manchas bacterianas causadas por Pseudomonas syringae pv. tomato y
Xhantomonas. axonopodis pv. vesicatoria deben realizarse aplicaciones cada 7-10 dias
(Louws et al., 2001). También se han realizado ensayos en otras solanaceas como tomate y

tabaco (Csinos et al., 2001; Pérez et al., 2003), leguminosas como haba o soja (Dann &
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Deverall, 1995; Dann & Deverall, 1996) y frutales como manzanos y perales (Ishii et al.,

1999; Maxson-Stein et al., 2002).

Entre los factores positivos relacionados con el empleo de este tipo de compuestos, se
podrian destacar que: A) evitan los problemas relacionados con la

aparicion de resistencias a los patdgenos inducidas por los pesticidas clasicos; B) pueden
sustituir a los numerosos pesticidas que actualmente son de retirada obligatoria, al no ser
compatibles medioambientalmente; C) reducen los riesgos para la salud que pueden
presentar los pesticidas quimicos; D) pueden ser efectivos contra enfermedades producidas
por virus y patdgenos de suelo frente a los cuales los tratamientos quimicos no son eficaces;
E) no hay necesidad de introducir genes foraneos en las plantas, y por tanto, se evita el

rechazo social que provocan las plantas transgénicas.

Acido salicilico

El funcionamiento del acido salicilico (AS) es relativamente sencillo, es el mensajero
interno natural de las plantas. Lo que significa que cuando una planta es atacada por una
enfermedad o plaga, ella genera AS para advertirle al resto de la planta que estd siendo
afectada y que suba sus defensas (compuestos presentados arriba). Teniendo esto en mente,
se sabe por queé el AS aplicado externamente tiene el efecto de activador de resistencia. La
desventaja del AS es que su vida dentro de la planta es muy corta, siendo inmovilizada en
las paredes celulares, por lo cual se vuelve necesaria la aplicacion rutinaria durante toda la
vida del cultivo para poder mantener altos niveles de resistencia. La ventaja de su fijacion
rapida es que si se sobre dosifica, el dafio no es permanente y se repone rapidamente en 7 a

10 dias méaximo. El AS es altamente mavil dentro de la planta, por eso puede proteger hasta
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partes no cubiertas en la aplicacion foliar o aplicarlo por el sistema de riego para ser

absorbido por el sistema radicular EDA, 2008.

Los patdgenos incompatibles ya sean hongos, virus o bacterias, provocan la acumulacion de
acido salicilico (AS) y de acido benzoico (AB) y sus respectivos glucosidos conjugados,
forméandose altas concentraciones en la vecindad del sitio de infeccion. Niveles elevados de
AS también pueden inhibir la expresion de genes que son inducidos por heridas bloqueando

la biosintesis de acido jasmonico (Farmer et al., 1994).

El AS se sintetiza por la via del metabolismo fenilpropanoide desde acido cinamico y acido
benzoico. Se acumula intracelularmente en un receptor especifico o se une a la enzima
catalasa. Normalmente la catalasa protege a la planta contra el estrés oxidativo ejercido por
las especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, esta actividad de la catalasa es bloqueada
por la u ion del &cido salicilico (Chen et al., 1993). Asi que, alterando la cantidad de acido
salicilico dentro de la célula, se puede regular el nivel de las especies reactivas de oxigeno
como el perdxido de hidrogeno. Si solamente una pequefia cantidad de &cido salicilico esta
presente en la célula, y poco unido a la catalasa, su actividad permanece alta, manteniendo
el nivel de especies reactivas de oxigeno bajo. Cuando los niveles de acido salicilico son
altos y la actividad de la catalasa baja, el nivel de las especies reactivas de oxigeno
permanecen altas liberando la sintesis de proteinas-PR. La sintesis de proteinas-PR también
puede inducirse artificialmente inyectando peroxido de hidrogeno en las hojas de las

plantas.

El estallido oxidativo que sucede después de la infeccion por el patdgeno puede tener su

efecto 6ptimo, cuando aumenta la sintesis del &cido salicilico y la actividad de la catalasa es
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baja, permitiendo que la expresion de las proteinas-PR dispare la actividad de las especies

reactivas de oxigeno.

RSA también puede ser liberada rociando o inyectando a las plantas acido salicilico, o por
tratamiento con peroxido de hidrégeno, metil-2,6-acido dicloroisonicotinico (INA), o venzo
(1, 2, 3) thiadiazol-7-acido carbotionico (BTH) (Ward et al., 1991). Estos quimicos no
funcionan como antibioticos, mas bien parecen inducir en plantas la expresion de la misma
respuesta de resistencia y el mismo conjunto de genes que cuando son inducidos por un
patdgeno. Esto sugiere que INA y BTH son activadores de RSA, mientras que el H,0O, y el
acido salicilico son metabolitos presentes en la planta que estan involucrados directamente
en el establecimiento de RSA. Por ejemplo se demostré que una infeccion por el virus del
mosaico del tabaco (TMV) también como el tratamiento con acido salicilico o INA libera la
sintesis del mismo conjunto de 13 proteinas-PR diferentes. Esto demostrd que INA es
traslocado en un dia desde las hojas jovenes superiores hacia las raices, liberando la sintesis
de quitinasa, es decir una reaccion de defensa contra infecciones de hongos y bacterias

(Ward et al., 1991).

Acido jasmonico
Los jasmonatos son fitohormonas lipidicas, derivados oxigenados de los acidos grasos
linoleico y linolénico, principalmente, que actian como moléculas sefializadoras de la

respuesta de las plantas a numerosas situaciones de estrés y participan en diversos procesos

de desarrollo. Entre las situaciones de estrés que regulan estan las heridas (mecéanicas o
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bioticas), la exposicién a ozono, sequia y el ataque por patdgenos y plagas. Entre los
procesos de desarrollo en los que participan los jasmonatos estan el crecimiento de la raiz,
la tuberizacion, la maduracion de frutos, senescencia, desarrollo del polen y enrollamiento
de zarcillos (Penninckx et al., 1996; Creelman y Mullet, 1997; McConn et al., 1997;
Pieterse et al., 1998; Reymond y Farmer, 1998; Staswick et al., 1998; Overmyer et al.,
2000; Berger, 2002; Rao et al., 2002; Turner et al., 2002; Farmer et al., 2003; Rojo et al.,

2003).

La ruta de biosintesis de los jasmonatos (ruta de los octadecanoides) ha sido extensamente
estudiada y se dispone de mucha informacion acerca del tipo de enzimas implicados en
cada paso y de la localizacién subcelular de los mismos (Mueller, 1997; Berger, 2002;
Turner et al., 2002). Sin embargo, a pesar de la importancia de los jasmonatos como
moléculas sefializadoras, el conocimiento actual de los mecanismos moleculares de
transmision de sefiales mediadas por jasmonatos es muy limitado. Los pocos componentes
de esta ruta de sefializacion descritos hasta el momento se han identificado principalmente
gracias a escrutinios genéticos buscando plantas que, o bien mostrasen una respuesta
constitutiva 0 aumentada a &cido jasmonico (JA), o bien exhibieran una sensibilidad
reducida a JA, a derivados como el metil-jasménico (MeJA) o a analogos como la

coronatina (Turner et al., 2002).

Uso de Extractos Botanicos para el control de plagas en plantas

Los productos naturales de origen vegetal han sido, en las ultimas dos décadas,

mayormente estudiados en su parte quimica, con énfasis en los metabolitos secundarios, los
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cuales estdn implicados en el control biologico contra patdgenos o plagas, y en ciertos
casos, activando procesos de defensa en la planta, brindando una proteccion preventiva

(Kagale et al. 2004).

Los metabolitos secundarios, son sustancias de bajo peso molecular, no son comunes en
todas las plantas y por el contrario, pueden ser una expresion de la individualidad quimica
de un organismo. Los productos del proceso fundamental de la fotosintesis proporcionan
los intermediarios biosinteticos necesarios para dar lugar a la formacion de los metabolitos
secundarios, haciéendose evidente la interconexion entre productos del metabolismo
primario con el secundario (Gil 2002).

Los compuestos fendlicos sencillos (hidroxibenzoicos o hidroxicindmicos), son metabolitos
secundarios comunes en las plantas con propiedades fungicidas. Las cumarinas clasificadas
como antiflngicas y antibacteriana. Los conjugados de fenilpropanoides con aminas, se
incorporan a la pared celular vegetal para aumentar su rigidez e impedir la entrada de los
patdgenos. En cuanto a las fitoalexinas, estas son sintetizadas por las plantas, después de la
infeccidn y en actividad inhibitoria de microorganismos patdgenos, se han identificado un
grupo importante, por ejemplo, la pisatina, la cual es un flavonoide sintetizado por el
guisante, Pisum sativum, como reaccion a la infeccion por hongos, siendo esta la primera

fitoalexina aislada y caracterizada (Gil., 2002).

Por otro lado, aquellas que hacen parte de la respuesta hipersensible, como es el caso de
algunos compuestos pertenecientes a los grupos de los alcaloides, los terpenoides y los
fenilpropanoides, participan activamente matando directamente al microorganismo

patdgeno o restringiendo su invasion al resto de la planta. Al mismo tiempo, otros
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metabolitos secundarios contribuyen a destruir las especies reactivas de oxigeno que son
toxicas para la misma célula vegetal, las cuales se sintetizan durante las etapas tempranas
de la respuesta de defensa. Es asi, como algunos metabolitos secundarios constituyen una
parte importante de la respuesta de la defensa de las plantas sometidas al ataque por

patdgenos (Sepulveda et al. 2003).

En el caso del patosistema pepino-Podosphera xanthii, causante del mildiu polvoriento, al
ser tratado con un inductor exdgeno, proveniente de las hojas de milsana (Reynoutria
sachalinensis), se observo rapidamente la sintesis de una fitoalexina, C-glycosdsil conocida
como cucumaring, la cual se acumula en el sitio de penetracion del hongo, jugando un
papel importante en el bloqueo, colonizacion y supervivencia del patdégeno. Se reportd que
la lignificacion de la pared celular y el aumento en actividad de las enzimas quitinasas,

peroxidasas y B1,3 glucanasas (Fofana et al. 2005).

En la naturaleza existe una gama muy amplia de plantas que producen una diversidad de
metabolitos secundarios toxicos, tal caracteristicas les permite a estas plantas actuar como
antagonistas de patdgenos bioticos y plagas. Su potencial antagonistas lo podemos explotar
al rotarlas o asociarlas con los cultivos o al incorporar sus residuos al suelo. Otra forma de
aprovechar dicho antagonismo es mediante la preparacion de extractos o infusiones a partir
de sus tejidos (Garcia y Montes, 1992; Montes et al., 1992, 1993, 1997; Fraire et al., 1993,
Campos et al., 1994; Diaz; 1994; Medrano et al., 1994; Diaz-Plaza, 1996; Verduzco, et al.,
1996).

Tagetes erecta (“‘cempasuchil” o “flor de muerto”) es una de las plantas ampliamente

reconocida como poseedora de propiedades fungicas, nematicidas e insecticidas; sus
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propiedades antagonistas se deben a la presencia de compuestos tertienilos en sus tejidos.
Zavaleta-Mejia y col., en 1997 reportan que el rotar e incorporar los residuos de
cempazuchil o al asociarlo con chile o jitomate, se tiene una reduccion significativa en el
agallamiento radical ocasionado por los nematodos Nacobbus aberrans y Meloidogyne
incognita, en las hortalizas mencionadas. En pepino, Tun et al. en el 1997 mencionan haber
controlado nematodos fitoparasitos con la incorporacién de cempazuchil. Por otro lado, en
la asociacion cenpazuchil-tomate se produjo una reduccién significativa en el dafio por el
hongo Alternaria solani en el follaje y fruto del tomate (Rojas-Martinez et al., 1994;

Zavaleta-Mejia y Gémez, 1995).

Crotalaria longirostrata (chipilin) en asociacién con tomate o incorporando sus residuos al
suelo, se obtuvo una reduccion significativa en el agallamiento de raices inducido por M.
incognita en tomate (Villar y Zavaleta-Mejia, 1990). Otras plantas con potencial para
utilizarse como antagonista de fitopatdgenos son las cruciferas (Brasicaceas); por ejemplo,
Zavaleta-Mejia et al. (1990) sefialan que con la incorporacion de residuos de col o brécoli
al suelo se obtuvieron reducciones significativas en el agallamiento inducido por M.
incognita en jitomate. En cebolla también se redujo la incidencia y severidad de la
pudricion blanca causada por Sclerotium cepivorum (Zavaleta-Mejia Rojas, 1990; Zavaleta-

Mejia et al. 1990; Zavaleta-Mejia y Gémez, 1994).

