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RESUMEN

El céncer bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subespecie
michiganensis es una de las més importantes enfermedades del tomate Solanum
lycopersicum causadas por patdgenos. Los compuestos fendlicos son parte del
metabolismo secundario como un modo de defensa que la planta utiliza contra el
ataque de patdgenos, los acidos fendlicos son uno de estos compuestos, en este
caso fueron utilizados como detonantes de la defensa natural de las plantas. El
objetivo del presente trabajo consisti6 en determinar si la aplicacion de acidos
fendlicos incrementa la capacidad de tolerar estrés biético en las plantas de tomate
inoculadas con Clavibacter michiganensis subsp michiganensis. Se evaluaron las
plantas en cuanto al analisis de severidad de la enfermedad de acuerdo a la escala
de (Baysal et al., 2003), se tomaron impresiones estomaticas de las hojas, para el
analisis histoldgico se utilizé la técnica de la parafina y se evalué: Numero de vasos
de xilema en tallo, raiz y hoja; Area de vasos de xilema en tallo y raiz; Grosor de
epidermis dl tallo y hoja; Cértex de la raiz y Parénquima de la hoja. El disefio
experimental fue bloques completos al azar teniendo cuatro tratamientos. En los
resultados se observo una disminucion de la severidad en el tratamiento infectado
con Clavibacter michiganensis subsp michiganensis y aplicaciones de acidos
fendlicos siendo menor al tratamiento con la enfermedad. Se registré6 un aumento en
el indice estomatico ademas de aumentar el area de vasos de xilema y grosor de
cortex aumentando la capacidad de fotosintesis y transpiracion de la planta
mejorando su resistencia al ataque del patdgeno. Se encontr6 que mediante la
aplicacion de acidos fendlicos hay modificacion en estructuras de la raiz utilizados

como medio de defensa a la entrada de patdégenos a su sistema.



INTRODUCCION

La agricultura moderna ha generado la degradacion de los recursos naturales, por lo
gue hoy en dia es necesario dar respuesta de manera enfocada a la sustentabilidad.
Una posibilidad para el logro de esta, es la agricultura organica en la que los insumos
agroquimicos toéxicos son sustituidos por insumos variables como bioestimulantes
gue aportan mayores beneficios (Altieri, 1995) para el desarrollo vegetal y
contribuyen a la importancia de los mecanismos de defensa la cual radica en la
resistencia que estos tienen como medio de defensa ante el ataque de patdgenos.
En especies de tipo susceptible, al no presentarse esta respuesta el patdgeno se
introduce al hospedante gobernandolo de manera satisfactoria (Cruz et al., 2006).
Los mecanismos de defensa pasivos son aquellos que ya se encuentran en la planta,
es decir es una defensa preexistente por lo cual la determinan propiedades formadas
antes de que el patdgeno realice su infeccion asi la planta puede resistir ante un
ataque de este, en el grupo se encuentran las barreras estructurales o fisicas
(Cornide et al., 1985).

En cuanto a los patdégenos que provocan la muerte celular de su hospedante
mediante la liberacion de toxinas que degradan los tejidos y favorecen la penetracion
y colonizacioén de la planta adquiriendo asi su alimento a través del tejido muerto son

llamados patégenos necrotroéficos (Collinge et al., 2001).

Algunos metabolitos secundarios participan en la activacion de la defensa natural
preexistente en las plantas siendo de suma importancia en la restriccion de
patégenos. El gran nimero de metabolitos secundarios y su concentracion existente
en la variedad de plantas trabajan como agentes antimicrobianos, es decir, se
enfocan a limitar la propagaciéon y desarrollo de patdogenos en los tejidos vegetales,
pues ejercen una presion selectiva en patdgenos potenciales; en el proceso se
desarrollan por mutacién mecanismos de resistencia perpetuando el ciclo patégeno y
hospedador (Vivanco et al., 2005). En relacion a los metabolitos secundarios, las
plantas desprenden gran cantidad de sustancias que contienen un grupo fenol, las

cuales llevan por nombre compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides, todas



ellas derivadas del fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo, estos van desde
moléculas muy basicas como acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los

polimeros y ligninas (Avalos y Pérez, 2009).

En base a esto, es importante aplicar recursos bioldgicos para la agricultura organica
y potencializar los mecanismos defensivos vegetales de manera amigable con el
medio ambiente, para lo cual en el presente trabajo se realizé la evaluacién de los
acidos fendlicos como medios de detonacion de la defensa natural de las plantas de
tomate ante el ataque patogénico de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis.

Objetivo General

Determinar si la aplicacion de acidos fendlicos incrementa la capacidad de tolerar
estrés biotico en las plantas de tomate inoculadas con Clavibacter michiganensis
subsp michiganensis

Objetivos Especificos

1. Evaluar la incidencia y severidad de Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis en plantas de tomate.

2. Evaluar los cambios histolégicos en las estructuras de hoja, raiz y tallo de las
plantas de tomate.

3. Evaluar la densidad estomatica y células tabloides en haz y envés de las hojas

de plantas de tomate.
Hipotesis
Debido a la capacidad de defensa de las plantas ante el ataque de patégenos, las

estructuras se veran modificadas y habr4d una respuesta favorable por la

aplicacion de acidos fendlicos en las plantas tomate.



ANTECEDENTES

Generalidades del cultivo

Origen e historia

El tomate tiene su origen en América del Sur, en la region andina, especialmente de
Peru, Ecuador, Bolivia y Chile. No obstante su domesticacién se llevo a cabo en
México. Su nombre proviene del nahuatl xictli, ombligo y tomatl, tomate, cuyo
significado es tomate de ombligo (SAGARPA, 2010).

La multiplicidad de tomates conocida en México en el siglo XVI ya era popular en la
gastronomia Espafiola e Italiana, mientras que en otros paises su utilidad
farmacéutica era lo primordial hasta inicios del siglo XIX. Su expansion se logro con
los esparfioles y portugueses hacia Medio Oriente, Africa, Asia, Estados Unidos y
Canadé (FAO, 2002).

