UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

APLICACION DE ACIDOS FENOLICOS COMO INDUCTORES DE TOLERANCIA
AL ESTRES CAUSADO POR Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis EN
PLANTAS DE TOMATE

Tesis

Que presenta WILLIAM ZARATE MARTINEZ
como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS EN AGRICULTURA PROTEGIDA

Saltillo, Coahuila Julio 2018



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

APLICACION DE ACIDOS FENOLICOS COMO INDUCTORES DE TOLERANCIA
AL ESTRES CAUSADO POR Clavibacter michiganensis subsp, michiganensis EN
PLANTAS DE TOMATE

Tesis

Que presenta WILLIAM ZARATE MARTINEZ
como requisito parcial para obtener el grado de
DOCTOR EN CIENCIAS EN AGRICULTURA PROTEGIDA

-

Dr. Antox;io Judrez Maldonado Dra. América es Diaz
Director UAAAN Director Externo

Saltillo, Coahuila Junio 2018



APLICACION DE ACIDOS FENOLICOS COMO INDUCTORES DE TOLERANCIA
AL ESTRES CAUSADO POR Clavibacter michiganensis subsp. michigamensis EN
PLANTAS DE TOMATE

Tesis

Elaborados por WILLIAM ZARATE MARTINEZ como requisito parcial para obtener
el grado de Doctor en Ciencias en Agricultura Protegida con la supervision y aprobacion
del Comité de Asesorfa

/

-~
gr —Z/»

Dr. Antohio Judrez Maldonado

Asesor Principal
: //O
Dra. SusanaBonzilez Yorales Dr/Adal Bemvides Mendoza
A“ M
" Dr. Ar o Olivo Dra. Francisca Ramirez Godina
Asesor Asesor
Dra. América Bere les Diaz
Asesor

ARkt s [

Dra.\Rosalinda Mendoza Vil I
Subdirectora de Postgrado
UAAAN

Saltillo, Coahuila Julio 2018



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo econémico

brindado mediante su programa de becas de posgrado.
A la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) y al programa de
Doctorado en Ciencias en Agricultura Protegida por darme la oportunidad de realizar mis

estudios de postgrado.

Al Dr. Antonio Juarez Maldonado por la oportunidad de realizar esta investigacién, por

su tiempo, conocimientos compartidos y apoyo total en la direccion de este proyecto.

A la Dra. Susana Gonzalez Morales por su apoyo incondicional en la direccion de esta
investigacion, por sus sugerencias, tiempo y apoyo brindado.

Al Dr. Adalberto Benavides Mendoza por sus su tiempo y apoyo brindado para realizar

este proyecto de investigacion.

A la Dra. Francisca Ramirez Godina por su apoyo para la realizacion de este proyecto de

investigacion.

Al Dr. Armando Robledo Olivo por su valioso tiempo y apoyo brindado.

A la Dra. América Berenice Morales Diaz por sus comentarios acertados, tiempo brindado

y recomendaciones para la realizacién de este trabajo de investigacion.
Al Dr. Fabian Pérez Labrada, a la Dra. Mari Carmen LOpez Pérez, a la Ing. Claudia Ariana
Pliego Zufiiga y a la MC. Karina Moreno Ledn por su gran apoyo en la realizacion de este

trabajo.

A todas las personas que directa o indirectamente participaron en este trabajo.



DEDICATORIA

Al gran amor de mi vida, Karina, por caminar a mi lado con direccion a la conquista de
nuestros suefios. Eres mi gran apoyo, no se qué haria sin ti, te dedico este trabajo porque
sin tu ayuda no lo hubiera logrado, no estaria aqui.

Por ser una gran madre para mis hijas.

A mis dos pequefias princesas Frida y Alondra, son ustedes mi gran inspiracion, mi
energia, mi motivacion, por sus sonrisas, abrazos, por la enorme felicidad que nos han
regalado y sus interminables ocurrencias. Nos han contagiado de su felicidad infinita, de
su alegria inagotable que saben obtener de los pequefios detalles de la vida.

A ustedes les dedico todo.

A mi hermosa madre, que con gran carifio y esmero se ha esforzado por darme lo mejor,

por siempre creer en mi y ofrecerme su apoyo incondicional.

A mi padre por ser un gran ejemplo para mi, por nunca rendirse y ser una fuente

inagotable de ideas.

A mis hermanas Keyla y Marlen por ser las mejores hermanas del mundo, que a pesar de

la distancia nuestros corazones estan unidos.



CARTA DE ACEPTACION DE ARTICULOS

Efecto de los acidos fenélicos en plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) inoculadas con

Clavibacter michiganensis

William Zarate-Martinez
Susana Gonzalez-Morales
Francisca Ramirez-Godina
Armando Robledo-Olivo

Antonio Juarez-Maldonado

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v0i20.1005

Palabras clave: cambios histolégicos, estomas, incidencia,

severidad.

Resumen

Con el objetivo de evaluar el efecto de aplicaciones
exoégenas de acidos fendlicos en el cultivo de tomate, se

establecieron cuatro tratamientos: 1) un testigo absoluto;

2) plantas inoculadas con Clavibacter michiganensis subesp.

Michiganensis (Cmm); 3) plantas inoculadas con Clavibacter
michiganensis subesp. michiganensis y con aplicacion de
acidos fendlicos; y 4) plantas solo con aplicacién de acidos
fendlicos. Las aplicaciones se realizaron con intervalos de
una semana hasta acumular un total de 10 aplicaciones
durante el ciclo de cultivo. Los resultados indican que la
aplicacién de acidos fenélicos no promovié efectos en las

variables agronémicas del cultivo, sin embargo, si se

Vi

Revista Mexicana de
Ciencias Agricolas

[ PDF H PDF (English)

Publicado

2018-03-22

Cémo citar

Zarate-Martinez, W., Gonzélez-Morales, S.,
Ramirez-Godina, F., Robledo-Olivo, A., &
Juérez-Maldonado, A. (2018). Efecto de los
acidos fendlicos en plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) inoculadas
con Clavibacter michiganensis. Revista

Mexicana De Ciencias Agricolas, (20).



observé una disminucién significativa en severidad de hitps://doi.org/https://doi.org/10.29312/rem

Cmm. Ademas, se demostré que la aplicacién de acidos

exca.v0i20.1005
fendlicos modifica la densidad e indice estomatico y en
combinacién con estrés biético induce un menor tamafio Formatos deicitacion N
de estomas. En las variables histolégicas se encontré que
con la aplicacién de acidos fendlicos el parénquima NGmero
empalizada disminuy6 su longitud, también indujo un Num. 20 (2018); Especia
menor nimero y area de vasos de xilema en hoja y raiz
respectivamente y una mayor longitud de cértex en la raiz. Seccidn
Los resultados demostraron que la aplicacién de 4cidos Articulos

fendlicos puede ser una alternativa viable para el control

Esta obra esta bajo licencia internacional
Creative Commons Reconocimiento-
NoComercial 4.0.

Los autores(as) que publiquen en Revista



CARTA DE RECEPCION DE ARTICULOS

1362018 Gmail - Submission Confirmation for Efecto de Ios acidos fendlicos en |a actividad enzimatica y compuestos antioxidantes en plantas de ..

i Antonio Juarez Maldonado <juma841025@gmail.com>
mal

Submission Confirmation for Efecto de los acidos fendlicos en la actividad
enzimatica y compuestos antioxidantes en plantas de tomate inoculadas con

Clavibacter michiganensis
1 mensaje

RCHSH <em@editorialmanager.com:= 13 de junio de 2018, 9:41
Responder a: RCHSH <chapingo. horticultura@gmail.com:=
Para: Antonio Juarez-Maldonado <juma841025@gmail.com>

Dear Dr. Juarez-Maldonado,

Your submission entitled "Efecto de los dcidos fendlicos en la actividad enzimatica y compuestos antioxidantes en
plantas de tomate incculadas con Clavibacter michiganensis” has been received by Revista Chapingo Serie Horticultura.

ou will be able to check on the evaluation progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author
(Author Login). The URL is hitps://rchsh.editorialmanager.com/.

Your manuscript will be given a reference number once the technical check has been approved.