Lippia graveolens.-el aceite esencial de hojas de orégano mexicano presenta fenoles timol y
carvacol que son los principales componentes que le confieren poder antibacteriano y

antifangico (Obledo et al. 2004).
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Cymbopogon citratus.- El aceite esencial obtenido desde hojas de zacate de limén que es
rico en citral , myrceno, dipenteno, methylheptenona, ciertos alcoholes, y acidos volatiles,
presenta actividad antifungica, contra Mycosphaerella fijiensis en bioensayos realizados in

vitro (Obledo et al. 2004).

Hiba arborvitae.- (cedro blanco) inhiben la germinacion de esporas de Botritis cinérea
(Hernandez y Bautista 2007); y el crecimiento micelial Sclerotiorum aplicados a diferentes

concentraciones (Zapata et al., 2003).

Todos estos antecedentes dan una idea del gran potencial que tiene el uso de plantas
antagonistas; sin embargo, para manipular de manera racional y eficaz a estas plantas es de
fundamental importancia determinar qué factores y/o condiciones favorecen la maxima

expresion del antagonismo, asi como los mecanismos responsables del control.

Heliopsis longipes

El género Heliopsis pertenece a la tribu Heliantheae de la familia Asteraceae. La
mencionada tribu comprende cerca de 2,500 especies agrupadas en 189 géneros y esta
fraccionada en diez subtribus. Heliopsis, asociado Zinnia, Philactis, Sanvitalia, Acmella,
Podachaenium, Squamopappus, Spilanthes y Salmea, conforma la subtribu Zinniinae
(Bremer 1994), cuyos miembros comparten, en su morfologia, la presencia de capitulos
solitarios, receptaculos conicos o hemisféricos, flores liguladas pistiladas, fértiles y
persistentes, flores del disco fértiles y aquenios del disco lateralmente comprimidos o

angulados. La mayor diferencia que separa las especies de Heliopsis de las de otros géneros
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es la siguiente combinacion de caracteres: la presencia de flores fértiles en el disco, flores
liguladas persistentes y fértiles, corolas sésiles y persistentes, aquenios gruesos, 3 a 4-

angulares y vilano ausente.

Clasificacion Taxonomica
Division:..... Magnoliophyta
Clase:....... Magnoliophyta

Orden............ Asterales

Tribu:.............. Heliantheae
Género: .............. Heliopsis

Especie:................. longipes

Heliopsis longipes se encuentra distribuida en México en la Sierra Gorda, en el centro del
pais en la region de colindancia de los estados de Guanajuato, San Luis Potosi y Querétaro,
en este genero sélo se han encontrado alcamidas alifaticas y acetilénicas. Otro conjunto lo
constituyen las amidas que presentan anillos homo o heterociclicos. Este tipo de estructuras
se observan en forma particularmente diversa en la familia Piperaceae e incluye varios
alcaloides (Parmar et al., 1997). Las alcamidas son consideradas compuestos bioactivos,
esto es, una pequefia cantidad del compuesto evoca una respuesta notable en las células

receptoras.



69

H. longipes fue la primera especie en la que se determind la presencia de una alcamida
olefinica (Acree et al., 1945). Sin embargo, la planta cuya muestra de raices fue sometida
para su andlisis en laboratorio resultd erroneamente identificada como Erigeron affinis y
asi, la amida aislada fue denominada afinina. EIl descubrimiento de la afinina, un compuesto
insecticida, en esta especie desperté interés por su notoria actividad. La afinina es la
alcamida mayoritaria en las raices de esta planta y principal responsable de los efectos
bioldgicos especificos observados, entre los que se pueden considerar la accién de
anestésico local, el estimulo organoléptico, asi como la actividad insecticida y bactericida.
Por mucho tiempo se considerd a la afinina como Unico componente bioactivo en este
tejido, cuyo extracto crudo se ha utilizado para el estudio de sus aplicaciones, mismas que
recientemente se han extendido mostrando un potencial agronémico importante en el
control bioldgico de bacterias y hongos fitopatégenos (Ramirez et al., 2000).

El andlisis fotoquimico mas detallado de las raices de H. longipes ha revelado la presencia
de otros principios bioactivos y de propiedades antimicrobianas de algunas alcamidas
individuales (Molia et al., 1999).

Otras alcamidas presentes en H. longipes son: N-isobutil-decamida, N-isobutil- 2E-
monoen-decamida, N-isobutil-6Z, 8E-dien-decamida, N-isobutil 2E, 6Z, 8E-trien-
decamida, N-isobutil 2Z-en-8,10 diin- undecamida, N-(2-metilbutil) 2E, 6Z, 8E
triendecamida, N-isobutil 2Z, 4E, dien-8, 10 diin undecamida, N-isobutil 2E-en-8,10 diin
undecamida, N-isobutil 2E, 4E dien 8,10 diin undecamida, N-isobutil 2E, 4Z, 87, 10E,
tetraen-dodecamida, 2E, 6Z, 8E-trien-decanoato de bornilo, N-(2-metilbutil)-2E, 4Z, 8Z,

10E, tetraen-dodecamida (Garcia ket al., 2004).
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Este producto “afinina” y el extracto crudo de Heliopsis longipes se evaluaron como
fungicida de dos importantes hongos fitopatdgenos que son Sclerotium cepivorum y
Sclerotium rolfsii, mostrando actividad inhibitoria sobre estos dos patdgenos. Se obtuvo
méaxima inhibicion a concentraciones de afinina de 75ug/ml. La accion de este producto es
debida a una sustancia llamada alcamida que es la que se encuentra en mayor cantidad en
las raices de esta planta la cual su efecto de inhibicion es hacia el contenido de ergoesterol

y sobre los &cidos grasos mayoritarios en el micelio del hongo. (Valdez y col. 2000).

ARTICULO 1
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Resumen

Se obtuvieron 17 aislados de Fusarium sp. de raices de tomate con sintomas de
marchitez. Nueve aislados fueron identificados como Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL). Se determind la patogenicidad de los aislados, uno de ellos identificado
como aislado 10 ocasiond los sintomas mas severos. Dicho aislado se selecciond para
evaluar in vitro la dosis minima inhibitoria del extracto etanolico de Heliopsis longipes. Se
determind la concentracion de afinina como componente principal del extracto. La dosis
letal media estimada fue de 164.2 pug/ml de afinina, y la dosis letal 90 fue de 348.6 pg/ml

de afinina.

Palabras clave: Afinina, dosis letal media, tomate.
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Abstract

Seventeen isolates of Fusarium were obtained from roots of tomato plants with
symptoms of wilting. Nine isolates were identified as Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL). A test of pathogenicity was carried out, from which the isolate causing
the most severe symptoms was isolate 10. This isolate was selected to conduct an in vitro
test to determine the minimum inhibitory dosis of the ethanolic extract of Heliopsis
longipes. The minimum inhibitory dose 50 was 164.2 pg/ml of afinnine, the major active

component in the extract. The lethal dose 90 was 348.6 pg/ml of afinnine.

Additional keywords: Afinnine, inhibitory minimum dose, tomato.

Introduccion

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL) es el hongo fitopatogeno distribuido en
todo el mundo que causa grandes pérdidas en el cultivo de tomate. El hongo sobrevive en
restos de cultivo de una temporada a otra y posee estructuras de resistencia que le permiten
perdurar en el suelo por espacio de 6 afios. Afecta al sistema vascular ocasionando
marchitez en plantas de tomate (Ward, 1986). Existen tres razas del hongo numeradas del
uno al tres, esto obedece al orden cronolégico en que fueron descubiertas, y en su
propiedad de infectar diferentes hospederos. EI manejo de la enfermedad que causa FOL es
dificil, y actualmente la alternativa que se ofrece es la siembra de variedades resistentes

(Janssen, 2002).
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Una alternativa amigable con el medio ambiente para el control de esta enfermedad,
es el uso de extractos de plantas. Algunos géneros de la familia Heliantheae producen
diferentes tipos de alcamidas. Estos compuestos son amidas o esteres hidrofobicos que
contienen acidos grasos insaturados como parte de su estructura quimica (Johns et al.,
1982). Se ha demostrado que las alcamidas tienen accion biocida, especialmente en algunos
insectos, incluso sobre el pardsito de humanos denominado Schistosoma mansoni
(Frischkorm et al., 1978).

H. longipes es miembro de la familia Heliantheae, presenta diferentes compuestos
toxicos como la afinina, que pertenece al grupo de las alcamidas (Molina et al., 1995). La
afinina es la alcamida mayoritaria en las raices de esta planta y principal responsable de los
efectos bioldgicos especificos observados, entre los que se pueden considerar la accién de
anestésico local, el estimulo organoléptico, asi como la actividad insecticida y bactericida;
este compuesto tiene accion biocida sobre algunas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
asi como en algunos hongos de la clase Ascomicetes (Ramirez-Chavez et al., 2000; Molina et

al., 1996).

El objetivo del presente estudio fue evaluar in vitro el efecto inhibitorio del extracto
crudo etandlico de H. longipes sobre un aislado de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

obtenido e identificado de raices de plantas de tomate con sintomas de marchitez.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Fusarium spp.
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Los aislados de Fusarium se realizaron a partir de raices de plantas de tomate

enfermas obtenidas en el area de Silao, Guanajuato, México.

El aislamiento se realizo por la técnica de punta de hifa (Montiel et al., 2005).

Identificacion de F. oxysporum f. sp lycopersici

Los aislados con caracteristicas morfologicas macroscopicas semejantes al género
Fusarium, fueron seleccionados para su identificacion a nivel de género, en base a sus
caracteristicas  morfologicas como: macroconidias en forma de canoa, micelio,
clamidiosporas y esporodoquios correspondientes a Fusarium sp de acuerdo con las claves
de Nelson et al.,, (1983). Los aislados seleccionados con caracteristicas del género
Fusarium, fueron sembrados inicialmente en PDA, cuando estuvo la caja totalmente
invadida por el crecimiento, se agregaron 10 ml del liquido crioconservador (glicerol al
10% / leche descremada al 5%) y se raspO el micelio hasta que se desprendiera y se
mezclara con el liquido. Posteriormente, se colocé esta mezcla en tubos Eppendorf de 1.5

ml estériles, y se almacenaron a -72°C (Henao et al., 2006).

Para llevar a cabo la identificacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici, se realizé la
extraccion de ADN de las cepas de Fusarium, se llevé a cabo utilizando la técnica de Lee et
al. (2000). Para la identificacion de FOL por medio de PCR, se utilizaron los primers
CNL12 (5-CTGAACGCCTCTAAGTCAG-3) ¥ CNS 1 (5-GAGACAAGCATATGACTACTG-3)
que codifican para un fragmento de la regién intergénica ribosomal (IGS) ubicada entre la
subunidad pequefia y la subunidad grande. La temperatura de desnaturalizacion fue de 94°C

por 1 min, seguida de la temperatura de anillamiento de 54°C por 1 min y la temperatura de
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extension a 72°C por 2 min (Hyun et al., 2001). Los productos de PCR obtenidos (2.6 kb)

fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%.

Evaluacion de patogenicidad

Esta prueba se utilizd6 para comprobar la reproducibilidad de la enfermedad

inoculando las cepas aisladas en plantas de tomate, aplicando los postulados de Koch.

Se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersici) tipo Saladett variedad Rio grande.
Las semillas se desinfectaron y se sembraron en charolas con una mezcla de turba: perlita a
una proporcion de 1:1. Las charolas se regaron cada tres dias. Cuando las plantas tenian
una edad de cinco semanas o cinco a seis hojas verdaderas, fueron inoculadas colocando 4
explantes de 6 mm de didmetro cerca de las raices, las que fueron cortadas en las puntas
con tijeras estériles (Benhamou and Belanger 1998). Se inocularon cuatro repeticiones

(plantas) por cada aislado.

Se midi6é incidencia y severidad utilizando la escala de Diener (Diener and
Ausubel 2005). La cual indica las categorias siguientes: 0 planta muerta; 1 las hojas viejas
muertas, las jovenes crecimiento detenido; 2 las hojas viejas cloréticas, hojas jovenes con
crecimiento detenido; 3 hojas viejas tienen clorosis vascular, hojas jévenes con crecimiento

detenido; 4 los peciolos de las hojas con crecimiento detenido; 5 no hay sintomas visibles.

