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RESUMEN

El uso excesivo de plaguicidas para el control de enfermedades en plantas es
un problema actual en los campos agricolas por lo que es una prioridad entre
los investigadores debido a que los sistemas actuales de produccion demandan
la proteccion de los cultivos con métodos novedosos y ecologicos compatibles
con la agricultura sostenible que representen una alternativa viable a la
aplicacion de productos quimicos ya que es una demanda del consumidor
contar con alimentos libres de residuos de plaguicidas. Una alternativa es
potenciar mediante la estimulacidén apropiada la respuesta defensiva natural de
las plantas, fendmeno conocido como induccion de resistencia, que ademas de
proveer un control eficiente de enfermedades puede incrementar el rendimiento
en los cultivos.

El objetivo del presente estudio fue determinar el incremento en los niveles
endoégenos de acido salicilico, &acido jasmonico, fenoles totales, actividad
peroxidasa, fenilalanina amonio liasa y proteinas totales como indicadores del
aumento en las defensas de las plantas por la acciébn de agentes bidticos y
abidticos. En plantas de papa se aplicaron los tratamientos que consistieron en:
T1= esporas de Bacillus spp. y 108 cfu/mL, Pseudomonas fluorescens 108
cfu/mL a una concentracion de 0.5%, T2= solucion acuosa de acido jasmodnico
de origen microbiano a 1500 ppm al 0.2% y T3= mezcla del T1 al 0.5% + T2 al

0.1%; el T4= Milor® (Clorotalonil + Metalaxil) al 0.5% y el T5= testigo absoluto

(agua).
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Se observé la produccion de 4cido salicilico con el T4 (Milor®) desde la primera
hora de muestreo alcanzando una concentracion hasta 492% (112.05 ug/g PS)
mas elevada que el Testigo, a las 3 h con la aplicacion de Bacillus spp. y
Pseudomonas fluorescens (T1) se obtuvo el pico maximo de produccion de AS
con 114.02 ug/g PS, es decir, 469% mas que el Testigo. No se detectaron
niveles de AJ en las plantas Testigo, se indujo la produccién de AJ con la
aplicacion del T4 (Milor®) con la maxima concentracion (1572.18 pg/g PS) en la
primera hora de muestreo, con los tratamientos biol6gicos se detectaron niveles
de AJ similares a las 6 h, el T1 (Bacillus spp. y P. fluorescens) alcanzé 550.02,
el T2 (acido jasmonico 1500 ppm) 833.32 y el T3 (T1+T2) 562 ug/g PS. La
aplicacion de los tratamientos no estimulé la acumulacion de compuestos
fendlicos ya que no se observaron diferencias significativas entre las plantas
tratadas y las del Testigo. En la concentracion de proteinas totales, en la
primera hora de muestreo, el T4 Milor® presentd niveles de 25.125 mg/g PS, a
las 3 h el T1 (Bacillus spp. y P. fluorescens) alcanzé 23.29 mg/g PS. En la
produccion de fenilalanina amonio liasa el mejor tratamiento a las 3 h fue el T4
Milor®, los tratamientos biolégicos T1 (Bacillus spp. y P. fluorescens), T2 (4cido
jasmonico de origen microbiano 1500 ppm) y T3 (T1 + T2) también mostraron
incrementos significativos comparados con el Testigo. De los tratamientos, el
anico capaz de inducir la produccion de la enzima peroxidasa fue el T3 (T1=
Bacillus spp. y P. fluorescens + T2= AJ de origen microbiano 1500 ppm), los

niveles alcanzados estuvieron entre 0.37 y 1.97 U/L
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INTRODUCCION

El cultivo de papa es uno de los principales cuatro productos alimenticios a nivel
mundial, es de vital importancia debido a su alto valor nutricional y es
considerado un alimento estratégico para la seguridad alimentaria de cientos de
millones de personas del mundo en desarrollo. La papa es apreciada como un
tesoro enterrado con frecuencia subestimado, este resistente tubérculo crece
rapidamente, es adaptable, produce mucho y responde con pocos insumos.

En México, la papa se siembra en tres ciclos, por lo que se cosecha durante
todo el afio, su costo de produccion es alto debido a los costos elevados de
semilla, bajos rendimientos y alta inversion para el control de plagas y
enfermedades. El control de las enfermedades en papa estd basado
principalmente en el uso de plaguicidas de origen sintético que en ocasiones
para algunas enfermedades alcanzan hasta 30 aplicaciones por cultivo con
resultados con frecuencia poco satisfactorios ya que no se tiene un control
eficiente debido a la aparicibn de patdgenos resistente a estos productos

quimicos.

Existen evidencias de una grave contaminacion derivada del uso de plaguicidas

gue ademas de afectar al medio ambiente mediante la contaminacion de



suelos, mantos freaticos y agroecosistemas, repercuten en la salud de
jornaleros 'y consumidores ya que los plaguicidas son utilizados
indiscriminadamente sobrepasando las fechas y dosis de aplicacion lo que trae
como consecuencia la aparicion de genotipos del patdgeno resistentes a los
plaguicidas quimicos y el aumento en los costos de produccién que de
antemano son elevados para este cultivo, lo que representa una enorme
desventaja ya que con la implementacion del Tratado de Libre Comercio de
América del Norte (TLCAN) en México, los productores han tenido la necesidad
de ser mas eficientes para mejorar su competitividad, reducir sus costos de

produccion y adaptarse a la volatilidad del mercado.

Por lo anterior, es imperante la busqueda de alternativas menos contaminantes,
de baja residualidad que puedan implementarse como tacticas de manejo
integrado que optimicen el control de enfermedades en el cultivo para permitir
asi una produccién mas sustentable, eficiente y econémica que disminuya en lo
posible las aplicaciones de productos quimicos y el deterioro del medio

ambiente.



OBJETIVO

Evaluar la aplicacion de agentes bidticos y abibticos y su potencial como

inductores de resistencia a enfermedades en el cultivo de papa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el incremento en los niveles enddégenos de acido salicilico, acido
jasmonico, fenoles totales, proteinas totales, actividad peroxidasa y fenilalanina
amonio liasa como indicadores del aumento en las defensas de las plantas por

la accion de agentes bidticos y abioticos.



REVISION DE LITERATURA

El Cultivo de Papay su Importancia

La papa (Solanum tuberosum L.) constituye uno de los productos
alimenticios mas importantes a nivel mundial, debido a su valor nutricional,
ocupa el cuarto lugar después del trigo, maiz y arroz (Sifuentes y Macias,

2014)).

La produccion mundial de papa en fresco ha aumentado en los dltimos
afos, pasando de 308 millones de toneladas a 322 millones entre 1998 y 2007.
Gracias a su alto valor nutritivo, adaptabilidad a diversos climas y sistemas de
cultivo, es uno de los diez alimentos de mayor expansion en su produccion en
los paises en desarrollo, particularmente los de mayor poblacion como China e
India, los cuales ocupan el primero y segundo lugar de los paises productores
de papa respectivamente, seguidos por Estados Unidos (Devaux et al., 2010).
En México se siembran 62,201 Ha de papa con una produccién de 1,629,938
ton (SIAP, 2013).

Esta solanacea tiene un fuerte impacto econédmico en las zonas donde se
cultiva debido a las diversas labores que demanda en la siembra, cosecha y

comercializacién con 8,700 productores, 77,800 familias, sin contar la agricultura



de subsistencia, 17,500 empleos directos, 51,600 empleos indirectos, 6°900,000
jornales afio-1 (70 jornales por ha), valor de la produccién por mas de $11,363
millones de pesos en inversiones por un monto de alrededor 2,246, millones de

dolares (CONPAPA, 2013).

Es una de las hortalizas que se cultiva a lo largo de todo el afio agricola y
cuyo producto se destina practicamente al consumo interno, ya que la
exportacion es escasa. La papa es de vital importancia debido a su alto valor
nutricional por lo que se considera un alimento estratégico para la seguridad
alimentaria ya que es una fuente facilmente digerible, practicamente libre de
grasa, con valores minimos de azucares solubles y comparado con otras
fuentes ricas en almidon, aporta pocas calorias a la dieta (Estévez-Ochoa,

2012).