Kind regards,

Revista Chapingo Serie Horlicultura

Estimado(a) Dr. Juarez-Maldonado,

La contribucian titulada "Efecto de los acidos fendlicos en la actividad enzimatica y compuestos antioxidantes en plantas
de tomate inoculadas con Clavibacter michiganensis” ha sido recibida por la Revista Chapingo Serie Horticultura,

Se podra seguir el proceso de evaluacion de éste al ingresar a Editorial Manager en la URL: https://rchsh.
editorialmanager.com/ como autor (Author Login).
A su escrito se le asignara un nimero de referencia, una vez que la revision técnica haya sido aprobada.

Si tiene alguna duda con el uso de Editorial Manager, enviar un correo a rchsh.editor@agmail.com o comuniquese al
teléfono +52 (595) 9521500 extension 5912 con el Ing. Oscar Martinez.

Saludos Cordiales,

Revista Chapingo Serie Horticultura

viii



INDICE

INTRODUGCCION ..ottt sttt 1
REVISION DE LITERATURA . ...ttt ettt 3
CUITIVO 08 TOMALE ...ttt st sttt ae b b snes 3
MetabolitOS SECUNUAITOS .......ocuverieeieriierieeie ettt et naeeneas 4
COMPUESLOS TENOIICOS. ... .cveeerieeieiieie ettt ettt s e ae e eseesteenaesnnens 5
Actividades de 105 compuestos fENOLICOS .......ccveverieriieieceeceee e 6
(O - 1Y) o7 o o o TSRS 8
FUNCIONES. ...ttt sttt ettt e st te et e s aeeteeneesteenseeneesseenseeneesneenes 9
PRIMER ARTICULO ..ottt st nae st tesss s s sssessnennes 11
Efecto de los &cidos fendlicos en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
inoculadas con Clavibacter miChIiganensis ........cocoveeeieriereneneneeeeeeeeeee e 11
SEGUNDO ARTICULO ...ttt 25
Aplicacion de acidos fendlicos y su efecto en actividad enzimatica en plantas de
10] 4TSS ORISR 25
CONCLUSIONES GENERALES .......ooi ettt 54
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt ettt ettt sbesbe e st saenaeneas 55



INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum Mill.) es un cultivo de importancia econdémica que
podemos encontrar en todo el mundo, en términos econémicos representa el 72% del valor
de la produccion de hortalizas frescas en todo el mundo (Hanssen et al., 2010). Es
importante mencionar que en todos los sistemas de produccion hay condiciones de estrés
biotico y abidtico que afectan la produccion y calidad de este cultivo (Kun, 2016). Ejemplo
de estrés biotico tenemos a los patdgenos bacterianos que reducen el rendimiento de las
plantas, particularmente, la bacteria Gram positiva Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis causa la “marchitez” y “chancro bacteriano”, las dos enfermedades mas
importantes en tomate (Gartemann et al., 2003). Este patdgeno se encuentra en todas las
zonas productoras del mundo, y es considerada como severa (Chang et al., 1991). Prueba
de esto es que se han reportado epidemias de Cmm en el cultivo de tomate en todo el
mundo ocasionando dafios que van del 1 al 100% (Jones et al., 2004; Rueda-Barrientos et
al., 2017).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son un indicador de estrés celular, ya que ante
estas condiciones la produccién de estas ROS en la planta es inevitable (Mittler et al.,
2004). Cuando la cantidad de estas especies es mayor que la capacidad antioxidante ocurre
un dafio celular en las plantas (Michalak, 2006). Ante esta situacion, el metabolismo de
las plantas debe modificarse y producir los compuestos necesarios para hacer frente al
estrés, mecanismo conocido generalmente como aclimatacion (Atkinson et al., 2012;
Suzuki et al., 2012).

De forma natural y ante diversas condiciones todas las plantas sintetizan una gran cantidad
de compuestos organicos, entre los mas importantes se encuentran los metabolitos
primarios y secundarios (Harman et al., 2004; Nawrocka y Malolepsza, 2013; Baraldi,
2017). Los metabolitos primarios participan y son esenciales para el crecimiento,
desarrollo y reproduccion de las plantas, mientras que los metabolitos secundarios estan
involucrados en los sistemas de defensa y en procesos de respuestas a estrés bidtico y
abiotico (Bellaloui, 2012; Neilson, 2013). Los compuestos fenolicos (CF) son una clase
de metabolitos secundarios, cuya sintesis se da en las plantas como mecanismo de defensa

ante condiciones de estrés (Mufioz, et al., 2007; Cervilla et al., 2012). Dentro de la



clasificacion de los CF se encuentran los Acidos Fendlicos (AF), ampliamente distribuidos
en todo el reino vegetal con propiedades antioxidantes, antimicrobianas entre otras
(Robbins, 2003; Xu et al., 2008).

Se ha reportado que algunos metabolitos secundarios de bajo peso molecular,
especificamente CF, pueden inhibir el crecimiento de Xylella fastidiosa (bacteria
fitopatdgena de muchas especies de cultivo) en condiciones in vitro (Maddox et al., 2010);
en este mismo sentido los CF (&cido p-coumarico y kaempferol) presentes en los extractos
de la céscara de una mezcla de tres cultivares chilenos de Vitis vinifera, han sido
reportados con potencial contra Botrytis cinerea (Mendoza et al., 2013). También el
resveratrol, el &cido galico y el acido ferdlico se han reportado contra Botrytis cinérea con
buenos resultados (Apolonio-Rodriguez, 2017).

Esto demuestra que los CF pueden ser una alternativa para el manejo de fitopatdégenos,
por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la aplicacion foliar de &cidos
fendlicos a plantas de tomate y determinar si estos compuestos intervienen en los
mecanismos de defesa pasiva y activa bajo condiciones de estrés bidtico, condicion que
se consiguié con la inoculacion del patégeno Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum Mill.) pertenece a la familia Solanaceae, es considerado
uno de los principales cultivos a nivel mundial, debido a su elevado potencial alimenticio
(Saleem et al., 2015). Es una rica fuente de licopeno, carotenoides, acido ascorbico,
vitamina A, vitamina E, folato, flavonoides y potasio (Willcox et al., 2003); y la demanda
de esta hortaliza aumenta de forma permanente (Ortega-Martinez et al., 2010).

En México la superficie destinada a la produccion de tomate es de 21.5 millones de ha, lo
que representa 587 mil millones de pesos como valor de produccion (SIAP, 2017). Ante
este panorama y debido a la importancia de este y otros cultivo en México, la tecnificacion
de los sistemas de produccion ha ido en aumento, la superficie destinada a la agricultura
protegida pasé de 3 200 ha en 2005 (Ocafia-Romo, 2008) a 40 862 ha en el 2016 y el 44.8
% de esta superficie esta destinada para la produccion de tomates (SIAP, 2016).
Constantemente las plantas estan expuestas a diferentes tipos de estrés biotico y abidtico
(Croteau et al., 2000). El estrés abidtico incluyen factores como: altos o bajos niveles de
luz, radiacion ultravioleta A y B (UV-A y UV-B), altas y bajas temperaturas, sequia,
inundaciones, acumulacion de metales y salinidad en los suelos, deficiencia y/o toxicidad
por nutrimentos (Ahmad y Prasad, 2012). Las plantas al ser organismos inmdviles, para
sobrevivir tienen que adaptarse a los factores que derivan en el estrés (Pereira, 2016).

El estrés bidtico esta representado, por organismos heterdtrofos, que dependen totalmente
de la energia fijada por las plantas, representan una amenaza constante en la produccién
de tomate, principalmente para aquellos productores que cultivan a campo abierto (Cih-
Dzul et al., 2011). Entre los factores bidticos se encuentran virus, bacterias, hongos y
nematodos que causan enfermedades devastadoras provocando grandes pérdidas
econdémicas en el cultivo de tomate (Arshad et al., 2014). Particularmente las
enfermedades bacterianas son un problema de gran relevancia en la produccion tanto en
invernadero como a campo abierto (Balestra et al., 2009). La bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis que causa el cancer bacteriano afecta grandemente el
cultivo de tomate (Cooksey, 1990; Hadas et al., 2005 y Yuliar et al., 2015), ademas se

encuentra en todas las zonas productoras del mundo, y es considerada como severa, prueba



de esto es que se han reportado epidemias de Cmm en el cultivo de jitomate en diversos
paises como Israel, Japon, Espafia y México, y ocasionando pérdidas de 80 a 100%
(EPPO, 2010 y De Leobn et al., 2011).