Actividad inhibitoria del extracto de H. longipes
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El extracto de H. longipes se elabord con las raices secas y molidas de esta planta
colectadas en la Sierra Gorda de Guanajuato. Para obtenerlo, se usd una proporcion de
1:10, esto es 1 g de raiz macerada por cada 9 ml de solvente, el cual fue etanol al 98%. El
extracto se obtuvo al exponer el tejido macerado al solvente a temperatura ambiente
durante 30 dias. El extracto crudo se filtro con un papel filtro Whatman No. 1 y se
concentrd en Rotavapor (IKA). La determinacion de la concentracion de afinina se llevo a
cabo por medio de HPLC, donde la afinina se purifico a partir del extracto crudo mediante
cromatografia en capa fina (TLC) sobre capas de vidro 20x20 cm cubiertas con una capa
de gel de silice de aproximadamente 0.5 mm de espesor. Las placas se llevaron a cabo con
el sistema de solventes constituidos por una mezcla de hexano:acetato de etilo (2:1 v/v),
posteriormente se secaron a temperatura ambiente y se asperjaron con una solucion de
fluoresceina al 0.02% y se observo bajo luz ultravioleta. La retencion relativa de la afinina
es de 0.5, dicha banda se colectd y se eluyo con acetato de etilo, el cual posteriormente se
evapord. La fraccion se resuspendio en etanol y se analizé en un cromatdgrafo de liquidos
de alta resolucion (HPLC), en una columna C18, como fase movil se utilizd
acetonitrilo:agua en un gradiente de 40 a 70%, con un tiempo de corrida de 40 minutos a un
flujo de 1 ml/min. El tiempo de retencion fue de 23 minutos correspondiente a la afinina.

(Ramirez-Chavez et al., 2000). El extracto fue almacenado en oscuridad a 4°C.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro se utilizaron 5
concentraciones del extracto con base a la cantidad de afinina (75, 150, 300, 600 y 1200
pg/ml), cada concentracion se agreg6 a medio PDA, se coloc6 un explanta de 6 mm de F.
oxysporum f. sp. lycopersici y se incub6 a 28°C. El diametro del micelio se midi6 cada 24

horas, hasta que el control alcanzé el limite del borde de la caja petri. Se realizaron 10
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repeticiones de cada concentracion con un disefio completamente al azar. Se determiné la
CMI con el programa PROBIT SAS 9.1 y se realiz6 un ANOVA y prueba de medias en

GraphPad 3.0.

RESULTADOS

Identificacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici

Como resultado del aislamiento de Fusarium segtn su morfologia macro y microscépica se
obtuvieron 17 aislados. Nueve de ellos (0, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 y 17) fueron identificados
como F. oxysporum f. sp. lycopersici por medio de amplificacion por PCR, usando los
primers CNL12 y CNS1 (Figuras 1). El fragmento amplificado por PCR fue de 2.6 kb, este
fragmento corresponde a F. oxysporum f. sp. lycopersici acorde con lo reportado por Hyun
et al., (2001). Aunque Alves-Santos et al., (1999) reporta que existen dos IGS en aislados

de F. oxysporum, la IGS pequefia (2.55 kb) y la grande (2.6 kb).

Patogenicidad

La incidencia de la enfermedad fue mayor al 75% en la mayoria de los aislados
(Tabla 1). La severidad vario de 0-5 con respecto a la escala de Diener. Mostrando una gran
variacion en virulencia en los diferentes aislados, lo que se manifest6 en la severidad de los
sintomas. El experimento tuvo un disefio completamente al azar, los resultados se
analizaron estadisticamente en Minitab mediante la Prueba de Kruskal-Wallis mostrando

diferencia significativa entre tratamientos entre los tratamientos (valor de p=0.0002).
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Efecto inhibitorio

Para la prueba in vitro de inhibicion del extracto de H. longipes sobre F. oxysporum
f. sp. lycopersici, se selecciond el aislado 10 (el cual se denomind FOL 10), ya que fue
positiva en la identificacion por PCR, y fue la cepa que present6 la sintomatologia mas

severa en la prueba de patogenicidad, el valor de severidad fue de O (planta muerta).

El extracto de H. longipes se concentr6 un 95% y la cantidad de afinina fue de 5.5
mg/ml. El aislado identificado con el numero 10, que fue el que mostr6 mayor severidad
en el dafio, se usé para determinar la concentracién minima inhibitoria del extracto de H.
longipes sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici. En la Figura 4 se muestran los porcentajes
de inhibicion de las diferentes concentraciones de afinina en extracto de H. longipes sobre
FOL. Las dosis de 600 y 1200 pg/ml de afinina presentaron una inhibicion del 100%. La
dosis letal media (DLsy) fue de 164.2 con limites fiduciales de 133.9 -199.9 pg/mi
(corresponde al 95% de confiabilidad), y la dosis letal 90 (DLgo) fue de 348.6 (limites

fiduciales de 273.3- 524.2) ug/ml.

La concentracion de 600 pg/ml, presentd un 100% de inhibicion al final de la
prueba, cuando el testigo absoluto invadio6 toda la caja petri. Después de 32 dias, a la misma
temperatura de incubacion, se present6 crecimiento de FOL 10, por lo que el porcentaje de
inhibicién disminuy6 a 89%. Los resultados obtenidos nos muestran que el extracto de H.

longipes se comporta como agente fungistatico.
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Los resultados de la prueba del efecto inhibitorio con respecto a la cinética de
crecimiento radial de FOL 10, muestran que la produccién del micelio en presencia de las
diferentes concentraciones del extracto de H. longipes es menor que el producido en el

testigo absoluto (Figura 5).

Otra forma de representar la cinética es considerando el incremento en el nimero de
células en un intervalo corto de tiempo. El incremento del nimero de células por unidad de
tiempo es proporcional al nimero de células presentes en el cultivo. A la constante de
proporcionalidad (i) se le denomina tasa especifica de crecimiento (TEC), que se define
como la velocidad especifica de crecimiento microbiano, dado por el inverso del tiempo.
En la Tabla 2, se muestran las ecuaciones lineales de cada tratamiento obtenidas de la
cinética de crecimiento, y la TEC de FOL 10; para las concentraciones de 600 y 1200
ng/ml de afinina (0 dia™) hay una disminucion del 100% con respecto al testigo absoluto
(0.6775 dia™), y en la de concentracion de 300 pg/ml de afinina (0.165 dia®) hay una

disminucién del 24.3% con respecto al testigo absoluto (0.6775 dia™).

DISCUSION

Actualmente se ha estado estudiado el efecto fungistatico de la afinina sobre
algunos microorganismos, en el presente trabajo obtuvimos una inhibicion del 90% sobre el
crecimiento de la cepa de F. oxysporum f. sp. lycopersici con una dosis de 348 pg/ml de
afinina, en contraste, Diaz (2006) reporta un 62% de inhibicién en el crecimiento de una

cepa de F. oxysporum f.sp. lycopersici a una dosis de 300 pug/ml de afinina.
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Respecto a otros microorganismos, Ramirez-Chavez et al., en el 2000 reporta que se
requieren 25 pg/ml de afinina para inhibicion del 90% sobre el crecimiento de Sclerotium
rolfsii y 28 pg/ml para Sclerotium cepivorum; para Fusarium sp una inhibicion del 38% del
crecimiento con 150 pg/ml de afinina, para Rizoctonia solani AG-3 un 100% de inhibicién
con 150 pg/ml de afinina 'y Verticillum sp 45% de inhibicion a la misma concentracion

(Molina et al., 2004).

Esto nos indica que la accion fungistatica de la afinina, varia de manera

considerable segin el microorganismo que se evalUe.

La TEC de F. oxysporum f. sp. lycopersici 10 con las concentraciones 600 y 1200 pug/ml de
afinina mostr6 una disminucién del 100% con respecto al testigo absoluto, en comparacion
con Fimbres et al., en el 2010 que reporta una reduccién del 66% en la TEC de F.
verticillioides en presencia del extracto metanolico de Jacquinia macrocarpa. Se considera
ademas que la tasa especifica de crecimiento depende Unicamente de la concentracion de
sustrato y presenta inhibicion con altas concentraciones del mismo, tal como sucede con
muchas sustancias toxicas a nivel de pared celular, de membrana celular, de sistema de
transporte, de replicacion de &cidos nucléicos, de sintesis de proteinas, entre otros procesos
importantes en el ciclo celular (Vargas et al., 2002).

El mecanismo de accién de la afinina como fungicida o fungistatico todavia se
desconoce. Pudiera ser por la inhibicion de la actividad de la enzima hidroxidecanoil-
deshidratasa (HDDasa), esta enzima inicia la ruta de desaturacion de &cidos grasos (&cido
palmitico, esteérico, oleico y linoleico) vy es inhibida especificamente por el 3-decinoil-N-

acetil cisteamina (Ramirez-Chavez et al., 2000).
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Aunque el compuesto mayoritario del extracto de H. longipes es la afinina, es
posible que participen otros compuestos bioactivos presentes en el extracto crudo. Sobre
ello, Ramirez-Chavez et al. (2000) reportaron diferencias entre la afinina purificada y el
extracto crudo, en cuanto a su capacidad de reducir la acumulacién de los &cidos grasos
(palmitico, esteérico, oleico y linoleico) en el micelio de S. rolfsii. De igual manera, el
efecto inhibitorio se puede deber a la presencia de metabolitos secundarios, como los
alcaloides y fenoles, producidos por las plantas como defensa ante el ataque microbiano, en
este caso los hongos, por lo que han sido nombrados por algunos autores como compuestos
antifungicos (Hernandez et al., 2007; Montes et al., 2000). Una de las ventajas de obtener
sustancias tales como la afinina, producidas por biosintesis de plantas, es que no tienen
efectos secundarios conocidos en el ecosistema, dado que pueden ser metabolizados por
uno u otro organismo, a diferencia de los fungicidas quimicos comunmente aplicados hasta

ahora.

CONCLUSION

Se lograron obtener 9 asilamientos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, los cuales
mostraron una gran variacion en virulencia. Se demostro el efecto inhibitorio del extracto
crudo de H. longipes sobre FOL 10, mostrando que a concentraciones de 600 y 1200
pug/ml de afinina se presentd una inhibicion del 100% y un valor de TEC para estas
concentraciones de 0 dias™. Esto nos indica el potencial de inhibicién que tiene el extracto
de H. longipes sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici que es un patdgeno

importante del cultivo tomate.
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Figura 1: Identificacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici, mediante PCR utilizando los
primers CNL12 y CNS1 en gel de agarosa al 2%. A. Carril 1: Marcador molecular, carril 2
y 3: aislado 10 (10" es una repeticion de aislado 10), carril 4 y 5: aislado 11 (11" es una
repeticion de aislado 11), carril 6 y 7: aislado 12 (12" es una repeticion de aislado 12), carril
8y 9: aislado 16 (16" es una repeticion de aislado 16). B. Carril 1: Marcador molecular,
carril 2'y 3: aislado 1 (1" es una repeticion de aislado 1), carril 4 y 5: aislado 3 (3" es una
repeticion de aislado 3), carril 6 y 7: aislado 4, carril 8: aislado 5). C. Carril 1: Marcador
molecular, carril 2: aislado 5 (5" es una repeticion de aislado 5), carril 3y 4: aislado 6 (6" es
una repeticion de aislado 6), carril 5y 6: aislado 7 (7" es una repeticion de aislado 7), carril

7y 8: aislado 17 (17" es una repeticion de aislado 17).



AISLADO SEVERIDAD INCIDENCIA (%)
Testigo absoluto 5a 0
Testigo relativo 5. 0.

0 3p *100 ,
1 1. 100 o
2 1. *100,
3 2¢ *100,
4 4y *75
5 35% *100 ,
6 2.5 *100 ,
7 15; *100 ,
8 5a 0.

9 2. 75

10 0. *100 ,
11 Sa O

12 1.25 4 100 ,
13 5a Oc

14 0.75 100 ,
16 2. 100,
17 1.25, *100,

Tabla 1: Incidencia y severidad de 17 aislados de F. oxysporum f. sp lycopersici, en

plantulas de tomate.
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* Aislamientos que se identificaron como F. oxysporum f. sp. lycopersici por métodos

moleculares.

Los valores seguidos de literales iguales, no tienen diferencia significativa (prueba de de

Mood con un nivel de confianza del 95%, Minitab)

120 -

100 a 100 a

100 -

% de inhibiciéon
(2]
o

40 -

20 - Oe

TA 75 150 300 600 1200
ug/ml de afinina

Figura 4: Porcentaje de inhibicion del extracto crudo concentrado de H. longipes sobre F.

oxysporum f. sp lycopersici.

Los valores con literales iguales, no tienen diferencia significativa entre ellas (prueba de

media por Tukey 0<0.05, GraphPad 3.0)



Crecimiento (cm)
IS
1

dias

5 6 7

TA
=—=75
=150
=>¢=300
=#=600
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Figura 5: Cinética de crecimiento (didmetro) de F. oxysporum f. sp. lycopersici 10 en

medio PDA con las diversas concentraciones de afinina del extracto de H. longipes.

