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INDUCCION DE RESISTENCIA A “Candidatus Liberibacter solanacearum” EN
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La falta de control de la enfermedad punta morada de la papa asociada a
“Candidatus Liberibacter solanacearum” y “Candidatus Phytoplasma americanum”
ha llevado a un uso desmedido en aplicaciones de plaguicidas; causando
contaminacion del medio ambiente y aumentando los costos de produccion. Las
plantas infectadas disminuyen la produccién, asi mismo la calidad comercial del
tubérculo se ve afectada. Una alternativa para el control de esta enfermedad es la
estimulacion de defensas de la planta contra el patbgeno mediante la aplicacion de
inductores de resistencia. El objetivo de este trabajo fue determinar la induccién de
resistencia en plantas de papas infectadas con “Candidatus Liberibacter
solanacearum” mediante la aplicacion de un producto quimico en desarrollo y
alcamidas naturales de manera curativa y preventiva a una concentracion de 1L/ha
y a 350 ppm respectivamente. Se midieron los niveles enzimaticos en respuesta de
defensa de la planta contra la bacteria, se realizaron pruebas de calidad en los
tubérculos y se evalué la incidencia y severidad. En esta investigacion se utilizaron
adultos de Bactericera cockerelli positivos a Calso, analizados mediante una
prueba de PCR. Se colocaron 10 insectos en cada planta dentro de una jaula de
organza, por un lapso de 24 h, después de este tiempo se retiraron manualmente.
Los resultados en las determinaciones enzimaticas mostraron un incremento
maximo de Fenilalanina amonio liasa (PAL) de 154.12 U/mg de proteina
encontrado en plantas tratadas con el producto prototipo 48 h después de la
segunda aplicaciéon de forma curativa. En Peroxidasa (POD) se encontr6 una
actividad especifica maxima de 1.3 U/mg de proteina 24 h después de la primera
aplicacion de manera preventiva de las alcamidas. En proteinas totales se encontro
un incremento de 2.4 mg/ml en plantas tratadas con el producto prototipo a las 48 h
después de la segunda aplicacién de forma preventiva. El contenido de fenoles
maximo fue de 0.047 mg/ml 48 h después de la segunda aplicacion de forma
preventiva del producto prototipo. En incidencia y severidad las alcamidas
mostraron un control de 40 y 12% respectivamente. En pruebas de calidad y en
control de enfermedad con el producto prototipo se obtuvieron mejores resultados

gue con las alcamidas.

Palabras clave: enzimas, resistencia, alcamidas, producto prototipo, papa
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The lack of control potato purple top disease associated with "Candidatus
Liberibacter solanacearum" and "Candidatus Phytoplasma americanum™ has led
to an excessive use of pesticides applications; causing environmental pollution
and increasing production costs. Infected plants decrease production, also
commercial tuber quality is affected. An alternative for the control of this disease
is the stimulation of plant defenses against the pathogen by applying resistance
inducers. The aim of this study was to determine the induction of resistance in
potatoes plants infected with "Candidatus Liberibacter solanacearum" by
applying a chemical in development and natural alkamides curative way and
preventive way at concentration of 1L / ha and 350 ppm respectively . Enzyme
levels were measured in response to plant defense against bacteria, quality
tests were conducted in tubers and the incidence and severity were assessed.
In this research Bactericera cockerelli adults positive to Calso analyzed using a
PCR test were used. 10 insects were placed on each floor in a cage organza, for
a period of 24 h, after which time they removed manually. The results in
enzymatic determinations showed a maximum increase of 154.12 Phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) U/mg of protein found in plants treated with the prototype
product 48 h after the second application curatively. In (Peroxidase) POD
maximum specific activity of 1.3 U/mg protein 24 h after the first application of
preventively alkamides was found. An increase in total protein 2.4 mg/ml in
plants treated with the prototype product at 48 h after the second application
preventively was found. The maximum content of phenols was 0.047 mg/ml 48 h
after the second application preventively prototype product. In the incidence and
severity alkamides control they showed 40 and 12% respectively. In quality
testing and disease control with the prototype product were the best results that

obtained with alkamides.

Keywords: enzymes, resistance, alkamides, prototype product, potato
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INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) ocupa el quinto lugar en
importancia alimenticia, con un consumo anual de 15 kg por persona, superado
por el maiz, frijol, arroz y trigo. En nuestro pais la produccién anual es de
1,678,833.03 ton/afio con una superficie sembrada de 61,454.34 hectareas. Los
principales estados productores son: Sonora, Sinaloa, Veracruz, Puebla y el
Estado de México, que conforman el 69.3 % de la produccién. Este cultivo
demanda una gran cantidad de jornales de trabajo durante la siembra, cosecha,
comercializacién y demas actividades relacionadas con su produccion. El cultivo
de la papa se ve afectado por diferentes limitantes, costos de produccion
elevados que oscilan entre 180-200 mil pesos por hectarea. Problemas
fitosanitarios como Phytophthora infestans, Ralstonia solanacearum,
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus y “Candidatus Liberibacter
solanacearum” (CalLso). Este ultimo reportado en México en los afios 90°s. El
principal vector es Bactericera cockerelli. En los Gltimos afios esta plaga ha
causado reduccion de hasta 90% en la produccién de papa, ademas de afectar
otras solanaceas. Debido al manchado interno de los tubérculos, las pérdidas
pueden ser totales. EI manejo fitosanitario principalmente consiste en el control
quimico del vector con 30 a 70 aplicaciones de insecticida, y en menor
proporcion el uso de agentes de control biologico (depredadores, parasitoides y
entomopatdégenos). El uso excesivo de ingredientes quimicos es preocupante
por el riesgo que representa para los productores, trabajadores, consumidores y
el ecosistema.

Por lo anterior se requiere generar alternativas para el manejo de CalLso. Una
de las opciones es la induccién de resistencia de la planta al patdégeno, sin
embargo; existe poca informacién al respecto. Por lo tanto con este trabajo se
pretende generar informacion que sea util para el control del patdogeno en la

planta, reduciendo al minimo el nimero de aplicaciones por ciclo del cultivo.



Objetivos

Inducir resistencia en plantas de papa (Solanum tuberosum L.) a “Candidatus

Liberibacter solanacearum”y/o “Candidatus Phytoplasma americanum”

Objetivos especificos

Inducir resistencia en plantas de papa contra “Candidatus Liberibacter
solanacearum” y “Candidatus Phytoplasma americanum” con el uso de

alcamidas naturales.

Detectar compuestos bioquimicos asociados a la resistencia con el uso de

alcamidas naturales.



REVISION DE LITERATURA

El cultivo de la papa

China se ha convertido en el primer productor de papa al producir 88,350,220
tons, el segundo pais productor es India con 42,339,400 tons, mientras que el
tercero es Rusia con 32,681,500 tons, el 4° Ucrania y 5° lugar Estados. La papa
es una de las principales hortalizas que se producen en México; ocupando el 5°
lugar en cuanto a su consumo a nivel nacional. Por su valor nutritivo y
energético lo hace un alimento basico y necesario en la dieta de los mexicanos.
Su cultivo y las diversas labores que involucra, representa una gran importancia
econdémica y social para 77,800 familias que dependen directamente y
alrededor de 8,700 productores que estan involucrados en la produccion
(CONPAPA, 2013). El cultivo de este tubérculo se realiza actualmente en 22
estados de la Republica Mexicana durante todo el afio, siendo los cinco
principales estados productores: Sonora, Sinaloa, Veracruz, Puebla y el estado
de México con 391 627.89, 295 115.00, 174 238.25, 171 044.58 y 141 279.39
toneladas respectivamente (SIAP, 2014).

Principales plagas y enfermedades de la papa

La produccion de papa esta influenciada por numerosos factores ambientales.
Su desarrollo puede estar afectado por la falta de agua, nutrientes y por la
presencia de plagas y enfermedades lo cual provoca la disminucion en el
rendimiento y la calidad de los tubérculos.

Los principales problemas fitosanitarios a los que se enfrenta la produccién de
papa son principalmente Phytophthora infestans, Ralstonia solanacearum,
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus y “Candidatus Liberibacter
solanacearum” (CalLso). Esta bacteria es transmitida por Bactericera cockerelli
Sulc o pulgén saltador, considerandose una plaga de suma importancia al ser
vector de la misma (CONPAPA, 2013). Liefting y colaboradores (2009)

reportaron que “Candidatus Liberibacter solanacearum” caus6 pérdidas de



millones de dolares en invernaderos comerciales de tomate en Nueva Zelanda.
Asi mismo se ha encontrado afectando cultivos de zanahoria (Munyaneza et al.,
2010).

“Candidatus Phytoplasma americanum”

La bacteria “Candidatus Phytomplasma americanum” (CaPa) esta asociada a la
enfermedad conocida como “punta morada de la papa”, presente en varias
regiones de Norte América y México. Por lo menos se conocen tres diferentes
cepas que perteneces a tres diferentes grupos de fitoplasmas (16Srl, 16Srll y
16SrVI) (Lee et al., 2006). Almeyda et al., (2008) mediante pruebas de PCR
encontraron que Bactericera cockerelli es el principal vector de CaPa. Ademas
de encontrar la presencia de la bacteria en malezas que colectaron en Coahuila

y Nuevo Ledn.

Origen y caracteristicas de “Candidatus Liberibacter solanacearum”

La presencia en México de la “Punta morada de la papa” (PMP) fue registrada
desde 1947 en una fotografia tomada por Niederhauser en la variedad Up-to
date en un lote comercial de papa en Silao, Guanajuato [archivo fotografico del
programa nacional de papa del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en el Sitio Experimental Metepec]. Sin embargo,
fue hasta el inicio de la década de los 90°s cuando el problema se observé de
manera continua en la region de Saltillo Coahuila y en los dos afios siguientes
también se observo en forma extensiva en lotes comerciales de papa en los
estados de Guanajuato, México, Puebla y Tlaxcala. Con base en los reportes de
la literatura, en aquel tiempo se creyd que el agente causal de la enfermedad
era un fitoplasma transmitido por chicharritas; sin embargo, también se
observaron en las mismas regiones altas poblaciones del psilido de la papa
(Bactericera cockerelli, Sulc) (Rubio et al., 2011). En los Estados Unidos de
América se encontrd en el afio 2000 en campos comerciales de papa en
Pearsall y en el valle de Texas (Secor y Rivera-Varas 2004). En los Estados
Unidos de América y México esta enfermedad ha causado perdida de millones



de délares a la industria y a los productores, causando el abandono de campos
enteros de papa (Flores et al., 2004). Secor y Rivera (2004) mencionan que las
enfermedades “Punta morada de la papa” y el “Permanente del tomate” estan
relacionadas con la bacteria CaLso. Una nueva especie que no puede cultivarse
de forma in vitro.

De los géneros reportados; cuatro especies de Candidatus Liberibacter afectan
citricos: “Candidatus Liberibacter asiaticus” (Brlansky et al., 2009), “Candidatus
Liberibacter africanus” y “Candidatus Liberibacter americanus” (Jepson, 2008)
que causan la enfermedad conocida como Huanglongbing (HLB o “Dragon
amarillo”). Roy y Brlansky (2009) la consideran como la enfermedad mas
importante a nivel mundial en estos cultivos, transmitidas por transmitidas por
Diaphorina citri y Trioza erytreae. Liefting et al., (2009a) reportan una cuarta
especie a la que nombraron “Candidatus Liberibacter solanacearum” (sin.
psyllaurous), teniendo como hospederos plantas de la familia Solanaceae y
Apiaceae y transmitida por B. cockerelli. Esta especie no se presenta en plantas
de la familia Rutaceae.

Otra especie de Candidatus Liberibacter fue encontrada en Texas y California
en poblaciones de psilidos de B. cockerelli, la cual se nombré “Candidatus
Liberibacter psyllaurous” (CalLps). Los psilidos se colectaron en cultivos de
papa y jitomate con sintomas de amarillamiento y se confirmé que B. cockerelli
es el vector de CalLps (Hansen et al., 2008). Algunos autores mencionan que
Calps esta relacionada con CalLso y que probablemente se trata de la misma
especie (Munyaneza et al., 2010; EPPO 2011).