Ante estas condiciones deben emplear ciertas estrategias de defensa, basadas en la gran
diversidad quimica existente en ellas, entre estos compuestos se encuentran algunos
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana o actividad antioxidante (Croteau
etal., 2000). Uno de los méetodos potenciales para reducir la severidad de las enfermedades
causadas por patdgenos, es la induccion de resistencia en la planta (Baysal et al., 2003).
Dicha actividad esta asociada a numerosas respuestas de defensa activadas por el
hospedero una vez que hace contacto con el patdgeno (Flores et al., 2009) o con algln

inductor bidtico o abidtico (Valueva y Mosolov, 2004).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos de bajo peso molecular que ademas de
participar en la adaptacion de las plantas a su medio ambiente, se sintetizan cuando las
plantas son expuestas a condiciones de estrés ya sea bidtico o abiético (Sepulveda-
Jiménez, 2003).

Se conocen mas de 20 000 estructuras de metabolitos secundarios, y una gran variedad
estructural dentro de este grupo, esta variedad que se debe a modificaciones quimicas a su
estructura basica, las cuales se dan por reacciones quimicas, tales como la hidroxilacion,
metilacion, epoxidacion, malonilacion, esterificacion y la glucosilacion (Croteau et al.,
2000).

Los precursores en la biosintesis de MS derivan del metabolismo primario, tales como la
glucadlisis, el ciclo de Krebs o la via del &cido shikimato. La sintesis de estos metabolitos
se puede llevar de forma especifica o en todos los drganos y tejidos de las plantas, lo cual
depende del nivel de desarrollo de la planta y condiciones de estrés abiotico o bidtico. Se
almacenan en érganos o tejidos diferentes a los de su sintesis y su distribucion es por

xilema o floema.



Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos (CF) son metabolitos secundarios sintetizados por las rutas
metabolicas Shikimato/fenilpropanoide o acetato-malonato/policétida (Quideau, 2011); al
igual que la mayoria de los metabolitos secundarios, los CF son la primer linea de defensa
de las plantas (Gulgin et al., 2003); cuya principal tarea de los (CF) es proteger contra el
estrés o ataque de patdgenos, se caracterizan por tener al menos un anillo de benceno
aromatico (C6), con sistema conjugado aromatico, unido a uno o mas grupos hidroxilo
libre o sustituido, con una gran diversidad de funciones y estructuras (Cheynier, 2012).
Las condiciones de estrés bidtico o abidtico juegan un papel importante en la
concentracion de los CF debido a que bajo condiciones de estrés la concentracion de la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) incrementa, enzima clave en la ruta primaria
(shikimate) y secundaria (phenyl-propanoid), rutas en donde se realiza la biosintesis de
compuestos fendlicos (Dixon y Paiva, 1995).

Los CF tienden a almacenarse en sitios estratégicos, donde desempefian un papel de
sefializacion o un papel directo en la defensa. Por lo regular se acumulan en las vacuolas
centrales de las células protectoras y de las células epidérmicas, también las podemos
encontrar en las células subepidérmicas de las hojas y los brotes. Algunos CF se
encuentran unidos covalentemente a la pared celular de las plantas y se pueden dividir en
dos clases:

a) Compuestos fenolicos preformados: se sintetizan durante el desarrollo normal de
los tejidos de la planta.

b) Compuestos fendlicos inducidos: son sintetizados por las plantas en respuesta a
lesiones fisicas, infecciones o ante estrés por elicitores como sales de metales
pesados, radiacion UV, temperatura, etc. (Dixon et al., 2002; Winkel-Shirley,
2002).

Los CF se producen en las plantas mediante la accion secuencial de cinco vias
biosintéticas. Las vias glucolitica y de pentosa fosfato proporcionan precursores
(fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato, respectivamente) a la via del shikimato. La
fenilalanina, producida por la via del shikimato, es el precursor del metabolismo de los
fenilpropanoides que, a su vez, alimenta las diversas vias especificas de los flavonoides
(Winkel-Shirleym, 2001; Austin et al., 2003; Cheynier et al., 2013).



Actividades de los compuestos fendlicos

Con la aplicacion de algunos compuestos fendlicos se pueden activar procesos fisiologicos
y bioquimicos en las plantas y de esta forma evitar o reducir el progreso de alguna
enfermedad, es importante sefialar que el nivel de resistencia a una enfermedad dependera
mucho de la edad fisioldgica de la planta o la madurez de los tejidos. Los CF actuan
también ante algunas condiciones ambientales, las cuales, se enlistan a continuacion.
Radiacion UV: Las plantas estan expuestas a radiacion ultravioleta-B (UV-B) la cual se
encuentra en el rango de 280-315 nm, esta radiacion afecta negativamente al ADN,
proteinas y membranas, lo que origina alteracion en el metabolismo por la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Las plantas para protegerse de los efectos dafiinos
de la radiacion UV-B sintetizan compuestos fendlicos, los cuales actian como una
pantalla dentro de la capa de células epidérmicas, ajustando los sistemas antioxidantes a
nivel celular y del organismo completo, mediante este mecanismo, los CF evitan tanto la
mutagénesis como la muerte celular por dimerizacion de unidades de timina en el ADN,
que muestra un maximo de absorcion a 260 nm y posible fotodestruccion de las coenzimas
NAD o NADP, que tienen un maximo de 260 nm (Winkel-Shirley, 2002; Carletti et al.,
2003).

Los flavonoides por su alta capacidad de absorcién a 250-270 y 335-360 nm actdan como
buenas pantallas UV. Varios estudios han demostrado el cambio en la composicion de
flavonoides de las hojas de las plantas debido a un exceso de luz o radiacién UV. La
activacion de los genes biosintéticos de flavonoides mediante radiacion UV se ha
demostrado en una serie de estudios (Tattini et al., 2000). Los efectos mas comunes de la
radiacion UV-B son la reduccion del crecimiento de las plantas y el aumento de las
cantidades de compuestos fendlicos en los tejidos vegetales (Caldwell et al., 2003).

Un incremento de compuestos fendlicos en las células epidérmicas obstaculiza la
penetracion de UV-B, protegiendo asi los tejidos fotosintéticamente activos (Mazza et al.,
2000).

Métales pesados: Los metales pueden causar estrés oxidativo en las plantas y promover
la produccion de radicales hidroxilo. Algunos metales pesados como el cobre y el cadmio

pueden activar diversas reacciones como alterar la actividad redox celular y con esto



reducir el crecimiento de las plantas, la estimulacién del metabolismo secundario y la
deposicién de lignina. Por citar un ejemplo Kisa et al. (2016) encontraron una mayor
concentracion de compuestos fenolicos totales en hojas de plantas de maiz expuestas a
diversas dosis de metales pesados (Cd, Cu y Pb).

Altas temperaturas: Las plantas de tomate pueden desarrollar un mecanismo de
aclimatacién ante el estrés térmico (35 °C), uno de estos mecanismo consiste en la
acumulacién de compuestos fenoélicos como una posible forma de adaptacion a las altas
temperaturas (Rivero et al., 2001). Es importante mencionar que en hojas de plantas
vasculares se pueden encontrar distintas clases de compuestos fendlicos tales como
ésteres, amidas y glucosidos de &cidos hidroxicinamicos, flavonoides, proantocianidinas,
ademas de los compuestos fendlicos poliméricos, como la lignina, la suberina y la
melanina. (Lattanzio et al., 2008).

Nutricion mineral: Tanto el metabolismo primario como el secundario de las plantas
estan influenciados por la nutricion mineral. En la mayoria de los ecosistemas terrestres,
el crecimiento de la planta esta limitado por el nitrégeno (N), aunque también con
frecuencia se puede mencionar al fésforo (P), en estas condiciones, se encuentra mayor
concentraciones de CF en tejidos de especies de baja productividad que crecen en estos
sitios infértiles (Scheible et al., 2004). Las especies que crecen en suelos pobres a menudo
tienen caracteristicas que conducen a una alta retencion de nutrientes y altos niveles de
metabolitos secundarios, evidenciando de esta forma que los CF no solo tienen un papel
de defensa contra herbivoros y patdégenos (Lillo et al., 2008); ya que las plantas que crecen
en suelos con deficiencias de elementos esenciales como nitrogeno, fosforo y potasio
pueden aumentar las concentracion de CF en los tejidos vegetales, como reservas
existentes o induciendo a la sintesis de estos (Glynn et al., 2007 y Kovacik et al., 2007).
Por citar algunos ejemplos las plantas de cebada cultivadas bajo condiciones de
deficiencia de nitrdgeno mostraron una menor biomasa, mientras que los niveles foliares
de compuestos fendlicos solubles aumentaron (Mercure et al., 2004). En
monocotiledoneas y dicotiledoneas no gramineas, la deficiencia de hierro indujo una
mayor cantidad de acidos fendlicos en los exudados de las raices (Vigani et al., 2013).
Bajas temperaturas: Las bajas temperaturas son otro estres abidtico importante para las

plantas, pueden alterar con efectos nocivos, la estructura de la membrana, debido a una



produccién excesiva de ROS vy finalmente alterar la actividad de las enzimas que estan
unidas a la membrana. Ante esta situacion algunas plantas pueden adaptarse modificando
la composicién de su membrana y activando los sistemas de eliminacién de oxigeno
(Airaki et al., 2012). Se ha reportado que las bajas temperaturas intervienen en el aumento
de la produccién de compuestos fenodlicos, que ejercen actividad antioxidante en los
tejidos, también se observa una mejora del metabolismo fenilpropanoide en los tejidos
vegetales (Lattanzio et al., 2008).