Tasa especifica
TRATAMIENTOS ECUACION Lineal
de crecimiento
TA y=0.6775x+2.7314 | 0.6775 dia™
75 ppm y=0.7289x+0.9414 |0.72289 dia™
150 ppm y=0.5693x+0.3257 |0.5693 dia™
300 ppm y=0.165x+0.2557 | 0.165 dia™
600 ppm y=0 0dia™
1200 ppm y=0 0dia™

Tabla 2: Tasa especifica de crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici 10 en presencia

del extracto etanolico de H. longipes.
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ARTICULO 2

Respuesta de defensa estructural del extracto de Heliopsis longipes sobre el

patosistema: tomate — Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
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Adalberto®, Rodriguez-Campos Edmundo M.? y Flores-Olivas Alberto®
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México. Departamento de Parasitologia Agricola. 2. Universidad Auténoma Agraria
“Antonio Narro” Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. Departamento de Horticultura. 3.
Universidad Autobnoma Agraria “Antonio Narro” Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.
Departamento de Ciencias Basicas. *Autor para correspondencia: aflooli50@gmail.com;
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Palabras claves: afinina, elicitor, cortex, médula.
RESUMEN

Se estudio el efecto del extracto de H. longipes sobre plantas de tomate suceptibles a F.
oxysporum f. sp. lycopersici. La severidad de los sintomas se redujo un 70% en las plantas
asperjadas con H. longipes. En las caracteristicas agronémicas se presentd un incremento
del 56% en altura de planta, 84% en longitud de raiz, 186% en peso seco de hoja, 177% en
peso seco de talloy 502% en peso seco de raiz en las plantas asperjadas con el extracto; de
igual manera se presenta un aumento en el area de cortex y disminucidn de area de médula

en tallo y raiz de plantas asperjadas con el extracto de H. longipes.


mailto:aflooli50@gmail.com
mailto:aflooli@uaaan.mx
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INTRODUCCION

El tomate es uno de los cultivos mas importantes desde el punto de vista economico y
productivo, y se ha destacado en los ultimos afios por la incorporacion constante de
tecnologias para su produccion, siendo frecuente el uso de fertilizantes quimicos en grandes
cantidades (Rabie et al 2004). La marchitez vascular producida por Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici es la principal enfermedad que causa problemas en el cultivo. Causando la
disminucion en un 60% del rendimiento, y afecta la calidad del producto. (Jones et al.,
1991). Se reconocen tres razas del patdgeno (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) que
se distinguen por su virulencia en materiales diferenciales de tomate, y que contienen

diferentes genes de resistencia (Cai et al., 2003).

En su afan por contrarrestar el ataque de plagas y maximizar la produccion, la agricultura
moderna es altamente dependiente de insumos y plaguicidas sintéticos. Esto ha traido
enormes problemas para la salud animal y humana con un impacto ambiental cada vez
creciente. Lo anterior, ha impulsado la busqueda de nuevas alternativas para el manejo de
enfermedades y plagas agricolas, basados: (1) en el biocontrol empleando bioproductos de
origen vegetal, animal o microbial, explorando el potencial presente en los metabdlitos
secundarios y (2) con los avances de la resistencia sistémica inducida o adquirida (Riveros

et al. 2004).

Las alcamidas son metabolitos ampliamente distribuidos en diferentes familias de plantas,
encontrandose en mayor cantidad en raices de Heliopsis longipes (hombre comun

Chilcuague), siendo su principal constituyente bioactivo y la molécula responsable de los
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principales efectos biolégicos, la afinina (Molina y Garcia, 2001). La planta de H. longipes
ha sido utilizada entre la poblacion como saborizante, anestésico local e insecticida (Little,
1948). Otras actividades bioldgicas que se han atribuido a H. longipes son: actividad
antiviral, en el tratamiento de las aftas bucales y de algunas variedades de herpes; actividad
fungicida, en el tratamiento de pie de atleta; actividad molusquicida y en el tratamiento de
algunos parasitos intestinales.

En ensayos preliminares de los compuestos bioactivos de la raiz se ha observado una
importante accion inhibitoria de las alcamidas de H. longipes sobre el desarrollo de cultivos
in vitro de Escherichia coli, Pseudomonas solanacearum, Bacillus subtillis y
Sacharomyces cerevisiae2 y algunos fitopatdgenos como Sclerotium cepivorum, Sclerotium
rolfssi, Fusarium oxysporum, Erwinia carotovora, Rizhoctonia solanii, Phytophthora

infestans, Botritis sinerea y Verticillum sp (Molina y Garcia, 2001).

De igual manera se ha demostrado en ensayos in vitro se demostrd que la afinina promueve
el crecimiento de las plantulas de Arabidopsis thaliana, estimulando la aparicion de brotes,
el crecimiento e incremento en la biomasa de raices, asi como la formacion de raices

laterales y elongacion de pelos radiculares (Montafio et al., 2006).

METODOLOGIA

Aislamiento de Fusarium spp.

Los aislados de Fusarium se realizaron a partir de raices de plantas de tomate enfermas

obtenidas en el area de Silao, Guanajuato, México.
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El aislamiento se realizo por la técnica de punta de hifa (Montiel et al., 2005).
Extracto de H. longipes

El extracto de H. longipes se elaboré con las raices secas y molidas de esta planta
colectadas en la Sierra Gorda de Guanajuato. Para obtenerlo, se us6 una proporcién de
1:10, esto es 1 g de raiz macerada por cada 9 ml de solvente, el cual fue etanol al 98%. EI
extracto se obtuvo al exponer el tejido macerado al solvente a temperatura ambiente
durante 30 dias. El extracto crudo se filtro con un papel filtro Whatman No. 1 y se
concentré en Rotavapor (IKA). La determinacion de la concentracién de afinina se llevé a

cabo por medio de HPLC (Ramirez-Chavez et al., 2000).
Prueba in vivo

La prueba in vivo se llevé a cabo con plantas de tomate de 5 a 6 hojas verdaderas de la
variedad Rio Grande, sembradas en charolas de plastico con turba: perlita, a una proporcion
1:1. La prueba se dividio en 6 tratamientos: Testigo absoluto (TA), Testigo infestado con
FOL (FOL), Plantas asperjadas con el extracto de H. longipes (HL), Plantas asperjadas con
el extracto de H. longipes e inoculadas con FOL (HL+FOL), Plantas asperjadas con el
producto Control + (C+), Plantas asperjadas con el Control e inoculadas con FOL (C+

+FOL).

Se aplico el extracto etandlico de Heliopsis longipes a una dosis de 300 ppm de afinina y el
Control comercial positivo a una dosis de 250 ml/Ha a las plantas de tomate, por aspersion.
Cuatro dias después, se inocularon las plantas de los tratamientos FOL, HL+FOL Y
C++FOL, utilizando la técnica de inmersion de raices en una solucion de esporas de FOL

DE 1x10° esporas/ml durante 15 minutos.
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Para los ensayos histopatologicos se tomaron muestreos, cada uno con 10 repeticiones por
tratamiento, uno a los tres dias después de la aplicacion del extracto de H. lonigpes y otro a
los tres dias después de la inoculacién con F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL 10). Veinte
dias después de la inoculacion, se tomaron los datos de incidencia y severidad (Escala de
Diener, 2005), asi como muestras para medir peso seco de raiz tallo y hojas y altura de raiz

y longitud de raiz, utilizando 20 repeticiones por tratamiento.

Escala de Diener: 0 Planta muerta; 1 Las hojas viejas muertas, las jovenes crecimiento
detenido; 2 Las hojas viejas cloroticas , hojas jovenes con crecimiento detenido; 3 Hojas
viejas tienen clorosis vascular, hojas jovenes con crecimiento detenido; 4 Los peciolos de

las hojas con crecimiento detenido; 5 No hay sintomas visibles.

Estudio histopatolégico

Deshidratacion. El tejido de raices y tallos fue deshidratado con una solucion de alcohol
etilico al 95% y posteriormente con un solvente cuyo componente principal es el xilol.
Alcohol al 50%, 60%, 70%, 85%, 95% + eosina, alcohol absoluto 1 y 2, xilol-alcohol
absoluto 3-1, 1-1, 1-3, xilol puro 1, xilol puro 2. El tejido cortado se sumergid por espacio
de 2 horas en cada solucion anterior.

Inclusion en parafina. Se colocaron los frascos cerrados con el material vegetal en la estufa
a 35°C con xilol + parafina por 24 horas. Se cambi¢ la temperatura a 45°C y se agreg6é mas
parafina a los frascos con el material vegetal, los frascos se cerraron y se incubaron por 24
horas, posteriormente se cambid la temperatura a 50°C y se hizo un cambio de parafina
pura vaciando la parafina con xilol en otro frasco. Se cambio la temperatura a 60°C y se

hizo otro cambio de parafina pura incubando por 24 horas. Se prepararon los moldes de
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aluminio de 9x12 cm, en donde el tejido y la parafina se solidificaron una vez que los
tejidos tratados estuvieron dentro de la parafina con su etiqueta correspondiente.
Seccionamiento (cortes en el micr6tomo). Se removi6 cuidadosamente del bloque de
parafina un pedazo que contuviera el tejido que se deseaba seccionar, con una navaja de un
solo filo, se removi6 la parafina en forma de “v” en los cuatro lados del bloque donde
quedo a la vista la muestra con el tejido.

Se coloco la platina con el tejido en el micrétomo. Se regularon las micras en el
micrétomo las cuales fueron de 15 micras. La cinta de parafina obtenida con el tejido se
montd en un portaobjetos utilizando el adhesivo de houpt y fijandolo con calor.

Tincion. Se utiliz6 la doble coloracién de safranina-fast green. Posteriormente se secaron
las muestras y se montaron con Balsamo de Canadad. Las muestras se analizaron en un
microscopio optico (Carl Zeiss) con cdmara integrada y con el programa Pixera Wiewfinder
Pro, se observaron las muestras con los objetivos de 4x, 10x y 40x. Las mediciones de
area total del lumen de xilema, area de cortex, medula y grosor de pared celular se midieron

con el programa AxioVision LE Rel. 4.5

RESULTADOS

Los valores obtenidos de incidencia y severidad (Figura 1), nos indican un efecto positivo
en cuanto al control de la enfermedad. Si bien, tanto los tratamientos asperjados con el
extracto de H. longipes, asi como el control positivo no presentaron diferencias
significativas en incidencia respecto al testigo infestado con F. oxysporum f. sp. lycopersici,
si existe una diferencia significativa en el nivel de severidad de sintomas, los cuales

disminuyen tanto con la aplicacion del extracto, asi como con la aplicacion del control
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positivo, mostrando una disminucion del 70 % en ambos tratamientos respecto al testigo

infectado.

En general, podemos decir que la mayoria de las plantas de los tratamientos antes
mencionados, mostraron sintomas visibles de  marchitez por F. oxysporum f. sp.
lycopersici, éstos sintomas variaron en cuanto a la severidad de la enfermedad. Este
comportamiento es tipido de los productos que inducen resistencia en plantas. Ya que en
general, la induccién de resistencia no es un método unico para el combate de
enfermedades y plagas, sino que debe combinarse con otras practicas de control como la
resistencia genética, las practicas culturales, el control biolégico y, a menudo, el uso

reducido de plaguicidas (Walling 2001, Vallad y Goodman 2004, Urban y Lebeda 2006).

Figura 1: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la incidencia y severidad
de pléntulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones
controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL= testigo infectado con F.
oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto de H. longipes,
HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F. oxysporum
f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo, C++FOL= plantas
asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici. En cada
figura, medias con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05,

SAS 9.1).
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Tratamientos

En la figura 2 se muestran los resultados del efecto de altura de planta y longitud de raiz
(caracteristicas agronomicas), los cuales mostraron que las plantas asperjadas con el
extracto de H. longipes tuvieron un aumento del 56% en cuanto a la altura de planta, en
contraste, con las plantas asperjadas con el control positivo que obtuvieron solo el 5%
respecto al testigo absoluto. En la variable de longitud de raiz, las plantas asperjadas con el
extracto de H. longipes tuvieron un aumento del 84%, en comparacion con las plantas
asperjadas con el control positivo que obtuvieron un aumento del 36% respecto al testigo

absoluto.

Figura 2: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en caracteristicas agronomicas
como altura de planta y longiptud de raiz, sobre plantulas de tomate susceptibles a

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA=
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Testigo absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de
H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el
control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici. En cada figura, medias con letras iguales no difieren

estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, SAS 9.1).
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Tratamientos

Con respecto al peso seco de hojas, tallo y raiz (figura 3), las plantas asperjadas con el
extracto de H. longipes presentaron un aumento del 186% en peso seco de hoja, en
comparacién con las plantas asperjadas que tuvieron un aumento del 18%; en peso seco de
tallo, las plantas asperjadas con el extracto tuvieron un aumento del 177%, comparando con

un aumento del 3% con las plantas asperjadas con el control positivo; y en peso seco de
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raiz, las plantas asperjadas con el extracto tuvieron un aumento del 502%, comparando con
un 35% de las plantas asperjadas con el control positivo.