“Candidatus Liberibacter solanacearum” es una bacteria Gram-negativa,
restringida a los tubos cribosos del floema, no cultivable in vitro y pertenece al
grupo a de la subdivision Proteobacteria (Jagoueix et al., 1994). Al igual que
otras especies de “Candidatus Liberibacter” bajo microscopia electronica en
plantas infectadas CalLso se observa en forma de varilla (similar a un bacilo),
midiendo aproximadamente 0.2 um de ancho y 4 um de largo. Su transmisién
puede ser por injerto o insectos vectores (Liefting et al., 2009a; Secor et al.,

2009). En México esta asociada a la enfermedad “Punta morada de la papa”



(ZC), “Permanente del tomate” y algunos dafios en chile (Munyaneza et al.,
2007a, 2009a, 2009Db).

Ubicacion taxondémica de “Candidatus Liberibacter solanacearum”
Dominio: Bacteria
Phyllum: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhizobiales
Familia: Phyllobacteriaceae
Geénero: Candidatus Liberibacter
Especie: “Candidatus Liberibacter solanacearum” (sin.

psyllaurous) (CAB International, 2015).

Importancia econémica

Los campos infectados con Calso reducen la calidad del producto y valor
comercial debido al manchado del tubérculo, causando pérdidas millonarias a la
industria de la papa (Secor y Rivera-Varas 2004), abandono de los campos de
siembra por la merma en la produccién y calidad del cultivo, que pueden
alcanzar hasta el 100% (Flores et al., 2004).

Transmision

“Candidatus Liberibacter solanacearum” es transmitida por Bactericera
cockerelli Sulc o el o el psilido de la papa y/o del tomate, un insecto vector que
se alimenta del floema. La presencia de B. cockerelli en México fue reportada
en 1941 (Caldwell, 1941), siendo hasta 1960 cuando se consideré6 como una
plaga en los cultivos de tomate (Solanum lycopersicum) y chile (Capsicum spp.)
(Garzon et al., 1992), sin saber a ciencia cierta su relacion con la Punta morada
de la papa.

La alimentacion del psilido produce amarillamiento de las hojas, entrenudos
acortados engrosados, retraso del crecimiento de las plantas y tamafo del fruto

reducido (Nachappa et al., 2012). Este dafio directo se relaciona con una toxina



salival segun Carter (1993). Sin embargo a la fecha no se ha logrado aislar
dicha toxina (Rubio et al., 2011). B. cockerelli causa dafios indirectos al
transmitir procariontes, fitoplasmas y recientemente Calso (Garzon et al., 2005;
Secor y Rivera, 2009; Liefting et al., 2009b). Los sintomas del amarillamiento
causado por la alimentacion del psilido se ven agravados con Calso al
consumir nutrientes de la planta y provocar el debilitamiento de la misma. El
periodo de incubacion de CalLso es de hasta 24 y un tiempo de transmision
promedio de 15 minutos. La edad fisiolégica del vector no es limitante para
transmitir CaLso. En ninfas de B. cockerelli se necesitan 15 min para su
adquisiciéon y 30 min en adultos (Garzén, 2009). Casteel (2012) reporta una
eficiencia de transmision del 100 % en todos los estadios ninfales de B.

cockerelliy un 78 % en adultos.

Epidemiologia

Reportes mas recientes mencionan que B. cockerelli es el principal vector de
Calso, la cual puede ser transmitida por injerto pero no de manera mecanica.
Su dispersién se da de una planta enferma a una sana (Bové, 2006; Tanaka et
al., 2007). En zonas donde no se encuentra el vector, no se ha reportado la
presencia de Calso, lo que indica que son areas delimitadas por las
condiciones de desarrollo del insecto (LANREF, 2013). Las temperaturas por
debajo de los 17 °C retardan el desarrollo de la bacteria y los sintomas que
produce esta enfermedad y por encima de los 32 °C CalLso se ve afectada,
debido a su sensibilidad a temperaturas altas (Munyaneza et al., 2011b).

Métodos de diagndstico

Diagnostico Macroscopico. Los sintomas caracteristicos en una planta
infectada con Calso varian segun la variedad y etapa del crecimiento de la
misma, achaparramiento, clorosis y un color morado en las hojas, las laminas
foliares se enrollan hacia dentro, entrenudos cortos e hinchados,

arrosetamiento, proliferacion de yemas axilares, tubérculos aéreos,



oscurecimiento del sistema vascular, tizén en las hojas y muerte temprana de la
planta; dependiendo del estado fisiolégico en que se presenta la infeccidn,
interrupcion del crecimiento de los tubérculos, dejandolos deformes y con una
mala calidad (Munyaneza et al.,, 2007a,b; Liefting et al., 2009b; Secor et al.,
2009; Crosslin et al., 2010; Munyaneza, 2010, 2012).

Los tubérculos con presencia de CalLso muestran lenticelas agrandadas,
colapso de estolones, el anillo vascular presenta una coloracion marron,
necrosis interna y rayado café claro en el tejido medular (Munyaneza et al.,
2007a). Al momento del freido presentan bandas de color café a claras, a veces
presentes en el tubérculo fresco. Estos sintomas pueden desarrollarse en los
tubérculos durante su almacenamiento (Munyaneza et al., 2007a; Secor et al.,
2009). Esto esta relacionado con la obstruccion de los vasos conductores del
floema provocado por la presencia de CalLso. La savia no se transloca
normalmente en la planta, sino que se acumula en los plastidios de las células
del parénquima en empalizada de las hojas, mientras que a los tubérculos llega
en bajas cantidades (Schneider, 1968). Los tubérculos infectados con CalLso
generalmente no brotan, y si lo hacen, producen brotes ahilados y plantas
débiles, con reducidas posibilidades de supervivencia (Munyaneza et al., 2007a,;
Secor et al., 2009).

Diagnostico  Microscépico. En observaciones de microscopia
electronica “Candidatus Liberibacter” presenta una morfologia en forma de
varilla similar a un bacilo. Con mediciones aproximadas de 2-3 um de largo, 0.2-
0.3 um de ancho, extremos redondeados y con una superficie exterior suave.
Por lo cual la pared de peptidoglicanos es apenas visible al no poseer una
membrana externa (Tanaka et al., 2007). Es negativa a la tincibn Gram y no hay
evidencia de pilis o flagelos para su locomocion. Sin embargo en su genoma se
encuentran regiones que codifican para proteinas de ensamble de pilis y
flagelos. (Lin et al., 2010). Su citoplasma es menos denso con respecto a otras
bacterias fitopatdbgenas y con frecuencia muestran plasmalisis (Jagoueix et al.,
1994).



Diagnostico Bioquimico. “Candidatus Liberibacter solanacearum” es
una bacteria de crecimiento obligado, por lo tanto no se puede cultivar en forma
in vitro. Las pruebas bioquimicas no pueden llevar a cabo (Murray y Schleifer,
1994; Murray y Stackebrandt, 1995).

Diagnostico Molecular. La deteccion de CalLso en plantas e insectos es
esencial para estudiar la etiologia, epidemiologia y manejo de la enfermedad
(Goolsby et al., 2007). “Candidatus Liberibacter solanacearum” se puede
detectar por PCR convencional o PCR en tiempo real con iniciadores que
amplifiquen la regién del gen 16SrARN (Tabla 1) (Flores, 2013). Con el paso de
los afios se han disefiado primers especificos (Tabla 1) que solo detectan

Calso y no otro patégeno procariotico (Wen et al., 2009).

Cuadro 1.- Iniciadores reportados para la amplificaciéon de la regién 16SrRNA de

CaLso. Mediante PCR convencional y PCR en tiempo real. Tomado de Flores (2013).

Iniciador Secuencia Region Fragmento
0A2 S-GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA-3 I6STRNA 1160 ph
Ol2e 5, - GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3,

CLipo.F S-TACGCCCTGAGAAGGGGAAAGATT-3 168 DNA 1070 ph
Ol2e 5, - GOCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3

ZCr SCGAGCGCTTATTTTT ATTAGGAGC-3 165 DNA 1171 pb
OlZc 3, - GOCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3

Lp Fragd-1611F 5-GGTTGATGGGGTCATTTGAG-3 ISR-parcial 918 ph.
LP Frag 4- 450R 5- CACGGTACTGGTTCACTATCGGTC-3 168 tRNA- 235 rRNA

0A2 S-GCGCTTATTTITTAATAGGAGCGGCA-Y 16STRNA 1160 pb
Ol2e 5, - GOCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3,

Lib16501F(anidado) S-TTCTACGGGATAACGCACGG-3 580-pb
Lib16S01R S-CGTCAGTATCAGGCCAGTGAG-3

LsaF S-GTCGAGCGC TTATTTTTA ATA GGA-3 I6STRNA 1163 ph
Ol2e 5, - GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3

Lso TX 16/23 F S-AATTITAGCAAGT TCTAAGGG-3' ITS 168/235 rDNA 383-pb
Lso TX 16/23 R S-GGTACCTCCCATATCGC-3

PCR EN TIEMPO REAL

LsoF SSGTCGAGCGC TTATTTTTA ATA GGA-Y
HLBr S-GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG-3

COX GTA TGC CAC GTC GCATTC CAG A

COXr GOC AAA ACT GCT AAG GGC ATT C

Sonda HLBp 56-FAM/AGA CGG GTG AGT AAC GCG/ABHQ-1

Sonda COX S5-TET/ATC CAG ATG CTT ACG CTG GABHQ-2
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Manejo

Para el manejo de CalLso o Punta morada de la papa, se debe considerar como
un complejo. Tomando en cuenta el insecto vector y el patdgeno que transmite,
hospedero y tubérculos usados como semilla. En el control de vectores, se
pueden realizar muestreos y monitoreo de los insectos que arriban al cultivo.

Para conocer los insectos presentes y la cantidad que ha llegado (Flores, 2013).

Cultural. La siembra de variedades de ciclo corto, uso de trampas con
feromonas atrayentes de adultos hembra y macho ayudan a prevenir la
aparicion de Calso y su diseminacién. La rotacion de cultivos de familias
diferentes a las Solanaceas ayuda a disminuir la presencia de la bacteria.
(Guedot et al., 2010). Demirel y Cranshaw (2006) mencionan que acolchados
de plastico de diferentes colores han demostrado disminuir la densidad de
poblaciones de B. cockerelli.

Bioldgico. El control biolégico como alternativa de manejo de B.
cockerelli es muy limitado. En los cultivos con presencia del psilido se puede
liberar enemigos naturales. Siendo mas eficientes larvas de crisopa,
coccinélidos, geocoéridos, anthocoridos, miridos, nabidos y larvas de sirfidos.
Insectos parasitolides como Tamarixia triozae (Hymenoptera: Eulophidae) y
Metaphycuspsyllidis (Hymenoptera: Encyrtidae) (Compere, 1943; Pletsch 1947).
En hongos entomopatégenos se ha reportado a Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea. Esta alternativa puede usarse en sus

diferentes instares del insectos vector.

Quimico. En el control quimico los ingredientes activos mas comunes
utilizados para el control de B. cockerelli son: Thiamethoxam, Thiacloprid,
Imidacloprid, Cyfluthrin, Methamidophos, Endosulfan, Spirotetramat, Spinosad.
(CONPAPA, 2013; Bayer de México, 2015). Estos insecticidas son de gran
utilidad en programas de manejo contra B. cockerell. ElI uso de

entomopatdégenos, jabones agricolas, reguladores de crecimiento de insectos,
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insecticidas botanicos y aceites minerales de plantas; es otra tactica de manejo
gue se incluye en los insecticidas biorracionales (CONPAPA, 2013). Azufre en
polvo y sales potasicas de acidos grasos (jabones insecticidas al 2%) pueden
ser Utiles contra ninfas, pero el control es poco confiable (Bujanos et al., 2005;
Cranshaw, 2007).

Desarrollo de variedades resistentes. Un manejo futuro para esta
enfermedad es probablemente el uso de variedades resistentes de papa (Butler
et al., 2011). A la fecha no se ha logrado el desarrollo de estas variedades ya
sea por mejoramiento genético tradicional o ingenieria genética. (Munyaneza et
al., 2011). En ausencia de estas variedades tolerantes o resistentes, poca
eficacia en el uso de entomopatégenos, enemigos naturales, parasitoides y al
uso excesivo de ingredientes quimicos para el control del insecto vector de
CalLso. La industria agricola en un esfuerzo por alcanzar un manejo efectivo de
la enfermedad, busca potenciar el uso de agentes inductores de resistencia de
origen quimico o bioloégico, como las alcamidas naturales que han mostrado
induccion de defensa en las plantas contra “Candidatus Liberibacter
solanacearum”, generando remisién de sintomas en tomate y reduccion de

manchado en tubérculos de papa (Flores, 2013).