El estrés por baja temperatura, sin llegar a la congelacién, induce un aumento en las
actividades de fenilalanina amoniaco-liasa y chalcona sintasa, la activacion de varios
genes implicados en el metabolismo fendlico o la acumulacion de antocianinas en las

hojas y tallos de algunas especies como Arabidopsis thaliana (Stefanowska et al., 2002).

Clasificacion

Los grupos mas importantes de compuestos fendlicos son los flavonoides, los acidos
fenolicos y los polifenoles, siendo los flavonoides los méas estudiados, aunque por sus
caracteristicas estructurales se pueden dividir en varios subgrupos hay quienes también
los clasifican en tres subgrupos debido a ser los CF mas abundantes en las plantas. A
continuacion se describe a los tres subgrupos principales: acidos fendélicos, flavonoides y
no flavonoides (Tsao, 2010).

Flavonoides: Los flavonoide, se refiere a un grupo aromatico, pigmentos heterociclicos
que contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las plantas, constituyendo la
mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas, estan compuestos de
dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante un anillo pirano (C) y tienen la siguiente
estructura en coman (difenilpiranos) C6-C3-C6 (Andersen y Markham, 2006). Debido a
las variaciones del pirano se pueden clasificar como antocianidinas, flavanos, flavonas y
flavonoles (Martinez-Florez et al., 2002). La sintesis de los flavonoides tiene lugar en las
plantas a partir de unidades de acetato y aminoacidos aromaticos como la fenilalanina y
la tirosina, posteriormente estas dos ultimas, dan lugar a los &cidos cindmico y
parahidroxicinamico; al condensarse con las unidades de acetato dan origen a la estructura
cinamol de los flavonoides. Mas tarde se forman los derivados glicosilados o sulfatados
(Grotewold, 2006).



Acidos fendlicos: Los acidos fendlicos (AF) son un grupo importante de compuestos que
se encuentran en forma libre o conjugada. En frutas y hortalizas estan principalmente en
forma libre (Shahidi y Naczk, 2004), y en los cereales predominan en forma conjugada o
ligada (Liu, 2007). Son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, tienen solo un anillo fendlico y se clasifican en &cidos hidroxibenzoicos y acidos
hidroxicinamicos, basados en la cadena principal C1-C6 o C3-C6 (Robbins 2003, Stalikas,
2007). Los compuestos fendlicos mas abundantes en los cereales son los acidos
hidroxicinamicos, siendo el acido ferulico el principal, seguido por los acidos diferulicos
y cumarico, también se ha reportado que el 90 % del &cido fertlico presente en los cereales
se encuentra unido a arabinoxilanos (AX) por medio de enlaces éster y el resto en forma
libre (Scalbert y Williamson, 2000, Nackz y Shahidi, 2006). EI 98 % del total de &cido
feralico se encuentra distribuido en los tejidos externos de los cereales, siendo la capa
aleurona y el pericarpio externo los principales (Manach et al., 2004, Vitaglione et al.,
2008).

Una de las principales propiedades bioldgicas de los CF es su alta actividad antioxidante,
la cual se debe a la estructura quimica que tiene, un nucleo fendlico y una cadena lateral
insaturada, que les permite formar un radical fenoxilo estabilizado por resonancia, con
actividad como agente secuestrador de radicales libres (Srinivasan et al., 2007, Adelakun
etal., 2012).

En el caso especifico de los acidos fendlicos se producen en plantas a través del acido
shikimico a través de la ruta fenilpropanoidea, como subproductos de la via del
monolignol y como productos de descomposicién de la lignina y polimeros de la pared
celular en plantas vasculares (Carpita, et al., 2000; Croteau, et al., 2000).

No flavonoides: Los no flavonoides, son moléculas que poseen anillos fendlicos con
diferentes grupos funcionales (nitrosilo, hidroxilo, etc.), que comprenden estilbenos,

alcoholes fendlicos, lignanos y chalconas (Vitaglione et al., 2008).

Funciones
El estrés bidtico puede inducir estrés oxidativo en las plantas, el sistema de defensa
antioxidante es el principal mecanismo para la eliminacion de ROS. Este sistema incluye

la produccion de compuestos enziméaticos como catalasa, peroxidasa, ascorbato
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peroxidasa, superoxido dismutasa y glutation reductasa, asi como compuestos no
enziméticos como ascorbato, glutation, flavonoides, compuestos fendlicos, tocoferol y
carotenoides (Schiitzendibel y Polle 2002; Mittler et al., 2004; Gratao et al. 2005).

Los CF, pueden inhibir el crecimiento de Xylella fastidiosa (bacteria fitopatogena de
muchas especies de cultivo) en condiciones in vitro (Maddox et al., 2010). El acido p-
coumarico y kaempferol presentes en los extractos de la cascara de una mezcla de tres
cultivares chilenos de Vitis vinifera, han sido reportados con potencial contra Botrytis
cinerea (Mendoza et al., 2013). También el resveratrol, el acido galico y el acido ferulico
se han reportado contra Botrytis cinérea con buenos resultados (Apolonio-Rodriguez,
2017).

Con estos reportes podemos pesar que los CF son una alternativa para el manejo de
fitopatdgenos, por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue determinar si la aplicacion
foliar de &cidos fendlicos a plantas de tomate, interviene en los mecanismos de defensa

pasiva y activa bajo condiciones de estrés biotico.
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Resumen

Con el objetivo de evaluar el efecto de aplicaciones exdgenas de 4cidos fendlicos en el cultivo de
tomate, se establecieron cuatro tratamientos: 1) un testigo absoluto; 2) plantas inoculadas con
Clavibacter michiganensis subesp. Michiganensis (Cmm); 3) plantas inoculadas con Clavibacter
michiganensis subesp. michiganensis y con aplicacion de acidos fenolicos; y 4) plantas solo con
aplicacion de acidos fenolicos. Las aplicaciones se realizaron con intervalos de una semana hasta
acumular un total de 10 aplicaciones durante el ciclo de cultivo. Los resultados indican que la
aplicacion de acidos fenolicos no promovio efectos en las variables agronémicas del cultivo: sin
embargo, si se observé una disminucion significativa en severidad de Cmm. Ademas, se demostro
que la aplicacién de 4cidos fendlicos modifica la densidad e indice estomatico y en combinacion
con estrés bidtico induce un menor tamafio de estomas. En las variables histologicas se encontro
que con la aplicacion de acidos fendlicos el parénquima empalizada disminuyé su longitud,
también indujo un menor nimero y drea de vasos de xilema en hoja y raiz respectivamente y una
mayor longitud de cértex en la raiz. Los resultados demostraron que la aplicacion de acidos
fenolicos puede ser una alternativa viable para el control de Cmm.

Palabras clave: cambios histologicos, estomas, incidencia, severidad.
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Introduccion

El tomate (Solanum Iycopersicum L.) es un cultivo que en términos econémicos representa 72%
del wvalor de la produccién de hortalizas frescas en todo el mundo (Hanssen ef al., 2010). Es de
las hortalizas mas cultivadas y de mayor valor economico a nivel mundial ya que su demanda se
incrementa de forma permanente (Ortega-Martinez ef al., 2010). Sin embargo, el desarrollo de
este cultivo se puede ver afectado por diferentes factores que pueden ser bidticos o abidticos.
Entre los factores biodticos se encuentran virus, bacterias, hongos y nematodos que causan
enfermedades devastadoras provocando grandes pérdidas econémicas en el cultivo de tomate
(Arshad ef al., 2014).