El efecto de desarrollo de biomasa de hojas, tallo y raiz se atribuye a la accién bioldgica de
las alcamidas presentes en el extracto de H. longipes. Ya que Montafio et al. (2006) realizd
pruebas in vitro donde demostr6 que la afinina promueve el crecimiento de las plantulas de
Arabidopsis thaliana, estimulando la aparicién de brotes, el crecimiento e incremento en la
biomasa de raices, asi como la formacion de raices laterales y elongacion de pelos
radiculares.

Por otro lado, Ramirez et al. (2004) indica que la afinina cambia la arquitectura de la raiz,
un 6rgano muy importante para las plantas, ya que participa en el anclaje al suelo y en la
absorcion de agua y nutrientes minerales. Ademas, estimula la formacién de hojas sobre los
peciolos, los cuales ayudan a definir la colocacion de las hojas para evitar que se empalmen
y puedan capturar eficientemente la luz requerida en el proceso de la fotosintesis.
Concentraciones mayores del compuesto causan la formacién de callos sobre las hojas.
Estos efectos indican que la afinina regula diferentes aspectos del desarrollo de la raiz y del
follaje y puede ser considerada como fitohormona (Lopez, 2007). Los reguladores del
crecimiento vegetal o fitohormonas son sustancias organicas sintetizadas por las plantas

que influyen en su crecimiento y desarrollo.

Figura 3: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en caracteristicas agronomicas
como peso seco de hoja, tallo y raiz, sobre plantulas de tomate susceptibles a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo
absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas

asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de
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H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el

control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.

oxysporum f. sp. lycopersici. En cada figura, medias con letras iguales no difieren

estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, SAS 9.1).
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Tratamientos

Para determinar el impacto en los cambios estructurales en tejidos de raiz y tallo de las

plantas de tomate tratadas con el extracto H. longipes, se examinaron histolégicamente por

medio de Microscopia Optica. En las figuras 4, 5, 6 y 7, se pueden observar las imagenes

de raiz y tallo en los dos muestreos (segundo dia después de la aplicacion del extracto de H.

longipes y cuarto dia después de la inoculacion) evaluados para analizar cambios
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estructurales, utilizando los objetivos de 4x, 10x y 40x para la observacion en el

Microscopio dptico.

Figura 4: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en cambios histoldgicos de
muestras de raiz por medio de Microscopia dptica (con objetivos de 4x, 10x y 40x), sobre
plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, al segundo dia
después de la aplicacion del extracto de H. longipes. Tratamientos: TA= Testigo absoluto,
HL=plantas asperjadas con el extracto de H. longipes, C+= plantas asperjadas con el

control positivo.
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Figura 5: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en cambios histolégicos de
muestras de tallo por medio de Microscopia dptica (con objetivos de 4x, 10x y 40x), sobre
plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, al segundo dia
después de la aplicacion del extracto de H. longipes. Tratamientos: TA= Testigo absoluto,
HL=plantas asperjadas con el extracto de H. longipes, C+= plantas asperjadas con el

control positivo.
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Figura 6: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en cambios histolégicos de
muestras de raiz por medio de Microscopia Optica (con objetivos de 4x, 10x y 40x), sobre

plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, al cuarto dia
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después de la inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Tratamientos: TA=
Testigo absoluto, HL=plantas asperjadas con el extracto de H. longipes, C+= plantas

asperjadas con el control positivo.
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Figura 7: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en cambios histolégicos de
muestras de tallo por medio de Microscopia Optica (con objetivos de 4x, 10x y 40x), sobre
plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, al cuarto dia
después de la inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Tratamientos: TA=
Testigo absoluto, HL=plantas asperjadas con el extracto de H. longipes, C+= plantas

asperjadas con el control positivo.
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Como se muestra en la figura 8, no hubo diferencia significativa entre tratamientos en

cuanto al area del lumen y grosor de pared celular del xilema.

Figura 8: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en el area del lumen de
muestras de tallo y raiz, sobre plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL= testigo
infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto de H.
longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo, C++FOL=

plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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TA, Hy C+ son muestreos al segundo dia después de la aplicacion del extracto, TA*, F*,
H*, H+FOL*, C+* y C+FOL™* son muestreos al cuarto dia después de la inoculacion. En
cada figura, medias con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey,

p>0.05, SAS 9.1).
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Figura 9: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en el grosor de pared celular
del xilema de muestras de tallo y raiz, sobre plantulas de tomate susceptibles a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo
absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de
H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el
control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici. TA, H y C+ son muestreos al segundo dia después de la

aplicacion del extracto, TA*, F*, H*, H+FOL*, C+* y C+FOL* son muestreos al cuarto
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dia después de la inoculacién. En cada figura, medias con letras iguales no difieren

estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, SAS 9.1).
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Tratamientos

En la corteza (cortex), el sistema fundamental forma una zona bien diferenciada, esta
situada entre la epidermis y el cilindro vascular o central. EI cortex presenta parénquima
clorofiliano con grandes espacios intercelulares. La parte periférica presenta colénquima
(Dicotiledonea) o esclerénquima (Monocotiledonea) o fibras formando anillos o bandas, la

corteza amacena hidratos de carbono complejos como el almidén.

La medula es la masa central parenquimatica sin cloroplastos, con abundantes espacios
intercelulares. Puede destruirse tempranamente y dejar el tallo hueco en el sector de los
entrenudos. El sector de los nudos la conserva. Sus células estan especializadas en
acumulacion de reservas, depdésitos de cristales o taninos. En algunas especies, cuando
presentan crecimiento secundario, se desarrolla un sector externo de la medula con células

mas pequefas y de paredes mas gruesas lignificadas.
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En la figura 10 se puede observar que en muestras de raiz no hubo diferencia significativa
en el aumento de cértex en los tratamientos Testigo absoluto, plantas asperjadas con el
extacto de H. longipes y plantas asperjadas con el control positivo, obtenidos al segundo dia
después de la aplicacion del extracto de H. longipes, en cuanto a la medula se observo
diferencia significativa entre plantas asperjadas con el extacto de H. longipes con respecto
al testigo aboluto y las plantas asperjadas con el control positivo, al segundo dia después de
la aplicacion del extracto de H. longipes, siendo las plantas tratadas con el extracto las que
mayor area de médula presentaron al segundo dia. Al sexto dia se registro diferencia
significativa en el incremento de cortex respecto al testigo absoluto obteniéndose el mayor
incremento con el tratamiento de plantas asperjadas con el control positivo que fue del
318%, y el tratamiento de plantas asperjadas con el extracto con un aumento del 274%. De
igual manera, se presento diferencia significativa en cuanto a disminucion del area de la
médula, el tratamiento de plantas asperjadas con el control positivo fue el que menor area
presento respecto al testigo absoluto, con una disminucién del 98% vy el tratamiento de

plantas asperjadas con el extracto con una disminucion del 79%.

Figura 10: Efecto de la aplicacién del extracto de H. longipes en el area de cértex y médula
grosor de muestras de raiz, sobre plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL=
testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto
de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas

con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo,
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C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici. TA, Hy C+ 2D son muestreos al segundo dia después de la aplicacion del
extracto, TA, F, H, H+FOL, C+ y C+FOL 6D son muestreos al cuarto dia después de la
inoculacion. En cada figura, medias con letras iguales no difieren estadisticamente

(ANOVA, Tuckey, p>0.05, SAS 9.1).
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En la figura 11 se muestra la diferencia que hubo entre tratamientos en muestas de tallo
respecto a los cambios que se mostraron en medula y cortex. Se presenté una diferencia
significativa en el aumento de cArtex en el muestreo del segundo dia, el mayor incremento
fue con el tratamiento de plantas asperjadas con el control positivo con un incremento del
195%, seguidas de el tratameinto con plantas asperjadas con el extracto de H. longipes que
mostré un incremento del 148% respecto al testigo absoluto, al igual en medula se presentd
diferencia significativa entre el el testigo absoluto, las plantas asperjadas con el extracto y

las plantas asperjadas con el control positivo al segundo dia de aplicacién del extracto,
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obteniendo menor area de medula con el tratamiento de plantas asperjadas con el control
positivo con una disminucion del 35%, seguido de las plantas asperjadas con el extracto
con una disminucion del 18%. Al cuarto dia después de la aplicacion del extracto de H.
longipes, se presento diferencia significativa entre los tratamientos respecto al incremento
del cértex siendo el tratamiento HL+FOL el que present6 un incremento del 398% respecto
al testigo absoluto. En medula, cuatro dias después de la aplicacion del extrecto se present6
diferencia significativa en los diferentes tratamientos, en el que se registr6 menor area de
igual manera fue en el tratamiento HL+FOL con una disminucion del 57% respecto al

testigo absoluto.

Figura 11: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en el area de cortex y médula
grosor de muestras de tallo, sobre plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL=
testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto
de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas
con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo,
C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici. TA, H'y C+ 2D son muestreos al segundo dia después de la aplicacion del
extracto, TA, F, H, H+FOL, C+ y C+FOL 6D son muestreos al cuarto dia después de la
inoculacién. En cada figura, medias con letras iguales no difieren estadisticamente

(ANOVA, Tuckey, p>0.05, SAS 9.1).
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Los resultados presentados en las muestras procesadas para determinar los cambios
estructurales demuestran que en efecto hubo modificaciones en la proporcién de cortex y
medula tanto en tallo como en raiz, habiendo un cambio siginificativo en los tratamientos

con el extracto de H. longipes y el Control positivo.

Yedidia et al., (1998) realizo un estudio en el cual aplico un hongo de biocontrol
Trichoderma harzianum para inducir resistencia en pepino. Mediante un analisis de
microscopia electronica observaron que las plantas tratadas con T. harzianum revelo la
penetracion de T. harziarum en raices, restringiendo principalmente a la epidermis y la

corteza externa fortaleciendo las células epidérmicas y corticales.

El cortex y la medula forman parte del sistema fundamental de la planta, el incremento del
cortex es favorable en la planta debido a que retarda la entrada del patdégeno hacia los haces
vasculares, ya que son estos los que se ven afectados siendo obstruidos por F. oxysporum f.
sp lycopersici, ilmpidiendo la circulacion de agua y nutrientes a través de ellos lo cual trae

como consecuencia la marchites vascular de la planta.
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CONCLUSIONES

La aplicacién de el extracto de H. longipes reducen sustancialmente la severidad de
sintomas de marchitez en las plantulas de tomate inoculadas con F. oxyspourm f. sp.
lycopersici. De igual manera, las plantas tratadas con el extracto presentan un incremento
en la altura, longitud de raiz y en biomasa total de la planta. El extracto de H. longipes
provoca también cambios morfoldgicos sobre el area de la corteza y la médula tanto en

tallo como en raiz.
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ARTICULO 3

Expresion diferencial de genes y metabolitos relacionados a la induccion de defensa
relacionada a la aplicacion del extracto de Heliopsis longipes sobre el patosistema

tomate-Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
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RESUMEN

Se midio el efecto elicitor del extracto de H. longipes sobre plantas de tomate suceptibles a
F. oxysporum f. sp. lycopersici. Las enzimas relacionadas a la resistencia analizadas, nos
indican que su mayor actividad enzimatica se presenta a las 12 horas después de la

aplicacion del extracto, con incrementos de actividad especifica PAL del 591% en hoja y
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503% en raiz, actividad especifica peroxidasa con incrementos del 120% en raiz, actividad
especifica quitinasa con incremento del 650% en hoja y 755% en raiz y en actividad
especifica B-1,3 glucanasa un incrmento del 534% en hoja y 612% en raiz, lo anterior
respecto al testigo absoluto. En cuanto a cambios en la expresion diferencial de genes, éstos
fueron analizados por Microarreglos utilizando un chip de Arabidopsis thaliana,
obteniendo la sobreepresion de genes relacionados a la resistencia como PR1 y genes

relacionados a la formacion de raices como AUX1.

INTRODUCCION

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, es una de las enfermedades méas importantes que
atacan a las plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Este hongo es un patogeno
facultativo de suelo distribuido mundialmente, causando dafios vasculares en variedades de
tomate de importancia econdmica (Michielse et al., 2009). Existen tres razas fisiologicas
(1, 2 y 3) identificadas para este hongo. Los cultivares resistentes son hasta el momento la
mejor estrategia de control, ya que el patégeno permanece en el suelo por décadas, y el
control quimico es en ocasiones inefectivo (Reis et al., 2004).