Clasificacion taxonémica

Segun (Foolad, 2007):

Reino Plantae
Subreino Traqueobinta
Superdivision Spermatophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Suborden Solanineae
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie lycopersicum



Importancia econdémica

La produccion de tomate a nivel mundial es aproximadamente de 170, 750,767 ton
por afio cultivadas en 5, 023,810 has (FAOSTAT, 2014). Los principales paises
productores de tomate son China que aporta el 36% de la produccién anual total,
enseguida se encuentra posicionado Estados Unidos con el 14%; Turquia, 12%;
India, 11%, mientras que México ocupa el doceavo lugar con el 3% de produccion
(FAO, 2008).La produccion anual nacional de tomate es de hasta 2.6 millones de
toneladas de las cuales un porcentaje es destinado a su exportacion a lo que México
ocupa el primer lugar de tomate a nivel mundial siendo Estados Unidos y Canada su
principal mercado (SIAP, 2015).

El aumento de superficie cultivada bajo el concepto de agricultura protegida es del
50% esto justifica la alza de rendimientos para los principales estados productores en
México son Sinaloa, que representa el 22% del total nacional, le sigue Baja California
y San Luis Potosi con un 8.6% y Michoacan con un 7% (SIAP, 2015).

Descripcion botanica
Raiz

Se encuentra constituida por una raiz principal pequefia, numerosas raices
secundarias ademas de raices adventicias. Al hacer un corte transversal de la raiz
principal se localiza la epidermis, lugar donde estan situados los pelos absorbentes
capaces de tomar agua y nutrimentos necesarios para el desarrollo de la planta,
también se encuentra el cortex y cilindro central, donde se sitlan los vasos de xilema
(Ruiz, 2002).

Tallo

Es el eje principal del cual surgen las hojas y flores, tiene un diametro de 2 a4 cmy
puede ser de crecimiento determinado o indeterminado, en las axilas de las hojas se
encuentran los tallos secundarios y su eliminacién tiene importancia para una

adecuada formacién de la planta (Berenguer, 2003); es de tipo herbaceo, por lo que

4



no le es posible mantenerse erguido, motivo por el cual son utilizados tutores
(Jaramillo y Arias, 1997),

Hojas

Son compuestas e imparipinnadas, con foliolos peciolados, lobulados y con borde
dentado, situadas de forma alterna en el tallo. Cuentan con una epidermis superior e
inferior y tejido parenquimatoso en el cual la zona empalizada contiene abundantes
cloroplastos, en la epidermis inferior es donde se encuentra el mayor nimero de

estomas (Comisién Veracruzana, 2010).

Flores

De reducido tamafo, pedunculadas, color amarillo y forman corimbos axilares.
Compuestas por un pedunculo corto, caliz gamosépalo y corola gamopétala. El
androceo con cinco o0 mas estambres ligados a la corola con las anteras formando
asi un tubo, el gineceo presenta de dos a treinta carpelos los cuales daran lugar a los

[6culos del fruto (Rodriguez et al., 2001).

Fruto

‘Es una baya con forma y tamafo variable, esta dividido en cinco partes, pared
externa e interna, tejido locular, pulpa gelatinosa, piel y semillas. El color del fruto
depende de la presencia de pigmentos carotenoides, es un aspecto fundamental en
la calidad” (Jaramillo y Arias, 1997) y va de amarillo, rosado a rojo siendo este ultimo

el habitual en su madurez (Rodriguez et al., 2001).

Semilla

Varia en sus tonalidades de color ya que van desde grisaceo hasta color paja de
forma oval aplastada; de tamafio entre 3-5 mm de diametro y 2.5 mm de longitud,
recubierta de vellosidades (Rodriguez et al., 2001). Esta constituida por el embrion,

el endospermo y la testa o cubierta seminal (Jaramillo et al., 2007).



Caracterizacién anatdomica e histolégica

Estomas

El haz y envés de la hoja tienen una cobertura de células epidérmicas en la que se
encuentran aperturas microscopicas (estomas) que permiten que se lleve a cabo el
intercambio gaseoso y transpiracion de la planta (Ray, 1985), suelen ser mas
habituales en la superficie abaxial (envés) de las hojas (Sanchez y Aguirreolea,
1996) aunque también se pueden encontrar en las partes florales, hojas, tallos,
rizomas, etc. (Willmer, 1983).

La anatomia estomatica esta conformada por un par de células que rodea los
orificios (ostiolos) llamadas células oclusivas las cuales permiten la conexion de los
espacios internos de la hoja con el aire exterior mediante expansion y contraccion
(Santa Olalla y de Juan, 1993) esto, debido al desplazamiento del agua, que sigue al
movimiento de iones de potasio hacia afuera o hacia adentro, procedente de las

células epidérmicas anexas (Bidwell, 2002).

Epidermis

Segun (Mateo, 1995) la epidermis es un tejido de proteccidon que constituye la parte
mas externa de la hoja, existiendo tanto en el haz como el envés, donde abundan los
estomas. Estd cubierta por una capa llamada cuticula que es practicamente
impermeable al agua y a los gases. En algunas hojas, la epidermis esta cubierta por

pelos o tricomas que protegen a las plantas.

Hay epidermis que no poseen cuticula, como se observa en las zonas de absorcion
de las raices. En otros casos son muy finas como en el tallo de las solanaceas, de

grosor intermedio o gruesas y muy gruesas (Molist et al., 2014).

Parénquima

Es un tejido poco especializado implicado en una gran variedad de funciones como la
fotosintesis, el almacenamiento, la elaboracion de sustancias organicas y la

regeneracion de tejidos (Molist et al., 2014).



Por lo general en las dicotiledoneas se presentan dos tipos de parénquima, el
empalizada con grosor de una o dos células estructuradas de forma compacta y el
esponjoso con superiores dimensiones aéreas (Bidwell, 2002). Segun (Fahn, 1974)
el parénquima de empalizada tipico esta formado por células alargadas, dispuestas
transversalmente a la superficie de la hoja en una o mas capas, tienen apariencia
tubular o redondeadas y separadas o solo ligeramente unidas con otras y se

encuentran inmediatamente debajo de la epidermis.

Coértex

El sistema fundamental forma una zona bien diferenciada, estd situada entre la
epidermis y el cilindro vascular o central, en el tallo la parte periférica presenta
colénquima (Dicotiledonea) o esclerénquima (Monocotiledonea) o fibras formando
anillos, ademas presenta un parénquima a menudo clorofilico; los espacios
intercelulares son prominentes, menores al cortex de la raiz; es inusual hallar
esclerénquima como tejido de sostén primario en la region externa del cortex del tallo
(Gonzélez et al., 2007).