Particularmente las enfermedades bacterianas son un problema de gran relevancia en la produccion
tanto en invernadero como a campo abierto (Balestra ef al., 2009). La bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) que causa el cancer bacteriano afecta
considerablemente el cultivo de tomate (Cooksey. 1990; Hadas ef al., 2005; Yuliar ef al., 2015),
ademads que estd presente en todas las zonas productoras del mundo, ¥ es considerada como severa
(Chang et al., 1991). Se han reportado epidemias de Cmm en el cultivo de tomate en diversos paises
como Israel, Japén, Espafia y México, ocasionando pérdidas en la produccién entre 80 a 100%
(Borboa-Flores ef al., 2009; EPPO, 2010; De Leon ef al., 2011). Esto origina una necesidad de
disminuir las afectaciones causadas por los patogenos que aunado al interés de aumentar la
productividad y la calidad agricola, ha llevado a un uso excesivo de productos quimicos, creando
problemas como la contaminacion ambiental (Arredondo, 2017).

Por su parte, las plantas han generado mecanismos de defensa que les permitan tolerar los dafios
causados por patogenos (Harman et al., 2004; Nawrocka y Malolepsza, 2013). Uno de estos
mecanismos es la defensa sistémica que incluye la generacién de metabolitos secundarios, que son
compuestos que no presentan una funcién aparente dentro del metabolismo primario, pero que
poseen un papel importante en las interacciones bidticas como la defensa quimica contra herbivoros
v patégenos (Neilson, 2013).

Los compuestos fenélicos son necesarios para la supervivencia de las plantas ante situaciones de
estrés impuestas por factores tanto biéticos como abidticos (Broun, 2005; do Nascimento, 2010).
Se sabe que los compuestos fendlicos tienen funciones protectoras contra los microorganismos
patégenos (Osorio et al., 2010). Existen reportes sobre el uso de compuestos fenélicos como
inhibidores de distintos patégenos: por ejemplo, Mendoza (2013) reporta el potencial de estos
compuestos contra Botrytis cinerea. De la misma manera compuestos aislados de Veratrum dlbum,
se reportaron como compuestos activos contra los hongos Erysiphe necator, Plasmopara viticola
v B. cinerea en el cultivo de la vid (Alonso-Villaverde et al., 2011; Adrian y Jeandet, 2012; Wu et
al., 2013).

Esto demuestra que los compuestos fendlicos pueden ser una alternativa potencial al control
quimico para el manejo de las bacterias fitopatogenas, ademas de que el desarrollo de
antibacterianos naturales ayudara a disminuir los efectos negativos del control quimico (Riviera et
al., 2014) lo que impactara positivamente al ambiente.
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El objetivo del trabajo consisti6 en evaluar la aplicacion foliar de dcidos fenélicos en el cultivo de
tomate y su efecto sobre la tolerancia a Clavibacter michiganesis subsp. michiganensis, asi como
determinar los cambios en las caracteristicas agrondmicas, fisiolégicas e histologicas.

Materiales y métodos
Establecimiento del cultivo

El cultivo se establecié en un invernadero tipo tunel con dimensiones de 20 x 8 m con 30% de
sombreo del Departamento de Horticultura, de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
Se usé semilla de tomate de la variedad ‘“Rio Grande” tipo saladete y de crecimiento determinado.
Se trasplanto en bolsas de polietileno color negro con capacidad de 10 litros. Como sustrato se uso
una mezcla de perlita:peat moss relacion 1:1 (v:v). El cultive se manejé a un solo tallo con la ayuda
de tutoreo. La nutricién fue administrada a través de un sistema de riego dirigido usando la solucién
Steiner (Steiner, 1961), la cual fue aplicada a distintas concentraciones: 25% en etapa vegetativa,
50% en floracion, 75% en amarre de frutos, v 100% en llenado y cosecha de fruto.

Aplicacion de tratamientos

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de acidos fenélicos usando como fuente el producto
Defense Gr® (10 000 ppm acidos fenélicos en forma de granulo soluble). Se aplicaron en total
cuatro tratamientos que se describen a continuacion: 1) un testigo absoluto (T0):; 2) plantas
inoculadas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm); 3) plantas inoculadas con
Cmm vy aplicacion de acidos fenodlicos (Cmm+AF); v 4) plantas solo con aplicacion de acidos
fenolicos (AF).

Las aplicaciones de los 4cidos fenélicos fueron a una dosis de 1 kg ha™, iniciando siete dias
después del trasplante (DDT), se realizaron un total de 10 aplicaciones durante el ciclo de
cultivo cada siete dias.

Inoculacién de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

La bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se aislé de plantas de tomate con
sintomas atribuibles a ésta. Se obtuvo savia de las plantas colectadas mediante un macerado en
mortero de porcelana. La savia fue sembrada en cajas Petri con medio de cultivo NBY y se
incubaron a 29 °C por 48 h. Posteriormente la sabia fue resembrada para obtener su
purificaciéon. A las colonias obtenidas se les realizo pruebas morfolégicas v bioquimicas para
su identificacion.

La bacteria se incrementd en cajas Petri con medio de cultivo NBY (Caldo nutritivo 0.8%, extracto
de levadura 0.2%, KxHPO4 0.2 %, KH2PO4 0.025%, agar 1.5%) (Borboa, 2009). Las cajas Petri se
incubaron a 28 °C por 48 h, posteriormente se realizé un lavado del crecimiento bacteriano
ajustando a la concentracion y volumen requerido, esto se realizo en el Laboratorio de Fisiologia
del Departamento de Horticultura.
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Las plantas correspondientes a los tratamientos con estrés bidtico fueron inoculadas con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) a los 21 DDT, y usando una concentracién
de 1X10° unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro. Para la inoculacién de las plantas
de tomate con Cmm se realizaron cortes en las hojas y fueron sumergidas en 30 mL de solucién
bacteriana por 5 min, el sobrante se asperjo al follaje.

Analisis agronémicos

Para determinar el efecto en el vigor de las plantas de tomate se estudiaron las siguientes variables
agrondmicas: altura de planta (AP), nimero de hojas (NH). diametro de tallo (DT), nimero de
hojas (NH), niimero de racimos (R) a los 75 dias después del trasplante (DDT), peso fresco parte
aérea (PFPA) v peso fresco raiz (PFR) a los 85 DDT. Después de secar en horno de secado a
temperatura constante de 80 °C durante 72 h se obtuvo el peso seco parte aérea (PSPA) v el peso
seco raiz (PSR). Ademas, se cuantificé el nimero de frutos cosechados (NFC) y peso de frutos
cosechados (PFC) por planta.

Analisis en hojas y frutos

En las hojas se midieron las unidades SPAD (US) en tres ocasiones a lo largo del cultivo, a los 30,
75 v 105 DDT, para lo que se utilizé un medidor de clorofila SPAD (Minolta 502). La medicién se
realizd en la primera hoja fisiologicamente madura. Se determiné también el contenido de vitamina
C (VC) por el método de titulaciéon con 2,6 diclorofenolindofenol (Padayatt ef al., 2001). Los
resultados se expresan en mg/100 g peso fresco.

Para estas variables evaluadas en fruto se tomaron un total de cinco tomates por tratamiento, con
un grado de madurez 5 (Light red): color rojo a rosado entre 60-90% del fruto, segin la carta de
colores propuesta por Boyette (1997) con escala de 1-6 (1) Green, 2) Breakers, 3) Turning, 4) Pink,
5) Light red v 5) Red). En estos frutos se determinaron los sélidos solubles totales (SST) con un
refractémetro manual Atago (Master-T) y la acidez titulable (AT) se determiné de acuerdo a la
metodologia de la AOAC (2000). La conductividad eléctrica (CE) se obtuvo con un potenciémetro
HI 98130 (Hanna Instruments) y la medicién se realizé en 10 g de fruto completamente macerado.