Induccion de resistencia en plantas

Las plantas para defenderse disponen de una variedad de mecanismos de
defensa que van desde las barreras fisicas hasta las reacciones bioquimicas
gue alertan las células entre si, produciendo sustancias toxicas que eliminan o
inhiben la colonizacion por parte del patdgeno. Tedricamente, las plantas
poseen los genes necesarios para responder a la agresion; esta respuesta
puede ser en forma constitutiva, al estar presentes de una manera permanente
en la planta o no constitutiva e inducida, cuando el ataque del patégeno o la
interaccidon entre éstos, es suficiente para desencadenar umbrales téxicos de

sustancias que bloquean la instalacion de la plaga (Stella 2001).
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La resistencia a patdégenos o plagas puede ser activa o pasiva. Como respuesta
pasiva en la pared celular o en los espacios intercelulares estan la lignina, la
callosa, capas de corcho o suberina, depdsitos de gomas, la cutina, glicosidos
fendlicos, fenoles, quinonas, esteroides, glicoalcaloides, terpenoides y proteinas
(tioninas). La respuesta activa son las que presentan un aumento en
concentracion después de la infeccidon como son: fitoalexinas, especies activas
de oxigeno, activacion de la muerte celular programada, radicales libres, los
iones calcio, siliconas vy silicatos, polifenoloxidasas, fenilalanina amonio liasa,
polimeros de pared, lignina, lipoxigenasas, fosfolipas, tioninas, proteinas
antimicrobianas, ribonucleasas, proteasas, péptidos y proteinas relacionadas
con la patogenicidad, quitinasas y B 1,3-glucanasas, entre otras (Stella, 2001).

La induccion de resistencia puede ser local o sistémica. La resistencia local
comienza con una produccién de una sefal desde la parte infectada y luego se
traslada a otra parte de la planta, induciendo o amplificando las reacciones de
defensa, para evitar la diseminacion y establecimiento del patégeno
(Hammerschmidt y Nicholson, 1999). La resistencia sistémica inicia como
resistencia local, la cual es iniciada por una bacteria no patogénica.
Posteriormente emite un sefialamiento a toda la planta consiguiendo una
resistencia sistémica. (Conrath et al., 2002). Los dos tipos de resistencia se
caracterizan por el tiempo de desarrollo después del tratamiento de induccion,

debido a su naturaleza (Taiz y Zeiger, 2007).

Resistencia sistémica adquirida (SAR)

La Resistencia Sistémica Adquirida en plantas es una respuesta de resistencia
secundaria inducida después de una respuesta de hipersensibilidad a los
patégenos no virulentos (Agrios, 2005). La Resistencia Sistémica Adquirida
puede ser activada en varias especies de plantas por medio de patdgenos, que
causan necrosis y activa la Respuesta de Hipersensibilidad como sintoma de la
enfermedad. Se caracteriza por la induccion de proteinas PR y la activacién de
la ruta de sefializacion de Acido Salicilico (AS) (Walters et al., 2007). La

sefalizacion emitida activa la defensa local y algunas interacciones gen-por-



13

gen. Ademas de que emite la sefal ante la presencia de virus, bacterias y
hongos fitopatogenos (Custers, 2007; (Vlot et al., 2009). La sefializacién puede
ser generada en un lapso de 4-6 horas, pudiéndose detectar en el floema 8
horas después de haberse generado la sefalizacion (Agrios, 2005). La
activacion de SAR en ausencia o presencia del patégeno confiere una larga
duracion, a veces durante la vida util de la planta, siendo eficaz contra un
amplio espectro de patdgenos, ya que la sefial viaja a través del sistema
vascular. (Dempsey & Klessig, 2012). De manera molecular SAR se caracteriza
por una gran produccion de proteinas PR que actian como sefializadores a
larga distancia (Vlot et al., 2009).

Resistencia sistémica inducida (ISR)

La induccion de resistencia sistémica (ISR) en plantas huésped a un amplio
espectro de patégenos es un "estado de la capacidad defensiva mejorada"
fisiolégica provocada por estimulos especificos ambientales, por lo que las
defensas innatas de la planta se potencian contra subsecuentes desafios
biéticos o abidticos. Este mayor estado de resistencia es eficaz contra una
amplia gama de patdgenos y parasitos (Hass et al., 2002; Van, 2000).

ISR es potenciada por rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
(PGPR), de las cuales las mejores cepas caracterizadas pertenecen al género
Pseudomonas que no causan ningun dafio en el sistema radicular de la planta
(Van y Glick, 2004). ISR es otra forma de resistencia en la planta. La produccion
de defensas de la planta aumenta antes de la infeccion o aplicacién de algunos
elicitores. La Resistencia Sistémica Inducida sigue la ruta del jasmonato y el
etileno al ser activada por una Rhizobacteria y no por un patégeno. ISR y SAR
son similares debido a protegen las partes distales de la planta. (Pieterse et al.,
2001; Yan et al., 2002). Esta misma respuesta se puede inducir al aplicar acido
B- aminobutirico (BABA) (Custers, 2007).
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Compuestos relacionados a la resistencia

Las plantas se encuentran bajo un continuo contacto con otros organismos, las
interacciones planta-patdgeno pueden presentar varios tipos de asociaciones
gue dependen principalmente del contenido energético de cada organismo. Por
lo tanto y dado que el ataque de patdgenos es una condicion desfavorable, la
planta activa una serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener,
aminorar o contrarrestar la infeccion (Madriz-Ordefiana, 2002). Generalmente,
los mecanismos de las plantas estan basados en la prevencion, tolerancia o
resistencia (Thakur, 2007); estos mecanismos se activan de diferente manera,
de acuerdo al tipo de patégeno que esté atacando a la planta (necroétrofo o
biotrofo) (Jalali et al., 2002). Estos mecanismos pueden ser constitutivos, es
decir, mecanismos de defensa que proveen de forma pasiva resistencia contra
patégenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva o preformada se pueden
dividir en mecanismos de defensa estructurales constitutivos (barreras fisicas)
por ejemplo la presencia de capas gruesas de cuticula, presencia de tricomas,
deposicion de ceras, entre otros: los mecanismos de defensa quimicos
constitutivos como la acumulacion de compuestos toxicos en las células de los
vegetales (Madrid-Ordeiiana, 2002). A diferencia de los mecanismos
constitutivos, los mecanismos inducidos de defensa, también llamados de
resistencia inducida, se activan solamente como una respuesta al ataque de
patogenos (Collingue et al., 1994).

El mecanismo de defensa activa se basa en la optimizacién de los recursos de
la planta, es decir, invierte sus recursos metabdlicos en su desarrollo,
crecimiento y multiplicacion; en lugar de gastar su contenido energético en
sistemas preestablecidos. Este mecanismo se caracteriza por activar un
sistema de defensa solo cuando es realmente necesario La activacion de una
defensa eficaz por parte de la planta se basa en la rapidez con la que es capaz
de reconocer la presencia del patdgeno (Fornoni et al., 2004). Esto se logra
debido a que las plantas emplean una elevada cantidad de sefiales originadas
por microorganismos y factores del medio ambiente, activando asi los

mecanismos de defensa. También puede lograrse mediante agentes externos,
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como elicitores especificos y no especificos. Ambos tipos de elicitores son los
primeros compuestos reconocidos por la planta que se dé la activacion de la
cascada de sefalizacion y por lo tanto la respuesta de defensa (Ebel y Cosio,
1994). Los elicitores no especificos inducen una respuesta de defensa en un
gran numero de especies vegetales; mientras que los especificos inducen la
reaccion de defensa contra un patdgeno muy especifico, y es producido

Gnicamente por el patdégeno.

Fenilalanina amonio liasa (PAL). La fenilalanina-amonio-liasa (PAL, por

sus siglas en ingles de Phenylalanine ammonia-lyase) es una enzima
constitutiva que actla en la via de fenilpropanoide en plantas superiores. Esta
implicada en la sintesis de fitoalexinas, que son compuestos antimicrobianos de
bajo peso molecular. La expresion de PAL puede ser inducida por medio de
elicitores como AS y H20:2 y su activacion genera un aumento en el contenido
fendlico en las plantas, lo que sugiere que es una respuesta asociada con la
resistencia a enfermedades (Martinez et al., 2001; Van Loon et al., 2006; Sing
et al., 2009; Mejia et al.,, 2013). Esta enzima actia entre el metabolismo
primario y secundario, ya que cataliza el primer paso en la desaminacion
responsable de la conversion de la fenilalanina (Phe) a acido transcinamico, el
cual es un intermediario de la via para la produccién de flavonoides, cumarinas
y ligninas (Zhao et al., 2005; Song y Wang, 2009).
PAL, también participa de modo determinante en la generacion de compuestos
fendlicos y estructuras de defensa. Es probable que en su regulacién esté
implicada la interaccién contra microorganismos patdgenos y que sea clave en
la activacion de los mecanismos de defensa vegetales ya que es la enzima que
regula los diferentes metabolitos obtenidos en la biosintesis de fenilpropanoides
(Ardila et al., 2007).

Peroxidasa. Las peroxidasas se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza y se encuentran en plantas, microrganismos y animales, donde

catalizan la reduccion del peroxido de hidrégeno (H202) en agua,
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neutralizandolos. H202 es un producto final comun del metabolismo oxidativo, y
de ser un agente oxidante fuerte, podria resultar toxico si se permite que se
acumule. Por lo tanto, las peroxidasas sirven para eliminar de las células
vegetales el exceso de H202, en condiciones normales y bajo estrés (Laloue et
al., 1997). Las peroxidasa son encontradas principalmente como hemoproteinas
y utilizan el peréxido de hidrogeno como sustrato oxidante. Aunque otras
peroxidasas mas inusuales han mostrado recientemente contener cualquiera de
los iones metdlicos, tales como selenio y vanadio, o un grupo prostético flavina.
Se han reportado una gran variedad de donantes de electrones, incluyendo
aminas aromaticas, fenoles y enedioles como el 4cido ascorbico para detectar
la actividad peroxidasa en extractos de la plantas (Bania y Mahanta, 2012).

El papel de las peroxidasas en las plantas consiste en lignificacion,
suberizacion, la reticulacién de la proteina estructural de la pared celular,
catabolismo de auxinas, defensa contra patégenos, tolerancia a sales y su
implicacion en la senescencia (Hiraga et al., 2001).

Fenoles totales. Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios
ampliamente distribuidos en las plantas, esenciales para su crecimiento,
reproduccion y en la proteccion frente a patdégenos, siendo secretados como
mecanismo de defensa en condiciones de estrés como infecciones, radiaciones
UV, entre otros. Estos forman un grupo heterogéneo de mas de 10 000
compuestos con distintas caracteristicas y numeras funciones en plantas, entre
las que se encuentran la defensa en las plantas, regulacion del metabolismo y
la sintesis de la lignina (Taiz y Zeiger, 2006). Este tipo de compuestos son
sintetizados por dos rutas: la ruta de acido maldnico, que es importante fuente
de fenoles en hongos y bacterias, no lo es tanto en plantas; y la ruta del acido
shiquimico que es la responsable de sintesis de la mayoria de los fenoles en
plantas, los cuales derivan de la fenilalanina en una reaccion catalizada por la
fenilalanina amonio liasa (PAL). El incremento en la sintesis de compuestos
fendlicos, en algunas especies de plantas esta relacionada con la acumulacion

de AS y el metil jasmonato (Taiz y Zeiger, 2006; Garcia y Rivera, 2011).
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Inductores de resistencia

Los elicitores o inductores de resistencia actan sobre la planta impidiendo o
retrasando la entrada del patégeno y limitando consecuentemente su actividad
en el tejido u érgano infectado. No tienen efecto directo o actividad especifica
sobre los fitopatégenos (Gomez & Reis, 2011). Por lo que la aplicacion de
elicitores exdgenos en la superficie de la planta activa multiples rutas de
sefalizacion de defensa intracelular (Holopainen y Blande, 2013) que participan
en multiples sistemas de defensa e induccion de resistencia no especifica a
varios patogenos.