Xilema

El transporte de agua y nutrientes en amplios trayectos esta a cargo de los vasos
xilematicos. Para la constitucion de vasos de xilema es necesaria la anexion de
células conductoras solitarias, formando asi hileras, de esta manera y subsiguiente a
la formacion de la pared celular secundaria, se pierde el nlcleo y contenido celular

de los elementos traqueales (Nijsse, 2004).

El xilema conduce grandes cantidades de agua y algunos compuestos inorganicos y
organicos desde la raiz hacia las hojas; desde el punto de vista fisioldgico ademas de
la conduccion, este tipo de tejidos funcionan como soporte, permitiendo asi el

crecimiento aéreo de la planta (Megias et al., 2014).

Contreras. et al., 2001 observdé cambios a nivel celular en la epidermis, mesofilo y
tejido vascular en secciones transversales de hojas de caraota negra (Phaseolus

vulgaris L.) inoculadas con Xhantomonas axonopodis pv. Phaseoli (Xapvph) en



variedades resistes, moderadamente resistentes y susceptibles, comprobando que
en estadios tardios la bacteria llega al tejido vascular; provocando cambios

estructurales.

Lebeda et al., 2014 en un estudio sobre los mecanismos de resistencia a Oidium
neolycopersici encontrd que el principal mecanismo de resistencia en algunos casos
como respuesta al ataque de un patdgeno fue la Respuesta Hipersensible por
consiguiente el desarrollo limitado de este, aunado a esto existe una amplia variacion
en la respuesta de resistencia a nivel histolégico y citolégico.

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis

Clasificacion taxondmica de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis

Jansen (2004) la describe de la siguiente manera:

Reino Bacteria

Clase Actinobacteriales
Subclase Actinobacteridae
Orden Actinomycetales
Género Clavibacter
Especie michiganensis
Subespecie michiganensis

Caracteristicas  morfolégicas de Clavibacter michiganensis  subsp

michiganensis

Es una bacteria perteneciente a los Actinomicetes, no forma esporas, mide de

0.6x0.7 a 1.2 micras, tiene forma bacilar, sin flagelos aerébica y a diferencia de otras



bacterias que atacan al tomate es la Unica que se encuentra dentro de las Gram-
positivas, lo que la hace una bacteria Unica en este cultivo (Lewis & Miller, 2005), las
colonias en agar son de color amarillo caracteristico y alcanzan un didmetro de 2 a 3
mm en 5 dias (Jones et al., 1993) se desarrolla a una temperatura de 28°C
(OEPP/EPPO, 2005).

Importancia econémica

Chang et al. (1992) afirmaron que el cancer bacteriano se encuentra en todas las
zonas productoras de tomate del mundo y aunque es considerada una enfermedad
poco frecuente es severa y de gran importancia econémica, la cual radica en que el
ataque puede presentarse en cualquier etapa fenoldgica del cultivo y dafar un
invernadero completo en solo unas semanas (EPPO, 2010) siendo mucho mas
probable la infeccion por las condiciones climaticas optimas que hay para la
reproduccion de esta bacteria (Ramirez y Sainz, 2006) asociando esto a la perdida
directa de la planta o con frutos de menor tamafio (Dhanvantari, 1989) ocasionando
pérdidas de hasta un 70% y disminucion del 20 al 30% en el rendimiento (Rat et al.,
1991).

Estrategias de infeccion

(Ramirez y Sainz, 2006) comentan que el principal agente de infeccion son las
semillas contaminadas para después diseminarse mediante labores culturales al no
haber sanidad en los procesos, siendo los residuos de cosecha un factor importante
en la sobrevivencia de esta bacteria permaneciendo hasta por periodo de dos afios

en el suelo.

La entrada a la planta se da por espacios intercelulares para después segregar
enzimas ocasionando la degradacion de paredes celulares e invadiendo asi los
organos de la planta (Cortez, 2008), Clavibacter michiganensis subsp michiganensis
se introduce en el tallo o raiz, entrando asi al xilema dafiandolo y afectando los
procesos de entrada de agua y nutrientes resultando en la sintesis de polisacaridos
extracelulares y destruccion de los mismos por la presencia de enzimas que los

degradan como celulosa, pectin metil esterasa y xilanasa (Garcia et al., 2000).



Sintomas

Segun (Garcia et al., 2000) los sintomas se observan en la base de las hojas donde
se aprecia un color amarillo que conforme pasa el tiempo se torna café, mostrando
guemaduras en el borde de la hoja, enrollandola hacia el envés permaneciendo
unidas a la planta.

Los dafios a nivel de tallo pueden observarse al hacer un corte, notando una
tonalidad café en el sistema vascular, siendo sintomas superficiales y sistémicos

pueden observarse manchas en tallos y peciolos ademas de las hojas (Tlapa, 2008).
Manejo de la enfermedad

El especial cuidado en cuanto a las labores culturales interviene en la prevencion de
la infeccion de las plantas, siendo un principal factor la adquisicion o desinfeccion de

la semilla y material de trabajo (Ramirez y Sainz, 2006).

Tlapa 2008 menciona el especial énfasis en cuanto al sellado de heridas provocadas
por practicas culturales con productos de ingrediente activo cobre; el ingrediente
activo que ha mostrado efecto contra bacterias Gram positivas es el Clorhidrato de

Oxitetraciclina.

Mecanismos de defensa de las plantas

Como respuesta a ataques patogénicos, la planta tiene dos tipos de mecanismos:
constitutiva o preexistente y el inducible, los dos aplican conforme la especie, pues
son resultado de la memoria genética y la capacidad de la planta de sintetizar

sustancias antipatogénicas (Garcia, 2003).
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Aminoacidos no

proteicos
Fenoles
Flavonoides
Defensa Glicosidos
constitutiva
activa Cianogenicos
Glucosinolatos
Defensa
Planta constitutiva _
pasiva Isoflavonoides
Terpenos
Ceras
Cutinas
Elicitor Suberinas
Tricomas

Figura 1. Compuestos constituyentes del mecanismo de defensa constitutiva
activa y pasiva en plantas.