La firmeza (F) (kg cm?) se determiné con un penetrometro manual FDK-20 (Wagner Instruments),
para esto se tomaron tres mediciones por fruto. El indice de madurez (IM) se calculé mediante la
relacion solidos solubles totales/acidez titulable (Casierra-Posada, 2008). El contenido de Licopeno
(L) se determiné mediante la metodologia de Fish ef al., (2002). El potencial de hidrogeno (pH) se
determiné con un potenciémetro HI 98130 (Hanna Instruments) en 10 g de fruto completamente
macerado. El contenido de vitamina C (VC) se determind por el método de titulacién con 2,6
diclorofenolindofenol (Padayatt ef al., 2001). El didmetro ecuatorial (DE) y didmetro polar (DP)
se determinaron con un vernier digital. Estas variables fueron determinadas en el Laboratorio de
Fisiologia del Departamento de Horticultura.

Incidencia v severidad de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
La incidencia de Cmm se determind a los 30, 45, 60, 75, 90 Dias después de inoculacién (DDI) y

se expreso como el porcentaje de plantas que presentaron sintomas (Anfoka, 2000). Mientras que
para medir la severidad se utilizo la escala visual de Baysal ef al. (2003). Esta escala tiene valores
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de 0-5: (0: las hojas no muestran signos de marchitez; 1: 1-10% de las hojas presentan marchitez
marginal leve; 2: 11-25% de las hojas marchitas; 3: 26-49% de las hojas presentan marchitez
asociada con clorosis, el marchitamiento en forma sectorizada; 4: 50-74% de las hojas presentan
marchitez, excesiva caida de hojas; vy 5: todas las hojas marchitas). Por su parte, el indice de
severidad se calculé mediante la formula descrita por Raupach et al., (1996) como sigue:

IS=[Z(NC x NPC) x 100%]/(NTP x CMA)

Donde: IS= indice de severidad; NC= ntimero de clasificacion; NPC= nimero de plantas en la
clasificacion; NTP= nimero total de plantas; CMA= clasificacion mas alta.

Analisis de estomas

Para determinar cambios en lo estomas se realizé un muestreo a los 75 DDT, donde se utilizaron
seis plantas por tratamiento. Se tomé por planta una hoja madura totalmente expandida de la y con
la misma orientacién. De la parte media de esta hoja se tom¢é una impresion epidérmica del haz
(adaxial) y otra del envés (abaxial) utilizando poliestireno-xilol en forma liquida, el cual se aplico
sobre la superficie foliar con un pincel. Una vez que la pelicula seco, ésta fue removida con cinta
adhesiva transparente y colocada sobre un portaobjetos. Para cada impresion se observaron al azar
tres campos microscopicos a 100X, en los que se determiné el nimero de estomas y de células
epidérmicas. Se tomaron por cada impresion tres microfotografias y de cada una de estas se midio
el ancho y largo (um) de las células oclusivas de dos estomas. La densidad estomadtica se obtuvo
de la siguiente forma:

Numero de estomas
AC

DE (estomas por mm?) =

Donde: AC= 0.0254 mm”.
Mientras que para obtener el indice estomatico se utilizé la siguiente formula (Wilkinson, 1979):

Numero de estomas
X 100

(células epidermicas + mimero de estomas)

Para tomar las fotografias se utiliz6 un microscopio compuesto (Carl Zeiss) con camara digital
(PixeraWinder Pro) y se procesaron en el software de medicién AxionVision Rel. 4.8.

Analisis histolégico

Para verificar los cambios en las estructuras de las plantas de tomate se realizé adicionalmente un
analisis histologico. Para esto se realizé un muestreo de tres plantas por tratamiento a los 90 DDT,
de cada planta se tomaron las siguientes estructuras: a) segmentos de tallo de 1 cm de longitud
tomado a 3 cm de la base del tallo; b) raiz de 1 cm de longitud tomado a 5 cm de la base de la raiz;
v ¢) un fragmento de foliolo de 1 cm” tomado de la parte media de la cuarta hoja. Para detener el
metabolismo celular de los tejidos se realizé la fijacion en FAA, el cual estd compuesto como sigue:
5 ml de formaldehido al 36-40%. 90 ml de alcohol etilico al 70% v 5 ml de acido acético glacial.
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Después se deshidrataron a intervalos de una hora en alcohol al 60%, 70%, 85% y 96%, vy en
mezclas de alcohol absoluto-xilol en proporciones 3:1, 1:1 y 1:3. Posterior a esto las muestras se
incluyeron en parafina, en moldes de aluminio con las siguientes dimensiones 8.2 x 9.4 de base y
5 c¢m de altura. Se realizaron cortes de 20 um de grosor con un micrétomo de rotacion y se
adhirieron a un portaobjetos con adhesivo de Haupt. Los tejidos se tifieron con safranina y verde
répido (Rivero ef al., 2007). Para su observacién se utilizé un microscopio compuesto (Carl Zeiss)
con camara digital (PixeraWinder Pro), y se tomaron microfotografias de tres campos por corte de
tallo, raiz y hoja en aumentos de 10 X y 40 X. Las mediciones de las imagenes de los tejidos se
realizaron con el software Axion Vision Rel 4.8.

Por su parte, la descripcion de los caracteres anatémicos se hizo de acuerdo con la terminologia de
Evert (2006). Las variables que se determinaron fueron los siguientes: epidermis superior de hoja
(ESH), epidermis inferior de hoja (EIH), parénquima empalizada de hoja (PEH), nimero de vasos
de xilema en hoja (NVXH), cortex de raiz (CR), nimero de vasos de xilema en raiz (NVXR), area
de vasos de xilema en raiz (AVXR), epidermis de tallo (ET), mimero de vasos de xilema en tallo
(NVXT) vy 4rea de vasos de xilema en tallo (AVXT). Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de
Citogenética del Departamento de Fitomejoramiento.

Analisis estadistico

El disefio experimental para el trabajo de campo fue de bloques completos al azar. Mientras que
para el resto de los analisis se us6 un disefio completamente al azar. Se realizé un anilisis de
varianza y una prueba de comparacion de medias segin la prueba LSD de Fisher (p< 0.05) con el
programa InfoStat version 2016.

Resultados y discusion

En el Cuadro 1 se observan los resultados obtenidos de las variables agronémicas evaluadas.
La aplicaciéon de dcidos fendlicos con o sin estrés no provoco cambios en las variables
agronémicas, va que no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos. Sin embargo,
se observa una tendencia de menores valores en el tratamiento con estrés biético, lo que puede
ser debido a que la planta activa los mecanismos de defensa ante el estrés (Conrath, 2006) y
sintetiza metabolitos secundarios lo cual se traduce en un gasto energético (Brown, 2003;
Cipollini, 2003; Lattanzio et al., 2013). Villanueva-Couoh (2009) observo en plantas de
crisantemo asperjadas con compuestos fendlicos mayor altura, mayor diametro de tallo vy mayor
produccion de biomasa (San Miguel et al., 2003). resultados que se muestran diferentes a los
observados en este trabajo.

La aplicacion foliar de compuestos fenolicos aumenté la biomasa de plantas de soya (Gutiérrez-
Coronado et al., 1998) y el rendimiento de trigo (Lopez-Tejeda ef al., 1998). Ademas, extiende
la vida de anaquel de plitano (Srivastava y Dwivedi, 2000). En el tomatillo casi todas las
variables respondieron de forma negativa con la aplicacion de dcido benzoico y salicilico por
lo cual no muestran un patrén de respuesta (Valdez. 2015). Estos resultados muestran que el
efecto de las aplicaciones de compuestos fenélicos no siempre serd positivo.
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Cuadro 1. Variables agronomicas evaluadas en las plantas de tomate.
Trat AP NH DT R PFPA PFR PSPA PSR NFC PFC
T0 104a 17.6a 10.13a 1467a 3046a 514a 83.8a 123a 28a 146l.1a
Cmm 102.8a 1927a 102a 11.03a 234a 556a 754a 12.1a 28.1a 16333a
Cmm+AF 1004a 182a 9.87a 1623a 2947a 62a 829a 139a 274a 15427a
AF 98.53a 16.87a 10.13a 13.73a 275a 578a 669a 129a 286a 16928a
CV (%) 11.88 11.74 7.17 40.75 28.1 2366 1578 1346 10.6 149

TO=testigo; Cmm= C. michiganensis; AF= dcidos fenolicos; AP= altura de planta (cm); NH= nimero de hojas; DT=
didmetro de tallo (mm); R= racimos; PFPA= peso fresco parte aérea (g); PFR= peso fresco raiz (g); PSPA= peso seco
parte aérea (g); PSR= peso seco raiz (g); NFC= nimero de frutos cosechados por planta; PFC= peso de frutos
cosechados por planta (g). Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas de acuerdo a LSD Fisher (p<
0.05).