La resistencia de plantas a enfermedades, esta asociada a numerosas respuestas de defense,
activadas por el hospedero después del contacto con el patdgeno. Se ha establecido que la
invasion a la planta por un determinado microorganismo da lugar a la estimulacion de sus
defensas mediante la sintesis de compuestos que inducen resistencia, llamados inductores,
los cuales son moléculas de origen biotico producidas por la accién de enzimas hidrolasa

del patogeno sobre el tejido vegetal o viceversa (Lawrence et al., 1996). La resistencia es
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generalmente expresada por una reaccion de hipersensibilidad, la cual resulta de células
muertas localizadas en el sitio de penetracion del patdgeno. Otra respuesta de resistencia
puede incluir la alteracion de estructuras de la planta, la acumulacién de especies reactivas
de oxigeno, &cido salicilico, 6xido nitrico, etileno y acido jasmonico. También es activada
la expresion de genes relacionados con la patogenicidad (PR) y la sintesis de una amplia
gama de metabolitos secundarios y moléculas de defensa como las fitoalexinas, defensinas,
compuestos fendlicos y flavonoides producidos para atacar directamente al patdgeno (Park
et al., 2003; Shah, 2003; Ros et al., 2004).

Dentro de estos mecanismos se incluye el incremento en la activacion de enzimas, tales
como la fenilalanina amonio liasa (PAL), la cual es clave en la sintesis de metabolitos de
defensa importantes, donde se destacan las fitoalexinas (antibidticos vegetales) que
constituyen compuestos altamente tdxicos al patdgeno (Rodriguez et al., 2006). Tambien se
inducen otras enzimas de defensa entre las que se encuentran las B-1,3 glucanasas,
quitinasas, peroxidasas, entre otras (Inui et al., 1997). En la actualidad, estos compuestos
pueden obtenerse de la pared celular de hongos y plantas. Dentro de estas ultimas se pueden
citar los oligomeros de glucano, &cido galactruénico y quitosan (Takeshi et al., 2000).

La identificacion de los genes del hospedero, involucrados en la respuesta de defensa, es
importante para entender los mecanismos de resistencia en plantas hacia fitopatogenos
(Thatcher et al., 2005; Desender et al., 2007).

El desarrollo de la tecnologia de Microarreglos hace posible hace posible incorporar
informacion transcripcional en el estudio de genomas comparativos (Horvath et al., 2003).

Por lo anterior, la presente investigacion tiene como objetivo determinar los cambios a
nivel de produccién de compuestos bioquimicos relacionadas con la induccion de

resistencia sistémica y la expresion diferencial de genes.
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METODOLOGIA

Aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

La cepa de F. oxysporum f. sp. lycopersici utilizada en el presente trabajo se aislé a partir
de raices de plantas de tomate enfermas obtenidas en el area de Silao, Guanajuato, México

(Gonzalez et al., 2011) .

Extracto de H. longipes

El extracto de H. longipes se elaboré con las raices secas y molidas de esta planta
colectadas en la Sierra Gorda de Guanajuato. Para obtenerlo, se us6 una proporcién de
1:10, esto es 1 g de raiz macerada por cada 9 ml de solvente, el cual fue etanol al 98%. El
extracto se obtuvo al exponer el tejido macerado al solvente a temperatura ambiente
durante 30 dias. El extracto crudo se filtro con un papel filtro Whatman No. 1 y se
concentrd en Rotavapor (IKA). La determinacion de la concentracion de afinina se llevo a

cabo por medio de HPLC

Prueba in vivo

La prueba in vivo se llevé a cabo con plantas de tomate de 5 a 6 hojas verdaderas de la
variedad Rio Grande, sembradas en charolas de plastico con turba: perlita, a una proporcion
1:1. La prueba se dividio en 6 tratamientos: Testigo absoluto (TA), Testigo infestado con
FOL (FOL), Plantas asperjadas con el extracto de H. longipes (HL), Plantas asperjadas con
el extracto de H. longipes e inoculadas con FOL (HL+FOL), Plantas asperjadas con el

Control + (C+), Plantas asperjadas con el Control + e inoculadas con FOL (C+ +FOL).
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Se aplico el extracto etanolico de Heliopsis longipes a una dosis de 300 ppm y el Control
comercial positivo a una dosis de 250 ml/Ha a las plantas de tomate por aspersion, cuatro
dias después, se inocularon las plantas de los tratamientos FOL, HL+FOL Y C++FOL,
utilizando la técnica de inmersion de raices en una solucién de esporas de FOL DE 1x10°

esporas/ml durante 15 minutos.

Se tomaron muestreos cada 12 horas después de la aplicacion del extracto de H. longipes y
el Control positivo hasta las 48 horas, posteriormente se tomaron muestreos al tercer dia
hasta el sexto dia. Veinte dias después de la inoculacion, se tomaron los datos de incidencia
y severidad (Escala de Diener, 2005). Escala de Diener: 0 Planta muerta; 1 Las hojas
viejas muertas, las jovenes crecimiento detenido; 2 Las hojas viejas cloréticas , hojas
jévenes con crecimiento detenido; 3 Hojas viejas tienen clorosis vascular, hojas jovenes
con crecimiento detenido; 4 Los peciolos de las hojas con crecimiento detenido; 5 No hay

sintomas visibles.
Extraccion de enzimas

El material vegetal utilizado para la extraccion de PAL, quitinasa, B- 1,3 glucanasa y
peroxidasa fueron hojas y raices de las plantas de tomate a diferentes tiempos de muestreo
(05,1, 15, 2, 3, 4,5y 6 dias después de la aplicacion del extracto de H. longipes y el
Control positivo), de las cuales se tomaron 1 g y se congelaron a -78°C y posteriormente se
maceraron en un mortero congelado. Se procedio a la extraccion con una solucion
amortiguadora de acetato de sodio 0.1 mol L-1 pH 5.2 para la determinacion de las
actividades: B- 1,3 glucanasa y quitinasa, para actividad PAL se utilizd6 como solucion

amortiguadora tetraborato de sodio 0.1 mol L-1 y &cido bérico 0.1 mol L-1 a pH 8.8. Para
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actividad peroxidasa se utilizd una solucion amortiguadora de fosfato 0.05M a pH 6. Para

todas las extracciones se uso 1 g de tejido por cada 2 ml de solucion.

Determinacioén de la actividad PAL

Se tomaron 150 pl de L-Fenilalanina 1mg/ml (Sigma), se adicionaron 17 ul de extracto
enzimatico y se incubé a 40° durante 30 minutos. La reaccion se detuvo con 42 pl de acido
clorhidrico 5 N. Las muestras se colocaron en bafio de hielo y se adicionaron 833 ul de
agua destilada. Los valores de absorbancia se determinaron a una A=290 nm. Una unidad de
actividad enzimatica se defini6 como la produccién de 1 pg de &cido transcinamico
producido por segundo (Rodriguez, et al., 2006). La curva patron se llevo a cabo con varias

concentraciones de acido Transcinamico.

Actividad quitinasa

Para este ensayo se adicionaron 500 ul de solucion amortiguadora de &cido citrico 0.1 mol/l
y fosfato de sodio 0.1 mol/l a pH 5.2 a 250 ul de extracto enzimatico y se le agregaron 250
pl de quitina coloidal 0.5%. Se incubaron las muestras a 37°C durante 20 minutos con
agitacion continua. La reaccion se detuvo al calentarla a ebullicion por 5 minutos. Se
determind el incremento de azlcares reductores por la técnica de Somogyi-Nelson, se leyo
la absorbancia a una A= 420 nm. La actividad enzimatica se expresé como la produccion de

1 pg/ml de glucosa/segundo (Rodriguez, et al., 2006).

Actividad p-1,3 glucanasa

A 200 pl de sustrato laminarina 1mg/ml se le agregaron 100 ul de solucién amortiguadoras

de acetato de sodio 0.1 mol/l a pH 5.2 y 100 pl de extracto enzimatico, las muestras se
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incubaron a 40°C durante 30 minutos. La actividad enzimatica se determind por la
medicion del nivel de produccién de azlcares reductores y se expresd en términos de

produccion de 1 pg/ml de glucosa por segundo (Rodriguez, et al., 2006).
Actividad peroxidasa

A 20 pl de extracto crudo se le agregaron 50 ul de rojo de fenol 0.2%, 50 pl de solucion
amortiguadora de citrato de sodio 50 mM a pH 4.2 y 10 pl de perdxido de hidrégeno 1 mM.
La reaccion se detuvo tres minutos después con 40 pl de hidroxido de sodio 2N. La
absorbancia se leydo a una A= 610 nm. La actividad peroxidasa se tradujo como la
produccion de 1 mmol de rojo de fenol oxidado por segundo. Se utilizo el valor del
coeficiente de extincion molar del rojo de fenol para calcular la cuantificacion de

peroxidasa, el cual es de 22,000 M ecm™ (Yedidia et al. 1999)
Determinacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas se determind segun Bradford (1976). Los fragmentos de
hojas y raices (100 mg) se maceraron a -80°C. La extraccion se realiz6 con solucion
amortiguadora de tris-HCI (0.01 mol/L a pH 7.0). EI 0.1 mL de extracto se mezcl6 con 1
mL de reactivo de Bradford. Se evalu6 la absorbancia a 595 nm. El contenido de proteinas
se expresd en mg de proteinas por gr de masa fresca de tejido, La curva patron fue a base de

albdmina de suero bovino (BSA).
Determinacion compuestos fendlicos

Se pesaron 10 g del material fresco y posteriormente se congel6 a -80°C, se pulverizo6 cada

muestra, y se pusieron a macerar en metanol acuoso al 80% en un frasco dambar a
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temperatura ambiente durante 24 horas en agitacion. Se filtro la solucion con papel filtro
Whatman no. 1. Se evapor6 la mayor cantidad del solvente de los extractos calentando a
40°C. El producto de la evaporacion se congeld y se guardd hasta su uso.

El contenido de fenoles totales se determind mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu. Se
tomaron 500 pl del extracto y se les agregaron 750 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu, se
dejo reposar la mezcla durante cinco minutos, después de lo cual se agregaron 750 pl de
carbonato de sodio al 20 %. Se agitaron fuertemente para luego, dejar reposar durante 90
min a temperatura ambiente. Después de este tiempo se midié la absorbancia a 760 nm
(Gutierrez et al, 2008).

Determinacion de &cido salicilico

Las hojas de las plantulas de tomate se colocaron en un mortero de mano y se congelaron
con nitrégeno liquido, se maceraron hasta obtener un polvo fino, pesar 50 mg de este polvo,
aun congelado, en tubos de 1.5 mL.

Solucion de extraccion: se realizd una solucion con las siguientes proporciones, Metanol
10% conteniendo 1% de acido acético. Se colocd 1 mL de la solucion de extraccion en el
tubo  (conteniendo los 50 mg del macerado congelado), se agitdé en vortex por
aproximadamente 15 segundos, posteriormente se sometié a ultrasonificacion por 10
minutos para lograr una mejor solubilizacion del acido salicilico en la solucion de
extraccion.

En seguida se centrifugd a 13,000 rpm por un tiempo de 10 min. Una vez finalizado este
proceso el sobrenadante se extrajo y se colocé en un tubo limpio.

Se realiz6 una re-extraccion del pellet de la misma manera. Y el sobrenadante se mezclo
con el sobrendadante de la primera extraccion. Se filtré la muestra con filtros de .45 um de

poro, y se desgasificd en el ultrasonificador por 5 min. La muestra se inyecté al
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cromatografo de liquidos Agilent 1120, por medio de microjeringa Agilent, el método
conveniente es de fase reversa el cual implica una fase estacionaria no polar, columna C-18,
100 mm de longitud, y una fase mdvil menos Hidrofoba que la fase estacionaria, se
utilizaran un gardiente de 50% de fase A (agua 94.9:acetonitrilo 5% :acido formico 0.1%)
y 50% de fase B (acetonitrilo 94.9%: agua 5%: acido formico 0.1%) a un flujo de 0.6

mL/min por un tiempo de 10 min de corrida (Forcat et al., 2008).

Microarreglos

Impresion de microarreglos. El chip de Arabidopsis thalina fue fabricado en la Unidad de

microarreglos de DNA de la UNAM. El chip tenia un arreglo de 29, 950 genes diferentes.

Preparacion de sondas e hibridacion de los microarreglos. Se utilizaron 10ug de RNA
total s para la sintesis de cDNA incorporando aminoalil-dUTP usando transcriptasa reversa
y una mezcla de dNTP + aa-dUTP. La incorporacion del fluor6foro se realiza por una
reaccién alcalina, acoplando los succimidil esteres Alexa555 y Alexa647. La eficiencia de
incorporacion se sigue por la absorbencia a 555 nm para Alexa555 y a 650 nm para
Alexa647. La misma cantidad de ambos cDNA marcados se utiliza para la hibridizacion
(usando la solucién HybIT2 TeleChem Internacional INC). Los microarreglos hibridizados
se incuban 14 h a 42°C, se lavan 3 veces con 1X SCC, 0.05 % SDS a temperatura

ambiente.