El origen de los inductores puede ser biético o abiético. En inductores de tipo
bidtico se encuentran, hongos, bacterias, virus, nematodos, insectos, extractos
de origen vegetal, exudados de Rhizobacterias, glucanos, liposacéridos,
esfingolipidos, quitina, ergoesterol, proteinas, péptidos, fracciones de pared
celular de hongos, bacterias o células vegetales, fluido de esporas en
germinacion de hongos y fluido intercelular extraido de plantas infectadas
(Stela, 2001;Riveros, 2010). Los inductores abibticos, también
denominados inductores quimicos, actualmente constituyen una nueva clase de
pesticidas, llamados “fungicidas de cuarta generacién” por su efecto
completamente diferente de los fungicidas conocidos hasta el momento.
Aungue en su mayoria son compuestos naturales, de origen biologico, los
inductores son substancias sintetizadas en laboratorio, que se aplican
externamente sobre las plantas, inyectadas o asperjadas, siendo una de las
formas mas comunes de utilizacién, la aspersion (Cuadro 2) (Pascholati et al.,
2008). Su uso fue reportado en numerosas investigaciones, tanto en laboratorio,
invernadero y en campo (Riveros et al., 2004). Entre ellos se encuentran: &cidos
grasos, glicoproteinas, proteinas, péptidos, glicolipidos, lipidos, lipoproteinas,
lipopolisacéridos, oligosacaridos, polisacaridos, entre otros (Angarita, 2001).
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Cuadro 2. Moléculas y/o sustancias inductoras de resistencia y patdbgenos que

controla. Tomado de (Gomez & Reis, 2011).

Sustancias inductoras

Patégenos controlados

Fosfatos de potasio, sodio o magnesio.

Hordei,

Colletotrichum

Blumeria graminis sp.
Sphaerotecafuliginea,
lagenarium, Puccinia sorghi, Exerohilum
turcicum, Leveillula taurica, Bremia lactucae y

Peronospora parasitica

Fosfitos de potasio o calcio.

Pseudoperonospora, Phytophthora, Albugo,
Peronospora, Fusarium spp., Rhizoctoniay

Colletotrichum

Fosetil aluminio

Botrytis spp, Plasmopara spp, Phytophthora
spp.

Acido salicilico

Pantoea, virus, Alternaria, Septoria

Acibenzolar s-metilico Sclerotinia  sclerotiorum, Botrytis cinerea,
Colletotrichum y Puccinia helianthi

Acido jasménico Pyricularia grisea, otros.

Etileno Varios

Acido B-aminobutirico (ABAB) Hongos, nematodos, virus y bacterias

Quitosana Alternaria  padwickii, Bipolaris  oryzae,

Pyricularia grisea, Fusarium verticillioides y
Sarocladium oryzae

Probenazole

Pyricularia grisea y Xanthomonas oryzae

Extracto de REYSA (Reynoutria

sachalinensis)

Sphaerotheca fuliginea y Leveillula taurica

Anion superodxido y perdxido (ERO)

Meloidogyne incognita

Fragmentos de proteina harpina

Cercospora coffeicola, Monilinia fructicola y

Xanthomonas axonopodis pv. citri

Bioflavonoides, acido ascoérbico, acido citrico,

acido lactico, &cidos grasos y azlcares.

Varios

Silicatos de calcio, magnesio, potasio,

aluminio o hierro.

Cercospora coffeicola

Provitamina K y derivados hidrosolubles

Hongos y Bacterias
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En el mercado se encuentran pocas moléculas activadoras de resistencia en
comparacién de productos insecticidas, fungicidas o bactericidas. Algunos
nombres comerciales de estos elicitores de induccion de resistencia son:
Coronalon® (6-ethyl indanoyl isoleucina) Quitosano, Oryzemato cuyo
ingrediente activo es el PBZ (3 alilocil-1,2 benzisotiazol-1,1-dioxido), Potafos® K
(Fosfanato de potasio), Kendal® (glutation, oligosacarinas y saponinas),
Mesenger® (Proteinas “harpins”),Biorend ® (Poli-D-glucosamina, Quitosano),
Fosfimax 40-20® (fosfito), Etefon® (&cido 2-cloroetilfosfonico), Actigard®,
BION® (acibenzolar- S - metil o BTH) y Rezist® (Acido Salicilico) (Tomado de
Salgado, 2012).

Alcamidas naturales

Las alcamidas estan constituidas por la union de un acido graso. La longitud de
cadena puede ser mediana o larga, dependiendo del numero de carbonos, que
va de 8 a dieciocho y generalmente es alifatica o lineal. Se une a una amina
gue proviene de algun aminoacido por descarboxilacion al momento de la
condensacion. Las alcamidas son consideradas como compuestos bioactivos
esto es, una pequefa cantidad de estos compuestos presenta una respuesta
notable en las células receptoras. Radicando ahi su importancia en la variedad
de efectos, mismos que dependen de la esctructura y el nimero de enlaces o
ligaduras dobles presente. En raices de plantas de Heliopsis longipes o
“Chilcuague” como se le conoce comunmente en la sierra gorda de Guanajuato,
es de donde se extraen las alcamidas que mas se utilizan. Dentro de las
alcamidas, se encuentra en mayor proporcion la afinina. Se le atribuye un efecto
de insecticida, fungicida, bactericida y anestésico local. El resto de las
alcamidas muestran una actividad fungistatica y bacteriostatica de acuerdo a
estudios realizados por Gomez et al., (SF).

Las alcamidas son metabolitos secundarios que se encuentran distribuidos en
diferentes familias de plantas: Aristolochiaceae, Asteraceae, Brassicaceae,
Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Menisper- maceae, Piperaceae, Poaceae,
Rutaceae, and So- lanaceae. Varias especies de las familias Asteraceae,
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Piperaceae y Rutaceae contienen altos niveles de alcamidas (Christensen y
Lam, 1991; Kashiwada et al.,, 1997; Parmar et al., 1997). Encontrando una
mayor cantidad de alcamidas en raices de Heliopsis longipes, siendo su
principal constituyente activo, la afinina. La presencia de afinina en raices es
alta, al encontrarse en concentraciones de 1% del peso fresco (Molina et al.,
1996). Se ha encontrado que la afinina y otras alcamidas alteran la arquitectura
del sistema de las raices y regula la division celular y procesos de
diferenciacion en A. thaliana (Ramirez et al., 2004).

Se ha probado el potencial de las alcamidas como inductores de resistencia
contra insectos, hongos y bacterias, obteniendo importantes logros respecto a
la activacion de respuestas de defensa (Rivero et al., 2002). La produccion de
enzimas PAL, POD y otros compuestos relacionados con la defensa como
fenoles y proteinas totales ayudan a la planta a reforzar la pared celular en
presencia o ausencia del patégeno (Gonzalez, 2011).

Se ha demostrado que concentraciones micromolares de N-isobutil decanamida
en cultivos in vitro de Arabidopsis thaliana, aplicadas de forma exégena, induce
la estimulacion de brotes, el crecimiento e incremento en la biomasa de raices,
asi como la formacién de raices laterales y elongacion de pelos radiculares
(Montafio et al., 2006).

Producto prototipo*

Isotianil fue descubierto por Bayer AG en 2003 (actualmente Bayer
CropScience) en Alemania como un resultado exhaustivo de una investigacion
en compuestos a base de isotiazol. Isotianil es considerado un fungicida que
induce la resistencia sistémica adquirida (SAR) en plantas. Tiene un excelente
efecto preventivo a dosis bajas contra el tizon de arroz (Magnaporthe grisea) el
cual es un de las enfermedades mas severas. Isotianil no mostro una actividad
antimicrobial contra diferentes hongos y bacterias, incluyendo M. grisea y
Xanthomonas oryzae pv. oryzae en medio in vitro (Sumitomo Chemical Co., Ltd.
2011). Sin embargo los resultados de pruebas en macetas y en campo

indicaron un excelente efecto preventivo sobre la enfermedad en la planta
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(Sakuma, 2008, 2009). Al no mostrar una actividad antimicrobial contra hongos
y bacterias, se consider6 que es un inductor de resistencia y que activa el
mecanismo de defensa en la planta (Sumitomo Chemical Co., Ltd. 2011). De
acuerdo al FRAC Code List (2015) el modo de accion de Isotianil es la
induccion de defensa en la planta, ubicandolo en el grupo quimico tiadiazol-

carboxamida.

*Nota: Producto quimico en desarrollo
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MATERIALES Y METODOS

El desarrollo del experimento consistio en aplicacion de alcamidas naturales y
un producto prototipo como inductores de resistencia, en plantas de papa
inoculadas con la bacteria “Candidatus Liberibacter solanacearum” (CalLso) y/o
“Candidatus Phytoplasma americanum” (CaPa), utilizando como vector adultos
de Bactericera cockerelli. Se caracterizé fenotipicamente la respuesta de las
plantas ante la presencia de la bacteria. En los tratamientos de alcamidas
naturales y en el producto prototipo se detectaron compuestos bioquimicos

relacionados con la respuesta de defensa de las plantas.

Ubicacion del experimento
El experimento se llevo a cabo en el laboratorio de Parasitologia Molecular y en
el invernadero de Parasitologia agricola de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro.

Obtencion de material biolégico

Obtencion de psilidos. Se colectaron adultos de B. cockerelli en cultivos
de papa de la region infectados con “Candidatus Liberibacter solanacearum” en
el ejido El Poleo en Arteaga Coahuila (25°09°58.88" N y 100°47°12.90” O). En
plantas de papa y tomate se establecié una colonia de B. cockerelli bajo
condiciones controladas en una camara biocliméatica de crecimiento en el
Departamento de Parasitologia, a temperatura de 23 + 1 °C; con fotoperiodo de

14 horas luz y 10 horas oscuridad (Levy et al., 2011).

Obtencién de minitubérculos. Los minitubérculos se obtuvieron de

Agricola la Aguijita, ubicada en Toluca, edo. de México.
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Obtencion del extracto de Heliopsis longipes. El extracto de H.
longipes se elaboré con raices secas y molidas de esta planta colectadas en el
invernadero de Parasitologia agricola. Para obtenerlo, se usé una proporcion de
1:10, esto es 1 g de raiz macerada por cada 9 ml de solvente, el cual fue
etanol al 98%. El extracto se obtuvo al exponer el tejido macerado al solvente a
temperatura ambiente durante 30 dias. El extracto crudo se filtr6 al vacio con un
papel filtro Whatman No. 1 y se concentré en Rotavapor (IKA) a 78°C durante
4h a 150rpm. El concentrado de extracto fue enviado al Centro de Investigacion
y de Estudios Avanzados (CINVESTAV) unidad Irapuato, para determinar la
concentracion de la alcamida afinina, mediante la técnica de HPLC (Gonzélez,
2011).

Deteccion de “Candidatus Liberibacter solanacearum” y “Candidatus
Phytoplasma americamun”

Para confirmar la presencia de CalLso y CaPa en psilidos de B. cockerelli y su
ausencia en los minitubérculos usados para la siembra, se realizé extraccion de
ADN, con el siguiente procedimiento: 10 adultos fueron macerados en un
mortero con nitrégeno liquido al cual se le agregaron 600 ul de buffer de lisis
(Tris-HCL 100 mM pH 8, EDTA 50 mM pH 8.5, NaCl 50 mM, SDS 2%) y se
recupero el macerado en un tubo ependorff de 1.5 mL. Al tubo se le adicionaron
500 pl de cloroformo alcohol isoamilico 24:1, se mezcld durante medio minuto
en vortex y se centrifugo durante 15 min a 12 000 rpm. La fase superior del
centrifugado se recuperé en un tubo limpio y se le adicioné una cantidad
equivalente de isopropanol frio; se dejo reposar en hielo durante 15 minutos y
se centrifugo por 10 min a 12 000 rpm. Se desechd la fase acuosa, la pastilla en
el fondo del tubo se enjuago dos veces con alcohol al 70%. EI ADN fue
resuspendido en 50 pl de agua estéril. Para verificar la extraccion, el ADN se
corrié en un gel de agarosa al 2%.

La amplificacion por PCR para CalLso se llevdo a cabo con los iniciadores
0OA2/0i2c (5'-GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA-3") (5'-
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3) y CL514F/CL514R (5
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CTCTAAGATTTCGGTTGGTT-3") (5-TATATCTATCGTTGCACCAG-3') que
amplifican una regién de 1160 y 669 pb. Para CaPa se utilizaron los primers P1
(5'-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3") P7 (5'-
CGTCCTTCATCGGCTCTT-3"), R16F2n (5-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3)
y R16R2 (5-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’) que amplifican una
region de 1250 pb. Las condiciones de la reaccion fueron Buffer 1x, MgClz 2.5
mM, dNTP’s 200 uM, Cli.po.F 20 pmole, O12c 20 pmole, Taq 1U y 50 ng de
ADN, con un volumen final de 25 pul. El programa de amplificacion fue un ciclo
inicial de 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, 62°C por 30s y
72°C por 1min, con un ciclo adicional de 72°C por 10 min.