Principales Plagas y Enfermedades

Al mismo tiempo que ha aumentado la produccion de papa, han aumentado
las amenazas y desafios para obtener un sistema de cultivo econdmico con
mayores rendimientos debido a diversos factores limitantes como son las
diferentes plagas y enfermedades que afectan tanto a la planta como al
tubérculo. Dentro de dichas enfermedades las mas comunes causadas por
bacterias son la sarna comdn provocada por Streptomyces scabies, pierna
negra y pudricion blanda por Pectobacterium carotovorum, marchitez bacteriana

0 vaquita por Ralstonia solanacearum, pudricibn anular por Clavibacter



michiganensis subsp. sepedonicus y la punta morada de la papa por el
fitoplasma Candidatus liberibacter solanacearum. Los virus que afectan el cultivo
son el PVY, PVX, PVS y PLRV, mientras que los nematodos encontrados son
principalmente Meloidogyne sp., Globodera rostochiensis y Globodera palida.
Asi mismo, las principales enfermedades causadas por hongos son la costra
negra por Rhizoctonia solani, la pudricion seca por Fusarium spp., la rofia o
sarna polvorienta por Spongospora subterranea, marchites por Verticillium sp.,
pudricion rosada por Phytophthora erythroseptica, mancha plateada por
Helminthosporium solani, tizon temprano por Alternaria solani y el tizon tardio
causado por Phytophthora infestans, siendo esta Ultima uno de los principales
factores limitantes para este cultivo (Castro y Contreras, 2011; Lozoya-Saldafia,

2010; Montesdeoca et al., 2013).

Control de las Enfermedades en Plantas

Los plaguicidas constituyen el método habitual de lucha contra las plagas,
enfermedades y malezas que afectan a los cultivos agricolas. La continua
necesidad de producir mas alimentos para una poblacion que presenta un
rapido crecimiento ha hecho que estos compuestos quimicos de origen sintético,
tengan un papel fundamental para garantizar la proteccion y la calidad de los

diferentes cultivos (Orta, 2002).

Los beneficios aportados por los productos quimicos han ido acompafnados
de una serie de perjuicios, algunos de ellos tan graves que ahora representan

una amenaza para la supervivencia a largo plazo de importantes ecosistemas,



como consecuencia de la perturbacién de las relaciones depredador-presa y la
pérdida de biodiversidad. Ademas, los plaguicidas pueden tener importantes
consecuencias en la salud humana. Segun la base de datos de la American
Chemical Society, en 1993 se habian identificado mas de 13 millones de
productos quimicos, a los que se sumaban cada afio unos 500 000 nuevos
compuestos. Por ejemplo, en los Grandes Lagos de América del Norte, la
International Joint Commission ha estimado que hay mas de 200 productos
guimicos que pueden provocar problemas en el agua y en los sedimentos del
ecosistema de los Grandes Lagos. Como en la carga ambiental de productos
guimicos téxicos figuran compuestos tanto agricolas como no agricolas, es dificil
separar los efectos ecolégicos y sanitarios de los plaguicidas y los debidos a
compuestos industriales que de forma intencionada o accidental se liberan en el
medio ambiente. Sin embargo, existen pruebas abrumadoras de que el uso
agricola de los plaguicidas tiene importantes efectos en la calidad del agua y
provoca serias consecuencias ambientales. Asi, la agricultura es considerada
una de las pocas actividades donde se descargan deliberadamente en el medio
ambiente productos quimicos para acabar con algunas formas de vida (FAO,

s.f.).

El exceso de dependencia de los plaguicidas, particularmente en algunos
paises desarrollados con sistemas de cultivo intensivo, ha dado lugar a
considerables problemas, entre ellos el desarrollo de plagas resistentes a los
productos quimicos utilizados para su control, la destruccién de los enemigos

naturales de las plagas, la expansion de las poblaciones de especies que antes



no se consideraban plagas, la contaminacion de suelos, mantos freaticos y
agroecosistemas, ademas del dafio que ocasionan en la salud de jornaleros y
consumidores ya que los plaguicidas son utilizados indiscriminadamente
sobrepasando las fechas y dosis de aplicacion lo que desemboca en un
aumento en los costos de produccidon hasta en un 30% por el alto nimero de

aplicaciones de quimicos durante el ciclo del cultivo (Frias et al., 2001).

Lo anterior representa un problema actual en los campos agricolas y es
una prioridad entre los investigadores la busqueda de métodos novedosos y
ecologicos para la proteccion de los cultivos que representen una alternativa
viable a la aplicacion de productos quimicos que ademas puedan implementarse
como tacticas de manejo integrado que optimicen el control de enfermedades en
plantas para permitir una produccion mas sustentable, eficiente y econdmica
gue disminuya en lo posible las aplicaciones de productos sintéticos y el

deterioro del medio ambiente (Kuc, 2001).

Una alternativa es potenciar mediante la estimulacion apropiada la
respuesta defensiva natural de las plantas (Al-Mughrabi, 2008), fendmeno
conocido como induccién de resistencia, que ademas de proveer un control
eficiente de enfermedades puede incrementar el rendimiento en los cultivos

(Abd-El-Kareem et al., 2001).



Mecanismos de Defensa de las Plantas

Es ampliamente conocido que las plantas poseen un eficiente sistema de
vigilancia que involucran complejos mecanismos de sefializacion y transduccion
de sefales a nivel celular para defenderse del ataque de los patdgenos; han
evolucionado hasta localizar o reconocer las moléculas extrafias como parte de
una tactica sofisticada de defensa. TedGricamente, tienen los genes necesarios
para responder a la agresion, esta respuesta puede ser en forma constitutiva o
preexistente del tipo estructural y bioquimica al estar presente de una manera
permanente en la planta o no constitutiva e inducida, cuando el ataque del
patbgeno o la interaccidn entre éstos, es suficiente para activarlos y
desencadenar umbrales téxicos de sustancias que confieren proteccion no sélo
en el sitio de infeccién, sino también en tejidos distales y que bloquean la
instalacion del patégeno. La combinacion de caracteristicas estructurales y
reacciones bioquimicas que utilizan las plantas para defenderse de los
patdgenos difieren en las distintas interacciones hospedante-patégeno. Ademas,
incluso al tratarse del mismo hospedante y patdégeno, las combinaciones varian
con la edad de la planta, el tipo de 6rganos y tejidos de ésta al ser atacados y el

estado nutricional de la planta asi como condiciones climaticas (Agrios, 2005).

Defensa Constitutiva

La defensa constitutiva o preexistente incluye barreras fisicas vy

bioquimicas presentes en la planta antes de la infeccion del patégeno, la
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primera linea de defensa es su superficie, la cual el patdgeno debe penetrar
para causar infeccion. Algunas defensas estructurales incluyen la cantidad y
calidad de la cera y de la cuticula que cubren a las células epidérmicas, la
estructura de las paredes celulares de estas ultimas, el tamafo, localizacion y
forma de los estomas y lenticelas, y por dltimo, la presencia en la planta de
tejidos protegidos por paredes celulares gruesas que obstaculizan el avance del

patdgeno.

Aunque las caracteristicas estructurales proporcionen a las plantas varios
grados de defensa contra el ataque de los patégenos, es evidente que esta
resistencia no estriba tanto en las barreras estructurales sino en las sustancias
gue producen sus células antes o después de la infeccién. Dentro de la defensa
bioquimica preexistente, se encuentra ciertas sustancias que las plantas exudan
a través de sus raices y érganos aéreos, éstos exudados fungitéxicos parecen
tener una funcién inhibitoria ante el ataque de algunos patdgenos. Varios tipos
de compuestos fendlicos y taninos se encuentran en las células de las hojas o
frutos jovenes y pueden participar como factor en la resistencia de los tejidos
jovenes a algunos microorganismos patdégenos. Otro tipo de sustancias
preformadas son las saponinas como la tomatina y avenacina que tienen
actividad antifungica, por otro lado, algunas proteinas funcionan como
inhibidores de las enzimas hidroliticas de los patégenos que intervienen en la
degradacion de la pared celular del hospedante, las células vegetales también

contiene enzimas como las glucanasas y las quitinasas que causan la
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degradacion de los componentes de la pared celular del patdogeno (Agrios,

2005).

Defensa Inducible

Aun cuando el patdbgeno rompe mecénicamente las barreras fisicas de
defensa de las plantas, éstas producen una gran variedad de sustancias
antimicrobianas a través de la superficie de sus raices y de los demas 6rganos
aéreos, algunos de estos compuestos liberados tienen una funcién inhibitoria
ante el ataque de ciertos patdgenos, la resistencia ocurre cuando una o mas de
estas sustancias alcanzan una concentracion suficiente para inhibir el avance de

la infeccion.

La defensa inducible es un mecanismo de respuesta activo que involucra
cambios en el metabolismo de las plantas que pueden desarrollar un aumento
en la resistencia a la infeccion por patégenos por el tratamiento con una amplia
variedad de inductores tanto biéticos como abidticos. La percepcién de estos
elicitores especificos o0 generales por las plantas no solo permite el
reconocimiento de los patdégenos, sino que posibilita la transduccion de sefiales
para la activacion de los mecanismos de respuesta. El entrecruzamiento entre
las vias de sefializacion brinda un potencial regulatorio que permite la activacion
de una combinacion Optima de respuestas en dependencia del patdgeno

especifico que esté atacando (Baker et al., 1997).
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Dentro de la defensa inducible se reconocen dos vias principales que estan
involucradas en la induccion de resistencia en la planta: la Resistencia Sistémica
Adquirida (RSA) y la Resistencia Sistémica Inducida (RSI), éstas pueden ser
diferenciadas por la naturaleza del inductor y las rutas regulatorias que

involucran (Kunkel y Brooks, 2002).