Adgquisicién de datos y analisis de las imagenes del microarreglo. Se realizd un barrido del
chip, en un lector para microarreglos GenPix 4100, utilizando su propio software GenPIX
(Molecular Devices). Las imagenes se capturaron usando una ganancia de 65% PMT vy de

70 a 75% de intensidad de laser, a una resolucion de 10um, con una velocidad de barrido de
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50%. Para cada punto se calcul6 el valor medio de la densidad de Alexa555 y Alexa647 y

sus valores medios de fondo, con el software ArrayPro (Media Cibernetics).

A continuacion se muestran los tratamientos comparados en los chips, donde T es el testigo
absoluto analizado al cuarto dia de muestreo, F son las plantas inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici 24 horas después de la inoculacion, H son las plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, analizadas cuatro dias después de su aplicacion y
HF son las plantas asperjadas con el extracto e inoculadas, analizadas 24 horas después de

la inoculacion.

Chips Alexab555 Alexab47
AthV3_03_15 T S F
AthV3 03 16 T S H

AthV3_03_16 T VS HF

Andlisis de datos. Se realizd con el software libre genArise, desarrollado en la Unidad de
cémputo del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM
(http://lwww.ifc.unam.mx/genarise/). GenArise realiza con los datos una serie de
transformaciones: correccién del fondo, normalizacion de los datos por lowess, filtrado de
intensidad, analisis de duplicados y seleccidon de genes con cambios en su expresion. La
meta de genArise es identificar cuales de los valores obtenidos para cada uno de los genes,
representan cambios en los niveles de expresion con una significancia estadistica. El
software identifica genes expresados diferencialmente calculando el z-score intensidad-

dependiente. Utilizando un algoritmo de ventana para calcular el promedio y la desviacion



122

estandar dentro de un conjunto de elementos alrededor de cada punto en el chip, donde z

mide el nimero de las desviaciones estandar al punto de referencias del medio.

zj = (Rj — mean(R)) / sd(R)

Donde zi corresponde al z-score para cada elemento, Rj es el logaritmo de la relacion para

cada elemento y sd(R) es la desviacion estandar de esa relacion. Con este criterio, aquellos
elementos con z-score > 2 desviaciones estandar representa un cambio significativo entre

las condiciones que se comparan.

RESULTADOS

Determinacion de cambios bioquimicos

En la figura 1 se muestra la actividad especifica de la enzima B-1,3-glucanasa en hojas de
tomate, dicha enzima es capaz de hidrolizar a los B-1,3-glucanos, componentes esenciales
componentes de la pared celular de hongos y bacterias, esta enzima ha sido designada como
proteina relacionada a la patogénesis perteneciente a la familia 2 (PR-2). La maxima actividad
especifica B-1,3- glucanasa en hojas se presentd a las 12 horas en el tratamiento con el
extracto de H. longipes con un incremento de 534% (5.979 U/mg de proteina) con respecto al

testigo absoluto (0.943 U/mg de proteina).

Figura 1: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
especifica B-1,3- glucanasa en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo
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absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de
H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el
control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.

oxysporum f. sp. lycopersici.
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La actividad especifica B-1,3- glucanasa en raiz se presenta en la figura 2, donde a las 12
horas se registrd la mayor actividad especifica en el tratamiento con el extracto de H.
longipes, con un incremento de 612%(126.08 U/mg de proteina) con respecto al testigo
absoluto (17.70 U/mg de proteina). De igual manera se presentd un incremento en el
tratamiento inoculado con FOL, a diferencia del extracto de H. longipes dicho incremento
se presento al cuarto dia (un dia después de haber inoculado) con un aumento de 116%
(40.5 U/mg de proteina) respecto al testigo absoluto (18.72 U/mg de proteina). Estos
resultados pueden comparase los datos de Ardila et al., (2005). Realizaron un experimento

en el cual estudiaron la induccion diferencial de Polifenoxidasa y -1,3- glucanasa en
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plantas de clavel (Dianthus caryophyllus) durante la infeccion por Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi. Obtuvieron como resultados que la actividad especifica p-1,3- glucanasa
durante la infeccion con F. oxysporum f. sp. dianthi se present6 a las 12 y 24 horas post-

inoculacion, con un aumento a las 12 h de 4.95% y a las 24 h de 7.16%.

Figura 2: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
especifica p-1,3- glucanasa en raiz de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo
absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de
H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el
control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.

oxysporum f. sp. lycopersici.
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La actividad especifica de la enzima Fenilalanina amonio liasa (PAL) en hoja se muestra
en la figura 3. En relacién con los compuestos bioquimicos relacionados con la induccién
de defensa en las plantas, esta enzima es clave en la produccion de la molécula bésica
(cinamato) que se utiliza para la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos. La
méaxima actividad PAL en hojas se presenté a las 12 horas en el tratamiento con el extracto
de H. longipes con un incremento de 591%(0.394 U/mg de proteina) con respecto al testigo

absoluto (0.057 U/mg de proteina).

Figura 3: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
especifica de fenilalanina amonio en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo
absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de
H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el
control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.

oxysporum f. sp. lycopersici.
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La maxima actividad PAL en raiz (figura 4) se presento a las 12 horas en el tratamiento
con el extracto de H. longipes, con un incremento de 503%(1.038 U/mg de proteina) con
respecto al testigo absoluto (0.172 U/mg de proteina). Rodriguez et al., (2006) evaluaron el
efecto del quitosana en la induccidn de la actividad de enzimas relacionadas con la defensa
y proteccion de plantulas de arroz, contra Phycularia grisea sacc. Donde obtuvo como
resultado un incremento de 308% de la enzima fenilalanina amino liasa (PAL) y se

presento a las 72 horas, después de la inoculacién fangica.

Figura 4: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
especifica fenilalanina amonioliasa en raiz de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo
absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de

H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el
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control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.

oxysporum f. sp. lycopersici.
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La actividad especifica de la enzima quitinasa se muestra en la figura 5. Esta es una enzima
que degrada la quitina, un polisacéarido de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) con enlaces 3
(1, 4), sobre los cuales acttan hidrolizandolos. En las plantas, acttan en la defensa y el
desarrollo. La méaxima actividad quitinasa en hoja se presentd a las 12 horas en el
tratamiento con el extracto de H. longipes, mostrando un incremento de 650% (0.060 U/mg

de proteina) con respecto al testigo absoluto (0.008 U/mg de proteina).

Figura 5: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
especifica quitinasa en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL=

testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto
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de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas

con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo,

C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici.
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La méxima actividad quitinasa en raiz (figura 6) se presento a las 12 horas en el tratamiento

con el extracto de H. longipes, mostrando un incremento de 755% (0.522 U/mg de

proteina) con respecto al testigo absoluto (0.061U/mg de proteina). De igual manera se

presentd un incremento en el tratamiento inoculado con FOL, a diferencia del extracto de

H. longipes dicho incremento se presento al cuarto dia (un dia después de haber inoculado)

con un aumento de 234% (0.341 U/mg de proteina) respecto al testigo absoluto (0.102

U/mg de proteina).Yedidia et al., (1999) realizaron un experimento en plantas de pepino

(Cucumis sativus L.) Infectando las plantas con el agente de biocontrol Trichoderma

harzianum. En el cual obtuvo como resultado, que la maxima actividad enzimatica fue a las
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72 horas en hoja y raiz alcanzando un aumento en raiz de 6.4 y en hoja 3.2 veces mas en

comparacion con plantas no tratadas.

Figura 6: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
especifica quitinasa en raiz de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL= testigo
infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto de H.
longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo, C++FOL=

plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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En la figura 7 se muestra la produccion de compuestos fenolicos, estos tienen diversos roles
en las plantas: muchos son productos de defensa ante herbivoros y patdgenos, otros proveen

soporte mecanico a la planta. La maxima produccion de fenoles totales en hojas fue con el
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tratamiento C++FOL a las 36 horas, con un aumento de 193% (7.978 mg de &cido galico/g
de PF), respecto al testigo absoluto (2.719 mg de acido galico/g de PF). De igual manera se
presentd un incremento en el tratamiento inoculado con HL+ FOL, a diferencia de
C++FOL dicho incremento se presentd al quinto dia con un aumento de 210% (6.926 mg

de acido gélico/g de PF) respecto al testigo absoluto (2.059 mg de &cido galico/g de PF).

Figura 7: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de produccion
de compuestos fendlicos en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo
absoluto, FOL= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de
H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el
control positivo, C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F.

oxysporum f. sp. lycopersici.

9
8
w 7 T
S, X/
S 6 —1 *—TA
u N\
g 5 T el FOL
Tu'b 4 e H L
o
23 HL+FOL
[y]
32 C+
[=T¢]
€ 1 =@ C++FOL
0
40 2 4 6 8
dias




131

La maxima expresion de fenoles totales en raiz (figura 8) fue con el tratamiento C++FOL
al cuarto dia, con un aumento de 687% (5.642 mg de &cido galico/g de PF), respecto al

testigo absoluto (0.716 mg de acido gélico/g de PF).

Figura 8: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de produccion
de compuestos fendlicos en raiz de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL=
testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto
de H. longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas
con F. oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo,

C++FOL= plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici.
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Estos resultados obtenidos pueden compararse con los obtenidos por Gonzales, (2010),
quien realiz6 un estudio para observar el comportamiento de fenoles totales en plantas de
tomate inoculando Fusarium f sp. lycopersici.Los resultados obtenidos fueron que en hojas
y raiz se precento un alto incremento de 16% en raiz y de 62.9% en hoja al septimo dia de

la infeccion con F. f sp. lycopersici.

En la figura 9 se muestra la actividad especifica de la enzima peroxidasa esta enzima
pertenece a un grupo de enzimas que oxidan sustratos a expensas del perdxido de
hidrogeno. En las plantas desempefian un papel catalitico en el proceso de lignificacion del
xilema, expresandose también en la epidermis de los 6rganos aéreos. La méaxima actividad
peroxidasa en hoja fue al cuarto dia, con el C+ con 1.60309E-06 U/mg de proteina, cabe

mencionar que en el testigo absoluto no se registro actividad peroxidasa.

Figura 9: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
peroxidasa en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL= testigo
infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto de H.
longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo, C++FOL=

plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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La méxima actividad peroxidasa en raiz (figura 10) fue con el extracto de H. longipes a las
12 horas, con un aumento del 120% (9.266 U/mg de proteina) respecto al testigo absoluto
(4.196 U/mg de proteina). De igual manera se presentd un incremento en el tratamiento
inoculado con FOL, a diferencia de H. longipes dicho incremento se presento al cuarto dia
con un aumento de 160% (5.694 U/mg de proteina) respecto al testigo absoluto (2.183

U/mg de proteina).

Figura 10: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de actividad
peroxidasa en raiz de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL= testigo
infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto de H.

longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F.
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oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo, C++FOL=

plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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Michel L., 1987, realizd andlisis bioquimicos que revelaron que la inoculaciéon con
Trichoderma obtuvo mayor actividad peroxidasa dentro de las 48 y 72 h, respectivamente.
Estos resultados fueron observados tanto para las raices y las hojas de las plantulas
tratadas, proporcionando evidencia de que T. harzianum puede inducir la activacion de

mecanismos de resistencia en plantas de pepino.

En la figura 11 se presenta el efecto de la aplicacién del extracto de H. longipes en la
produccion de acido salicilico en hojas de plantulas de tomate. El &cido salicilico es una
hormona fendlica producida en plantas sometidas a estrés, ha sido reconocido como una de

las sefiales claves que gatilla la activacion de genes de defensa.

En el tratamiento de las plantas asperjadas con el control positivo, se registrd el mayor nivel

de &cido salicilico al cuarto dia después de la aplicacion del extracto de H. longipes y el
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control positivo, presentando un incremento del 24% con respecto al testigo absoluto.
Aungue se detectd en poca cantidad, las plantas asperjadas con el extracto de H. longipes
presentaron niveles de 2.33 mg/L por gr de tejido a las 24 horas de haber asperjado el

extracto.

Figura 11: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de produccion
de &cido salicilico en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL= testigo
infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto de H.
longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo, C++FOL=

plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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En la figura 12 se puede observar el efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en
la produccion de acido salicilico en la raiz de plantulas de tomate, donde no se detecto
acido salicilico en los tratamientos de las plantas asperjadas con el extracto de H. longipes,
en el tratamiento con plantas asperjadas con el control positivo, se registrd el mayor nivel
de &cido salicilico al segundo dia después de la aplicacion del control positivo a las plantas,
posteriormente en el tratamiento con las plantas asperjadas con el control positivo e
inoculado con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersic, se presentd el mayor nivel de acido

salicilico a las 24 horas después de la inculacion.