Los resultados obtenidos de las mediciones realizadas en las hojas se encuentran en el Cuadro
2. En la medicién de unidades SPAD que se realizé a los 30, 75 y 105 DDT no se encontro
diferencia estadistica por la aplicacion de acidos fendlicos. Sin embargo, el tratamiento con
acidos fenodlicos (AF) indujo entre 1 a 5% mds Unidades SPAD con respecto al TO0, contrario a
lo que pasa en el tratamiento AF+Cmm ya que presenta menores valores con respecto al TO los
cuales van de 1 a 9%.

Cuadro 2. Mediciones realizadas en las hojas de plantas de tomate.

Tratamiento US (30 ddt) US (75 ddt) US (105 ddt) VC (90 ddt)
TO 49.25a 51.19a 4451 a 1743 a
Cmm 47.15a 47.43 a 44.75 a 17.3 a
Cmm+AF 49.29 a 46.75 a 4437 a 1583 a
AF 48.80a 51.89a 46.74 a 1743 a
CV (%) 8.19 18.3 13.47 11.08

TO= testigo; Cmm= C. michiganensis; AF= 4cidos fenélicos; US= unidades SPAD; VC= vitamina C (mg 100 g).
Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas de acuerdo a LSD Fisher (p< 0.05).

Los resultados de las variables evaluadas en los frutos de tomate se presentan en el Cuadro 3. Se
encontrd diferencia entre tratamientos en las variables de acidez titulable, licopeno y vitamina c.
mientras que en las variables, conductividad eléctrica, firmeza, indice de madurez, potencial de
Hidrogeno. Didmetro ecuatorial y polar no se observaron diferencias entre tratamientos.

En los resultados obtenidos se observa que el tratamiento con Cmm (plantas con estrés biotico)
presentd la mayor concentracién de solidos solubles totales, acidez titulable, conductividad
eléctrica y vitamina ¢, siendo superiores al TO por 13.8, 25, 22.7 v 28.7% respectivamente. Bajo
condiciones de estrés bidtico las plantas como mecanismo de defensa sintetizan una mayor cantidad
de antioxidantes, en este sentido Mufioz (2007), reporta una mayor capacidad antioxidante en
distintos frutos que contenian mayor cantidad de compuestos fenoélicos. Los antioxidantes se
incrementan ante condiciones de estrés debido al papel crucial que juegan para inactivar las
especies reactivas de oxigeno, ademds de que influyen en la expresién génica asociada con las
respuestas de estrés bidtico y abidtico (Tokunaga ef al., 2005).
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Cuadro 3. Variables de calidad de fruto de plantas de tomate.

Trat SST AT CE F IM L pH vC DE DP
T0 36a 0.12ab 22a 49a 309a 49b 4a 219bc 43.1a 52.7a
Cmm 4la 0.15a 2.7a 43a 28a 39b 3.9a 282a 46.6a 603a
Cmm+AF 37a 0.12ab 22a 48a 303a 53b 4a 232b 46.1a 599a
AF 38a 0.11b 28a 48a 348a 12.2a 4a 197¢ 474a 592a

CV (%) 8.87 13.35  30.78 8 16.05  48.31 6.8 5.93 6.37 6.62

T0= testigo; Cmm= C. michiganensis; AF= acidos fenolicos; SST (°Brix)= solidos solubles totales; AT (%)= acidez
titulable; CE (mS cm™)=conductividad eléctrica; F (kg cm)= firmeza; IM=indice de madurez; L (mg kg™')=licopeno;
pH= potencial de hidrogeno; VC (mg 100 g')= vitamina C; DE (mm)= didmetro ecuatorial v DP (mm)= didmetro
polar. Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas de acuerdo a LSD Fisher (p=< 0.05).

Con relacion a los resultados de incidencia y severidad de Cmm, éstos se presentan en las Figuras
lay 1b. La incidencia de Cmm se puede ver en la Figura la, en las mediciones realizadas a los 50,
65 y 80 dias el tratamiento AF+Cmm presenté menor incidencia en comparacion al tratamiento
Cmm, ya que redujo la incidencia de Cmm hasta 12%. En la Figura 1b se observan los resultados
de severidad de Cmm, para esta variable el tratamiento AF+Cmm registro hasta 36% menor
severidad de la enfermedad con respecto al tratamiento Cmm, esto a los 95 DDT. Se ha reportado
que algunos compuestos fenoélicos desempeiian un papel clave en las respuestas de las plantas ante
los ataques de patogenos o insectos (Kutchan ef al., 2005; Muthuswamy ef al., 2007; Lattanzio et
al., 2008), lo que corresponde al resultado obtenido en el presente estudio donde se observa
claramente este efecto.

Los resultados obtenidos demuestran que la aplicacion de acidos fenolicos de manera foliar reduce
la incidencia y severidad de Cmm (Figura la v 1b), al igual que lo mencionado por Cornell (2003)
y Bhattacharya (2010), quienes resaltan su funcion como agentes protectores. Ademas de que se
ha recomendado el uso de acidos fenolicos como agentes antimicrobianos naturales por mostrar un
grado de inhibicién del crecimiento de bacterias y hongos (Sivakamim, 2007).
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Figura 1. a) incidencia v b) severidad de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en plantas
de tomate. TO= testigo; Cmm= C. michiganensis; AF= acidos fenolicos. Diferencias
estadisticas de acuerdo a LSD Fisher, = p< 0.05; "= p< 0.01.
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En el Cuadro 4 se muestran los resultados de las variables evaluadas en el analisis de estomas. Se
puede observar que en la densidad de estomas y células tabloides, asi como en el indice estomético
no se encontrd diferencia estadistica entre tratamientos. Sin embargo, la aplicaciéon de dcidos
fendlicos (AF) indujo en la superficie adaxial menor densidad de estomas e indice estomdtico en
13 y 28% con respecto al TO. Ademads, este mismo tratamiento, pero en la superficie abaxial
provocd menor densidad celular 86% con respecto al TO.

Cuadro 4. Variables evaluadas relacionadas a los estomas.
Trat DEAd DCAd DEAb DCAb IEAd IEAb LEAd AEAd LEAb AEADb
T0 118a 884.6a 2633a 6976a Illa 276a 323a 173a 356a 223a
Cmm 111.3a 859.6a 250.6a 68l.3a 11.3a 273a 32a l6.6a 353a 2la
Cmm+AF 117.3a 9403a 2603a 6846a 11.3a 276a 31.3a 173a 336a 2l6a
AF 853a 9156a 2896a 996a 96a 296a 336a 176a 37a 223a
CV (%) 2943 2701 1678 10.76 19.15 13.16 11.77 791 9.28 7.20

TO=testigo; Cmm= C. michiganensis; AF= cidos fenolicos; DEAd (Num mm)= densidad de estomas adaxial, DCAd
(Num mm?2)= densidad celular adaxial; DEAb (Num mm?)= densidad de estomas abaxial; DCAb (Num mm?)=
densidad celular abaxial; TEAd= indice estomatico adaxial TEAb= indice estomatico abaxial; LEAd (um)= largo de
estomas adaxial; AEAd (um)= ancho de estomas adaxial; LEAb (um)= largo de estomas abaxial; AEAb (um)= ancho
de estomas abaxial. Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas de acuerdo a LSD Fisher (p= 0.05).

El tratamiento al que se le aplicaron acidos fenélicos + Cmm presenté estomas de menor largo en
ambas superficies. El tratamiento Cmm, presenté estomas de menor ancho en ambas superficies,
sin presentar diferencia estadistica con respecto a los demds tratamientos. Lo anterior, es una
caracteristica importante a destacar yva que la bacteria penetra a los tejidos vasculares a través de
heridas, estomas, tricomas e hidatides de la hoja (Gleason ef al., 1993: Ramirez y Sainz. 2006).
Particularmente el tamafio de los estomas influye en el ingreso de la bacteria a la planta, mayor
tamafio facilitara el ingreso y viceversa. Los tratamientos Cmm y AF presentaron menor nimero
de estomas lo que finalmente en menor probabilidad de acceso para las bacterias.

Conclusiones

La aplicacion de 4cidos fendlicos no tiene efectos sobre la morfologia y fisiologia del cultivo ya
que no se observaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados.