Resistencia Sistémica Adquirida

La RSA es activada por agentes bioticos como microorganismos patégenos
0 por abidticos con la aplicacibn exdégena de sustancias que actlan como
elicitores y confiere proteccién contra un amplio espectro de patdgenos, se
caracteriza por presentar una reaccion hipersensitiva y el aumento local y
sistémicos de los niveles enddgenos de acido salicilico (AS) en la planta, asi
como por la regulacion de un gran conjunto de genes incluyendo genes que
codifican proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Spoel et al., 2003). La
mayoria de las proteinas PR son hidrolasas como las glucanasas (PR-2),
quitinasas (PR-3), peroxidasas (PR-9), defensinas (PR-12), tioninas (PR-13) y
las proteinas que transfieren lipidos ademas de la produccién de defensinas y
fitoalexinas (PR-14) (Diaz-Puentes, 2009). También ocurre el aumento de la
lignificacion de las paredes celulares, una respuesta hipersensible y la sintesis
de fitoalexinas que confieren proteccidon a la planta contra posteriores ataques
(Mogollon y Castaio, 2011). Se sabe que el acido salicilico, es la molécula

involucrada en las vias de la RSA, es una fitohormona que actia como



13

sefalizador y regulador de las respuestas de las plantas frente a patégenos y al

estrés abidtico (Mauch-Mani y Métraux, 1998).

La biosintesis del AS en plantas deriva de la ruta del shikimato-
fenilpropanoides, se sintetiza a partir de la fenilalanina que por accion de la
enzima fenilalanina-amonio-liasa (PAL) es convertida en acido cinamico y este
es transformado en acido benzoico o acido orto-cumarico mismos que se

supone son los precursores del AS (Raskin, 1992).

El AS se encuentra en los tejidos de las plantas en forma libre o conjugada
como glucésidos, ésteres, amidas y acidos dihidroxibenzoicos. Algunos autores
sugieren que cuando se requiere de AS una parte proviene de las reservas de
formas conjugadas, mientras que otra proviene de la actividad de la PAL
(Henning et al., 1993; Raskin, 1992). Los niveles enddgenos de AS en las
plantas varian considerablemente en funcion de la etapa fenologica y las
condiciones ambientales, sin embargo, se ha comprobado que la aplicacion
exdgena de este compuesto hormonal incrementa la resistencia en las plantas
tratadas (Wildermuth et al., 2002), defensa que esta relacionada al modo de
ataque y forma de obtencion de nutrientes por parte del patégeno (biotrofos o
necrotrofos) (Glazebrook, 2005). De acuerdo a estudios realizados en
Arabidopsis thaliana, la defensa contra patdégenos biotréfos generalmente
implica la sefalizacion dependiente de AS, mientras que la defensa inducida
contra insectos herbivoros y patdgenos necrotrofos es la dependiente de AJ

(Gutjahr y Paszkowski, 2009).
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Resistencia Sistémica Inducida

Otro tipo de resistencia, la RSI ha demostrado ser efectiva contra
enfermedades virales, bacterianas y fungicas, es regulada por el acido
jasmonico (AJ) y se produce cuando las raices son colonizadas por ciertas
rizobacterias promotoras del crecimiento, por heridas o por dafio causado por
insectos herbivoros (Clarke et al., 2000). La RSI tiene muchas similitudes con la
defensa inducible por patégenos (RSA) que proporciona resistencia en las

partes no infectadas de la planta contra un amplio espectro de patégenos.

En plantas el AJ se sintetiza a partir del acido linolénico que se libera de
las membranas lipidicas y es convertido en AJ. Su sintesis también puede
activarse por herbivoria, que cominmente dafa a las hojas y otros tejidos, asi
como por heridas causadas por un dafio mecanico. Esto ocurre mediante la
induccion de cientos de genes que codifican para proteinas para la sintesis y
percepcion de los jasmonatos, asi como proteinas implicadas en el flujo de

iones y en la adaptacion al estrés en general (Reymond et al., 2000).

El AJ induce la formacion de tricomas en hojas, los cuales confieren
proteccion a la lamina foliar, otra funcidn esencial es en la activacion de la
inmunidad en contra de patégenos que se alimentan de tejidos muertos como
es el caso de algunos hongos necrotréfos o de ciertas bacterias que causan

enfermedades a la planta (Gutjahr y Paszkowski, 2009).
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Inductores de Resistencia

En ausencia de un ataque por fitopatdgenos, los mecanismos de defensa
de las plantas pueden ser inducidos por agentes fisicos o quimicos. Estos
inductores, también llamados elicitores son sustancias que inducen cambios
fisiolégicos en la planta. Las plantas responden a este estrés por la activacion
de un arreglo de mecanismos, similar a la respuesta de defensa por infecciones
de patdégenos o estimulos ambientales afectando el metabolismo y aumentando
la sintesis de fitoquimicos. El uso de inductores como herramienta para
aumentar el contenido fitoquimico en plantas aplicado solo o en combinacién en
selectos puntos de tiempos del crecimiento vegetal no deberia ser confundido
con la fertilizacion convencional administrada durante el ciclo de produccion de
la planta o antes de la cosecha. Los inductores pueden ser clasificados como
compuestos bidticos y abidticos, también las hormonas de las plantas &cido
salicilico (AS) y jasmonatos son considerados como elicitores (Baenas et al.,

2014).

Baenas et al., (2014) clasifica a los inductores de la siguiente forma de

acuerdo a su naturaleza:

Inductores Bioticos.

Se consideran lipopolisacaridos, polisacaridos como pectina y celulosa de
la pared celular, chitosan, quitina y glucanos, alginato, goma arabiga y extracto

de levadura; proteinas como glicoproteinas, criptogeina, oligandrina, celulasa,
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pectoliasa, hidrolizados de proteina de pescado, lactoferrina; toxinas de
patdgeno como la coronatina, extracto de orégano y esporas fungicas, micelio

de la parece celular y pared celular microbiana.
Inductores Abidticos.

Agentes quimicos como &cido acético, benzotiadiazol, silicon, etanol,
etileno, biorregulador prohexadiona, sales inorganicas como HgClz, CuSOs,
CaClz y VSOg4; iones metalicos como CO?*, Fe?*, Al**, Ag®*, Ag*, Mn?*, Cu?*,
Pb2*y Cd?*.

Agente fisicos como sequia, COz2, alteracion en la composicion de gas,
temperatura extrema, alta presion, alta o baja osmolaridad, radiacién UV, estrés

salino, heridas y ozono.
Hormonas de Plantas.

Acido jasménico, metil jasmonato, metil salicilato, acido salicilico, etileno,
citoquinina, giberelina GAs.

Ademas de la clasificacion de los inductores de acuerdo a su naturaleza,
también pueden ser clasificados de acuerdo a su interacciébn con la planta
hospedante como “inductores generales” como carbohidratos, proteinas de
pared celular, oligosacaridos, etc. que inducen mecanismos no especificos para
la induccion de respuesta de defensa en diferentes cultivares de plantas, y
como “inductores especificos” de hongos, bacterias, virus o de origen vegetal,

que afectan solo a cultivares especificos de plantas hospedantes con la
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presencia del correspondiente gen de resistencia en la planta asociada con el

gen especifico de resistencia contra el patdgeno.

Otros ejemplos de inductores bioticos incluyen en si la infeccion por
patdogenos y por rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas como
algunas especies del género Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas,
Burkholderia y Agrobacterium y microorganismos no patégenos como especies
de Trichoderma, que ademas de ser eficaces agentes de control biolégico
pueden producir antibiéticos o sideroforos que conducen a la induccion de
resistencia (Alizadeh et al., 2013; Akram et al., 2013b). También se sefala que
diversos extractos vegetales como los obtenidos de Lippia graveolens,
Cympobogon citratus, Azadirachta indica, Eliopsis longipes entre otros, poseen
moléculas con actividad antimicrobiana que incluso pueden actuar como
inductores de resistencia que ademas de disminuir los dafios causados por los
patdogenos, pueden favorecer el incremento en altura, longitud de raiz,
rendimiento y biomasa total de las plantas (Ghazanfar, 2011; Gonzalez-Morales

et al., 2011; Obledo et al., 2004).