Defensa pasiva

Segun (Heil 2000, 2004) la respuesta esté ligada a las condiciones preexistentes de
la planta como caracteristicas estructurales, ya sean cutinas, suberinas, ceras y
tricomas las cuales se encuentran presentes aunque no se muestre el ataque de un
patégeno. En el caso de la lignina no es considerada un mecanismo de defensa
pasivo ya que puede variar ante un atague patogénico o condiciones ambientales
diversas. En cuanto a los obstaculos, constituyen caracteristicas estructurales como
presencia de apéndices epidérmicos; espesor, dureza y composicién quimica de los
tejidos epidérmicos; cantidad y calidad de la cera que recubre las células
epidérmicas; tamafio y frecuencia de estomas y lenticelas; lignificacion vy

suberificacion por dafios mecanicos o heridas (Ferreira et al., 2007).
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Respuesta asociada a la pared celular

Como respuesta ante el ataque del patdégeno la planta impide su acceso de forma
fisica mediante barreras estructurales (Heil, 2000). Segun Orde (2002) el
reforzamiento de la membrana y pared celular ayuda a que el patégeno no pueda
acceder al contenido citoplasmatico y degradar membranas.

El grosor de la cuticula y pared celular son de gran importancia como factor de
resistencia fitopatogénica ya que la induccién se realiza a través de ellas y puede
imposibilitar la entrada del patégeno al hospedante (Herrera et al., 1897).

Acidos fendlicos en la autodefensa

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios antimicrobianos encontrados
en las plantas, que en algunos casos son directamente toxicos (Ramesh et al., 2001)
y brindan resistencia a la planta estando presentes en gran variedad de tejidos
vegetales, de manera que este evento molecular es considerado de gran importancia
como parte del proceso defensivo ante el ataque por patdogenos (Walters et al.,
2005).
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METODOLOGIA

Descripcion del sitio experimental

La primera etapa del experimento se realizé en un invernadero ubicado en el
departamento de Horticultura ubicado en la Universidad Autdbnoma Agraria “Antonio
Narro”, Buenavista, Saltillo Coahuila, con coordenadas 25° 21' 27.17" latitud norte y
101° 02' 00.16" longitud Oeste a una altitud de 1763 msnm.

El invernadero es de baja tecnologia con una cubierta de polietileno con 70% de
irradiacion natural y con una orientacion sur-norte, ademas cuenta con dos cortinas
como sistema de enfriamiento. En cuanto al suelo, este cuenta con una cubierta
plastica color blanco utilizada como aislamiento de las macetas para con el suelo. El

rango de temperatura es de 20 a 30°C y de 50 a 60% de humedad relativa.

El proceso de andlisis histolégico se llevo a cabo en el laboratorio de Citogenética del

departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Auténoma “Antonio Narro”.

Siembray desarrollo del cultivo

La siembra del tomate (Solanum lycopersicum L.) se realiz6 en dos charolas de
poliestireno de 200 cavidades las cuales fueron previamente desinfectadas con una
solucion clorada a una concentraciéon de 2.5 ml L™ de agua con el objetivo de
eliminar agentes que pudieran contaminar o afectar la germinacion. El sustrato fue
una mezcla de perlita y Peat moss con relacion 1:1, las semillas que se emplearon
fueron de la variedad “Rio fuego” de crecimiento determinado las cuales fueron

depositadas dos semillas por cavidad y se realizaron dos riegos por dia.

Para el trasplante se utilizaron bolsas de polietileno color negro con capacidad de 10
L, se llenaron con sustrato Peat moss-perlita en relacion 1:1. La nutricion aplicada al
cultivo se bas6 en un solucién Steiner (Steiner, 1961) aplicada mediante riego
localizado. El manejo del cultivo fue mediante las labores culturales tradicionales a

excepcion de aplicacion de bactericidas.
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Aislamiento de Clavibacter

La sepa bacteriana Clavibacter michiganensis subsp michiganensis se obtuvo de
viales con previa identificacion, se cultivd la sepa en un medio de cultivo NBY, se
incubo a 28 °C durante 15 dias.

Inoculacion de las plantas

La inoculacién con Cmm se realizé 21 dias después del trasplante, se hicieron cortes
en hojas y posteriormente fueron sumergidas en 30 ml de una suspension bacteriana
ajustada a (1x10°) cel/ml, el sobrante se asperjo al follaje. Las pantas testigos fueron
tratadas con agua destilada.

Aplicacién del producto

Como fuente de los &acidos fendlicos se us6 el producto Defense GR® de
COSMOCEL, cuya funcién es la detonacion de la defensa natural de plantas. Su
presentacion es en forma grano soluble, y esta constituido por Nitrégeno 0.7%,

Fosforo 31.0%, Potasio 52.0%, Extractos organicos 4.0% y Acidos fenolicos a 10,000
ppm.

Se realizaron 10 aplicaciones de este producto de manera foliar con una dosis de
1kg ha® cada una, la primera aplicacién se realiz6 a los 7 dias después del
trasplante (ddt) y las demas se realizaron cada 7 dias respectivamente hasta concluir

la Ultima a los 70 dias después del trasplante y totalizando en 10 aplicaciones.

Analisis estomatico
Impresion de estomas
Se tomaron muestras de haz y envés de doce plantas por tratamiento, se seleccioné

una hoja madura totalmente expandida en la seccion aérea de la planta tomando
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todas las muestras a una misma altura, se coloc6 con un pincel una capa delgada de
Cemento transparente para PVC (Cicloexanona-400 CC, Resina de PVC, banco-60
gramos y cloruro de metilenio o estearato de zinc-4 gramos) en la parte media de del
haz y envés de la hoja, se dejé secar por 10 segundos y posteriormente se colocé un
trozo de cinta adhesiva transparente encima, se retir0 la impresion epidérmica de la

hoja con el trozo de cinta adhesiva transparente y se monté en un portaobjetos.
Medicién y evaluacion de estomas

En cada impresién se observaron al azar tres campos por muestra en el microscopio

a 100x, se conto el numero de estomas y de células epidérmicas por cada campo.

Para obtener el area del campo visualizado se aplica lo siguiente:

didmetro del ocular (18)

lametro del campo visua aumento del micrOSCOpiO (100X)

Diametro del campo visual=0.18

Radio= 0.09

r’=0.0081

Area del campo = 11 x r?

Area del campo = 3.1416 x 0.0081= 0.0254 mm?

Posteriormente se aplico la siguiente formula para obtener el nimero de estomas X

mm2;

1 mm? X Numero de estomas
Area del campo (0.0254mm?)