Cabe mencionar que se detectd presencia de acido salicilico en el testigo absoluto al cuarto
dia de muestreo, dicho comportamiento se puede asociar a un posible estrés abidtico que

sufrieron las plantas en ese tiempo.

Rasmussen, et al., (2004) realizdé un trabajo donde infectaron plantas de pepino con
Pseudomonas syringae, Yy obtuvieron la mayor concentracion de acido salicilico a las 12

hrs en hojas.

Figura 12: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la cinética de produccion
de acido salicilico en raiz de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: TA= Testigo absoluto, FOL= testigo
infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici, HL=plantas asperjadas con el extracto de H.
longipes, HL+FOL= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici, C+= plantas asperjadas con el control positivo, C++FOL=

plantas asperjadas con el control positivo e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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Cambios en la expresién diferencial de genes

Para medir la expresion diferencial de genes se utilizo la técnica de Microarreglos, aunque
se utilizdé un chip con el modelo biolégico heter6logo de Arabidopsis thalina con un total
de 29,950 genes. Dicho modelo ha sido ampliamente estudiado, siendo la primera planta
cuyo genoma se secuencié en su totalidad (Mozo et al., 1999). Con el uso de este modelo
heter6logo se obtuvieron gran cantidad de genes con expresion diferencial al testigo
absoluto (plantas de tomate).

Para medir medir la sobreexpresion y la represion de genes, se utilizd un valor de z score
mayor a 2 (sobreexpresados) y menor a 2 (reprimidos), este critero se eligié para darle
mayor validez estadistica a los resultados. Para englobar los resulados de genes expresados
y reprimidos, se utilizé un diagrama de Venn (figuras 13 y 14). Donde se aprecia que hubo
un total de 512 genes sobreexpresados en el tratamiento con plantas inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici a las 24 horas después de la inoculacidon, lo que equivale al

1.7% del total de genes analizados respecto al testigo absoluto. En el tratamiento de plantas
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asperjadas con el extracto de H. longipes analizadas 4 dias después de la aplicacion del
extracto de H. longipes, se sobreexpresaron un total de 490 genes, lo que equivale al 1.6%
en comparacion con el testigo absoluto. Y por ultimo en el tratamiento con plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici
analizadas 24 horas después de la inoculacién, se obtuvo la mayor cantidad de genes
sobreepresados (comparando con los dos tratamientos anteriores), con un total de 812

genes, equivalentes al 2.7% del total de genes.

Figura 13: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la sobreexpresion
diferencial de genes en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici en condiciones controladas. Tratamientos: F= testigo infectado con F.
oxysporum f. sp. lycopersici (analizado a las 24 horas después de la inoculacion) |,
H=plantas asperjadas con el extracto de H. longipes (analizado cuatro dias después de la
aspercion del extracto), HF= plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas

con F. oxysporum f. sp. lycopersici (analizado a las 24 horas después de la inoculacién).
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En la figura 14 se presenta la represion diferencial de genes, donde en el tratamiento con
plantas inoculadas se encontraron 672 genes, equivalente al 2.2% del total de genes
analizados. De igual manera, en el tratamiento con plantas aperjadas con el extracto de H.
longipes se encontraron 680 genes reprimidos, lo que equivale al 2.3 del total de genes. El
tratamiento que menos genes reprimidos presento fue el de las plantas asperjadas con el
extracto e inoculadas, presentando 503 genes, lo que representa el 1.7% del total de genes
analizados.

En general para el tratamiento de plantas inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y el tratamiento con plantas asperjadas con el extracto de H. longipes, se

encontraron mayor numero de genes reprimidos que genes sobreexpresados, para el
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tratamiento inoculado y asperjado con el extracto de H. longipes, se presento el efecto

contrario, es decir, mayor nimero de genes sobreexpresados que genes reprimidos.

Figura 14: Efecto de la aplicacion del extracto de H. longipes en la represion diferencial de
genes en hojas de plantulas de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
en condiciones controladas. Tratamientos: F= testigo infectado con F. oxysporum f. sp.
lycopersici (analizado a las 24 horas después de la inoculacion) , H=plantas asperjadas con
el extracto de H. longipes (analizado cuatro dias después de la aspercion del extracto), HF=
plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici (analizado a las 24 horas después de la inoculacion).

672

288

D -

En cuanto a las categorias funcionales a nivel celular de los genes analizados (figura 15), el
tratamiento con plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici presentd diferencias

en los genes asociados al metabolismo, con un total de 15% de los genes sobreexpresados,
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en el tratamiento con plantas asperjadas con el extracto, se registré un incremento, ya que el
20% de los genes asociados al metabolismo se sobreexpresaron, y en el tratamiento con
plantas asperjadas con el extracto e inoculadas presentd el 18% de genes asociados a
metabolismo sobreexpresados. En genes reprimidos, de igual manera los genes asociados al
metabolismo fueron los que presentaron mayores diferencias, donde el tratamiento con
plantas inoculadas presentd un 16%, el tratamiento con plantas asperjadas con el extracto
un 22% vy el tratamiento con plantas asperjadas con el extracto e inoculadas un 14% de los

genes analizados.

Figura 15: Efecto de la aplicaciéon del extracto de H. longipes en la sobreexpresion y
represion diferencial de genes respecto a sus categorias funcionales, en hojas de plantulas
de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones controladas.
Tratamientos: F= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici (analizado a las 24
horas después de la inoculacién) , H=plantas asperjadas con el extracto de H. longipes
(analizado cuatro dias después de la aspercion del extracto), HF= plantas asperjadas con el
extracto de H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici (analizado a las 24

horas después de la inoculacion).
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En la tabla 1 se muestran los genes sobreexpresados y su funcion, relacionados con la
induccion de defensa en plantas. Donde en el tratamiento con plantas inoculadas, la
mayoria de los genes sobreepresados estan asociados a las protein cinasas, asociadas a la
transduccion de sefiales via cinasas, las cuales generalmente actGan activando vy
desactivando factores de trascipcién (Weston, 2002). Oliveira et al., (2008), encontraron
una sobreproduccion de una serin/treonin cinasa, en plantas de tomate asperjadas con acido
salicilico e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.

En cuanto al tratamiento con plantas asperjadas con el extracto de H. longipes, se
sobreexpreso el gen AUX1 relacionado a la produccion de raices laterales, que aunque no
tiene importancia en la induccion de resistencia, es de gran importancia, ya que se
comprueba de alguna manera los resultados obtenidos en la medicion de algunas
caracteristicas agronomicas como la longitud de raiz, y el peso seco de raiz, en donde dicho
tratamiento presento resulados mu y por encima de los demaés tratamientos en cuanto a la
longitud y peso seco de raiz. De igual manera en el tratamiento con plantas asperjadas con
el extracto, se detectd la presencia del gen PR1, el cual esta ampliamente ligado a la
induccion de resitencia, ademas de ser un marcador dependiente de la ruta de acido
salicilico. Los genes PR-1 son los genes de mayor expresion dentro de la clasificacion de
genes PR, ya que las proteinas PR-1 representan entre el 1 y el 2% de las proteinas totales
de la hoja (Riva et al., 2010).

Oliveira et al., (2008), encontraron sobreproduccion en el gen PR-10, en plantas de tomate
asperjadas con acido salicilico e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.

En el tratamiento con plantas asperjadas con el extracto e inoculadas, se sobreepresé el gen

RPS4, relacionado directamente con la induccion de defensa en plantas, actuando en el
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splicing alternativo de genes de resistencia (R), permitiendo obtener un ARN-m maduro

libre de intrones (Brett et al., 2001).

Tabla 1: Genes sobreexpresados en las plantas de tomate, asociados a la induccion de

resistencia en plantas. Tratamientos: F= testigo infectado con F. oxysporum f. sp.

lycopersici (analizado a las 24 horas después de la inoculacion) , H=plantas asperjadas con

el extracto de H. longipes (analizado cuatro dias después de la aspercién del extracto), HF=

plantas asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici (analizado a las 24 horas después de la inoculacion).

ID
. SOBREEXPRESION
GEN DESCRIPCION EN TRATAMIENTO DEL
GEN
SAUR En!azador de _ cadmodulina, responde al F H, HF 832204
estimulo de auxinas.
Proteinas histidin fosfotransferasas (AHPS).
AHP Su funcion es ser reguladores positivos de la F, HF 822593
sefializacion de citocininas.
Codifica para una protein cinasa dependiente
CDPK1 |de Ca+, su expresion genética es inducida por F, H, HF 838470
deshidratacién o alta salinidad.
Actua como receptor de una protein cinasa, se 816436
FRK1 relaciona con la sefializacién temprana de F, HF —_—
respuesta de defensa
AUX1 Desarrollo de raices laterales. H, HF 818390
La epresion de este gen es inducida en
PR1 respuesta a patdgenos. La expresion es H 815949
respuesta al estimulo de AS.
CaMCML | Enlazador de ion Ca+. H, HF 837108
RPS4 Relacionado directamente con la induccion de HE 834561
defensa en plantas.
GID2 Receptor de giberelina, regula la germinacion HE 828522

de semillas.
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Codifica para una protein cinasa para llevar el

ABF proceso de autofosforilacion.

HF 822566

Los genes reprimidos asociados a la induccion de resistencia, se muestran en la tabla 2.
Donde en los tres tratamientos se reprimen genes relacionadas a las cinasas y sus vias de
transduccion de sefiales. Las cuales son un conjunto de procesos o etapas que ocurren de
forma concatenada por el una célula convierte una determinada sefial o estimulo exterior,

en otra sefial o respuesta especifica.

Tabla 2: Genes reprimidos en las plantas de tomate, asociados a la induccién de resistencia
en plantas. Tratamientos: F= testigo infectado con F. oxysporum f. sp. lycopersici
(analizado a las 24 horas después de la inoculacion) , H=plantas asperjadas con el extracto
de H. longipes (analizado cuatro dias después de la aspercién del extracto), HF= plantas
asperjadas con el extracto de H. longipes e inoculadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici

(analizado a las 24 horas después de la inoculacion).

ID
< REPRESION EN
GEN DESCRIPCION TRATAMIENTO DEL
GEN
AUX1 Desarrollo de raices laterales. F 81839
B-ARR | Regulador de la via de sefializacion de citocininas. F 84%34
SNRK? Codifica para una proteln cinasa, su actl_vldad es F. HF 84238
regulada por presencia de sales o estrés osmico. 5
BAK1 Receptor de protein cinasas rico en leucinas F 82848
CNGCs Enlazador de camodulina, actua en la homeostasis de F.HF 83133
la planta. 9
Codifica para una enzima que conjuga aminoacidos
a 4 benzoatos sustituidos. El acido salicilico puede 83117
GH3 . - e H
reducir la concentracion de eta enzima in vitro y 3
actuar como un inhibidor competitivo.
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Codifica para una map cinasa activada por mitégeno,

actua directamente en la respueta de defensa. H, HF

‘ MKK4/5

‘84159

CONCLUSIONES

El extracto de H. longipes tiene potencial como elicitor de plantas de tomate variedad Rio
grande suceptible a F. oxysporum f. sp. lycopersici, ya que induce la produccion de
enzimas (PAL, peroxidasa, quitinasa y [B-1,3 glucanasa) y metabolitos secundarios
(compuestos fenolicos) relacionados a la resistencia en plantas, en las primeras horas de
aplicacion del extracto. Ademas se comprobo la sobreexpresion de genes relacionados a la

defensa en plantas, asi como genes relacionadas con la formacion de raices.
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CONCLUSIONES GENERALES

El extracto crudo de H. longipes logro controlar los sintomas provocados por FOL
en plantas de tomate en un 70%. Adicionalmente se obtuvieron incrementos del

56% en altura de planta y 84% en longitud de raiz.

Con la aplicacion del extracto de H. longipes se logr6 observar mediante
Microscopia Optica un cambio importante en la relacion de cortex y médula tanto

en tallo como en raiz.

Se determind la actividad especifica de enzimas relacionadas a la resitencia en
plantas como PAL, peroxidasa, quitinasa y p-1,3 glucanasa se registro a la 12 horas
después de la aplicacion del extracto de H. longipes, con incremento superiores a
120% en todas las enzimas. En la producciénde metabolitos secundarios, la mayor
concentracion de fenoles totales se determiné al quinto dia después de la aplicacion
del extracto de H. longipes con un incremento del 210% en hoja. El &cido salicilico
no fue posible cuantificarlo en raiz, pero en muestras de hoja se detect6 su maxima

concentracion al cuarto dia después de la aplicacion del extracto.

Por medio de la técnica de Microarreglos, se logré identificar los genes con
expresion diferencial. Donde se encontrd la sobreexpresion de genes relaciondos a

la resistencia (PR1) y genes relacionados a la formacion de raices (AUX1).
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