Asi mismo, entre otros inductores abibticos se pueden citar el fosetil
aluminio, acido salicilico, acido jasmoénico, acido B-aminobutirico, etileno,
fosfato de potasio, sodio o magnesio; asi como acibenzolar-S-metil (ASM),
menadiona, bisulfito de sodio y fosfitos (Gomez y Reis, 2011; Méndez et al.,
2010). En general son productos quimicos o moléculas que actdan en algun

punto de las vias de sefializacion implicadas en la resistencia a enfermedades
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(Walters et al., 2005), son producidos de forma sintética y también son llamados

inductores quimicos.

Induccion de Resistencia

Ciertos cambios bioquimicos ocurren después de la aplicacién de agentes
inductores que pueden actuar como marcadores para la RSI, estos incluyen
expresion de genes que codifican para proteinas PR, el aumento de ciertas
enzimas relacionadas con la defensa como la polifenol oxidasa, lipoxigenasa,
super oOxido dismutasa, catalasa, peroxidasa, fenilalanina amonio liasa, la
acumulacion de fitoalexinas y compuestos fendlicos, asi como el refuerzo de la
pared celular con deposicion de lignina (Abo-Elyousr et al., 2007; Akram et al.,

2013b).

Fenilalanina Amonio Liasa (PAL)

La enzima PAL es un factor clave en la ruta biosintética de los
fenilpropanoides debido a que cataliza la primera reaccion y regula por lo tanto,
la sintesis de AS y la generacion de los metabolitos que participan en la
defensa de microorganismos patdogenos como compuestos fendlicos y
fitoalexinas (Ardila et al., 2007); actia convirtiendo la L-fenilalanina en acido
trans-cinamico que es un precursor de varios fenilpropanoides como lignina,
flavonoides y cumarinas por lo que también esta involucrada con la generacion

de estructuras de defensa tales como la lignificacion. Las fitoalexinas poseen
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propiedades antimicrobianas y se encuentran en niveles basales muy bajos en
las plantas sanas pero se incrementan después del ataque de un patdgeno

(Madriz, 2002).

La PAL participa en cinco rutas metabdlicas: 1) el metabolismo de la
tirosina, 2) el metabolismo de la fenilalanina, 3) el metabolismo del nitrégeno, 4)
la biosintesis de fenilpropanoides y 5) biosintesis de alcaloides (Ventura, 2013).
La actividad de PAL se induce dramaticamente en respuesta a diversos
estimulos tales como el dafo tisular, ataque de patdégenos, luz, bajas
temperaturas, etc., sin embargo, un incremento en la actividad de la PAL o en
los genes que codifican para dicha enzima se ha relacionado habitualmente con
los mecanismos de resistencia de la planta frente a distintos patégenos, asi
como con los procesos de resistencia inducida (Gayoso et al., 2010; Kamble et
al., 2013). Por lo tanto, la actividad PAL se ha utilizado también como un
indicador para cuantificar el grado de respuesta defensiva alcanzado por la

planta tras la induccion (Pensado, 2014).

Compuestos Fendlicos

Constituyen uno de los grupos mas comunes de compuestos defensivos
de las plantas, se biosintetizan a través de la via de los fenilpropanoides, del
metabolismo de la fenilalanina, seguido de varias reacciones para producir
acido cinamico, acido cafeico, flavonas y otros compuestos fenélicos (Ahmed et

al., 2013), tienen una variedad de funciones de tipo estructural en la planta,
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reducen la incidencia de la enfermedad a través de la estimulacion de las
respuestas de defensa de la misma (Trotel-Aziz et al., 2008) y desempefian un
papel importante en la resistencia contra herbivoros, contra microorganismos y
plantas competidoras (Rashid et al., 2012). Los fenoles juegan papeles
importantes en el desarrollo de la planta, en particular en la biosintesis de la
lignina y pigmentos, ademas de proporcionar integridad estructural para las
mismas. Es importante destacar que las fitoalexinas y compuestos fendlicos
secretados por las plantas heridas repelen o matan a muchos microorganismos
ya que presentan actividad directa contra la infeccion de bacterias y hongos
inhibiendo el desarrollo de las hifas de estos ultimos o uniéndose a las enzimas
liberadas por los patégenos durante la invasién de la célula (Del Rio et al.,
2004); aungue algunos patdégenos pueden contrarrestar o anular estas defensas
o incluso destruirlos para su propio beneficio (Bhattacharya et al., 2010). Se ha
encontrado que suelen estar presentes en las plantas, sin embargo su
concentracion aumenta de forma considerable tras la entrada de un patégeno

(Robledo et al., 2012).

Peroxidasa (POD)

Las peroxidasas, son oxidoreductasas producidas por un gran namero de
microorganismos y plantas, catalizan la oxidacion de ciertos compuestos
donadores de hidrogeno como fenoles (guayacol y pirogalol) y aminas

aromaticas, pero todas estas reacciones requieren de la presencia de peroxido
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de hidrogeno (H202), para su activacion. EI H202, primero oxida a la enzima

para después oxidar el sustrato en turno (Tomasini, s.f.).

Algunas de las funciones fisiologicas de las peroxidasa en las plantas son:
su participacion en la biosintesis del etileno, la defensa contra infecciones, la
curacion de heridas, la oxidacion del regulador vegetal acido indol acético y en
la lignificacion de la pared celular; este dltimo proceso tiene lugar tras la
oxidacion de los fenilpropanoides lo que produce la liberacion de lignina misma
gue se encuentra involucrada en el entrecruzamiento de las proteinas de la
pared celular; por lo tanto, el aumento y acumulacion de peroxidasas, puede
incrementar la resistencia mecénica de las paredes de las células huésped,
inhibiendo o restringiendo la invasién de patégenos (Yedidia et al. 1999). EI
incremento de la lignificacion unido al entrecruzamiento de las proteinas
estructurales causan el reforzamiento de las paredes haciéndolas resistentes
ante el ataque por las enzimas hidroliticas de origen microbiano, con lo que se
limita la diseminacion del patdgeno en el tejido vegetal, restringiéndolo a la
célula atacada en la cual se induce la muerte celular hipersensitiva (De la Noval
y Pérez, 2004). La peroxidasa, junto con la catalasa y la superdxido dismutasa
se encarga también de proteger a las células de la planta del dafio oxidativo
causado por las especies reactivos de oxigeno generados durante la interaccion

planta-patdégeno (Thakur y Singh, 2013).



MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se sembraron tubérculos de papa var. alpha en bolsas plasticas
conteniendo una mezcla de peat-most y tierra de bosque (1:1), las macetas
fueron mantenidos bajo condiciones de invernadero y cuando las plantas
alcanzaron 30 dias de edad se realizd la aplicacion de los tratamientos. El
experimento se llevé a cabo en las instalaciones de la Universidad Auténoma

Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coah.

Tratamientos y Muestreo

Los tratamientos biolégicos evaluados fueron proporcionados del proyecto
0030-32400-3611-7065 por el laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Parasitologia Agricola y consistieron en: T1=mezcla de esporas de Bacillus spp.
108 UFC/mL y Pseudomonas fluorescens 108 UFC/mL; T2=solucién acuosa de
acido jasmonico de origen microbiano (1500 ppm) y T3=mezcla del T1 + T2 al

0.1%; el T4=Milor® (Clorotalonil + Metalaxil) y el T5=testigo absoluto. En el
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Cuadro 1 aparece la descripcion completa de los tratamientos y la
concentracion utilizada. La aplicacion se realizO por aspersion al follaje
utilizando un aspersor manual. Las muestras se recolectaron a las 0, 1, 3, 6, 12,
24 y 48 horas (h) después de la aplicacion de los tratamientos, el tiempo 0 fue
colectado antes de dicha aplicacion. Las muestras fueron liofilizadas,

maceradas hasta polvo fino y almacenadas hasta su uso.

Cuadro 1. Tratamientos empleados para evaluar el efecto de agentes bioticos y
abioticos como inductores de resistencia a enfermedades en papa.

Tratamientos Concentracion %
Bacillus spp. 1x108 esp/mL y Pseudomonas 0.5
T1 fluorescens 1x108 UFC/mL
Soluciéon acuosa de acido jasmoénico de 0.2

T2 origen microbiano a 1500 ppm
T3 Mezclade T1+ T2 05+0.1
T4 Testigo comercial (Milor®) 0.5

T5 Testigo absoluto (agua) -

Cuantificacién de Acido Salicilico

Para la extraccibn de AS se pesaron 50 mg de tejido macerado, se
colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se les agreg6é 1 mL de solucion de
extraccion (10% metanol: 1% acido acético: 89% agua destilada), se agitaron

en vortex por aproximadamente 15 seg, se sometieron a vibracion sonica por 10
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min y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 minutos. Se recuper6 el
sobrenadante y se coloco en un tubo nuevo, se filtré a través de una membrana
de nylon de 0.45 um empleando una jeringa y se desgasificO en un sonicador
por 5 min. La cuantificacion se realizd utilizando un cromatégrafo LC Agilent
1120 con detector UV, la separacion cromatografica se realiz6 en una columna
Agilent C18 5 pm 4.6x150 mm a 30°C. El método usado (Forcat et al., 2008)
fue el siguiente: 50% de fase A (94.9% agua: 5% acetonitrilo: 0.1% acido
férmico) y 50% de fase B (5% agua: 94.9% acetonitrilo: 0.1% acido formico),
flujo de 0.6 mL/min con un tiempo de analisis de 12 min a una longitud de onda
de 250 nm. Se inyectaron 20 puL de muestra. La hormona fue determinada en
tres muestras independientes de cada tratamiento y tiempo de muestreo. La
concentracion fue calculada mediante una curva de calibracion con acido
salicilico como estandar y posteriormente convertida para ser expresada en

ug/g de peso seco (PS).