Densidad estomatica =

El indice estoméatico representa el cociente entre el nimero de estomas y la cantidad
de células epidérmicas. Para el calculo del indice estoméatico se aplicé la siguiente

formula:

IE = N° de estomas X 100
~ Células epidérmicas + N° de estomas
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Para el andlisis de largo y ancho de estomas se utiliz6 un microscopio Optico con
camara integrada (Carl Zeiss), tomando fotografias al azar en tres campos por cada
muestra en un aumento de 40x. En estas se realiz6 la medicién de largo y ancho de
2 estomas por cada campo tomado en el programa Pixera Wiewfinder Pro.

Andlisis histolégico

El material bioldgico utilizado consistié en la colecta de muestras de tres plantas por
tratamiento, una por bloque, se tomaron segmentos de tallo y raiz de 10 mm de
longitud tomados a 3 y 5 cm de distancia respectivamente desde la base del tallo y
raiz principal hacia el corte y trozos de hoja de 1 cm cuadrado tomado del centro de
la 4 hoja de la parte superior de la planta, los tejidos fueron procesados por la

técnica histolégica de la parafina como se describe a continuacion.
Fijacion

Las muestras se tomaron después de las 10 aplicaciones del producto, a los 90 ddt.
Para conservar los tejidos con un minimo de alteraciones fueron colocadas en un
frasco de vidrio de 15 ml con fijador FAA (Formaldehido (36-40 %) 5 cc, Alcohol
etilico al (70 %) 90 cc y éacido acético glacial 5 cc) a temperatura ambiente durante
tres meses aproximadamente. Este proceso tiene la finalidad de fijar los tejidos
frenando el proceso de vida sin que se distorsionen dichos tejidos, asi mismo facilitar
su manejo haciéndolos mas firmes. Este fijador es considerado por la Microtecnia

como el conservador estandar; por tanto es el fijador mas utilizado.
Deshidratacion

La deshidratacion tiene como finalidad eliminar el agua de los tejidos que fueron
fijados y endurecidos con anterioridad, los cortes se pasaron por distintos agentes
deshidratantes, estos, de menor a mayor concentraciéon, esto se realizé en intervalos
de una hora en una serie de soluciones de alcohol etilico al 50%, 60%, 70%, 85%,

95% mas eosina; prosiguiendo con alcohol etilico absoluto y alcohol etilico absoluto
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mas xilol a diferentes concentraciones (3:1, 1:1, 1:3), de esta manera el material
estuvo listo para el siguiente proceso, es decir la infiltracidén e inclusién (Hernandez,
1990).

Infiltracion e inclusién en parafina

Se colocaron los tejidos en frascos con xilol puro, agregando parafina, se cerraron y
posteriormente fueron trasladados a la estufa a una temperatura de 35°C durante 24
horas, después se elevo la temperatura a 45°C y se pasaron los tejidos a parafina
pura incubandolos por 24 horas mas para posteriormente aumentar a 50°C la
temperatura durante 24 horas, se hizo elimino el xilol y parafina de los frascos para
después agregar parafina pura subiendo la temperatura ahora a 60°C para continuar
24 horas después el cambio de parafina pura nuevamente y dejando los frascos en
incubacion durante 24 horas. Se elaboraron cajas de aluminio cortando rectangulos
de 8.2 x 9.4 cm y sellando con cinta adhesiva, se agrego parafina en forma liquida y
se coloco el tejido vegetal en forma vertical al centro del molde con la ayuda de una
aguja de diseccion, dejando solidificar las paredes del molde para que
posteriormente con la ayuda de un mechero de alcohol y un soplador aplicar calor
eliminando asi burbujas que pudiera formarse, se dejaron solidificar completamente y
se retird el aluminio de los moldes obteniendo como resultado la inclusién en parafina

del tejido vegeta (Hernandez, 1990).
Cortes en micrétomo

Se continuo con el montaje de la muestra en el microtomo (LEICA) y se realizaron
varios cortes obteniendo cintas de 20 micras de grosor, colocando tres cortes por
portaobjeto y tomando dos portaobjetos como muestras por cada bloque, teniendo
asi un total de doce cortes para la microfotografia, se coloco adhesivo de Haupt (1 g
de gelatina, 15 cm cubicos de glicerina, 2 g de metabisulfito de sodio por cada 100
cm?® de agua destilada), dos gotas de agua destilada, y se montd la muestra
agregando calor para sellarla retirando la parafina sobrante. Teniendo las muestras

montadas, se procedi6 a etiquetarlas y colocarlas en gradillas (Hernandez 1990).
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Coloracion

Se prepararon una serie de reactivos en frascos Coplin, con ayuda de pinzas se
tomaron las muestras y se colocaron en el primer frasco durante 10 minutos con
contenido de xilol puro (para eliminar parafina), a continuacion se pasaron por
alcohol etilico absoluto al 96%, 85%, 70%, 60% y 50%, como paso siguiente se
enjuagaron sumergiéndolas en agua destilada para después colocarlas en solucién
de safranina (1 g de safranina por cada 100 cm3 de agua destilada) durante 15
minutos, ya terminado este paso se realizaron una serie de enjuagues nuevamente,
ahora en agua del grifo, agua destilada, alcohol etilico al 50%, 60%, 70%, 85% y
96% respectivamente para llegar asi a colocarlas en Fast Green (solucion de verde
rapido al 0.5% en 100 cm® de alcohol de 96°) por intervalos de 5 a 7 segundos 3
repeticiones aproximadamente, se enjuagaron en alcohol etilico de 96°, alcohol
absoluto 1 y alcohol absoluto 2, prosiguiendo se colocaron en una solucion carbol-
xilol durante 5 minutos y por ultimo en xilol puro. Se sacO de la solucion el
portaobjetos con la muestra ya coloreada y con una toalla de papel se eliminog el
exceso de liquido sin dafar el tejido, se agreg6 una gota de balsamo de Canada para
sellar y se coloco un cubreobjetos. Se dejaron secar las muestras durante un lapso

de tres semanas en gradillas (Hernandez, 1990).
Andlisis de imagenes

Colocando la muestra en el microscopio Optico con camara integrada (Carl Zeiss) se
tomaron microfotografias de tres campos por corte de tallo, raiz y hoja utilizando el
programa Pixera Wiewfinder Pro, en aumentos de 10x y 40x, por ultimo se realiz6

una prueba de medias respecto a los tratamientos en base a LSD Fisher.

