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RESUMEN

El presente trabajo se llevd a cabo en plantas de Lisianthus (Eustoma
grandiflorum var. Mariachi morado) con la finalidad de evaluar el efecto de la aplicacion
de la molécula inductora afinina (alcamida) en la patogenicidad de dos tipos de hongos
(Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y Botrytis cinerea.). La evaluacién se realizé a
partir de plantulas que fueron trasplantadas en macetas individuales y se desarrollaron
durante dos meses hasta alcanzar un tamafio de 50 cm, justo antes de la presencia de
botones florales. A partir de ese momento se realizaron las aplicaciones de afinina en 3
diferentes tratamientos y posterior a las 24 horas se realiz6 la inoculacion con los
patégenos, a los 3 dias se evaluaron los sintomas expresados en cada uno de los
tratamientos. Para el caso de FOL no presentd ningun sintoma de la enfermedad en
ninguno de los ensayos, mientras que en el caso de B.cinerea si presento
sintomatologia en las hojas infectadas siendo estadisticamente significativo en las
plantas que fueron previamente tratadas con afinina. Sin embargo, en postcosecha los
tallos florales presentaron el efecto contrario ya que no hubo diferencia significativa por
la aplicacion de afinina, y B.cinerea provocé sintomas en ambos tratamientos sin ser
significativos. Finalmente, en este trabajo se comprobd que el efecto de afinina es mas
efectivo en plantas en desarrollo que en plantas en cosecha.

Palabras clave: Lisianthus, Afinina, B.cinerea, F. oxysporum f.sp lycopersici,
resistencia.

Correo electronico: Daniel Alejandro Rodriguez Chavez iap_darch@hotmail.com
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INTRODUCCION

En el mundo, la produccion ornamental se ha incrementado notablemente
debido a la mayor demanda de productos. En parte, el éxito de los paises lideres en el
ramo, es la oferta de productos de calidad, al manejo adecuado en cosecha y
postcosecha, la existencia de productos homogéneos y con altos estandares de
calidad, volumenes grandes de produccién, buena organizacion y canales de

distribucion y comercializacion bien definidos.

Holanda, es el principal productor y comercializador de flores a nivel mundial,
seguido por Colombia, Ecuador y Kenia. Otros paises como Israel, Italia y Tailandia,

estan tomando importancia (Pérez, 2008).

En México los productos ornamentales han ganado terreno en cuanto a
exportaciones y al valor de la produccion. En 2011 el valor de la floricultura fue de cinco
mil 646 millones de pesos, lo cual equivale a 82% del valor total de la produccion del
frijol para ese mismo afio (seis mil 890 millones de pesos) (SIAP, 2013).

Por otro lado en el periodo 2003-2011, el valor de las exportaciones de
ornamentales crecié a un ritmo de 1.8 % anualmente; para el Gltimo afio, el comercio
exterior de flores significé 26 millones 96 mil pesos, siendo Estados Unidos y Canada
los principales compradores de productos como la rosa (Rosa canina), gladiola
(Gladiolus spp.), gerbera (Gerbera hybrida), ave del paraiso (Strelitzia reginae), clavel

(Dianthus caryophyllus), statice (Limonium sinuatum) y margarita (Bellis perennis).

En el pais se tienen condiciones idoneas para impulsar la horticultura
ornamental; sobre todo por la diversidad de climas naturales, menores costos de mano
de obra en comparacion con otros paises, la existencia de tratados de libre comercio, y

la cercania con Canada y Estados Unidos para exportar productos.

Las condiciones existentes permiten producir una gran diversidad de especies
de flores, plantas y follajes ornamentales, y la gran diversidad de especies nativas. La
actividad ornamental en México ha tomado importancia en los ultimos afios pues es

una alternativa viable y rentable, debido a la demanda nacional e internacional de flores
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de corte en maceta, palmas y follajes. Actualmente el pais ocupa el tercer lugar a nivel
mundial en superficie dedicada a esta actividad; sin embargo, no figura dentro de las

mas importantes a nivel mundial.

Durante 2011, la superficie destinada al cultivo de la flor y plantas en maceta fue
de 18 mil 629 hectareas; entre los estados con mayor participacion por el valor de la
produccion de este cultivo destacaron Estado de México, Puebla, Morelos, Distrito
Federal, Baja California y Jalisco, pero solo el primero aporta tres de cada cinco pesos
del valor total.

Cabe mencionar que 80% de la produccion total se destina a abastecer el
mercado interno y 20% a las exportaciones, México cuenta con una ventana de
oportunidad en el mercado europeo, ya que la demanda de flores se ha acrecentado en
los ultimos afios (SIAP, 2013).

Las plagas y enfermedades en la produccion de plantas de ornato constituyen
un riesgo para la produccion, dado que hay una gran diversidad de especies en

produccion, asi también hay diversas plagas y patdégenos.

Para que se presente una plaga o enfermedad sera necesario que se presenten
tres factores: hospedante (cultivo o arvense), agente causal (plaga o patdégeno) y un
ambiente favorable para su desarrollo (humedad relativa, temperatura, entre otros), si
falta alguno de estos no existira el problema. Es importante conocer los ciclos de vida
de los patégenos y plagas, saber cuanto dura su ciclo, cuantas etapas comprende,
cuéales son sus habitos, qué les gusta, qué no les gusta, etc. Todo ello encaminado a
estructurar un programa de manejo integrado, con el enfoque de prevenir problemas,
ya que no existe en el mercado un plaguicida “total”, que sea capaz de matar “todo”, es
decir los plaguicidas sélo “matan” en una o algunas etapas del ciclo de vida de una
plaga, pero no todas, esto garantiza que siempre habra sobrevivientes (con su
respectiva resistencia) que continden perpetuando la especie y causando los dafos

consecuentes (Moran, 2004).
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Una de las enfermedades que mas afecta ornamentales de corte es el moho
gris, ocasionado por Botrytis cinerea. El inicio de la enfermedad esta asociada a las
condiciones de temperatura y humedad que se le da a la planta durante el crecimiento
y en postcosecha, ademas de la susceptibilidad del hospedero (Martinez, 1999).