Cuantificacién de Acido Jasménico

La extraccidon de AJ se realizd utilizando 100 mg de tejido macerado
colocados en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 450 L de la solucion
de extraccion (95% metanol: 5% acetato de etilo), se agitaron en vortex y se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min, se recuperé el sobrenadante y se
coloco en un tubo nuevo. Se repitid el procedimiento anterior agregando 450 pL
de la solucibn de extraccion, después de centrifugar se recuperé el

sobrenadante y se mezclé con el sobrenadante anterior. El extracto fue filtrado
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a través de una membrana de nylon de 0.45 pm y se colocd en un vial de vidrio,
posteriormente se evapord el solvente en una estufa a 50°C y los residuos
fueron resuspendidos en 1 mL de fase movil (60 % metanol: 40% agua: 1%
acido acético) (Kramell et al., 1999). La determinacion y cuantificacion de AJ se
realizdé en un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion HP 1050 con
detector UV HP7985A. La fase movil utilizada fue 60% metanol: 40% agua con
acido acético al 1%. El flujo fue de 0.85 mL/min utilizando una columna Hypersil
ODS de 25cm x 4.6 mm x 5um. Se determind la concentracion de AJ a 295 nm
con un tiempo de analisis de 15 min. Las muestras se analizaron por duplicado.
La concentracion fue calculada mediante una curva de calibracién con (+)-acido
jasmonico como estandar y posteriormente convertida para ser expresada en

ug/g de PS.

Cuantificacion de Fenoles Totales

Para determinar la cantidad de polifenoles totales se llevdo a cabo la
cuantificacion de taninos hidrolizables y condensados, para la extraccion de
ambos compuestos fendlicos se pesaron 50 mg de tejido macerado y se
colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 250 uL de metanol 96%
a 60°C, se agitaron en vortex y se incubaron a 60°C durante 30 min. Los tubos
fueron centrifugados a 3,000 g por 10 min para después recuperar el

sobrenadante y colocarlo en un tubo nuevo hasta su uso.
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Taninos Hidrolizables

Se efectudé la técnica espectrofotométrica de Makkar (1993) la cual
consistidé en colocar 400 uL de la muestra diluida (1:50) en tubos de ensaye y
agregar 400 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, se agitaron y se dejaron reposar
por 5 min. Posteriormente se adicionaron 400 pL de carbonato de sodio
(Na2C03)0.01 M, 2 mL de agua destilada y se leyeron a una longitud de onda
de 750 nm. La cantidad de fenoles hidrolizables se calculé mediante la ecuacion
de la recta de una curva de calibracion con acido galico y se expres6 como

mg/g de PS.

Taninos Condensados

Para la cuantificacion de taninos condensados se desarroll6 el método
propuesto por Swain y Hillis (1959). En tubos de ensayo de 13x150 con tapa
rosca se colocaron 500 pL de la muestra diluida 1:50, se afiadieron 3 mL de
HCI-Butanol 10% y 100 pL de reactivo férrico. Se llevaron a ebullicion en bafio
maria durante 1 h y se leyeron en el espectrofotometro a 460 nm. Se realiz6
una curva patrén con catequina y se calculd la cantidad de taninos

condensados expresados en mg/g de PS.

La concentracion de polifenoles totales expresados en mg/g de PS se
obtuvo al sumar la cantidad de taninos hidrolizables y taninos condensados

obtenidos.
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Cuantificacion de Proteinas

La concentracion de proteinas se determind segun el método de Bradford,

empleando como patrén albumina de suero bovino (Bradford, 1976).

Actividad Fenilalanina Amonio Liasa

Para la extraccion de la enzima se pesaron 50 mg del tejido macerado y
liofilizado y se mezclaron con 1 mL de buffer de fosfatos 100 mM con pH 8
adicionado con B-mercaptoetanol (1.4 mM), se centrifugaron a 15,000 rpm
durante 15 min a 4°C, se recupero el sobrenadante y se utiliz6 como extracto

enzimatico (Trotel-Aziz et al., 2008).

La determinacion de la actividad PAL se llevé a cabo con 900 uL de L-
Fenilalanina (1 mg/mL) y 100 pL del extracto enzimatico, se incubaron a 40°C
durante 30 min y se detuvo la reaccién con 250 yL de HCI 5 N, después se
colocaron en un bafio de hielo, se agregaron 5 mL de agua destilada y se
determind la absorbancia a 290 nm (Rodriguez et al., 2006). El acido cinamico
formado durante la reaccion enzimatica fue cuantificado usando un coeficiente
de extincion molar de 17.4/mM/cm. La actividad PAL se expresO como

nanomoles por min por gramo de peso seco (Trotel-Aziz et al., 2008).
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Actividad Peroxidasa

La extraccion de la enzima se realiz6 utilizando 50 mg del material vegetal
macerado Y liofilizado mezclados con 500 pL de buffer de fosfatos 0.05 M pH 6,
se homogenizaron y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 20 min a 4°C. Se

recupero el sobrenadante y se utiliz6 como extracto enziméatico.

La cuantificacibn de la actividad peroxidasa se realizd
espectrofotométricamente usando rojo fenol como sustrato. A 930 uL de citrato
de sodio 50 mM pH 4.2 se le adicionaron 50 pL de rojo fenol al 0.2% y 20 uL del
extracto enzimatico. La reaccion se inicié agregando 10 pL de H202 1 mM y se
detuvo 3 min después con 40 pL de NaOH 2 N. La densidad optica fue
determinada a 610 nm y calculada con un coeficiente de extincion molar de
22000 Mtcm™ 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).

El experimento se llevd a cabo en un disefio completamente al azar, con
tres repeticiones por tratamiento en cada tiempo. Los datos fueron analizados
mediante un analisis de varianza y la comparacion de medias se realizé con la

prueba de Tukey al 0.5 de significancia.



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacién de Acido Salicilico

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos que fueron
sometidos a ANVA separadamente en cada tiempo de muestreo. La
concentracion de AS en plantas de papa se ubico entre 3.68 y 114.02 ug/g de
peso seco (PS) durante el periodo de ensayo. En la primera hora el T4 (Milor®)
fue estadisticamente diferente al Testigo con 112.05 ug/g PS, es decir, 492%
mas; sin embargo, este valor disminuyo a partir de las 3 h hasta llegar a niveles
estadisticamente iguales a los del Testigo. El T1 a base de esporas de Bacillus
spp. y P. fluoresces incrementd significativamente la concentracion de AS a las
3 h alcanzando 114.02 pg/g PS, 469% mas que el Testigo (Figura 1). A las 6 h,
el T1, T4 y el Testigo no mostraron diferencias entre ellos, pero si respecto a los
demas tratamientos. En los tiempos posteriores de deteccion de AS (12, 24y 48
h), no hubo diferencias significativas entre el Testigo y las plantas tratadas. Los
tratamientos T1 y T4 fueron capaces de activar las defensas de la planta ya que

incrementos superiores al 59% de la concentracion de AS enddgeno al menos
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en hojas de tabaco, son suficientes para inducir la acumulacién de proteinas PR

(Yalpani et al., 1991).

——T1 T2 T3 —=T4 Testigo

-20 Tiempo (h)

Figura 1. Produccion de AS en hojas de papa en diferentes tiempos.
T1=Bacillus spp. y P. fluorescens, T2=4acido jasmonico 1500 ppm, T3=mezcla
T10.5% + T2 0.1%, T4= Milor® y T5=testigo absoluto (agua).

Letras diferentes indican diferencias significativas

En esta investigacion se encontraron concentraciones elevadas de AS en
las plantas Testigo (T5) con 35.37 pug/g PS en promedio. La papa presenta altos
niveles basales de AS hasta 100 veces mayores que otras plantas como tabaco
y Arabidopsis (Coquoz et al., 1995). Navarre y Mayo (2004) mencionan que los
niveles enddégenos de AS varian considerablemente en funcion de la etapa
fenoldgica y las condiciones ambientales; los mismos autores determinaron la
concentracion de AS en tallos, flores, raices, tubérculos, piel de tubérculo y

hojas de papa, reportando cantidades alrededor de 10 pug de AS/g de peso
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fresco (PF) en hojas, también encontraron una relacion positiva entre la edad de
la planta y la intensidad de luz en la produccion de AS: mientras mas grande es

la planta y mayor intensidad luminica tenga, mayor acumulacion de AS tendra.