Variables evaluadas
Severidad de Clavibacter

La incidencia de la enfermedad se expres6 como el porcentaje de plantas que

presentaron los sintomas (Anfoka, 2000).
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Para medir la severidad se utilizé la escala de Baysal et al. (2003), que va del 0-5 (O:
las hojas no muestran signos de marchitez; 1: 1-10% de las hojas presentan
marchitez marginal leve; 2:11-25% de las hojas marchitas; 26-49% de las hojas
presentan marchitez asociada con clorosis, el marchitamiento en forma sectorizada;
4: 50-74% de las hojas presentan marchitez, excesiva caida de hojas; y 5 todas las

hojas marchitas).

Ademas se calcul6 el indice de severidad mediante la férmula descrita por Raupach
et al. (1996):

Y. numero de clasificaciéon X nimero de plantas en la clasificaciéon X 100%

indice de severidad = - —
namero total de plantas X clasificacién mas alta

Anatémicas
Densidad estomatica, indice estomatico, Largo y ancho de estomas.
Histoldgicas

Numero de vasos de xilema en tallo, raiz y hoja; Area de vasos de xilema en tallo y

raiz: Grosor de epidermis del tallo y hoja; Cortex de la raiz y Parénquima de la hoja.

Disefio experimental

Se establecieron cuatro tratamientos con 18 unidades experimentales por
tratamiento, totalizando en 72 unidades experimentales para el experimento
completo. Una planta se consider6 como una unidad experimental. Los tratamientos

establecidos fueron los siguientes:

1 T0 Testigo absoluto, plantas no inoculadas o con aplicacion.
2 Cmm Testigo infestado, plantas inoculadas con Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis.

3 Defense Testigo relativo, plantas con aplicacién de un producto con
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acidos fenolicos a 10,000 ppm.
4 Cmm+ Plantas inoculadas con Clavibacter michiganensis subsp.

Defense michiganensis y con aplicacion del producto.

El disefio del experimento establecido en campo fue bloques completos al azar. Para
el andlisis estadistico se hizo una prueba de comparacién de medias segun LSD
(p=<0.5) para cada una de las variables mencionadas anteriormente utilizando para

esto el programa InfoStat, 2008.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Severidad

Los resultados de la evaluacion de severidad de en plantas de tomate se presentan
en la Tabla 1. La prueba de medias arroj6 una diferencia estadistica entre los
tratamientos y el Testigo a los 75 dias ddt, donde el tratamiento con Cmm presenté
el mayor indice de severidad superando al Testigo por un 76%, mientras que el
tratamiento con Cmm + Defense present6 un 16.1% mas severidad en comparacién
con el testigo, sin embargo al compararlo con solo Cmm, presentd una disminucion
del 19.4%. Este resultado indica que Defense reduce la incidencia a Clavibacter

michiganensis subsp michiganensis significativamente.

Tabla 1. Valores medios del porcentaje de severidad de Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis.

Dias después del trasplante
Tratamiento
1 15 30 45 75 90

Cmm 189A 389A 589A T711A 822A 93.3A

Cmm + Defense 156 A 31.18B 40.0 B 45.6 B 62.8B 80.0 A

T0 0.0B 3.3C 133C 16.7C 46.7C 76.7A
Defense 0.0B 11C 7.8C 11.1C 433C 756A
C.V. 35.7 22.5 18.2 22.2 12.2 11.6

Testigo absoluto (T0), plantas inoculadas con Clavibacter (Cmm), Aplicacién de Defense e inoculacion
con Clavibacter (Cmm + Defense) y aplicacion de (Defense), Coeficiente de variacion (c. v. %).
Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales entre tratamientos (LSD, a
<0.05).

Lo dicho anteriormente se explica mediante los estudios sobre la actividad

antibacteriana de los compuestos fendlicos son restringidos, aunque se sabe que
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pueden tener efecto bactericida (Smith, 1986). Como lo afirma Weinhold y Hancock
(1980), pueden tener dos funciones, son directamente toxicos a los patégenos y
ademas sirven como sustrato a la microflora que impide la entrada a patdégenos; sin
embargo, esto no hace reversible el dafio ya causado a la planta por accion del

patégeno por lo que no presentan una accién curativa sino mas bien preventiva.

Estudio de los estomas

En las Tablas 2-4 se presentan los resultados del estudio de los estomas, ademas en
la Figura 2 se presentan las micrografias de las diferentes mediciones realizadas.

Densidad estomatica

Los resultados de la evaluacion de densidad estomatica respecto a la superficie
adaxial y abaxial de la hoja se muestran en la Tabla 2. Donde la prueba de medias
entre los tratamientos y el testigo de la variable DE de la superficie adaxial present6
diferencias significativas, siendo el Testigo el que presentd la mayor densidad
estomatica al igual que Cmm + Defense, mientras que Defense resulté tener una
menor DE equivalente a un 27.7% en comparacion con el Testigo. En cuanto a la
superficie abaxial no se presentaron diferencias estadisticas, sin embargo en este

caso el tratamiento Defense supero al TO por un 9.9% de DE.

Tabla 2. Densidad Estomatica del haz y envés de la hoja del cultivo de tomate en el

testigo y tratamientos evaluados.

DE Adaxial DE Abaxial
Tratamiento
(No. estomas/mm?) (No. estomas/mm?)
TO 118.11 A 263.56 A
Cmm + Defense 117.02 A 260.28 A
Cmm 111.55 AB 250.44 A
Defense 85.30 B 289.81 A
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DE = Densidad estomatica, Testigo absoluto (T0), plantas inoculadas con Clavibacter (Cmm),
Aplicacion de Defense e inoculacion con Clavibacter (Cmm + Defense) y aplicacion de (Defense),

medias con la misma letra son estadisticamente iguales entre tratamientos (LSD, a <0.05).