Esta enfermedad al mismo tiempo es de riesgo para diversos cultivos regionales,
ya que presenta mas de 235 hospederos entre ornamentales; frutales como el

manzano, hortalizas como el tomate, papa, chile, lechuga entre otros.

Otro patdgeno es Fusarium, un hongo que se encuentra en el suelo alrededor
del mundo y afecta muchas especies vegetales y animales y es dificil de controlar.
Existe una gran diversidad de cepas de Fusarium spp., de las cuales algunas son
patogénicas y su gran mayoria son saprofitas pueden ser utilizadas como controladores
biologicos. Segun Cook y Baker (1989) existen mas de 76 cepas de Fusarium
oxysporum reportadas que causan enfermedad. En éste género se ubican dos
especies que afectan al cultivo de Lisianthus uno de ellos Fusarium oxysporum f.sp.
eustomae obtenido en plantas de lisianthus enfermas con sintomas de marchitez en el
norte de lItalia caracterizado por Chiara Bertoldo (2014). Y otra especie es Fusarium
avenaceum globalmente distribuido y obtenido cominmente del suelo y una amplia

gama de plantas, entre ellas Lisianthus afectando el tallo y brotes de la planta.

Por otro lado en Lisianthus no se ha reportado aplicaciones de inductores de
resistencia como ocurre en otros cultivos (tomate, tabaco, etc). Los primeros trabajos
sobre respuestas inductoras a las enfermedades en las plantas fueron desarrollados
por Ray y Beauverie a comienzos del siglo XX, los cuales demostraban que existia la
posibilidad de que las plantas puedan protegerse del ataque de microorganismos
patdogenos mediante la activacion de sus mecanismos de defensa.

El primer experimento fue conducido por Ku¢ y colaboradores en 1959, para describir el
fendmeno de la resistencia inducida contra la sarna del manzano. Desde entonces,
diversos estudios han demostrado que las plantas tienen la capacidad natural de
defenderse de los agentes fitopatbgenos a través de un fendmeno bioldgico conocido

como resistencia, considerando a la susceptibilidad como una excepcién a lo que
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naturalmente ocurre. Por tanto, los vegetales poseen en su constitucidon genética,
genes que codifican para producir numerosas “armas quimicas”, extremadamente
eficientes, que impiden o disminuyen el dafio causado por los microorganismos (Diana

et al, 2011).

Estos conocimientos sobre los mecanismos de defensa de los vegetales fueron
adquiriendo mayor importancia por la incorporacion de nuevos conceptos de manejo de
cultivos, en busqueda de una agricultura mas sustentable, tornandose indispensable
investigar métodos opcionales de control de fitopatégenos, que sean al mismo tiempo

eficientes y menos agresivos a la salud humana y a la agroecologia (Diana et al, 2011).

Dentro de este concepto, el extracto vegetal de Heliopsis longipes que resulta
ser un complejo de alcamidas de las cuales se presenta primordialmente Afinina,
seguida por la N-(-2-metilbutil)-2E,6Z,8E-trien-decamida (Garcia et al., 2002) ha sido
utilizado para el control de microorganismos fitopatégenos que afectan gran nimero de

cultivos.
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Objetivo general.

Evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de afinina en plantas de lisianthus (E.
grandiflorum) y la resistencia a la infeccion por F. oxysporum f.sp. lycopersici y B.

cinerea.

Objetivos particulares.

Evaluar el efecto in planta sobre la aplicacion de afinina en el crecimiento de
plantas de lisianthus.

Realizar ensayos de patogenicidad con F. oxysporum f.sp. lycopersici en plantas

de lisianthus previamente tratadas con afinina.

Aplicar afinina exégenamente en plantas de lisianthus previamente infectadas

por F. oxysporum f.sp. lycopersici.

Evaluar el tratamiento de afinina en botones de floracion en pre-cosecha y
posteriormente inocular con Botritis cinerea en almacenamiento.
Hipotesis.

La aplicacion exdgena de la molécula de afinina en plantas de lisianthus (E.
grandiflorum) promueve la induccion de resistencia a patégenos fungicos (F.
oxysporum f.sp. lycopersici y B. cinerea) en diferentes etapas de crecimiento en la
planta.
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REVISION DE LITERATURA

GENERALIDADES DE LISIANTHUS Eustoma grandiflorum

El lisianthus, es un cultivo de interés por su rentabilidad, adaptacién a nuestras
condiciones climaticas, adecuacion de la tecnologia e instalaciones existentes,
principalmente para cultivos entre primavera y otofio. El lisianthus presenta una buena
adaptacion para su cultivo en maceta en invernaderos frios o con un ligero apoyo
térmico, en las épocas de primavera otofio. ES un cultivo que no presenta excesivos

problemas técnicos, y su demanda es buena (de los Santos, 2002).
Clasificacion taxondémica

Utilizando la clasificacién propuesta por Cronquist 1984 y las categorias de la
jerarquia taxondmica aceptadas por el Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica,

se clasifica del modo siguiente:
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Gentianaceae
Género: Eustoma

Especie: Eustoma grandiflorum

17



Origen de Lisianthus Eustoma grandiflorum.

Eustoma significa literalmente ‘con buena boca’. EI nombre refiere a las flores
bien abiertas descrita por Raf en 1806.

El Lisianthus es una planta originaria de las praderas humedas de la zona
meridional de los Estados Unidos y norte de México (Sogi, 1988). Pertenece a la familia
de las Gentianaceas, su nombre cientifico es Eustoma grandiflorum (Raf, 1806). Es

planta de ciclo anual o bianual.