Desarrollo del experimento bajo condiciones de invernadero

Siembra. Los minitubérculos de la variedad Agata, libres de CalLso se
sembraron en macetas con capacidad de 3 kg, con una mezcla de sustrato para
germinacion (Peat Moss), vermiculita y perlita, en relacion 4:3:1. Las macetas

se mantuvieron bajo condiciones de invernadero durante todo el experimento.

Tratamientos. El estudio consisti6 en siete tratamientos con 15

repeticiones por tratamiento (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Tratamientos empleados en la induccién de resistencia a

“Candidatus Liberibacter solanacearum” en platas de papa.

Productos Tratamientos Acronimos Consistio
Producto 1 T1 Infestacion y aplicacion a las 24 h
prototipo 2 T2 Aplicacion e infestacion a las 24 h
Alcamida 3 T3 Infestacion y aplicacion a las 24 h
4 T4 Aplicacion e infestacion a las 24 h
Testigo 5 T5 Infestacion y aplicacion a las 24 h
6 T6 Aplicacion e infestacion a las 24 h
Testigo 7 T7 Aplicacion vy sin infestacion
absoluto

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
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Inoculacién. En la Inoculacién de plantas se siguid la metodologia de
Levy et al., 2011 con ligeras modificaciones. Las plantas de papa con 40 dias
después de la siembra, se inocularon con CalLso y/o CaPa infestdndose con 10
psilidos adultos de B. cockerelli portadores de la bacteria, durante 24 horas. En
los tratamientos del uno al seis, utilizando pequefias bolsas de organza.
Pasadas las 24 horas, fueron eliminados manualmente los adultos asi como los

huevecillos que depositaron en las hojas.

Aplicacion de tratamientos. Se realizaron dos aplicaciones foliares de
los productos, el producto prototipo se aplic6 a una dosis de 1lL/ha en los
tratamientos uno y dos, el extracto concentrado de alcamidas a una
concentracion de 350 ppm de afinina en los tratamientos tres y cuatro, en los
tratamientos restantes se les aplicé agua.

La primera aplicacion se realiz6 40 dias después de la siembra. En los
tratamientos uno, tres y cinco la aplicacion se realiz6 24 horas antes de la
infestacion con B. cockerelli. Los tratamientos dos, cuatro y seis la aplicacion
fue 24 horas después de la infestacion con los psilidos, al mismo tiempo el
tratamiento 7 se le aplicé agua. La segunda aplicacién fue 15 dias después de
haberse realizado la primera, las plantas contaban con 55 dias después de la

siembra, cada producto se asperjé con su tratamiento correspondiente.

Muestreo. Se realizaron muestreos a las 12, 24 y 48 horas después de
cada aplicacién, tomando 20 gramos de tejido vegetal de la parte superior de la
planta, los cuales fueron puestos inmediatamente en nitrégeno liquido vy
congelados a -78°C. Todas las muestras, se trasladaron al Laboratorio de
Parasitologia Molecular adscrito al mismo Departamento de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, donde se procesaron para su analisis

respectivo (Gonzalez, 2011).
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Actividad de enzimas relacionadas a la resistencia

Determinacion de la actividad Fenilalanina Amonio Liasa. Para la

extraccion de la enzima se utiliz6 la metodologia usada por Yedidia et al.,
(1999) con ligeras modificaciones. Se pesaron 500 mg de la muestra macerada
con nitrégeno liquido, se le adicion6 1 ml de buffer de fosfatos 0.1M con pH 7.3,
se centrifugé a 12 000 rpm durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se
recupero y fue guardado a -70°C hasta su uso.
Para la determinacion de la actividad PAL, se tomaron 0.9 ml de L-fenilalanina
(1 mg/mL), se le adicion6 0.1 mL de extracto enzimatico y se incub6 a 40 °C
durante 30 minutos. La reaccion se detuvo con 0.25 mL de &cido clorhidrico 5
N, las muestras se colocaron en bafio de hielo y se le adicion6 5 mL de agua
destilada. Los valores de absorbancia se determinaron a 290 nm. Se definid
como una unidad de actividad enzimatica equivalente a la produccion de 1
mmol de acido transcindmico producido por minuto por mg de proteinas (Paz et
al., 1998).

Actividad Peroxidasa. En la extraccion de la enzima se utilizé la técnica de
Yedidia et al., (1999) con algunas modificaciones. El extracto enzimatico se realizo
utiizando 250 mg de material vegetal macerado con nitrégeno liquido, se le
adicion6 1 mL de buffer de fosfatos 0.1 M con pH 7.3, se sonic6 por 10 minutos,
posteriormente se centrifugd a 12 000 rpm durante 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante se recuper6 para iniciar inmediatamente con la reaccion enzimatica.
Para la cuantificacion de la actividad peroxidasa se realiz6 utilizando 200 pl del
extracto enziméatico, adicionandole 50 pl de rojo de fenol al 0.2%, se le agregd 930
ul de citrato de sodio 50 mM a pH 4.2, la reaccion se inicié al agregarle 10 pl de
peréxido de hidrégeno, tres minutos después la reaccion se detuvo con 40 pl de
hidroxido de sodio 2N. La lectura se realiz6 a 610 nm. La concentracion de
peroxidasa se calculé con el coeficiente de extinciébn molar de 22000 M-lcm-! para
el producto oxidado. La actividad peroxidasa fue expresada como milimoles de rojo

fenol oxidado por gramo de peso seco por min (Yedidia et al., 1999).
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Cuantificacién de Proteinas. En la extraccion de proteinas se utilizo la
técnica de Yedidia et al.,, (1999) con algunas modificaciones. El extracto
enzimatico se realizd utilizando 250 mg de material vegetal macerado con
nitrogeno liquido, se le adicioné 1 ml de buffer de fosfatos 0.1 M con pH 7.3, se
sonic6 por 10 minutos, posteriormente se centrifugé a 12 000 rpm durante 10
minutos a 4°C, el sobrenadante se recuperé para iniciar inmediatamente con la
reaccion enzimatica.

La concentracion de proteinas se determind siguiendo el método de Bradford
(1976). Se empled una curva patron a base de albumina de suero bovino (BSA).
La absorbancia fue leida a 595 nm. EIl contenido de proteinas se expresé en mg

de proteinas por gr de masa fresca de tejido.

Determinacion de compuestos fendlicos. Para el andlisis de las
muestras se siguid la metodologia descrita por Leighton (2001). Se procedi6 a
obtener el extracto metandlico, pesando 250 mg de muestra macerada en
nitrogeno liquido, se agregd 1 ml de metanol al 80%, se agitd en el vortex
durante 1 minuto, se procedio a centrifugar a 10 000 rpm durante 15 minutos y
se recuperd el sobrenadante, al pellet se le agregaron 500 ul de metanol al
100%. Se agité en el vortex durante 1 minuto y procedid a centrifugarse a 10
000 rpm durante 15 minutos, se recupero el sobrenadante y se transfirié al tubo
que contiene el sobrenadante obtenido en la primera centrifugacion, se ajusto el
volumen a 2 ml con agua destilada, el tubo con extracto se protegié de la luz y
se mantuvo a temperatura ambiente.

Para la determinacion de fenoles, se tomaron 200 ul de extracto, se agregaron
1500 pl de agua destilada, se agregaron 100 ul de reactivo Folin-Ciocalteu, se
adicionaron 200 pl de Na2COs, se agito por un minuto en vortex y se dejé
reposar por 30 minutos en obscuridad, posteriormente se leyéo a 765 nm. La
concentracion de fenoles se calcul6 mediante la ecuacion de la recta de una
curva de calibracién con acido galico y se expresé como mg/ml de la reaccién

final.
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Parametros quimicos

Salazar et al., (2008) relaciona un alto pH con la disponibilidad de azucares en
el tubérculo. Los azucares disponibles son los causantes del quemado cuando
las papas son sometidas a freido. La Vitamina C participa en respuesta de
estrés biotico y abidtico, el cual actia como un antioxidante, protegiendo a la
célula contra un estrés oxidativo causado por el patégeno o factores

ambientales (Noctor y Foyer 1998).

pH. El pH se midi6 en muestras de la pulpa triturada utilizando un
potenciémetro calibrado. Se lavd brevemente el electrodo con agua destilada,
se sumergi6 en el tubérculo triturado en 10 ml de agua destilada. Se realizé la

lectura al momento que no se observo variacion del pH (Salazar et al., 2008).

Sdlidos solubles totales (°BRIX). Los sélidos solubles totales (SST) se
determinaron en el sobrenadante de 1.5 g de muestra de papa triturada y
centrifugada a 10 000 rpm por 5 minutos. Se colocaron dos gotas del
sobrenadante del material centrifugado sobre el prisma del refractometro y se

tomo la lectura después de 1 min (Salazar et al., 2008).

Vitamina C. El contenido de vitamina C en los tubérculos, se determiné
con base en el método de titulaciébn de Padayatt et al. (2001). Se tomaron 10 g
de tubérculo fresco, se maceré con 10 ml de acido clorhidrico 2 %, se filtré y se
aforé a 100
ml con agua destilada en un matraz Erlenmeyer. Con 10 ml del diluido, se titulé
con 2,6 diclorofenolindofenol (1x10-3 N) y se determiné el contenido de vitamina

C con la formula:

(ml de 2,6 dicloro fenolindofenol) (0.088) (volumen total)(100)

(volumen de la alicuota) (peso de la muestra)

Vit.C (mg = 100 g de PF) =

Parametros de calidad
En la aplicacion de productos para el control de enfermedades, algunos

pardmetros de calidad e incluso el rendimiento se ven afectados. En cuanto a
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las caracteristicas de calidad determinantes para la comercializacién es
necesario cumplir con requerimientos ya establecidos (Salazar et al., 2008;
Abbasi et al., 2011).

Firmeza (Kg/cm?). Para esta medicion se utilizd un penetrémetro digital
marca EXTECH®, utilizando la punta de 6 mm de diametro que trabaja en un
rango de 0-1 kg (Abbasi et al., 2011).

Diametro polar y ecuatorial. Para estas mediciones fisicas se tomaron
todos los tubérculos de papa de cada tratamiento y se midié con un vernier
digital electrénico 6” marca TITAN® con apreciacion de dos décimas de
milimetro (0,00mm), finalmente se obtuvo un promedio de cada tratamiento
(Salazar et al., 2008).

Peso y numero de tubérculos por planta. Todos los tubérculos
obtenidos del experimento fueron pesados y a su vez contabilizados, al final se
obtuvo un promedio del peso y numero de tubérculos por planta de cada
tratamiento (Abbasi et al., 2011).

Respuesta fenotipica a “Candidatus Liberibacter solanacearum”
Una forma de evaluar la resistencia de planta a enfermedad es por medio de los
parametros de incidencia y severidad. Estds mediciones son de manera visual.

Se evalua el tejido dafiado por la enfermedad o el tejido sano de la planta.

Incidencia y severidad. Los datos de incidencia y severidad se tomaron
90 dias después de la siembra. En incidencia se registr6 la presencia de
sintomas desarrollados por CalLso. La severidad se determind mediante el uso
de una escala de criterio personal, asignando un porcentaje de tejido dafiado a
cada nivel de la escala como sigue: 0%=planta sana, 25%= presencia de

tubérculos aéreos, 50%=presencia de tubérculos aéreos y proliferacion de
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brotes, 75%= exceso de brotes y planta quebradiza, 100%=planta muerta
(Anexo 1).

Disefio de estudio y analisis estadistico

El estudio se realizé bajo un disefio de bloques completamente al azar, con
siete tratamientos y 15 repeticiones por tratamiento. Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de una sola via y comparacion entre medias de
los tratamientos con una prueba de rango multiple de Tukey (P< 0.05) utilizando
el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de “Candidatus Liberibacter solanacearum” y “Candidatus

Phytoplasma americanum”

Se detectd la presencia de Calso en los insectos de B. cockerelli los cuales se
utilizaron para la inoculacion de las plantas (Figura 1). Los resultados dieron
negativos a CalLso en minitubérculos. No se encontré la presencia de CaPa en

B. cockerelli, follaje y tubérculos de papa (Figura 2).

1 2 345 67 89 10111213
-

Figura 1. Resultados positivos a la presencia de CalLso en B. cockerelli. Banda
amplificada de 1160 y 669 pb utlizando los primers OA2/0i2c vy

CL514F/CL514R.