En la mayoria de los casos la DE es mayor en la superficie abaxial de la hoja, la cual
puede prevenir la perdida de agua por estar menos expuesta al calentamiento
(Martin y Glover, 2007). Como se puede ver en los resultados la mayor densidad
estomatica en la superficie adaxial la tiene el Testigo, segun Garcia y Madiz (1999),
podria representar una caracteristica favorable ya que la presencia de una alta DE
por unidad de area de ldmina se ha correlacionado con una mejor capacidad
fotosintética, por lo cual Defense al mostrar menor DE tendra una menor capacidad

fotosintética respecto al testigo y al resto de los tratamientos.
indice estomatico

Los resultados de la evaluacion de indice estomatico en la superficie adaxial (haz) y
abaxial (envés) de la hoja se muestran en la Tabla 3. No se presentan diferencias
estadisticas entre los tratamientos evaluados. Relacionando al argumento de
Wilkinson (1979) tanto la DE como el IE pueden estar influenciados por las
condiciones ambientales y nutricionales. Ademas, Hernandez (2005), menciona que
la disminucion en la densidad estomatica e indice estomatico es una respuesta de
aclimatacion para restringir la perdida de agua; por lo que no ejerce influencia para
este caso ya que no hay estrés hidrico o salino, lo que explica que no se den
diferencias en el IE de los diferentes tratamientos. Sin embargo, los tratamientos
Cmm + Defense y Cmm tuvieron numéricamente el mayor porcentaje de IE en la
superficie adaxial superando al Testigo por un 4.8% por ello se puede notar que las
plantas de los tratamientos fueron superiores en general al Testigo. El tratamiento
Defense presento menor porcentaje de IE con un 13.5% mientras que en la
superficie abaxial se muestra con el mayor porcentaje de IE superando al testigo por
un 7.73%.
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Tabla 3. Comparacién de medias respecto a LSD Fisher del indice estomatico en la

superficie adaxial y abaxial.

I.E Adaxial I.E Abaxial
Tratamiento
% %
Cmm + Defense 11.57 A 27.47 A
Cmm 11.57 A 27.41 A
TO 11.03 A 27.66 A
Defense 953 A 29.80 A

Testigo absoluto (T0), plantas inoculadas con Clavibacter (Cmm), Aplicacién de Defense e inoculacion
con Clavibacter (Cmm + Defense) y aplicaciéon de (Defense), medias con la misma letra son

estadisticamente iguales entre tratamientos (LSD, a <0.05).

Volenikova y Ticha (2001) mencionan que en hojas anfiestomaticas como lo es el
caso del tomate la frecuencia estomatica es usualmente mas grande en la parte
abaxial que en la superficie adaxial como lo podemos ver en los resultados al
comparar el IE de la superficie adaxial con la superficie abaxial en los tratamientos y

el testigo.
Largo y ancho de estomas

En la Tabla 4 se muestran los resultados de la prueba de medias realizada respecto
a los tratamientos de las variables largo y ancho de estomas. En la superficie adaxial
no se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos, sin embargo,
numéricamente Defense presento el valor maximo superando al Testigo en un 3.2%
en el largo y un 0.6% de ancho de estoma. En cuanto a la superficie adaxial se
encontraron diferencias estadisticas en la variable largo de estoma, el tratamiento
Defense presenté el mayor valor de largo de estoma superando al Testigo por un
1.7%, mientras que el tratamiento Cmm + Defense tuvo menor valor de en esta
variable respecto al Testigo por un 5.9% de largo. La variable ancho de estoma no

presento diferencia estadistica, sin embargo el tratamiento Defense presento un
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ancho de astomas mayor en un 0.85% en comparacion con el Testigo y el
tratamiento Cmm tuvo el menor rango reduciendo el ancho de estoma hasta un 5.5%

en comparacion con el Testigo.

Tabla 4. Comparacion de medias respecto a LSD Fisher del largo y ancho de
estomas en la superficie adaxial y abaxial de la hoja.

Adaxial Abaxial
Tratamiento Largo Ancho Largo Ancho
(Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
Defense 33.50 A 17.68 A 36.58A 2237 A
TO 32.46 A 1756 A 3594 AB 22.18 A
Cmm 31.99 A 1655 A 3525AB 2095 A
Cmm + Defense 31.09 A 1743 A 3381B 2147 A

Testigo absoluto (T0), plantas inoculadas con Clavibacter (Cmm), Aplicacién de Defense e inoculacion
con Clavibacter (Cmm + Defense) y aplicacién de (Defense), medias con la misma letra son

estadisticamente iguales entre tratamientos (LSD, a <0.05).

Gleason et al. (1993) mencionan que la bacteria Clavibacter michiganensis se
transmite por semilla infectada y posteriormente penetra los tejidos vasculares a
traves de heridas, estomas, tricomas e hidatides de la hoja por lo que es relevante
estudiar el tamafio de los estomas. Cruz et al. (2006) mencionan que la forma y
tamafio de los estomas constituye un factor importante en la resistencia a
organismos fitopatogenos, como lo es en el caso de Citrus con Pseudomonas citri la
cual penetra a traves de los poros estomatales lo que facilita al patogeno la infeccion
a la planta, o como en la remolacha y su resistencia a Cercospora beticola, los
estomas de las hojas jovenes exhiben un tamafio cercano a la mitad que las

presentadas por las hojas mas viejas.
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Figura 2. Impresiones estomaticas de hoja 40x, A: TO superficie adaxial; B: TO superficie
abaxial; C: Defense superficie adaxial; D Defense superficie abaxial; E: Cmm superficie
adaxial; F: Cmm superficie abaxial; G: Cmm + Defense superficie adaxial; G: Cmm +

Defense superficie abaxial.
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Estudio histoldgico
Hoja

En la Figura 3 se muestran las micrografias de los cortes transversales de las hojas
utilizadas para las diversas mediciones. Los resultados obtenidos de las mediciones
de las hojas se muestran en la Tabla 5. Se puede observar que no hay deferencia
estadistica entre los tratamientos en las variables nimero de vasos de xilema y

epidermis inferior.

En cuanto la variable grosor de epidermis superior presentd diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos donde el Testigo presenta un mayor grosor de
parénquima y epidermis superior, mientras que los tratamientos que incluyeron la
aplicacion de Defense en ambas variables presentaron los menores valores. En el
caso de la infeccion por Pyricularia oryzae en arroz se ha observado que ciertas
células epidérmicas presentan un mayor porcentaje de penetracion y formacion de
apresorios. Esto se ha considerado debido a que no todas presentan la misma
resistencia a la penetracion ya que algunas presentan su pared celular con pectina y

celulosa mientras que otras ya presentan lignificacion.

Tabla 5. Numero de vasos de xilema, grosor de la epidermis superior e inferior y

grosor del parénquima de la hoja.