En general esta presente en zonas de planicie y praderas de suelo arenoso y/o
alcalino, ademas de laderas de montafias de los condados del centro de Texas,
Sonora, Florida, California y Arizona, incluyendo Nuevo México y Lousiana (Sogi,
1988). La planta es de origen europeo y se estima que para 1935 entr6 en América,
pudiéndose encontrar en grandes planicies y evolucionando en una planta con flor de
color gris hasta los actuales colores: morados, amarillo, blanco, rosa, lila vy
combinaciones en sus diversas tonalidades (Fig.1). Forma una roseta de hojas, sobre
la que se desarrolla un tallo de 40 o 50 cm de largo; en cuyo extremo aparecen las
flores largamente pediceladas de 6 a 9 cm de didmetro (de los Santos, 2002).

Figura 1. Planta de Lisianthus durante el experimento en invernadero del Centro de
Investigacion de Quimica Aplicada.
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Descripcion Botanica.

Halvey en 1984 seflala que ésta delicada planta anual-perenne posee
respectivamente uno o dos periodos cubiertos de flores; inicialmente presentan un
crecimiento basal en roseta para posteriormente desarrollar tallos foliados, erectos o
ascendentes de cuarenta a setenta centimetros de alto con hojas opuestas, sésiles,
enteras y gruesas o amplexicaules, oblongas, de cinco a treinta milimetros de altura de
la planta; tiene el tallo ramificado de la mitad hacia arriba donde sustenta los pedicelos
florales en la axila de las hojas superiores; las flores maduran y abren acropetalamente,
estan compuestos por un céliz de cinco partes, sus I6bulos son delgados, alargados y
acuminados, su corola es acampanulada compuesta de cinco a seis I6bulos azules,
morados y ocasionalmente blancos, con el centro mas oscuro o verde respectivamente
regularmente cerosos y denticulados que en conjunto forman el flésculo de seis a
nueve centimetros de lado a lado. La parte floral alcanza hasta veinticinco centimetros
con seis a siete flores en racimo pudiendo variar de tres a doce dependiendo de su
cultivo y condiciones de desarrollo, llegando a sustentar hasta cuarenta flores con una

duracion individual de dos semanas (Halvey, 1984).

Los estambres se localizan en la garganta de la corola unidos a través de las
anteras oblongas y en disposicién recta, ligeramente doblada al paso del tiempo a un
tercio del tamafio de la corola; su cépsula es oval a elipsoidal de diez a quince
milimetros, con una o dos valvas sobre un largo peciolo, con semillas pequefas,
dehiscentes y numerosas con algunas depresiones amplias y profundas, que una vez

secas son de color café oscuro, negro o palidas (Halvey, 1984).
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CICLO DEL CULTIVO.
Propagaciéon Sexual

Primera etapa (dia 1 — 14) Se siembran las semillas peletizadas con cuidado en
las cavidades de la charola (una sola semilla por cavidad). No cubrir la semilla y
mantener suficiente humedad para no dejar secar la semilla. Al principio, suficiente
humedad es necesaria para romper la capsula de la semilla peletizada. Mantener una
temperatura de sustrato entre 20 — 24 °C, y una humedad suficiente durante el proceso
de germinacién. Un pH entre 6.0 y 6.5 es éptimo para proveer un buen nivel de calcio

en las plantulas (Santos, 2002).

Segunda etapa (dia 14 — 21). Se colocan las charolas en invernadero con buena
circulacién de aire bajando una temperatura entre 15 — 20 °C y fertilizar ligeramente con
100 — 150 ppm de nitrégeno de una formulacion balanceada con nitrato de calcio.
Evitar temperaturas altas para evitar arrosetamiento (etapa intermedia en que la planta
no crece), el cual es dificil de curar. El periodo mas critico son los primero 45 dias

después de la germinacion (Santos, 2002).

Tercera etapa (dia 21- 56). Las plantulas jovenes crecen muy lentas al principio
y debe tomarse en cuenta algunas condiciones ambientales como evitar temperaturas
excesivas, niveles de luz y humedad excesiva que son factores que inducen

enfermedades (Santos, 2002).

Cuarta etapa (dia 57 — 60). Las plantulas deben de tener 4 hojas verdaderas, en
esta etapa estan listas para el trasplante. El sistema de raiz de lisianthus es muy
sensible y hay que tener mucho cuidado para evitar dafar las plantas. El trasplante a
tiempo es muy importante para mantener las raices activas y facilitar la transicion
desde la bandeja de plantulas a la cama de cultivo. Plantulas viejas tendran raices
chuecas y después tallos mas cortos; sobre todo durante los periodos cuando hay dias

mas largos (Santos, 2002).

El lisianthus una vez plantado pasa por tres fases:
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1) Durante 30 dias la planta desarrolla su area foliar.

2) Los siguientes 30 dias el tallo se alarga y la planta emite tallos secundarios en
namero de cuatro a ocho segun la variedad, alcanzando una longitud de entre
30 y 50 cm; después comienzan a aparecer los botones florales.

3) Los proximos y ultimos 30 dias los botones florales se engrosan y se
desarrollan, a la vez sus pedunculos se alargan hasta alcanzar su altura
definitiva. Posteriormente los botones viran de color verde al propio de la

variedad y finalmente abren (Santos, 2002).

El ciclo total desde la plantacion a la floracion es de aproximadamente de

90 a 120 dias dependiendo de la variedad y la época.

Las fechas de plantacibn mas extendida suele ser entre los meses de
marzo y abril, con lo que se obtiene una produccion en julio o agosto, y en caso
de dejar rebrotar la planta, otra segunda cosecha entre septiembre y octubre.
Sin embargo en invernaderos se manejan las plantaciones en septiembre u

octubre para recolectar a partir de diciembre y hasta marzo (Santos, 2002).