Carril 1 y 7: Follaje de papa, carril 2 y 13: Marcador de peso molecular de 1 kb, carril 3y 8: B.
cockerelli, carril 4, 5,10, y 11: Testigo positivo, carril 6 y 9: Minituberculo de papa y carril 12:
Testigo negativo.
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Figura 2. Resultados negativos a la presencia de CaPa en B. cockerelli. Banda
amplificada de 1250 pb utilizando los primers P1/P7 y R16F2n/R16R2.

Carril 1: Follaje de papa, Carril 2: B. cockerelli, carril 3: Minitubérculo de papa, carril 4: Testigo
positivo, carril 5: Testigo negativo y carril 6 Marcador de peso molecular de 2 kb

Cuantificacion de Afinina

La cuantificacién de alcamidas mediante HPLC se dirigio a la cuantificacion de
afinina presente en el extracto, la cual registr6 un tiempo de retencién de 23
minutos, tiempo correspondiente a la alcamida afinina (Ramirez-Chéavez et al.,
2000), obteniendo una concentracion de 123,206 ppm. El extracto fue

almacenado en oscuridad a 4°C.

Actividad de enzimas relacionadas a la resistencia

Actividad Fenilalanina Amonio Liasa (PAL). Las aplicaciones de los
productos utilizados muestran diferencias significativas con respecto al testigo y
al testigo absoluto, al inducir la actividad de PAL. La aplicacién de forma
curativa en la primera y segunda aplicacion de los productos los niveles
enzimaticos se expresaron en mayor cantidad que aplicados en forma
preventiva (Figura 3-6). Esto pudo haberse debido a que la planta estaba
enferma y necesitaba la produccion de lignina para protegerse del patégeno.
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El producto prototipo en las dos aplicaciones en la forma curativa muestra un
incremento en cuanto a la produccion de PAL, alcanzando una activad de
154.12 U/mg de proteina a las 48 horas en la segunda aplicacion. Aplicado de
forma preventiva mantiene su actividad promedio en 80 U/ mg de proteina en la
primera aplicacion. Con respecto a la segunda aplicacién, a las 24 horas
muestra una actividad de 101.57 U/ mg de proteina, teniendo una actividad
decreciente en los proximos muestreos, el incremento en este muestreo pudo
haberse dado debido a que las plantas ya se encontraban infectadas con la
bacteria.

La aplicacion de alcamidas de forma curativa tienen una actividad mayor PAL
de que cuando se aplican de forma preventiva; en esta Ultima se mantiene la
actividad en 80 U/ mg de proteina, 20 U/ mg de proteina menos que en la forma
curativa. En la segunda aplicacion las alcamidas muestran una mayor actividad
cuando son aplicadas de forma curativa que preventiva.

El producto prototipo muestra una mejor actividad PAL aplicado de forma
curativa y preventiva en comparacion con las alcamidas, ambos muestran una
mejor accion de proteccién en la planta contra la bacteria en lo que respecta al
testigo y testigo absoluto.

Los resultados encontrados en esta investigacion son mucho mayores que los
que obtuvo Rashed et al., (2013) al determinar la actividad PAL en tubérculos
de papa (‘FL 1867’) infectados con CalLso a diferentes semanas antes de la
cosecha, obteniendo una cantidad de 4.37 U/mg de PAL en la séptima semana
antes de cosechar los tubérculos, por otro lado Mohan et al., (2015) en
tubérculos de la variedad Russet Burbank encontraron 12 U/mg de PAL y Wallis
et al., (2012) encontraron 3.18 U/mg en ambos experimentos los tubérculos
estaban infectados con CalLso. Gonzalez (2011) encontré una maxima actividad
PAL (0.394 U/mg de proteina) a las 12 horas en hojas de tomate infectadas con
F. oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con alcamidas naturales, cantidad de
PAL muy baja en comparacion con los testigos y tratamientos de este trabajo.
Navarre et al., (2009) en tubérculos de las variedades FL1879 y Atlantic

positivas a CalLso, encontraron 98 y 520 ml/g de PAL respectivamente en
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muestra seca. La cantidad de PAL encontrada en los tubérculos de la variedad
Atlantic es 3.3 veces mayor que la actividad expresada por el producto prototipo
a las 48 horas en la segunda aplicacion de forma curativa y cinco veces mayor
que la actividad obtenida por las Alcamidas a las 12 horas en la primera

aplicacion en forma curativa en hojas de papa.

160.000

140.000

na

120.000

100.000

T1
80.000

d
a E

I b I nT3

60.000 I .
40.000

nT7
20.000
0.000

12 24 4

8

Ul/ml/ mg de prote

Tiempo (h)

Figura 3. Cinética de PAL en hojas de papa a diferentes tiempos en la primera

aplicacion de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 4. Cinética de PAL en hojas de papa a diferentes tiempos en la primera

aplicacion de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 5. Cinética de PAL en hojas de papa a diferentes tiempos en la segunda

aplicacion de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 6. Cinética de PAL en hojas de papa a diferentes tiempos en la segunda

aplicacion de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Actividad Peroxidasa (POD). La peroxidasa en las plantas desempefia
un papel catalitico en el proceso de lignificacion del xilema, expresandose
también en la epidermis de los 6rganos aéreos. En este ensayo la maxima
actividad peroxidasa en hojas de papa fue a las 24 horas con 1.3 U/mg de
proteina en plantas tratadas con alcamidas de forma preventiva, a diferencia del
testigo que registré 0.9 U/mg de proteina en la primera aplicacion (Figura 7 y 8),
en forma curativa muestra una mayor actividad a las 24 h, teniendo un
comportamiento similar a todos los tratamientos. Con lo que respecta a la
segunda aplicaciéon en las dos maneras de proteccion (Figura 9 y 10) su
actividad se mantiene en niveles bajos en comparacion con anterior aplicacion,
esto pudo haberse debido a que la planta ya estaba protegida y solo tenia que
mantener los niveles de lignificacion.

El producto prototipo muestra su maxima actividad de forma preventiva con 1.2
U/mg de proteina a las 24 h en la primera aplicaciéon; de forma curativa muestra

el mismo comportamiento que el resto de los tratamientos. En la segunda
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aplicacion de forma curativa mantiene su actividad en 0.6 U/mg de proteina,
mientras que de manera preventiva ésta fue su mayor actividad.

La baja concentracion de peroxidasa es debido a que es el precursor de PAL,
esto es mientras PAL se encuentra activa, la peroxidasa se encuentra
desactivada (Cuervo et al., 2009; Ardila et al., 2011). Los resultados en forma
preventiva del producto prototipo son congruentes con los que reporta (Sakuma,
2008, 2009). En cuanto a cantidad de Peroxidasa Gonzéalez (2011) encontré
1.60309E-06 U/mg de proteina en hojas de tomate al cuarto dia de muestreo,
difiriendo estos resultados en cuanto a tiempo y cantidad con los encontrados
en este ensayo. Trabajos realizados por Wallis et al., (2012) y Rashed et al.,
(2013) encontraron 0.16 y 0.15 U/mg de peroxidasa en tubérculos infectados
con Calso, relacionando la actividad de esta enzima con la resistencia de la
planta a la enfermedad. Sin embargo estas cantidades son muy pequefias con
las que se encontraron en esta investigacién cuando se aplican productos como

inductores de resistencia.
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Figura 7. Cinética de Peroxidasa en hojas de papa a diferentes tiempos en la

primera aplicacion de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 8. Cinética de Peroxidasa en hojas de papa a diferentes tiempos en la

primera aplicacion de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 9. Cinética de Peroxidasa en hojas de papa a diferentes tiempos en la

segunda aplicacién de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 10. Cinética de Peroxidasa en hojas de papa a diferentes tiempos en la

segunda aplicacién de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Cuantificacién de Proteinas. La cantidad de proteinas difieren segun
las especies vegetales, mismas que forman el material basico de las células y
de las enzimas, asi como numerosos compuestos y hormonas (navarro, 2003).
En la primera aplicacion el producto prototipo muestra una produccién 1.9
mg/ml de proteinas en presencia de la bacteria, dicha cantidad pudo haberse
dado ya que la planta necesitaba de las proteinas para la sintesis de enzimas
relacionadas con la defensa (Figura 11). De forma preventiva la produccion de
proteinas se mantiene en 1 mg/ml (Figura 12). En la segunda aplicacion de
forma curativa a las 12 h la concentracion se encontré 0.5 mg/ml menos que en
la primera, este efecto se atribuye a que la planta ya habia estabilizado los
niveles de produccién en cuanto a enzimas relacionadas con la resistencia. 2.4
mg/ml se encontré la concentracién de proteinas a las 48 h en la segunda
aplicacion de forma curativa (Figura 13), este incremento puede deberse a que
la bacteria fue inoculada después de la primera aplicacion, por lo tanto la planta
necesitaba de la produccion de proteinas para poder activar su sistema de

defensa. Se observa también que la maxima produccion de proteinas para las



40

alcamidas es a las 48 h en la segunda aplicacién de forma preventiva con una
concentracion de 2.1 mg/ml (Figura 14), 0.3mg/ml menos que el producto
prototipo; de forma preventiva en esa aplicacion se observé que produjo 1.7
mg/ml al mismo tiempo, 0.3 mg/ml méas que las del producto prototipo a las 12 h
y 0.4 mg/ml menos de las que presentd a las 48 h en la primera aplicacion de
forma curativa, mientras que de forma preventiva en esa aplicacion mantuvo su
nivel promedio en 1.2 mg/ml de proteina.

Los resultados de proteinas encontrados en este trabajo son 2-1 mg/ml menor
en relacion al testigo y 0.5-0.4 mg/ml menor en relacion a los tratamientos, de
acuerdo a los resultados encontrados por Alvarado et al., (2012) en tejido de
plantas de papa de las variedades FL1867, Norkotah o Norgold, relacionando la
cantidad de proteinas como producto de defensa de la planta hacia CalLso. En
tubérculos infectados de la variedad Russet Burbank Mohan et al., (2015)
encontraron 0.033 mg/ml de proteinas, dichos resultados son muy bajos en

comparacion con los que se encontraron en este trabajo.
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Figura 11. Cinética de Proteinas en hojas de papa a diferentes tiempos en la

primera aplicacion de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 12. Cinética de Proteinas en hojas de papa a diferentes tiempos en la

primera aplicacion de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

2.5
2 a
£ 3 a a b mTL
=15 b
agn b b cb C | BE
= d
1 mTs
mT7
0.5
0
12 24 48
Tiempo (h)

Figura 13. Cinética de Proteinas en hojas de papa a diferentes tiempos en la

segunda aplicacién de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 14. Cinética de Proteinas en hojas de papa a diferentes tiempos en la

segunda aplicacion de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Cuantificacién de Fenoles Totales. Las alcamidas aplicadas de forma
curativa en una primera aplicacion mantienen su concentracion en 0.03 mg/ml
de acido galico por peso fresco (Figura 15), en cuanto al producto prototipo la
concentracion va en aumento. La pronta produccién de compuestos fendlicos al
aplicarse las alcamidas puede deberse a que es una molécula de rapido
reconocimiento por la planta en comparacién con el producto prototipo. Las
alcamidas aplicadas forma preventiva ayudan a la planta a la produccién de
fenoles para poder defenderse, a las 48 h muestran una concentracion de 0.04
mg/ml de acido galico, 0.01 mg/ml més que el producto prototipo y los testigos
(Figura 16).

Con lo que respecta a la segunda aplicacion de forma curativa (Figura 17), las
alcamidas y el producto prototipo muestran una concentracion constante de 03
mg/ml de &cido gélico durante los muestreos, asumiendo dicho evento a que la
planta ha estabilizado sus niveles de enzimas de defensa contra la bacteria. De
la forma preventiva ambos productos mantienen su concentracion en 0.04

mg/ml de acido galico, 0.01 mg/ml mas que los testigos (Figura 18), este
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incremento en la concentraciéon se atribuye a que la planta fue inoculada 24 h
después de haber ser realizado la primera aplicacion. Por lo cual la planta
necesita de la produccion de compuestos fendlicos como antibidticos para
poder defenderse de la bacteria.