El Milor® (T4) es una mezcla de los fungicidas Metalaxil que actia de
manera sistémica y Clorotalonil que actda por contacto, es utilizado
ampliamente para el control de enfermedades causadas por oomycetes.
Ademas del efecto protectante que presenta, en este estudio se demostrd su
potencial como activador de los mecanismos de defensa por la acumulacion de
AS. Se conoce que la activacion de la RSA se da por elicitores abioticos como
son los productos quimicos que interacttan con las vias de sefalizacion
relacionadas con la resistencia en plantas estimulando sus defensas, ademas
presentan un efecto negativo directo sobre el patdgeno, como se ha observado
con el fungicida Probenazole que induce la RSA en Arabidopsis por la
sefalizacion de AS y la acumulacion del mismo (Yoshioka et al., 2001); de igual
forma que los herbicidas Paraquat y Acifluorfen que inducen la RSA contra

Colletotrichum lagenarium en plantas de pepino (Strobel y Kuc, 1995).

Tal como se observd, la resistencia sistémica en las plantas puede ser
inducida por diversos factores, entre ellos los activadores quimicos que actuan
como inductores abidticos, por ejemplo, el acibenzolar-S-metil no presenta
efecto antifingico, sin embargo, actia como inductor de resistencia que ha
mostrado en tabaco y Arabidopsis activar la RSA ya que conduce a la

acumulacion de los mismos genes de resistencia que el AS (Gozzo, 2003). En
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otros estudios, se ha demostrado que el ASM aplicado en combinacién con
guazatina reduce significativamente las enfermedades causadas por Fusarium
spp., Alternaria spp., Rhizopus spp. y Trichothecium spp. durante el
almacenamiento de frutos de meldén (Huang et al.,, 2000). También se ha
correlacionado la proteccion que provee el silicato de sodio contra algunos
hongos poscosecha con la induccion de resistencia por la activacion de
enzimas relacionadas con la defensa como las peroxidasas y quitinasas (Bi et
al., 2006). De forma similar, diversos estudios demuestran la efectividad de
algunos agentes quimicos y extractos vegetales que tienen la capacidad de
aumentar la resistencia de las plantas contra patdgenos. Mostafa y Gado (2007)
evaluaron en condiciones de campo algunos agentes quimicos como derivados
de AS y AJ, extractos acuosos de inflorescencias malformadas de mango,
leche de coco y productos comerciales a base de extractos vegetales como
inductores de resistencia contra P. infestans en plantas de papa; encontraron
gue todos los tratamientos evaluados redujeron el tamafio y nimero de lesiones
asi como la severidad de la enfermedad hasta en un 50% induciendo la

formacion de hasta cinco tipos de fitoalexinas en tubérculos de papa.

En cuanto al T1 que contiene esporas de Bacillus spp. y P. fluorescens, se
observé un incremento significativo en la produccion de AS 3 h posteriores a su
aplicacién, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Segarra et al.
(2007) al inocular esporas de Trichoderma asperellum en plantas de pepino
activando la resistencia sistémica contra Pseudomonas syringae pv.

lachrymans, donde la mayor produccién de AS ocurrié al mismo tiempo que el
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reportado en esta investigacion. P. fluorescens es una bacteria que se ha
reportado como activadora de la RSI, via que es disparada por rizobacterias y
efectiva contra diferentes tipos de patdégenos (Pieterse et al., 1996). En ese
sentido Saikia et al. (2003) reportaron valores de hasta 2000 ng/g de PF de AS
en la raiz de plantas de garbanzo crecidas en hidroponia en una solucion de
108 cel/mL de cinco diferentes cepas de P. fluorescens, mientras que en el sitio
distante de inoculacion la cantidad fue de alrededor de 500 ng/g de PF. Lo
anterior puede atribuirse a los diferentes mecanismos que han sido sugeridos
para el control de patdbgenos mediante la induccion de resistencia en plantas
por P. fluorescens como los que involucran la produccién de HCN, amonio,
antibioticos, compuestos volatiles y sideroforos. Los  sideréforos,
particularmente el AS estan implicados en la habilidad de ciertas cepas para
inducir resistencia en las plantas (Renga et al., 2015); sin embargo, cuando se
aplica P. fluorescens en plantas es dificil detectar si el AS es producido por la
planta misma o por la bacteria, ya que el AS libre generado de forma local o
sistémica es transferido a otros tejidos a través del floema (Saikia et al., 2003).
Otros autores como Chen et al., (1999), mencionan que la produccion de AS de
P. fluorescens no puede ser correlacionada con la actividad de RSI ya que ésta
resistencia (activada por rizobacterias) no requiere de AS debido a que es

dependiente de AJy ET (Van Loon, 2000).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento como las incluidas en el T1
pueden inducir resistencia sistémica contra un amplio espectro de

enfermedades causadas por virus, bacterias y hongos, e incluso contra insectos



34

de plantas (Chen et al., 1999). P. fluorescens ha sido ampliamente usada como
promotora de crecimiento y para el manejo de enfermedades en plantas (Kwack
et al., 2002). Se ha observado que su aplicacion inhibe el crecimiento de
algunos hongos fitopatbgenos como R. solani y activa con solamente una
aplicacion la RSI en la planta contra dicho patégeno aumentando los niveles de
la actividad quitinasa y peroxidasa, niveles que permanecen durante mas
tiempo si se aplica a semillas, raices, suelo y follaje; de esta manera, disminuye
la incidencia de la enfermedad y aumenta los rendimientos del cultivo bajo
condiciones de invernadero o en campo, mostrando una eficacia comparable
con la del Carbendazim que es utilizado normalmente para controlar la

enfermedad (Nandakumar et al., 2000).

Cuantificacién de Acido Jasménico

No se detectaron niveles de AJ en el Testigo, sélo en plantas tratadas. La
maxima concentracion (1572.18 ug/g PS) se obtuvo en la primera hora con el
T4 (Milor®) y a las 3 h con el mismo tratamiento (569.28 ug/g PS). Todos los
tratamientos, a excepcion del Testigo, presentaron niveles similares de AJ a las
6 h, el T1 (Bacillus spp. y P. fluorescens) alcanzé 550.02, el T2 (&cido
jasménico 1500 ppm) 833.32, el T3 (T1+T2) 562.48 y el T4 (Milor®) 529.62 ug/g
PS. Posteriormente a las 12, 24 y 48 h el unico tratamiento que mantuvo a la

produccion de AJ fue el T4 (Figura 2).
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Figura 2. Produccion de AJ en hojas de papa en diferentes tiempos.
T1=Bacillus spp. y P. fluorescens, T2=4cido jasmonico 1500 ppm, T3=mezcla
T10.5% + T2 0.1%, T4= Milor® y T5=testigo absoluto (agua).

El AJ es el mensajero de la RSI, el nivel de la hormona en las plantas varia
en funcion del tejido, tipo de célula, etapa de desarrollo y en respuesta a
diferentes estimulos ambientales (Creelman y Mullet, 1997), este regulador
desencadena la expresion de ciertos genes cuando es aplicado exdbgenamente,
ademas se acumula en los tejidos vegetales luego de heridas traumaticas o
tratamiento con inductores como el T2 (solucion de AJ de origen microbiano),
gue indujo la acumulacion de la hormona al igual que el T1 y T3 transcurridas 6
h desde de la aplicacidon. La eficacia de la resistencia inducida y el tiempo de
activacion de la misma depende en gran manera de la concentracién del agente

inductor, probablemente se debe a esto que la activacion de la RSI con la
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inherente acumulacion de AJ en este estudio fue detectado sélo y hasta a las 6
horas con los tres tratamientos.

El AJ ha sido utilizado mediante aplicaciones exdgenas en la planta para
aumentar las respuestas defensivas de ésta, se ha demostrado su efectividad
para proveer proteccion a la planta tanto contra hongos como bacterias, por
ejemplo contra Ralstonia solanacearum en papa, donde se evaluaron por
inmersion del tubérculo antes de la siembra AJ y AS entre otros, obteniendo los
mejores resultados con la aplicacion de AJ; el AJ mostré mayor control de la
enfermedad y por ende menor porcentaje de infeccion latente o visible en
tubérculos, ademéas con el tratamiento aumentaron los parametros de
rendimiento y se obtuvo el mayor nimero de tubérculos por planta, mismos que
presentaron mayor peso que los obtenidos con el resto de los tratamientos

(Gado, 2013).