Lisianthus en un cultivo muy susceptible a la humedad y con cualquier
exceso se puede presentar el ataque de hongos tanto en raiz como en area
foliar, para reducir el riesgo de atagues de patdgenos se recomienda tener
cuidado con los niveles de humedad y procurar mantener el invernadero lo mas

ventilado posible (Dominguez, 2002).

MARCHITEZ VASCULAR CAUSADA POR Fusarium Oxysporum f.sp. lycopersici.

El hongo Fusarium oxysporum es un patdégeno que pudre la corona, a
consecuencia de la cual las hojas se marchitan y mueren. La pudricion de la corona es
de un color café oscuro. Las raices de las plantas enfermas no muestran sintomas por
un tiempo relativamente largo y mueren hasta que la planta se seca. En México este

hongo fue aislado y estudiado por Vergara en 1993.
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Las especies de Fusarium oxysporum se dividen de manera artificial sobre la
base de patogenicidad de uno o mas huéspedes, en los que se llama formae specialis,
de las cuales se han descrito unas 150 (Elliott, 2010).

Clasificacion Taxonémica.
Reino: Fungi
Divisiéon: Deuteromycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es una de las especies de mayor importancia
fitopatoldégica, una de una de las que cuenta con mayor numero de plantas
hospedantes y una de las especies que mayor dafio econémico ocasiona entre los
patdgenos de plantas. La especie tiene la capacidad de atacar un gran numero de
plantas de importancia agricola y ocasiona principalmente marchitamientos vasculares,
seguidos de la muerte de la planta. Algunas también pueden ocasionar también

pudricion de la corona.

El hongo se caracteriza por producir colonias de crecimiento rapido y tres tipos

de esporas: microconidias, macroconidias y clamidosporas (Arbelaez, 2010).
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Figura 2. Macroconidias y microconidias de Fusarium oxysporum

Signos y sintomas

Esta enfermedad es méas agresiva en climas célidos y suelos con textura
arenosa, sin embargo, fuertes infecciones en cultivares susceptibles se han reportado
bajo condiciones de invernadero. Los dafos se presentan con mayor severidad cuando
las plantas son sometidas a un periodo de estrés hidrico, principalmente en la etapa de
floracién. 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 éstas. 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. Las plantas mas viejas pueden marchitarse y morir repentinamente; sin
embargo, comunmente muestra achaparramiento, amarillamiento de las hojas
inferiores, marchitez de las hojas y tallos jovenes, defoliacion, necrosis marginal de
hojas y finalmente la muerte de la planta. Cuando las raices y los tallos son
colonizados, los sintomas se muestran como una pudricién necrética particularmente

sobre las raices laterales mas pequefias; lo cual acelera el marchitamiento del follaje.
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Después que la planta muere, el hongo fructifica sobre la superficie del tallo bajo

condiciones de ambiente humedo (Catrrillo et al., 2003).

MOHO GRIS CAUSADO POR Botrytis cinerea.

El hongo B. cinerea es un fitopatdgeno ampliamente reconocido y estudiado que
infecta una amplia variedad de plantas y que tiene la habilidad de hacer uso de
diferentes mecanismos de infeccién. Puede atacar durante todos los estados de
desarrollo del cultivo hospedante e infectar cualquiera de sus partes (Benito et al.,
2000). A causa de la considerable incidencia del patégeno y las repercusiones
econdmicas que tiene en cultivos de destacada importancia econdmica, resulta
imprescindible la ejecucion de estudios sobre la biologia de B. cinerea, interacciones en

las que participa y los posibles métodos de control.

Clasificacion Taxonémica
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotisales
Familia: Sclerotiniaceae
Género: Botrytis

Especie: Botrytis cinerea.
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Signos y sintomas

Botrytis cinerea es un hongo considerado generalmente como parasito
secundario; sin embargo puede dafar gravemente las hojas y las flores durante largos
periodos de tiempo con humedo sobre todo cuando son heridas mecanicamente o por
factores del medio ambiente. Los sintomas de infeccion son areas alternadas de color
claro y café oscuro, las cuales durante periodos de alta humedad son cubiertas por la
fructificacion del hongo, conidiéforos y conidios. Estos son diseminados por el viento y
las lluvias, o agua de riego, pudiendo llegar de esta manera a nuevos testigos
susceptibles (Romero, 1996).

Las lesiones en el tallo son de forma irregular, café oscura, hiumedas y
ocasionalmente hundidas. Todo el tallo es susceptible, pero, por lo general, en la base
es donde ocurren los primeros y mas severos dafios. En estado avanzado de la
enfermedad todo el tejido interno del tallo es invadido, con lo que se debilita y puede
romperse facilmente. La esporulacion abundante del hongo en hojas, flores y tallos
propicia la diseminaciéon de la enfermedad y la gravedad de los dafios que ésta

ocasiona.

El hongo se caracteriza por su micelio septado; conidiéforos de color, café, claro,
largos, delgados, ramificados, con los apices de las ramas hinchados de los cuales
nacen esterigmas cortos, que producen conidios de color gris en masa, unicelulares y

ovales (Romero, 2002).
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Figura 3. Conidias del moho gris Botrytis cinerea

RESISTENCIA INDUCIDA.

La resistencia inducida surgid como una alternativa para control de patdégenos,
involucran un gran numero de moléculas exdgenas denominados agentes inductores
que, cuando son reconocidos por moléculas enddgenas tienen la funcion de activar o
aumentar el nivel de resistencia de las plantas, tanto a nivel local como en puntos

distantes al sitio de infeccion (Camarena 2007).

El término “resistencia inducida” fue propuesto en el Primer Simposio
Internacional de Resistencia Inducida a Plantas Realizado en Corfu, Grecia del 2000.
Esta expresion involucra a los fendmenos de Resistencia Sistémica Adquirida (RSA)
y Resistencia Sistémica Inducida (RSI) aunque son distintos la similitud de ambos se
basa fenotipicamente en que, las plantas, luego de ser expuestas a un agente inductor,
activan sus mecanismos de defensa tanto en el sitio de infeccibn como en areas

distantes (respuesta sistémica).