Gonzélez (2011) en un trabajo que realizdé con plantas de tomate inoculadas
con F. oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con alcamidas naturales encontré
al quinto dia una concentracion de 6.926 mg/ml de &cido galico, estos
resultados son 230.8 veces mayor que los reportados en este trabajo y 100
veces mayor que los que encontré Navarre et al., (2009) en tubérculos de papa
de las variedades FL1867 y Atlantic relacionando los fenoles con la defensa de
la planta a CaLso mientras que Reddivari et al., 2007 relacionan los fenoles con

la capacidad antioxidante en tubérculos de papas de diferentes colores.
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Figura 15. Cinética de Fenoles totales en hojas de papa a diferentes tiempos

en la primera aplicacion de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 16. Cinética de Fenoles totales en hojas de papa a diferentes tiempos

en la primera aplicacion de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 17. Cinética de Fenoles totales en hojas de papa a diferentes tiempos
en la segunda aplicacion de tratamientos de forma curativa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T3=alcamidas infestado y asperjado, T5=testigo
infestado y asperjado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).
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Figura 18. Cinética de Fenoles totales en hojas de papa a diferentes tiempos

en la segunda aplicacion de tratamientos de forma preventiva.

T2=producto prototipo aplicado e infestado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T6=testigo
asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Parametros quimicos

ph. Estadisticamente la aplicacion de alcamidas de forma preventiva
induce un nivel de unidades de pH mayor que el resto de los tratamientos vy el
producto prototipo aplicado de manera preventiva muestra un nivel de pH
menor incluso que los testigos (Figura 19). Un pH mayor esta relacionado con la
concentracion de azucares reductores solubles, lo cual conlleva al
oscurecimiento de Maillard del tubérculo cuando este se frie, por el contrario
cuando hay un pH acido el oscurecimiento no se lleva acabo (Galicia, 2001). No
obstante Zambrano et al., 2010 recomienda el uso de tubérculos con pH de 6.6
para la industria. En un estudio realizado por Abbasi et al., (2011) encontraron
un pH de 6.2 en 6 variedades de papa, estando este resultado 0.9 unidades de
pH mas que el tratamiento de alcamidas aplicado de forma preventiva y 1.0

unidades de pH mas que las que encontré Galicia (2001).



46

HT1

a
b T b mT2
6.9 ch
_ LE!
= 6.8
= mT4
6.7 C
HmT5
6.6 T6
6.5 w4
6.4
6.3

Tratamientos

Figura 19. pH obtenido en tubérculos de papa tratados con diferentes

tratamientos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Solidos solubles totales (°Brix). Con respecto al contenido de sélidos
solubles totales (°Brix), este parametro representa el contenido de minerales,
acidos organicos y azlcares, principalmente sacarosa, detectados por el
refractometro, en los tubérculos de papa. Estadisticamente el testigo absoluto
es el peor tratamiento en lo que concierne a solidos solubles totales o grados
Brix (°Brix), siguiendo los tratamientos aplicados de forma preventiva (Figura
20). Los tratamientos que fueron inoculados 24 horas antes de la aplicacion
muestran el mas alto contenido de azucar en los tubérculos, se deduce que la
planta al estar en contacto con la bacteria y estar en etapa de tuberizacion, da
prioridad a los tubérculos para continuar con su descendencia al mandar mas
cantidad de carbonos, ya que la bacteria se alimenta se alimenta de los
carbonos disponibles en el floema (Lin y Gudmestad, 2013). Abbasi et al.,
(2011) encontraron en 6 variedades de papa libres de CalLso un total de 5.6
°Brix, 0.2 °Brix mas que los resultados encontrados en este trabajo,

concluyendo que bajas cantidades de azlcar son aptas para la industria de
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freido, sin embargo Zambrano et al., (2010) sugiere que para la industria de
freido los tubérculos deben de tener una concentraciéon de 4.5 °Brix. Galicia
(2001) encontré en papas almacenadas bajo condiciones de CO:2 libres de

Calso 6.2 °Brix, 0.8 °Brix mas que en esta investigacion.
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Figura 20. Grados Brix obtenidos en los diferentes tratamientos en tubérculos

de papa.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo e infestado, T3=alcamidas
infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo infestado y asperjado,
T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.

Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Vitamina C. El &cido ascorbico al estar implicado en el sefialamiento
contra un estrés bidtico o abidtico en la planta, actia como un antioxidante y
protege a la célula de la invasién del patdgeno. En la figura 21 se observa que
el tratamiento aplicado de forma preventiva del producto prototipo se muestra
estadisticamente igual que los testigos incluyendo el absoluto, por otro lado
aplicado de forma curativa se muestra igual que las plantas asperjadas con
alcamidas de forma preventiva, coincidiendo con lo que menciona Sakuma
(2008, 2009). Estas cantidades de acido ascorbico encontradas en este trabajo
son 7 veces menos que las que reporta Romero y Delgado, (2009) en
tubérculos de papa infectados con fitoplasma. Sin embargo se asemejan con
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los que obtuvieron Stushnoff et al., (2008) al encontrar 20 mg/ 100 g pf en
tubérculos de 3 variedades de papa, relacionando estas cantidades como

capacidad antioxidante en las papas.
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Figura 21. Cantidad de Vitamina C obtenida en tubérculos de papa tratados con

diferentes tratamientos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Parametros de calidad

Firmeza. Se eligi6 este método de medicion de firmeza en las papas
para poder ver si la aplicacién de los tratamientos retardaba el deterioro en los
tubérculos. No se muestran diferencias significativas estadisticamente en
cuanto a firmeza (Figura 22), sin embargo en cuanto a las medias se observa
gue el producto prototipo aplicado de forma preventiva protege un poco mas al
tubérculo que el resto de los tratamientos y aplicado de forma curativa se
muestra mas bajo que el testigo absoluto, esto puede deberse a que la planta
tiene que repartir energia en defenderse y continuar con el llenado del tubérculo
en formacién. Estos resultados difieren en gran medida con los que obtuvo
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Abbasi et al., (2011) en donde su firmeza es de 880 kg/cm? realizando la
prueba con una punta de 11 mm, a diferencia de este trabajo que ser realizd

con embolo de 6 mm de diametro.
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Figura 22. Firmeza obtenida en tubérculos de papa tratados con diferentes
tratamientos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Diametro ecuatorial. El didametro ecuatorial de los tubérculos fue
significativamente diferente en cuanto al testigo absoluto (Figura 23), el cual era
de esperarse ya que no se le inocul6 la bacteria ni se le pusieron psilidos en las
plantas; el producto prototipo y las alcamidas quedan dentro del mismo grupo
estadistico, mientras que los testigos agua en un ultimo grupo. La reduccién en
cuanto a tamafio de diametro de los tubérculos se atribuye a la presencia de la
enfermedad y al espacio de las macetas, ya que los resultados obtenidos
difieren en gran media con los que obtuvieron Zambrano et al., (2010); Ojeda et
al., (2010) y Abbasi et al., (2011).
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Figura 23. Diametro ecuatorial en tubérculos de papa tratados con diferentes

tratamientos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Diametro polar. En cuanto a diametro polar se encuentra una diferencia
estadistica en el tratamiento absoluto con el resto de los tratamientos,
guedando el tratamiento agua como el pero en cuanto a esta calidad (Figura
24). La presencia de CalLso pudo haber influido en el tamafio de los tubérculos,
lo cual se puede observar en los tratamientos a los que se les aplicé solo agua
en comparacién a las plantas en donde se aplicaron las alcamidas y el producto
prototipo. Ojeda et al., (2010); Zambrano et al., (2010) y Abbasi et al., (2011)
reportan tamafios en tubérculos de papa libres de CalLso de 75 mm de diametro
polar, esto es 45 mm mas de los que se obtuvieron en este trabajo.
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Figura 24. Diametro polar en tubérculos de papa tratados con diferentes
tratamientos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Peso. El tratamiento absoluto al no estar expuesto a la bacteria y psilidos
tuvo mejor peso en los tubérculos (Figura 25), seguido del producto prototipo
aplicado de manera preventiva y curativa, concordando estos resultados con
Sakuma, (2008, 2009). Mientras que las alcamidas al igual que los testigos
agua se muestran igual en cuanto a peso de los tubérculos. Ojeda et al., (2010)
reportaron tubérculos con peso de 25-80 g, 3 y 8 veces mas peso que los
reportados en este trabajo con presencia de CalLso. Los resultados obtenidos
en esta investigacion soportan lo que dice Flores et al., (2004) que las plantas

afectadas con CalLso bajan considerablemente la produccion.
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Figura 25. Peso obtenido en tubérculos de papa tratados con diferentes
tratamientos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Numero de tubérculos por planta. El testigo absoluto y el tratamiento
aplicado de forma curativa del producto prototipo no muestran diferencia
estadistica; el tratamiento de las alcamidas aplicadas de forma preventiva no
ayuda a una produccion de tubérculos en comparacion de los testigos y el resto
de los tratamientos (Figura 26). Esto se atribuye a que la planta invierte mas
energia en defenderse contra la bacteria en la parte aérea y olvida la parte de la
tuberizacion y cuando se aplica de forma curativa, la planta tiene que continuar
el llenado de los tubérculos ya formados. La falta de presencia de tubérculos en

la planta contribuye al bajo rendimiento en la produccién (Flores et al., 2004).
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Figura 26. Numero de tubérculos obtenidos por plantas, tratadas con diferentes

tratamientos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Respuesta fenotipica a “Candidatus Liberibacter solanacearum”

Incidencia. Los valores obtenidos en incidencia nos indican un control
gue se tuvo de la enfermedad sobre las plantas (Figura 27). Las plantas
tratadas con alcamidas de forma preventiva muestran una sanidad mas cercana
en cuanto al testigo absoluto el cual mostré6 0% de incidencia. El resto de los
tratamientos muestran un 70 % de incidencia con respecto al testigo absoluto

aungue las plantas hayan sido tratadas.
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Figura 27. Porcentaje de incidencia de punta morada en plantas de papa

tratadas con los diferentes productos.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Severidad. El testigo absoluto al no estar expuesto a CalLso y a
presencia de psilidos, tuvo 0% de severidad, seguido del tratamiento de
alcamidas asperjadas preventivamente y un testigo. Las plantas asperjadas con
el producto prototipo de manera curativa muestran mas severidad que los otros
tratamientos (Figura 28). Estas mismas plantas mostraron los sintomas tipicos
de punta morada y mas desarrollados incluso que los propios testigos. Esto se
atribuye al tamafio de la molécula del producto prototipo, lo cual le costd mas
trabajo a la planta traslocarla, provocando un debilitamiento lo cual hizo que los

sintomas aparecieran mas rapido (Lin y Gudmestad, 2013).
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Figura 28. Porcentaje de severidad de punta morada en plantas de papa

tratadas con los diferentes productos inductores de resistencia.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
Letras diferentes indican diferencias significativas (Tuckey, p>0.05, SAS 9.0).

Manchado. Otro de los dafios que causa CalLso es el manchado interno
del tubérculo, lo cual le resta calidad en el mercado. El testigo absoluto se
observa mas claro que los demas tubérculos ya que no esta contaminado con
Calso. Los tubérculos testigos se ven un poco pardos en comparacion con los
de las alcamidas y el producto prototipo (Figura 29). El manchado interno del
tubérculo forma parte de un diagnostico visual en las plantas que han sido

infectadas con CalLso (Munyaneza et al., 2007a).
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Figura 29. Manchado de tubérculos infectados con Calso y tratados con

productos inductores de resistencia.

T1=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.

Quemado. La disponibilidad de azucares reductores solubles facilitan el
obscurecimiento de Maillard (Galicia, 2001) a la hora del freido de las papas
infectadas con CalLso. En la Figura 30 se muestra que las plantas tratadas con
alcamidas y un producto prototipo de forma curativa y/o preventiva logran
controlar el manchado interno y el qguemado de la papa. Los testigos muestran
mayor superficie de quemado en comparacion con el testigo absoluto y los
tratamientos. Las plantas asperjadas con el producto prototipo y las alcamidas
naturales tuvieron cantidades altas de °Brix y pH, sin embargo, al mostrar
dichas unidades elevadas contradice lo que mencionan Mackay et al., (1990)
gue tubérculos con alto contenido de azlcares y pH producen hojuelas oscuras
como resultado de la reaccion de Maillard.
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Figura 30. Prueba de freido con papas infectadas con CalLso y tratadas con
inductores de resistencia.

T1l=producto prototipo infestado y aplicado, T2=producto prototipo aplicado e infestado,
T3=alcamidas infestado y asperjado, T4=alcamidas asperjadas e infestado, T5=testigo
infestado y asperjado, T6=testigo asperjado e infestado, T7=testigo absoluto.
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CONCLUSIONES

» El producto prototipo y las alcamidas naturales muestran un efecto
inductor de resistencia en la planta de papa contra “Candidatus
Liberibacter solanacearum?”, aplicados de forma curativa y preventiva.