La produccion de AJ con los tratamientos T1 (Bacillus spp. y P.
fluorescens) y T3 (T1 + T2) se atribuye a que ambos tratamientos contienen
Bacillus género del cual se ha comprobado que algunas especies como B.
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides y
B. sphaericus son capaces de elicitar y activar la RSl aumentando los niveles
de compuestos bioquimicos relacionados con esta defensa tales como
compuestos fendlicos, actividad peroxidasa, fenilalanina amonio liasa y
polifenoloxidasa con lo que confieren proteccion a cultivos como el tomate
contra fitopatégenos como Fusarium oxyporum f.sp. lycopersici; la elicitacion de

RSI por estas cepas ha sido demostrada en condiciones de invernadero o en
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ensayos de campo en tomate, pimiento morron, melon, sandia, remolacha
azucarera, tabaco, Arabidopsis sp., pepino, pino y dos cultivos tropicales de

chile (Akram et al., 2013a; Akram et al., 2013b).

Por otro lado, algunas especies fluorescentes de Pseudomonas han sido
reportadas para inducir resistencia sistémica, Alizadeh et al. (2013) encontraron
que aplicando una mezcla de Trichoderma harzianum y Pseudomonas sp. en
plantas de pepino indujeron el aumento significativo en los niveles de
resistencia contra Fusarium oxysporum f.sp. radicis cucumerinum asociandolo
con la expresion de un conjunto de genes relacionados con la defensa contra
este hongo, asi mismo, encontraron que la aplicacién por separado mas no en
combinacion de ambos agentes de biocontrol activd la RSI en A. thaliana

contra Botrytis cinerea.

El fungicida Milor® (T4) indujo en la planta la produccion de AJ en todos
los tiempos, su capacidad para inducir la produccién de AS (como se mencion6
antes) y AJ en las plantas, se debe probablemente a que los inductores
abidticos dentro de los que se encuentran los productos quimicos, actian en
uno o varios puntos de la vias involucradas con la resistencia a enfermedades

(Walters, 2005).

El efecto de la presencia de ambas sefiales por la produccion de AS y AJ
al mismo tiempo puede ser explicado por una probable comunicacion cruzada

gue aun no es del todo clara y que genera una interaccion sinérgica entre estas
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hormonas lo cual depende de la combinacién y concentraciones utilizadas (Mur

et al., 2006).

La comunicacion cruzada entre la sefializacion mediada por AS y AJ-ET es
mayormente por represion mutua. Kunkel y Brooks (2002) mencionan que
ambas rutas son mutuamente antagonistas debido a la evolucion de las plantas
para afinar la induccion de sus defensas en respuesta a diferentes patdégenos,
ademas del hecho de que ambos compuestos pueden inducir los mismos genes
(Delaney et al., 1994). Al respecto, Yang et al. (2011) encontraron en plantulas
de chicharo que el AS deteriora la resistencia a las heridas por la supresion de
la accién del AJ, mostrando un efecto negativo en la interaccidon entre éstos
reguladores, sin embargo, también observaron que entre los conjugados de AS
y el AJ existe una relacién de sinergismo en las respuestas de defensa de la
planta. De igual forma, se ha reportado en hojas de tomate que el AS bloquea la
biosintesis de AJ y que la produccion de AS es inhibida por el AJ en plantas de
tabaco transgénicas heridas; asi, la produccion de AS y AJ es
antagonisticamente inhibida por AJ y AS, respectivamente (Niki et al., 1998).
Contario a lo antes mencionado, existen reportes que evidencian interacciones
sinérgicas entre el AS y AJ (Bari y Jones, 2009) ademas de que algunos genes

pueden ser inducidos similarmente por el AS y AJ (Diaz-Puentes, 2009).
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Cuantificacion de Fenoles Totales

La aplicacion de los tratamientos no estimulé la acumulacién de

compuestos fendlicos ya que no se observaron diferencias significativas entre

las plantas tratadas y las del Testigo (Figura 3).
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Figura 3. Produccién de Fenoles totales en hojas de papa en diferentes
tiempos. T1=Bacillus spp. y P. fluorescens, T2=4cido jasmonico 1500 ppm,
T3=mezcla T1 0.5% + T2 0.1%, T4= Milor® y T5=testigo absoluto (agua).

* Sin diferencia significativa entre tratamientos

El contenido de fenoles totales en plantas de papa puede variar de 0.3
hasta 78 mg/g PS (Rumbaoa et al., 2009; Stushnoff et al., 2010). Estos
metabolitos secundarios son sintetizados a través de la ruta de los

fenilpropanoides y la PAL es una enzima clave en su sintesis (Trotel-Aziz et al.,
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2008). A bajas concentraciones los compuestos fendlicos constituyen sefiales
moleculares, mientras que a altas concentraciones pueden actuar como

compuestos alelopaticos o antimicrobianos (De la Noval y Pérez, 2004).

En esta investigacion, se detectd actividad enzimatica PAL en todos los
tratamientos excepto en el Testigo, lo que deberia reflejar un incremento
significativo en la cantidad de fenoles totales de las plantas tratadas, sin
embargo, se observé lo contrario. Este comportamiento puede deberse por un
lado a que la actividad de la PAL no fue suficientemente alta para estimular una
produccion significativa de compuestos fendlicos. Por otro lado, la induccién de
la sintesis de fenoles podria llevar a un aumento de los mismos en un periodo
de tiempo mas extenso que el evaluado en este estudio (48 h), tal como lo
observado por Akram et al., (2013b) que obtuvieron un incremento significativo
en el contenido de fenoles totales en plantas de tomate tratadas con B.
thuringiensis hasta el dia 15 posterior al tratamiento. Sin embargo, también
podria descartarse la necesidad de periodos extensos como factor
condicionante para la acumulacion de fenoles, tal como lo demostraron Robledo
et al. (2012) cuando realizaron la aplicacion de una variedad de fungicidas
quimicos a tubérculos de papa al momento de la siembra con una posterior
aspersion al follaje un mes después; los resultados obtenidos por estos autores
no mostraron diferencia significativa en la acumulacion de fenoles totales entre
los tratamientos y el Testigo durante los muestreos realizados a lo largo de 9
semanas, lo cual atribuyeron a que los fungicidas no estimularon las reacciones

de defensa que involucran fenoles.
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Los fenoles tienen la capacidad de formar complejos con proteinas y
mucopolisacaridos, por lo que pueden inactivar las enzimas utilizadas por los
patégenos para invadir la célula (Maestro-Duran et al., 1993). Con sustento en
lo antes mencionado, es probable una posible unién de los fenoles con las
proteinas de los microorganismos presentes en los tratamientos lo cual inactivo
a dichos compuestos fendlicos y ocasioné que resultara imposible detectar
incrementos significativos en la concentracion de éstos obteniendo cantidades
similares a las del Testigo. Ademas, los fenoles pueden ser oxidados por
enzimas como la polifenol oxidasa, peroxidasa y la PAL formando quinonas
mismas que se unen covalentemente a las proteinas de la hoja exhibiendo
toxicidad directa contra herbivoros (Rashid et al., 2012), lo que sugiere una
probable razén mas que podria justificar el hecho de no detectar una
acumulacion de fenoles en la planta por la accién de inductores bibticos y

abidticos.

Cuantificacion de Proteinas

En la Figura 4, se presentan los resultados obtenidos en la concentracion de
proteinas totales, en ésta gréafica, en el Testigo no se presentan niveles de
proteinas debido a que los calculos se realizaron de manera cinética, es decir, a

la concentracion obtenida en cada tiempo de muestreo de los tratamientos, se
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le rest6 el promedio del tiempo cero (muestreo antes de la aplicacion) de cada

tratamiento.
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Figura 4. Produccion de proteinas totales en hojas de papa en diferentes

tiempos. T1=Bacillus spp. y P. fluorescens, T2=4cido jasmonico 1500 ppm,

T3=mezcla T1 0.5% + T2 0.1%, T4= Milor® y T5=testigo absoluto (agua).
Letras diferentes indican diferencias significativas

En la primera hora de muestreo, el tratamiento que mostré diferencia
significativa respecto al Testigo fue el T4 Milor® con 25.125 mg/g PS, esta
concentracion increment6 y alcanzé el pico maximo de produccion de todo el
ensayo con este tratamiento a las 3 h de muestreo (35.06 mg/g PS). La
estimulacién en la produccion de proteinas por accion de los agentes biolégicos
empieza también a las 3 h con el T1 (Bacillus spp. y P. fluorescens) que de

igual forma mostré diferencia estadistica comparado con el Testigo (23.29 mg/g
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PS). A las 6 h los tratamientos T1, T2 y T4 son diferentes al Testigo; mientras
que a las 24 y 48 h los 4 tratamientos mantienen concentraciones de proteinas

totales mayores a las del Testigo y estadisticamente iguales entre ellas.