Estas sustancias inductoras actlan sobre la planta impidiendo o retrasando la
entrada del patdgeno, y limitando consecuentemente su actividad en el tejido afectado.
Dependiendo del tipo de agente inductor, existen dos tipos de induccién de resistencia;
uno es activado por la presencia de hongos, virus, bacterias, nematodos e insectos,
llamada induccion biodtica. Por otro lado, imitando la presencia de un patdgeno o
insecto, la presencia también puede ser generada por la presencia de moléculas
sintéticas depositadas sobre los organos vegetales, denominada induccion abidtica
(Camarena, 2007), las cuales son conocidas como Patrones Moleculares Asociados al
Patogeno o PAMPs (del inglés, Pathogen Associated Molecular Patterns), por ejemplo,
estos pueden ser componentes del flagelo en bacterias, quitina de hongos o proteina

de la capside de virus y que inducen resistencia en plantas.

Las vias de sefalizacion de respuestas por un agente bidtico pueden ser
dependiente tanto del acido salicilico, como el acido jasmonico y el etileno, no estando
asociado con la acumulacion de las proteinas relacionadas con la patogénesis,
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conocida como resistencia sistémica adquirida. En cambio las sefales generadas por
un inductor abidtico solo sigue la via del acido jasmodnico y etileno, denominada

resistencia sistémica inducida.
Inductores abidticos o quimicos: ventajas y desventajas.

Los inductores abidticos en su mayoria son compuestos naturales, de origen
biolégico, que se aplican externamente en las plantas ya sea inyectadas o asperjadas.
Su empleo fue mencionado en numerosos cultivos con fines comerciales como algunas
leguminosas, cucurbitas, arroz, algodén, platano, papa, tomate, tabaco, cacao, citricos

entre otros (Salazar, 1983).

Las ventajas reconocidas son:

- Aumento del nivel de resistencia por la activacidon de mecanismos latentes, sin
alteracion del genoma de la planta.

- No imponen presion de seleccion sobre el patdégeno.

- Tienen efecto sistémico

- Tienen efecto de proteccion prolongado

- Son soluciones estables.

- Proveen control eficiente y de bajo costo.

- Menor numero de aplicaciones en comparacion de fungicidas tradicionales

- Seguros desde el punto de vista ambiental.

- Son biodegradables.

- Inocuos para personas, animales y las mismas plantas.

- Uso en agricultura, jardineria, floricultura, y plantas ornamentales.

Las desventajas reconocidas son:

- Proporcionan una resistencia parcial incompleta.
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- En algunos casos la induccion de la resistencia requiere un costo fisiolégico, al
activarse en condiciones en la cual su expresidn no es necesaria asi como en

ausencia de patdégenos.

Existen numerosas substancias que actian como agentes inductores,
producidas de forma sintética y en escala comercial. Sin embargo fueron reportadas
cuantiosas moléculas quimicas no definidas y extracto de plantas y de microbios de

los cuales solo algunas han sido comercializadas (Salazar, 1983).

DESCRIPCION DEL EXTRACTO DE Heliopsis longipes.

Clasificacién taxonémica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Heliopsis

Especie: Heliopsis longipes
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Figura 4. Planta de Heliopsis 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 Queretaro, en éste género solo 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 particularmente diversa en la

familia Piperaceae e incluye varios alcaloides (Parmar et al., 1997).

H.longipes fue la primer 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 analisis en laboratorio resulté erroneamente identificada como

Erigeron affinis y asi, la amida aislada fue denominada afinina.

Caracteristicas generales de la Afinina.

Es un compuesto alcamida, considerado el principio activo de la planta Heliopsis
longipes. La parte de la planta que se usa para extraer la afinina considerada
insecticida es la raiz.

Una de las hipodtesis de la via de sintesis de Afinina plantea que procede del
acido mevaldnico que es el precursor universal de la sintesis de terpenos, los que
poseen actividad antifungica (Garcia et al., 2002).

Es como un aceite amarillo, viscoso, soluble en disolventes no polares como
cloroformo e insoluble en soluciones acidas y alcalinas.
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Uso en la agricultura.

Se ha probado su efecto antagonico contra la bacteria Escherichia coli a una
concentracion 75 microgramos/mL, asi como para Pseudomonas solanacearm y
Bacillus subtilis a una concentracion de 150 micro gramos/mL (Ramierz et al., 2001).

El extracto vegetal que nos concierne en este estudio ha sido evaluado in vitro,
como fungicida sobre el desarrollo de Sclerotium rolfsi y Sclerotium cepivorum, los
resultados mostraron que inhibe su desarrollo a dosis de 50 y 75 microgramos/mL
(Ramirez et al., 2001).

La aplicacion a plantas de tomate tratadas con H. longipes y el control positivo
promovié cambios estructurales, los cuales fueron el aumento de cértex y la reduccion
de medula en tejidos de tallo y raiz, por consecuencia un buen incremento de enzimas
relacionadas al mecanismo de defensa en plantas para controlar la infeccion de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Perez, 2011).

Por sus propiedades insecticidas fue una de las plantas empleada por los
Estados Unidos durante la segunda guerra mundial, ya que se observé que los
extractos de las raices tienen el mismo grado de accion paralitica y toxica que el piretro
contra moscas Yy otros insectos (Little, 1948).
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en dos experimentos uno establecido en el Centro
de Investigacion de Quimica Aplicada (CIQA) para evaluar el efecto en post-cosecha y
el segundo experimento se realizo en el invernadero del Departamento de Parasitologia
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

La variedad utilizada del Lisianthus es Mariachi morado, las plantas se
adquirieron en la empresa Plantulas de Tetela, en Morelos.