Epidermis Epidermis

. Vasos . . . Parénquima

Tratamiento . inferior superior

xilema (um)

(km) (km)

TO 56.08 A 13.39 A 30.46 A 160.76 A
Cmm 47.00 A 1336 A 27.76 AB 124.78 B
Defense 4758 A 1393 A 2493 B 104.23 C
Cmm + Defense 60.50 A 12.86 A 25.29 B 96.17 C
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Testigo absoluto (T0), plantas inoculadas con Clavibacter (Cmm), Aplicacién de Defense e inoculacion
con Clavibacter (Cmm + Defense) y aplicacion de (Defense), medias con la misma letra son

estadisticamente iguales entre tratamientos (LSD, a <0.05).

Figura 3. Cortes transversales de hoja (Medicion de parénquima, epidermis superior e

inferior) 10x: A: Testigo absoluto; B: Defense; C: Cmm: D: Cmm + Defense.

Tallo

En las Figuras 4 y 5 se muestran micrografias de las mediciones realizadas en las

diferentes estructuras del tallo.

En la Tabla 6 se muestran los resultados de la prueba de medias realizada respecto

a las variables evaluadas en el tallo de las plantas. Solo se observaron diferencias
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estadisticas en el grosor de epidermis, donde los tratamientos Cmm + Defense y
Defense presentaron una reduccién del grosor de la epidermis en la planta en
comparaciéon con el Testigo. Esto indica que la aplicacion de Defense disminuye el
tamafio de la epidermis, ya que se observo la misma situacién en la epidermis

superior de la hoja.

Tabla 6. Grosor de la epidermis, numero de vasos de xilema, y area de vasos de

xilema del tallo.

Epidermis Vasos Area vasos
Tratamiento xilema xilema (u?)
(1)
Cmm 51.43 A 26.50 A 3508.21 A
TO 46.89 A 26.89 A 4509.86 A
Cmm + Defense 38.28 B 30.17 A 3482.40 A
Defense 36.83 B 26.83 A 4497.98 A

Testigo absoluto (T0), plantas inoculadas con Clavibacter (Cmm), Aplicacién de Defense e inoculacion
con Clavibacter (Cmm + Defense) y aplicacién de (Defense), medias con la misma letra son

estadisticamente iguales entre tratamientos (LSD, a <0.05).

En las variables numero de vasos de xilema no se encontraron diferencias
estadisticas, el tratamiento Cmm + Defense superdé al Testigo por un 12.19%
mientras que Defense y Cmm fueron menores al Testigo por un 0.22% y 1.4%
respectivamente por lo que las plantas de Cmm + Defense aumentaron su namero
de vasos xilematicos como modo de defensa a la enfermedad mediante la aplicacion

de acidos fendlicos.

El area de vasos de xilema no mostro diferencias estadisticas, el Testigo super6 a
los tratamientos siendo Cmm + Defense el mas bajo por un 22.7 %, Cmm por un
22.2% y Defense un 0.26% demostrando asi que la aplicacion de acidos fendlicos a
la planta infectada con Clavibacter michiganensis subsp michiganensis aumenta el

numero de vasos xilematicos y reduce su area.
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Figura 4. Cortes transversales de tallo, (Medicion de epidermis) 2.5x: A: TO; B: Defense; C:

Cmm; Cmm + Defense.
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Figura 5. Seccién de tallo (Medicién de area de Xilemas) 10x, A: TO; B: Defense; C: Cmm;

Cmm + Defense.

Raiz

En las Figuras 6 y 7 se muestran las micrografias de las mediciones realizadas en

las diferentes estructuras de la raiz.

En la Tabla 7 se muestran los resultados de las variables evaluadas en la raiz. En la
variable grosor de cértex se observaron diferencias estadisticas, donde el Testigo fue
superado por todos los tratamientos, siendo el mas alto Cmm + Defense por un
84.35% Esto quiere decir que al presentarse la enfermedad y mediante la aplicacion
de Defense se proporciona aumento en el grosor del cortex lo que puede dar como

resultado una proteccion a la planta.
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Tabla 7. Grosor del cortex, nUmero de vasos de xilema y area de vasos de xilema de

la raiz.
_ Cortex Vasos Area vasos
Tratamiento ) )

(W) xilema xilema (u?)

TO 148.79 B 39.56 A 281241 B

Cmm 253.09 A 34.78 BC 3477.82 A

Cmm + Defense 27430 A 33.89C 2951.00 B
Defense 25249 A 38.56 AB 2404.60 C

La variable nimero de vasos de xilema presentd también diferencias significativas,
donde el Testigo fue el mas alto, siendo contrarios los resultados al niumero de vasos
de xilema en el tallo donde el tratamiento Cmm + Defense presento el valor mas alto
en esta variable. Al presentar mayor numero de vasos de xilema la planta tendra
mayor capacidad de absorcién de agua siendo una funcion vital que esta implicada
en varios procesos importantes. En el caso de los tratamientos con Cmm se

observaron los valores mas bajos de numero de vasos.

En cuanto al area de los vasos de xilema Cmm presenté el valor mas alto superando
al Testigo en un 23.65%, mientras que en Defense hubo una reduccion en el area de
vasos de xilema en un 14.5%. El tratamiento Cmm + Defense fue estadisticamente

igual al Testigo mostrando asi la capacidad de defensa de la planta a la enfermedad.
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Figura 6. Corte transversal de raiz (Medicién de cortex) 2.5x: A: TO; B: Defense; C: Cmm;

Cmm + Defense.
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Figura 7. Seccion de tallo (Xilemas) 10x: A: TO; B: Defense; C: Cmm; Cmm + Defense.
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CONCLUSIONES

Se demostr6 que los &cidos fendlicos disminuyen la severidad en las plantas,
mejorando su capacidad de respuesta ante el dafio potencial causado por
Clavibacter michiganensis subsp michiganensis.

La aplicacion de acidos fendlicos tuvo un efecto positivo en la respuesta de defensa
de la planta ante el atague de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis
modificando la densidad estomatica de la superficie adaxial y el largo de los estomas
de la superficie abaxial de la hoja, lo que en Ultima instancia podria mejorar su
capacidad fotosintética.

Se encontré que mediante la aplicacion de acidos fendlicos hay modificacion en
estructuras de hoja, en el grosor de parénquima y epidermis superior. En tallo se
observaron cambios en el grosor de epidermis y en raiz, en el grosor de coértex y
namero y area de vasos de xilema por lo cual este mecanismo en la planta es
utilizado como medio de defensa a la entrada de patdgenos a su sistema y la mejora
en la conduccion de agua y nutrientes lo cual incrementa entonces la capacidad de

tolerar el ataque de patdégenos.
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