Las proteinas son importantes macromoléculas que participan en todos los
aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas. Tienen diferentes
funciones biologicas: presentan actividad catalitica como las enzimas, actian
como proteinas de transporte, proteinas nutrientes y de reserva, proteinas
contractiles o que proporcionan motilidad, como proteinas estructurales,

reguladoras o de defensa (Adnan, 2010).

El incremento de la lignificacion (que involucra a las enzimas PAL y peroxidasa)
unido al entrecruzamiento de las proteinas estructurales que ocurre ante el
ataque por patdégenos, causan el reforzamiento de las paredes haciéndolas
resistentes ante el ataque por las enzimas hidroliticas de origen microbiano
(Brisson et al., 1994). Mediante este mecanismo se limita la diseminacion del
patdgeno en el tejido vegetal, restringiéndolo a la célula huésped, en la cual se

induce la muerte celular hipersensitiva.

Actividad Fenilalanina Amonio Liasa

Se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos y el Testigo

absoluto. Todos los tratamientos indujeron la activacion de la enzima PAL,
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mientras que en el Testigo no se detectaron estos niveles enzimaticos.
Transcurridas 3 h desde la aplicacion, el mejor tratamiento fue el T4 Milor®, sin
embargo los tratamientos bioldégicos T1 (Bacillus spp. y P. fluorescens), T2
(acido jasmonico de origen microbiano 1500 ppm) y T3 (T1 + T2) también
mostraron incrementos significativos comparados con el Testigo (Figura 5). A
las 6 h, T3 y T4 permanecieron como los mejores tratamientos, el T4 mantuvo
una tendencia en los niveles de la PAL y fue el Unico que indujo la produccion

de esta enzima durante todo el periodo de ensayo (48 h).
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Figura 5. Actividad enzimatica PAL en hojas de papa en diferentes tiempos.
T1=Bacillus spp.y P. fluorescens, T2=4cido jasménico 1500 ppm, T3=mezcla
T10.5% + T2 0.1%, T4= Milor® y T5=testigo absoluto (agua).

Letras diferentes indican diferencias significativas
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La PAL es una enzima muy importante en las plantas, cataliza la desaminacion
de la fenilalanina a acido trans-cinamico que es el precursor comun de la
biosintesis de derivados fendlicos que son esenciales para el desarrollo
adaptativo, vascular y reproductivo de las plantas (Jones, 1984). Muchos de
estos compuestos fendlicos desempefian papeles importantes en la repuesta de
defensa de la planta, como es el caso de las fitoalexinas, los compuestos
estructurales de la pared celular o moléculas sefalizadoras como &cido
salicilico (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996).

La sintesis de AS por efecto del T4 Milor®, claramente involucra la PAL y se
lleva a cabo por la ruta dependiente de esta enzima ya que este tratamiento
mantuvo la produccién de AS durante mas de 24 h, mientras que el mismo

tratamiento estimulo en la planta la PAL durante 48 h.

Muchas sustancias de naturaleza quimicas han sido estudiadas como posibles
elicitores, por ejemplo el acido oxalico y el cloruro de calcio que aumentan la
defensa relacionada con las enzimas PAL, B-1,3-glucanasa, peroxidasa y
polifenoloxidasa reduciendo la incidencia de la enfermedad causada por
Alternaria alternata en peras (Tian et al., 2006). De igual forma, la disminucién
de las enfermedades mediante la aplicacion del inductor quimico ASM es
asociada con la activacion de la peroxidasa, quitinasa y la fenilalanina amonio

liasa (Bi et al., 2006).

Algunas cepas de Bacillus activan la RSI en plantas con lo que contribuyen en

el efecto protectivo contra fitopatdgenos, y aunque existe poco conocimiento
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acerca de la variedad de elicitores responsables de la RSI producida por cepas
de Bacillus, se ha identificado al polipéptido surfactina como el principal
compuesto que estimulan las respuestas inmunes de las plantas (Cawoy,
2014). De esta forma, la aplicacion de Bacillus thuringiensis en plantas de
tomate incrementa la actividad PAL 1.8 veces mas comparadas con las plantas
no tratadas (Akram et al., 2013b). Trotel-Aziz et al., (2008) encontraron que con
la aplicacién de Bacillus subtilis en plantulas de uva se lograron incrementos
desde las 2 h posteriores a la inoculacion en la actividad PAL, alcanzando la
maxima produccion a las 8 h con concentraciones hasta 5 veces mas altas en
plantulas tratadas que en las no tratadas, mientras que con la inoculacién de
Pseudomonas fluorescens, lograron a las 6 h concentraciones de PAL 4 veces

mas altas que el testigo.

Actividad Peroxidasa

En este ensayo no se detectd actividad POD en las plantas del Testigo. De los
tratamientos, el Unico capaz de inducir la producciéon de la enzima fue el T3
(T1= Bacillus spp. y P. fluorescens + T2= AJ de origen microbiano 1500 ppm).
La actividad enzimatica se detecto durante todos los muestreos realizados (1, 3,
6, 12, 24 y 48 h), los niveles alcanzados estuvieron entre 0.37 y 1.97 UJ/L

(Figura 6).
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Figura 6. Actividad enzimatica Peroxidasa en hojas de papa en diferentes
tiempos. T1=Bacillus spp. y P. fluorescens, T2=4cido jasmonico 1500 ppm,
T3=mezcla T1 0.5% + T2 0.1%, T4= Milor® y T5=testigo absoluto (agua).
Letras diferentes indican diferencias significativas

La peroxidasa, es una enzima que cataliza la oxidaciébn de importantes
compuestos fendlicos de la pared celular e induce la formacién de polimeros de
lignina via actividad peroxidasa (Bolwell et al., 1995). Las funciones fisiol6gicas
de las peroxidasas son muy variadas y especificas del tejido en el que se
producen, estan involucradas en diferentes procesos fisioldgicos de las plantas,
algunos de ellos propios del desarrollo, otros inducidos por estrés biético o
abidtico Entre los procesos que involucran la enzima estan: regulacion
hormonal como el catabolismo del acido 3-indolacético y la biosintesis de
etileno (Ruiz, 1998), oxidacion de compuestos toxicos, mecanismos de defensa,

control de elongacion celular, polimerizacion de extensina, entrecruzamiento de
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los polisacaridos de la pared celular, biosintesis de lignina y procesos de

suberizacion (Cuervo et al., 2009).

El T3 indujo resistencia en las plantas por el aumento de enzimas relacionadas
con la defensa, en este caso peroxidasa. Multiples cepas de Bacillus spp. han
demostrado estimular las respuestas de defensa de las plantas, esta capacidad
para elicitar la RSI esta relacionada con la producciéon de ciertos polipéptidos
como las surfactinas y fengicinas que estan involucrados en el proceso de
elicitacion (Ongena, 2007). Se ha observado que con la aplicaciéon de la
rizobacteria promotora del crecimiento Bacillus subtilis en plantas de tomate se
induce defensa sistémica en las plantas con el aumento en los niveles de
enzimas relacionadas con la respuesta defensiva como peroxidasa. La
inoculacién de Bacillus thuringiensis en plantas de tomate incrementa
significativamente el contenido de peroxidasa (1.4 veces mas que las plantas no
tratadas con la bacteria) después de 5 dias de inoculacion induciendo
resistencia sistémica en las plantas y mostrando un control efectivo contra la
marchitez causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; lo anterior se
atribuye a que esta enzima esta involucrada en la oxidaciéon de fenoles a
quinonas altamente toxicas, por lo que a esta enzima se le relaciona con la
resistencia a enfermedades (Akram, et al., 2013b). De igual forma, la induccién
de peroxidasa enzima por accion P. fluorescens contenida en el tratamiento
puede ser explicada por la presencia de lipopolisacaridos en la pared celular de

esta bacteria y que actuan como elicitores en plantas (Vidhyasekaran, 2004).



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en las que se desarrolld esta investigacion

podemos concluir que:

La aplicacidon de agentes bidticos y abidticos estimuld los mecanismos de
resistencia en plantas de papa provocando un aumento en las defensas

bioquimicas de las mismas.

La produccion de acido salicilico fue inducida con la aplicacion de Bacillus spp.

y Pseudomonas fluorescens (T1), asi como con el fungicida Milor® (T4).

La producciéon de acido jasmoénico y proteinas totales fue estimulada con la

aplicacion de todos los tratamientos.

La produccién de la enzima fenilalanina amonio liasa fue activada con la
aplicacion de los tratamientos a base de acido jasmoénico de origen microbiano
(T2), mezcla de Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescens + acido jasmonico de

origen microbiano (T3) y con el Milor® (T4).
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La producciéon de la enzima peroxidasa fue inducida Unicamente con la mezcla
de Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescens + &cido jasmonico de origen

microbiano (T3).

La aplicacion de los tratamientos no activo la producciéon de fenoles totales en

las plantas.
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