Para el presente trabajo, se emple6 el disefio estadistico de bloques al azar con
cinco tratamientos y un testigo absoluto. Las plantas se establecieron en macetas de 4”
de didmetro con un sustrato para conservar humedad y facilitar el manejo de las
plantas, ademas se utilizaron tutores de madera para las plantas, los hongos utilizados
fueron otorgados por el Dr. Flores Olivas del Departamento de Parasitologia. Cabe
mencionar que el hongo Fusarium oxysporum fsp. lycopersici (FOL) se utilizé como
referencia al género Fusarium ya que no pudo encontrarse la especie a fin del cultivo.

En el primer experimento se utilizaron 35 macetas con 3 plantas cada una, por lo
tanto se emplearon 105 plantas en las cuales a 9 macetas se les inoculé6 FOL+Afinina 'y
a 4 macetas se les inoculd Unicamente FOL, ambos inoculados al drench al igual que la
Afinina, para su evaluacion en post-cosecha se les inoculé el hongo Botrytis + Afinina a
27 plantas cosechadas, y a 12 plantas se les inoculé Unicamente Botrytis, el cual fue
inoculado por cortes de PDA de 1 cm de didmetro con el hongo joven y bien
desarrollado, después se refrigeraron en un cuarto frio del CIQA con una temperatura
entre 6-7 °C, las plantas fueron colocadas en cubetas de 20L con un volumen de agua
de 5L para mantenerlas hidratadas, al extraerlas del cuarto frio se colocaron a
temperatura ambiente por 4 dias y se evalu6 el avance de la infeccion.

En el caso del segundo experimento se utilizO una planta por maceta, y se
manejo un total de 130 plantas dentro de una malla en el interior del invernadero de
parasitologia para aislar el cultivo de problemas con experimentos vecinos, en este
caso ambos hongos se aplicaron con micropipeta al drench de la planta al igual que la
afinina, a diferencia del anterior las concentraciones fueron distintas.

La variable evaluada para la resistencia en plantas de Lisianthus en el
experimento fue sanidad, para lo cual se tomaron los parametros: Incidencia y
severidad de la enfermedad en base a niveles de dafio.
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Modelo Estadistico

El estudio se establecié en un disefio de bloques al azar en 5 Tratamientos y un
Testigo distribuidas en una malla sombra. La eficiencia de la afinina se realizd
Unicamente en los tratamientos con Botrytis por ser una especie que afecta
directamente al cultivo y se determind en porcentaje de avance de infeccion tomando
como 100% toda la hoja.

Los resultados de ambos experimentos se corrieron en el programa SAS
(Statistical Analysis System, 1998) con la prueba de Duncan ya que el numero de
repeticiones es distinto entre tratamientos.

Tratamientos a evaluar

Testigo absoluto

Lisianthus + FOL

Lisianthus + Botrytis
Lisianthus + Afinina
Lisianthus + Afinina + FOL
Lisianthus + Afinina + Botrytis

ook wnNE

Concentracién de tratamientos

En el cuadro 1 se muestra la concentracion de los tratamientos en el primer
experimento realizado en el CIQA.

Tratamiento Concentraciéon | Cantidad | Concentracién | Cantidad
de hongos aplicada de Afinina aplicada

Testigo absoluto - - - -

Lisianthus + FOL 1x10° 50 pl - -

Lisianthus + Botrytis | Hongo en PDA | 1cm de - -
diametro

Lisianthus + Afinina - - 78 000ppm 150 pl

Lisianthus + Afinina + 1x10° 50 pl 78 000ppm 150 pl

FOL

Lisianthus + Afinina + | Hongo en PDA | 1cmde 78 000ppm 150 pl

Botrytis diametro

Cuadro 1. Concentracion de tratamientos en el primer experimento.
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En el cuadro 2 se muestra la concentracion de los tratamientos en el
experimento 2 realizado en la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro.

Tratamiento Concentracion | Cantidad | Concentracion | Cantidad
de hongos aplicada de Afinina aplicada
Testigo absoluto - - - -
Lisianthus + FOL 1x10° 50 pl - -
Lisianthus + Botrytis 1.2x10° 50 pl - -
Lisianthus + Afinina - - 123 000ppm 150 pl
Lisianthus + Afinina + 1x10° 50 ul 123 000ppm 150 pl
FOL
Lisianthus + Afinina + 1.2x10° 50 pl 123 000ppm 150 pl

Botrytis

Cuadro 2. Concentracion de tratamientos del segundo experimento.

Parametros de medicion del comportamiento de los tratamientos

a) Incidencia de la enfermedad
b) Severidad de la enfermedad

c) Longitud de planta
d) Numero de flores
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Cronograma de actividades

feb-15 mar-15

Cuadro 3. Cronograma de actividades.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar la incidencia y severidad se tomo en cuenta la altura de planta y
el porcentaje de infeccion. Los experimentos presentaron algunas variantes
interesantes tanto controladoras como promotoras del desarrollo de los patdégenos
inoculados.

En el caso del objetivo particular sobre la aplicacion de afinina previa a la
infeccion de FOL no se llevo a cabo por no presentar sintomatologia de infeccion en
Lisianthus.

En la grafica 1 se observa el promedio de flores de cada tratamiento antes de la
cosecha siendo similares entre tratamientos.

Flores de Lisianthus

1 2 3 4 5 6

Tratamientos

# de flores
N w H (05

[EEN

Gréfica 1. Promedio del niumero de flores en plantas de Lisianthus por tratamiento. Se observa
gue es similar el nimero de flores aunque por cuestion de decimales el tratamiento 6 presenta
mayor numero de flores en promedio.