» El producto prototipo tiene un mejor efecto cuando es aplicado de forma
curativa.

» Las alcamidas naturales presentan un mejor efecto de control de

“Candidatus Liberibacter solanacearum” de manera preventiva.
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Anexos

Anexo 1. Escala de severidad propuesta de acuerdo a la sintomatologia

expresada por la infeccion de CaLso.

A) 0% severidad (planta sana)
B) 25% severidad

C) 50% severidad

D) 75% severidad

E) 100% (planta muerta).

o

Anexo 2. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05), para PAL en diferentes horas de muestreo y aplicacion.

Contenido de PAL a las 12 h primera aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 46.727c 78.80 <.0001
T3 3 103.138a
T5 3 73929
T7 3 66.016b




Contenido de PAL a las 24 h primera aplicacion curativa

Tratamiento n Media  F-Valor Pr>F
T1 3 69.009b 20.69 0.0004
T3 3 96.753a
T5 3 62.417b
T7 3 72.519b

Contenido de PAL a las 48 h primera aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 110.492a 96.55 <.0001
T3 3 72.836b
T5 3 70.689b
T7 3 78.122b

Contenido de PAL a las 12 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 89.312a 43.09 <.0001
T4 3 80.234b
T6 3 82.652ba
T7 3 66.016¢c

Contenido de PAL a las 24 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 88.532a 8.24 0.0079
T4 3 82.092ba
T6 3 76.051b
T7 3 72519

Contenido de PAL a las 48 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 82.959% 25.16 0.0002
T4 3 89.937a
T6 3 79.948ch
T7 3 78.122c

Contenido de PAL a las 12 h segunda aplicacion curativa




Tratamiento n Media  F-Valor Pr>F
T1 3 61.956b 87.91 <.0001
T3 3 94.093a
T5 3 50.118c
T7 3 69.988b

Contenido de PAL a las 24 h segunda aplicacién curativa

Tratamiento n Media  F-Valor Pr>F
T1 3 96.711a 52.97 <.0001
T3 3 93.840a
T5 3 57.094c
T7 3 75.279b

Contenido de PAL a las 48 h segunda aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 154.121a 995.69 <.0001
T3 3 67.021b
T5 3 49.857c
T7 3 69.606b

Contenido de PAL a las 12 h segunda aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 101.574a 16.51 0.0009
T4 3 61.476b
T6 3 79.250b
T7 3  69.988b

Contenido de PAL a las 24 h segunda aplicacion preventiva

Tratamiento n Media  F-Valor Pr>F
T2 3 59.919b 13.07 0.0019
T4 3 73.887a
T6 3 79.027a
T7 3 75.279a




75

Contenido de PAL a las 48 h segunda aplicacién preventiva

Tratamiento n Media  F-Valor Pr>F
T2 3 57.120b 12.33 0.0023
T4 3 74.178a
T6 3 78.104a
T7 3 69.606a

Anexo 3. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05), para POD en diferentes horas de muestreo y aplicacion.

Contenido de POD a las 12 h primera aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.24115d 54.85 <.0001
T3 3 0.47363c
T5 3 0.96540a
T7 3 0.75557b

Contenido de POD a las 24 h primera aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.91014a 1.89 0.2090
T3 3 0.97096a
T5 3 0.92086a
T7 3 0.88130a

Contenido de POD a las 48 h primera aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.77586bc 8.02 0.0085
T3 3 0.75156¢c
T5 3 0.93729a
T7 3 0.91144ba

Contenido de POD a las 12 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.43813c 7597 <.0001
T4 3 0.67161b
T6 3 0.95132a
T7 3 0.75557b




Contenido de POD a las 24 h primera aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 1.26040a  25.53 0.0002
T4 3 1.33519a
T6 3 0.92181b
T7 3 0.88130b

Contenido de POD a las 48 h primera aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.76983b 62.89 <.0001
T4 3 0.33246¢
T6 3 0.94525a
T7 3 0.91144ba

Contenido de POD a las 12 h segunda aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.59186a 106.71 <.0001
T3 3 0.28313b
T5 3 0.14587c
T7 3 0.59097a

Contenido de POD a las 24 h segunda aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.56034a 72.67 <.0001
T3 3 0.27370b
T5 3 0.15777b
T7 3 0.62079a

Contenido de POD a las 48 h segunda aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.53413a 98.46 <.0001
T3 3 0.20275b
T5 3 0.13739%b
T7 3 0.55826a
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Contenido de POD a las 12 h segunda aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 041112b 3343 <.0001
T4 3 0.24411c
T6 3 0.58212a
T7 3 0.59097a

Contenido de POD a las 24 h segunda aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.58717a  13.95 0.0015
T4 3 0.40110b
T6 3 0.57579a
T7 3 0.62079a

Contenido de POD a las 48 h segunda aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.23745c 75.39 <.0001
T4 3 0.35505b
T6 3 0.54076a
T7 3 0.55826a

Anexo 4. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de
Tukey (P< 0.05), para proteinas totales en diferentes horas de muestreo y

aplicacion.

Contenido de proteinas totales a las 12 h primera aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 197068a 357.09 <.0001
T3 3 0.93134c
T5 3 1.00994ch
T7 3 1.09146b




Contenido de proteinas totales a las 24 h primera aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 1.23703a 15.16 0.0012
T3 3 1.01576b
T5 3 1.00994b
T7 3 0.99539b

Contenido de proteinas totales a las 48 h primera aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 1.17298b 86.00 <.0001
T3 3 1.33019a
T5 3 1.05070c
T7 3 0.92260d

Contenido de proteinas totales a las 12 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 1.05070b 39.17 <.0001
T4 3 1.15842a
T6 3 0.81779c
T7 3 1.09146ba

Contenido de proteinas totales a las 24 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 1.07108b 15.51 0.0011
T4 3 1.24576a
T6 3 0.89349c
T7 3 0.99539ch

Contenido de proteinas totales a las 48 h primera aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 1.1293b 165.96 <.0001
T4 3 1.24576a
T6 3 0.84982d
T7 3 0.92260c




Contenido de proteinas totales a las 12 h segunda aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 1.43500a  58.53 <.0001
T3 3 1.19627b
T5 3 1.52525a
T7 3 1.16424b

Contenido de proteinas totales a las 24 h segunda aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 1.19044cb  31.00 <.0001
T3 3 1.26032b
T5 3 1.53689a
T7 3 1.08273c

Contenido de proteinas totales a las 48 h segunda aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.99247d 299.89 <.0001
T3 3 1.79309a
T5 3 1.54272b
T7 3 1.17589c

Contenido de proteinas totales a las 12 h segunda aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 1.26323a 4.55 0.0384
T4 3 1.05070ba
T6 3 0.97209b
T7 3 1.16424ba

Contenido de proteinas totales a las 24 h segunda aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 1.42044a 25.52 0.0002
T4 3 1.29816a
T6 3 0.98665b
T7 3 1.08273b
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Contenido de proteinas totales a las 48 h segunda aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 2.42485a 351.84 <.0001
T4 3 2.17739%
T6 3 0.98665d
T7 3 1.17589c

Anexo 5. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de
Tukey (P< 0.05), para fenoles totales en diferentes horas de muestreo y

aplicacion.

Contenido de fenoles totales a las 12 h primera aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.0259323c 22.22 0.0003
T3 3 0.0304104b
T5 3 0.0304782b
T7 3 0.0335315a

Contenido de fenoles totales a las 24 h primera aplicacién curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.033260a 3.39 0.0743
T3 3 0.035906a
T5 3 0.029664a
T7 3 0.033803a

Contenido de fenoles totales a las 48 h primera aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.037399a 9.83 0.0046
T3 3 0.037535a
T5 3 0.030275b
T7 3 0.034142ba




Contenido de fenoles totales a las 12 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.029800a 1.65 0.2534
T4 3 0.032107a
T6 3 0.030207a
T7 3 0.033531a

Contenido de fenoles totales a las 24 h primera aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.031700ba 4.26 0.0450
T4 3 0.036653a
T6 3 0.030410b
T7 3 0.033803ba

Contenido de fenoles totales a las 48 h primera aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.0340743b 30.26 0.0001
T4 3 0.0395701a
T6 3 0.0304104c
T7 3 0.0341421b

Contenido de fenoles totales a las 12 h segunda aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.031089a 2.51 0.1325
T3 3 0.033328a
T5 3 0.031496a
T7 3 0.037060a

Contenido de fenoles totales a las 24 h segunda aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.038552a 412 0.0484
T3 3 0.036924ba
T5 3 0.033667b
T7 3 0.037195ba
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Contenido de fenoles totales a las 48 h segunda aplicacion curativa

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T1 3 0.0407236a 6.84 0.0134
T3 3 0.0388238bha
T5 3 0.0378060b
T7 3 0.0367883b

Contenido de fenoles totales a las 12 h segunda aplicacion preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.043438a  25.50 0.0002
T4 3 0.042352a
T6 3 0.031428c
T7 3 0.037060b

Contenido de fenoles totales a las 24 h segunda aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F
T2 3 0.045270a 42.79 <.0001
T4 3 0.044320a
T6 3 0.031496¢c
T7 3 0.037195b

Contenido de fenoles totales a las 48 h segunda aplicacién preventiva

Tratamiento n Media F-Valor Pr>F

T2 3 0.0466943a 142.00 <.0001
T4 3 0.0460837a
T6 3 0.0306818c
T7 3 0.0367883b
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Anexo 6. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para pH.

Tratamiento Media n F-valor Pr>F
T1 6.82b 4 16.56 <.0001
T2 6.635c 4
T3 6.78cb 4
T4 7.1425a 4
T5 6.825b 4
T6 6.9275b 4
T7 6.87b 4

Anexo 7. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para grados Brix.

Tratamiento Media

n F-valor Pr>F

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7

5.3a
4.525ba
5.45a
4.775ba
5.425a
4.825ba
3.975b

4 7.13 0.0003

Anexo 8. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para vitamina C.

Tratamiento Media n F-valor Pr>F
Tlc 8.8 3 45.57 <.0001
T2a 10.56 3
T3b 9.68 3
T4c 8.8 3
Tha 11 3
T6a 11.1467 3
T7a 10.56 3
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Anexo 9. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para firmeza.

Tratamiento Media n F-valor Pr>F
T1 0.2375a 4 1.96 0.117
T2 0.34375a 4
T3 0.28375a 4
T4 0.29875a 4
T5 0.30875a 4
T6 0.3la 4
T7 0.26875a 4

Anexo 10. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para diametro ecuatorial.

Tratamiento  Media n F-Valor Pr>F
T1 16.707bac 15 5.66 <.0001
T2 20.067ba 15
T3 15.19bc 15
T4 14.74bc 15
T5 12.897¢ 15
T6 12.905¢c 15
T7 22.971a 15

Anexo 11. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para diametro polar.

Tratamiento Media n F-Valor Pr>F
T1 21.561bac 15 6.49 <.0001
T2 25.221ba 15
T3 17.649bc 15
T4 19.322bc 15
T5 15.601c 15
T6 16.167bc 15
T7 30.558a 15




85

Anexo 12. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para peso.

Tratamiento Media n

F-Valor Pr>F

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7

5.485b
8.031b
4.213b
4.691b
4.047b
3.888b
14.245a

15 9.69 <.0001

15
15
15
15
15
15

Anexo 13. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba

de Tukey (P< 0.05) para numero de tubérculos por planta.

Tratamiento Media n F-Valor Pr>F
Tl 7.8a 15 7.07 <.0001
T2 5.2bac 15
T3 3.846bc 15
T4 2c 15
T5 5.4ba 15
T6 3.2bc 15
T7 7.333a 15

Anexo 14. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba de

Tukey (P< 0.05) para incidencia.

Tratamiento Media n F-valor Pr>F
Tl 72a 15 10.5 <.0001
T2 78a 15
T3 72a 15
T4 42a 15
T5 78a 15
T6 72a 15
T7 Ob 15




ANEXO 15. Comparacion de medias y analisis estadistico mediante la prueba

de Tukey (P< 0.05) para severidad.

Tratamiento  Media n F-valor Pr>F
T1 33.859a 15 5.56 <.0001
T2 22.935ba 15
T3 27.351ba 15
T4 11.95bc 15
T5 19.567bac 15
T6 11.44bc 15
T7 Oc 15
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