En la gréfica 2 se observa las hojas viejas y las hojas jovenes infectadas por
Botrytis cinerea.
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Hojas infectadas con Botrytis
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Gréfica 2. Promedio de hojas infectadas en el experimento 1 en post-cosecha. Se muestra
mayor infeccion en hojas viejas y hojas jovenes con Afinina + Botrytis por lo tanto en este caso
Afinina promueve el desarrollo en hojas viejas y jovenes.

En la grafica 3 se muestra el promedio de longitud de tallo y de raiz ya que es la
influencia que tiene el patégeno Fusarium dentro de las plantas.

Fusarium oxysporum
60

50
40
30
20
10

0

RAIZ ALTURA

B FOL+AFI mFOL

Grafica 3. Promedio de la longitud tanto de raiz como de plantas en centimetros. Se observa

una similitud en cuanto a su longitud de raiz y altura de planta por lo tanto no se observa
diferencias significativas.
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En la grafica 4 se muestra la incidencia de Botrytis cinerea en plantas enfermas
sin Afinina y con Afinina donde se compara el porcentaje de incidencia reducido por la
aplicacion exodgena de esta alcamida.

Incidencia

70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00%

0.00%
AFI+BOT BOT

Gréfica 4. Promedio de porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea. Se observa la diferencia
entre porcentajes de incidencia en cada tratamiento teniendo Botrytis cinerea una incidencia
mayor, por lo tanto se observa control por parte de Afinina.

En la gréfica 5 se muestra la severidad de Botrytis cinerea a partir del promedio
de las plantas con el porcentaje de dafio del patégeno.

Severidad

60.00
50.00 43760
40.00
30.00
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10.00

0.00
AFI+BOT BOT

Gréfica 5. Porcentaje de severidad con Botrytis cinerea. Se observa la severidad y la diferencia
entre tratamientos mostrdndose Botrytis cinerea con mayor severidad en Lisianthus.
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El andlisis de varianza y la prueba de Duncan se realizaron por el programa SAS
donde se muestran las comparaciones de resultados en cada experimento tomando en
cuenta distintos parametros en cada experimento por ser distinta etapa fenoldgica del

cultivo de Lisianthus.

A continuacion en el cuadro 4 se presenta el analisis de varianza en el
experimento 1 en el cual se evalu6é numero de flores.

Sumade Cuadradode

Fuente OF

cuadrados lamedia F-Yalor

Fr:=F

Modelo B

B2180722 32436144 085 05206

Error B0

2296001096 2.B2EBEEE

Total carrecto EG 2453131313

Cuadro 4. Andlisis de varianza del numero de flores por planta de Lisianthus en el experimento

1.

En el cuadro 5 se muestra la prueba de medias por el método de Duncan donde
se observa un comportamiento estadisticamente similar entre cada uno de los

tratamientos.

Owncan Agrupamiento Media Mo trat
& BEg: 17 BAOTAFI
& B33z B FOL
& B3I 3 TA
&8 B4 14 AFIN
&  Boog 3 BOTR
& 4E09 23 FOLAFI

Cuadro 5. Prueba de medias por el método de Duncan, se observa que no existe diferencias
estadisticamente significativas por lo tanto los tratamientos se comportaron iguales en el

namero de flores y no se ve afectado por la presencia los patégenos y la afinina.
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A continuacion en el cuadro 6 se presenta el analisis de varianza de la incidencia
de los patdgenos FOL y Botrytis cinerea en hojas jovenes del Lisianthus en el
experimento 1.

Sumade Cuadrado de

Fuente OF cuadrados  lamedia F-Yalor Pr:F
Madelo R 2009.2116Y6 401842335 709 <0000
Error B0 340277E9E1  5BE.7129449

Tatalcorrecto BB 5411933636

Cuadro 6. Andlisis de varianza de las hojas jévenes donde se evalud la incidencia los
patdgenos FOL y Botrytis.

En el cuadro 7 se presenta la prueba de medias por el método de Duncan donde
se observa que un tratamiento se comporta estadisticamente diferente al resto de los
tratamientos.

Ouncan Agrupamiento Mledia Mo trat

A 127 7 BOTAFI

3317 3 BOTR

0000 14 AFIN

ooon 2% FOaLaF!

E
E
E nooo B FOL
E
E

noon 3 TA

Cuadro 7. Prueba de medias por el método de Duncan, donde se observa que un tratamiento
muestra diferencia significativa en comparacion de los otros tratamientos por lo tanto Botrytis
cinerea + Afinina tienen una mayor incidencia en Lisianthus.
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A continuacion en el cuadro 8 se muestra el analisis de varianza sobre
incidencia en hojas viejas de Lisianthus en el experimento 1.

Sumade Cuadradode

Fuente OF cuadrados lamedia F-Valor Pr:F
MMaodela h  4278ER9R4 ERETI 226 <000
Error B0 EB218.43137 103.E54052

Takal correcto ES 10437.0909

Cuadro 8. Anadlisis de varianza de las hojas jovenes donde se evalud la incidencia los
patégenos FOL y Botrytis en el experimento 1.

En el cuadro 9 se muestra la prueba de medias por el método de Duncan donde
se observa que hay 2 tratamientos estadisticamente iguales pero diferente al resto de
los tratamientos.

Ounc:an Agrupamients Media Mo trat

A 121e 17 BOTAFI

1233% 3 BOTR

0.o0a 14 AFIM

noog & FOL

oo 23 FALAF]

Mm|m|m|m|

aooo 3 TA

Cuadro 9. Prueba de medias por el método de Duncan, donde se observa que el tratamiento de
Botrytis cinerea y Botrytis + Afinina son estadisticamente iguales pero diferentes al resto de los
tratamientos por lo tanto Botrytis cinerea tiene gran incidencia en hojas jovenes en plantas de
Lisianthus.
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A continuacion en el cuadro 10 se muestra el analisis de varianza sobre
incidencia en Lisianthus en el experimento 2.

Sumade Cuadradode

Fuente OF cuadrados lamedia F-Yalor Pr:F
fodelo B 297306169 053531234 2028 <000
Error 124 3E4345209 0029352592

Total correcta 129 BE2254377

2
Cuadro 10. Analisis de Varianza del programa estadistico SAS de la variable incidencia en el
experimento 2.

En el cuadro 11 se muestra la prueba de medias por el método de Duncan
donde se observa que hay 1 tratamiento (Botrytis cinerea) estadisticamente diferente al
resto de los tratamientos.

Ouncan Agrupamiento Media Mo trat

A 0359535 25 BOTH

DanzE: 26 BOTAFI

0O0o0a 20 AFIM

0o0ooa 25 FUS

m|m|m|m

000000 25 FUSAFI

E 000000 10 TA

Cuadro 11. Prueba de medias por el método de Duncan donde se observa que en el
tratamiento de Botrytis cinerea existe diferencia significativa ya que en el tratamiento de Botrytis
con afinina no presenta diferencias con el resto de los tratamientos por lo tanto Botrytis cinerea
presenta mayor incidencia que el resto de los tratamientos.

A continuacion en el cuadro 12 se muestra el analisis de varianza sobre la altura
en Lisianthus en el experimento 2.
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Sumade Cuadradode

Fuente OF cuadrados lamedia F-“alor Pr:F
MModela R 329136RE7YY EBRE2TI15 1543 <000
Errar 124  B291382600 42672440

Total correcta 123 8532 748077
Cuadro 12. Analisis de varianza de la variable altura de planta en el experimento 2.

En el cuadro 13 se muestra la prueba de medias por el método de Duncan
donde se observa que hay 1 tratamiento (Testigo absoluto) estadisticamente diferente
al resto de los tratamientos y una similitud estadistica entre el tratamiento de Botrytis y
FOL.

Owncan Agrupamiento Media Mo trat

A BRM0 26 BOTAFI

4460 25 FUSAF

Bao40 25 FUS

E
E

46375 20 AFIM

o
A
C 43320 25 BOTH
C
O

JETEO O TA

Cuadro 13. Prueba de medias por el método de Duncan, donde se observa que FOL y Botrytis
cinerea se comporta estadisticamente igual, pero Botrytis se comporta similar a la Afinina y
FOL se comporta sin diferencias significativas con Botrytis cinerea+ afinina y FOL+ afinina.

En estos ensayos bajo las condiciones de los experimentos podemos comentar
gue el tratamiento con afinina no causa ningun efecto en el desarrollo de plantas de

lisianthus, es decir, no redujo y tampoco promovié crecimiento.

Podemos discutir que los resultados obtenidos y llevados a cabo en plantas de
lisianthus en etapas jovenes de crecimiento presentaron mejores datos, ya que el
namero de repeticiones por cada tratamiento permitio obtener diferencias significativas

en la infeccion por Botrytis cinerea en plantas tratadas con afinina. Esto se debe a que
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las plantas en etapas tempranas responden eficientemente a la molécula de afinina al
activar una posible resistencia a la infeccion por el hongo Botrytis cinerea. Sin
embargo, en tallos florales evaluadas en postcosecha y en diferentes condiciones de
temperatura resultaron variables, esto porque las plantas que se trataron con afinina
presentaron sintomas de infeccidbn siendo muy avanzado. Esto puede explicarse
porque las plantas posteriores a la cosecha del tallo floral responden muy diferente al
ser adultas y la falta de nutrientes podria afectar la resistencia a hongos en
postcosecha.

Para los ensayos de patogenicidad en plantas de lisianthus con Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici no se observo ningun indicio de la enfermedad, tal vez
lisianthus no es hospedero para la cepa de FOL utilizada como referencia. Por otro
lado, una posible explicacion de ello seria la secrecion de exudados de lisianthus con
alta actividad antimicrobiana y que pudiera estar afectando la colonizacion de
rizobacterias promotoras de crecimiento (Bacillus subtilis) y en nuestro trabajo, la
infeccion por la cepa de FOL. Aunque esto podria contemplarse para otro trabajo de

investigacion si realmente ocurre esto en las raices de lisianthus con sus exudados.

En el caso de la severidad evaluada (Grafica 5) se observan las diferencias ya
gue se presentaron mayor numero de plantas con presencia del patdégeno sin embargo

poco numero de plantas en comparacion del tratamiento de Botrytis cinerea sin afinina.
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CONCLUSIONES

e Los tratamiento empleados en los experimentos tuvieron algunas respuestas
interesantes como es en el caso de que la afinina provocd una sinergia en la
incidencia de Botrytis cinerea en el area foliar en post-cosecha.

e Lisianthus no es hospedero de FOL, ya que en el desarrollo de flores que es
cuando se aplicaron los tratamientos, la planta libera compuestos fendlicos e
inhibe el desarrollo de patdgenos radiculares (Torres, 2011).

e En el desarrollo del cultivo sélo se observé que Botrytis cinerea presento
sintomatologia una gran incidencia en comparacion con Botrytis + Afinina
durante la evaluacion en post cosecha, pero en el caso de FOL no se observo
diferencias significativas en comparacion a otros tratamientos.

e Recordando que el patégeno FOL se utilizé6 como referencia al género Fusarium
se recomienda evaluar la especie Fusarium avenaceum quien es el patdégeno
especifico de este cultivo previamente reportado en la literatura y observar la
influencia de afinina en la posible resistencia.

e Las perspectivas de este trabajo son caracterizar a fondo la induccion de
resistencia.

Al observar el comportamiento y resultados del experimento se rechaza la hipotesis
de que la aplicacidbn exdgena de la molécula de afinina en plantas de lisianthus
(Eustoma grandiflorum) promueve la induccién de resistencia al patdgeno fungico
(Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici), sin embargo para el caso del patbgeno Botrytis
cinerea se acepta ya que en el desarrollo del cultivo hubo reduccién en la incidencia del
patogeno.
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