No obstante, los acidos fenélicos disminuyen significativamente la incidencia y severidad de Cmm,
por lo que el uso de éstos compuestos puede ser una alternativa para el manejo de Clavibacter
michiganensis en el cultivo de tomate,

En variables histologicas se observo claramente que la aplicacion de acidos fendlicos induce
cambios en las diferentes estructuras de la planta, lo cual puede aumentar la tolerancia al ataque de

los patoégenos como Clavibacter michiganensis.

Proponemos el estudio de los acidos fenolicos en el control de otros patogenos en diferentes
cultivos.
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Resumen

Los acidos fendlicos pertenece al grupo de los compuestos fendlicos (metabolitos
secundario), su sintesis y/o concentracion en las plantas aumenta cuando estas
se encuentran bajo condiciones de estrés biotico y/o abiotico. En este trabajo de
investigacion, se propuso evaluar aplicaciones foliares de un producto a base de
acidos fendlicos, en el sistema de defensa enzimético y no enzimatico mediante
la cuantificacion de proteinas, antioxidantes enzimaticos, antioxidantes no
enzimaticos, capacidad antioxidante y contenido de H20:2 en hoja (15, 31y 92
dias después del trasplante) y fruto (92 dias después del trasplante). Para cumplir
con el objetivo planteado se establecié un cultivo de tomate tipo Saladette de la
variedad Rio Fuego, se trabaj6é con seis tratamientos los cuales se describen a
continuacion: un testigo absoluto (T0), plantas a las que se le aplicé Defens (AF),
aplicacion de Defens antes de la inoculacion con Clavibacter (AFA), aplicacion
de Defens después de la inoculacion con Clavibacter (AFD), aplicacion de Defens
antes y después de la inoculacién con Clavibacter (AFAD) y plantas inoculadas
con Clavibacter (Cmm). Los resultados obtenidos muestran que la aplicacion
foliar de AF intervienen en la actividad de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos en las plantas, los tratamientos mostraron mas diferencias en el

tercer muestreo (92 ddt). Se encontré mayor capacidad antioxidante en hoja que
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en fruto la cual se determin6 por ABTS y DPPH. En la mayoria de los tratamientos
el contenido de H202en las hojas fue aumentando en cada muestreo.

Palabras clave: proteinas; antioxidantes enzimaticos; antioxidantes no
enzimaticos; peréxido de hidrogeno; capacidad antioxidante.

Contenido sobresaliente:

1) Lainoculacion con C. michiganensis disminuye el contenido de proteinas
en las plantas.

2) La aplicacion de acidos fendlicos aumenta la actividad SOD y PAL. Las
aplicaciones de acidos fendlicos, redujeron la actividad SOD y GPX en
fruto.

3) Lainoculacion con C. michiganensis aumenta la actividad de las enzimas
CAT y PAL en hoja y una disminucion de la actividad enzimatica GPX en
fruto.

4) La aplicacion de acidos fendlicos o la inoculacion con C. michiganensis no

modifica la capacidad antioxidante en hoja ni en fruto.

Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum Mill.) es un cultivo de importancia econémica
gue se encuentra en todo el mundo. México ocupa el décimo lugar como
productor de esta hortaliza (SIAP, 2017). Los patdégenos bacterianos reducen el
rendimiento de los cultivos, particularmente, la bacteria Gram positiva Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) causa la “marchitez” y “chancro
bacteriano”, las dos enfermedades mas importantes en jitomate (Gartemann et
al., 2003). Este patégeno causa pérdidas econémicas en todo el mundo (Jones
et al., 2004). El grado de afectacién en unidades de produccién de tomate por el

cancro bacteriano va de 1 a 100% (Rueda-Barrientos et al., 2017).

Ante condiciones de estrés la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en la planta es inevitable, debido a que son un indicador (Mittler et al.,
2004). Es importante sefalar que el dafio en la planta ocurre cuando la cantidad

de ROS es mayor que la capacidad antioxidante (Michalak, 2006). De forma
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natural todas las plantas sintetizan una gran cantidad de compuestos organicos,
entre estos, los metabolitos primarios y secundarios (Baraldi, 2017). Los
metabolitos primarios participan y son esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas; los metabolitos secundarios estan involucrados en
los sistemas de defensa y en procesos de respuestas a estrés bidtico y abiotico
(Bellaloui, 2012).

Los compuestos fendlicos (CF) son metabolitos secundarios, esenciales durante
el crecimiento y reproduccion de las plantas, actian como agentes protectores
frente a patdgenos (Cervilla et al., 2012). Dentro de la clasificacion de los CF se
encuentran los acidos fendlicos (AF), conocidos como compuestos bioactivos
multipropésito, se encuentran ampliamente distribuidos en todo el reino vegetal,
poseen propiedades antioxidantes, antimicrobianas entre otras (Xu et al., 2008);
por ejemplo, los &cidos gélico y ferdlico se han reportado como buenos
inhibidores del crecimiento de Botrytis cinérea (Apolonio-Rodriguez, 2017).

Asi también el estrés bidtico puede inducir estrés oxidativo en las plantas, ante
este panorama las plantas activan su sistema de defensa antioxidante, principal
mecanismo para la eliminacion de ROS (Mittler et al., 2004). Ante este panorama,
se plante6 como objetivo realizar aplicaciones foliares de acidos fendlicos a
plantas de tomate inoculadas con Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis y evaluar sus efectos sobre el sistema de defensa antioxidante

enzimatico y no enzimatico en estas plantas.

Materiales y métodos

Establecimiento del cultivo

El Presente trabajo se desarroll6 en la Universidad Autdnoma Agraria Antonio
Narro. Se trasplanté tomate tipo Saladette de la variedad Rio Fuego, en bolsas
negras de polietileno que contenian 10 L de sustrato perlita:peat moss relacion
1:1 (v:v). El cultivo se manejo a un solo tallo. La nutricion fue administrada a

travées de un sistema de riego dirigido, usando la, solucion Steiner (Steiner, 1961).
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Aplicacion de tratamientos

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de acidos fendlicos (AF) usando
como fuente el producto Defense Gr® (10 000 ppm de &acidos fendlicos en forma
de granulo soluble). Se establecieron seis tratamientos los cuales se describen a
continuacion: 1) un testigo absoluto (TO); 2) plantas con aplicacién de &cidos
fendlicos antes de la inoculacion con Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (AFA); 3) plantas con aplicacion de acidos fendlicos después de
la inoculacion con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (AFD); 4)
plantas con aplicacion de acidos fendlicos antes y después de la inoculacién con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (AFAD); 5) plantas solo con
aplicacion de &cidos fendlicos (AF) y 6) plantas inoculadas con Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis (Cmm).

La aplicacion de acidos fendlicos se realizé via foliar a intervalo de una semana,
la dosis fue de 1 kg ha'* realizado un total de 10 aplicaciones, esta dosis se aplicé
a todos los tratamientos a excepcion de (AFA) donde se manejaron tres
aplicaciones a una dosis de 3.3 kg ha! a intervalos de cinco dias. La aplicacion
de acidos fendlicos se inicié siete dias después del trasplante (DDT), a los 21
dias DDT se realizé la inoculacion con Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis, restableciendo las aplicaciones a los 28 DDT.

Las plantas correspondientes a los tratamientos con estrés bidtico fueron
inoculadas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis a los 21 DDT,
usando una concentraciéon de 1X10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
por mililitro. Se realizaron cortes en las hojas, fueron sumergidas en 30 mL de

solucion bacteriana por 5 minutos el sobrante se asperjo al follaje.

Muestreos y variables estudiadas

Se realizaron muestreos de hojas a los 15, 31y 92 DDT,; de fruto a los 90 DDT.
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Las variables estudiadas son: proteinas, antioxidantes enzimaticos (catalasa
(CAT), superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), ascorbato
peroxidasa (APX), fenilalanina amonio liasa (PAL)); antioxidantes no enzimaticos
(glutatidon reducido (GSH), flavonoides totales (FT), compuestos fendlicos totales
(CFT)); capacidad antioxidante por ABTS y DPPH y contenido de peroxido de
hidrogeno (PH).

Extracto Enzimatico: (EE). En un tubo eppendorf de 2 mL, se colocaron 200 mg
de tejido vegetal previamente liofilizado y macerado en mortero de mano, se
adicionaron 20 mg de polivinil pirrolidona y 1.5 mL de buffer de fosfatos pH 7-7.2
(0.1 M), se sometié a sonificacion durante 5 minutos, y a continuacién se
centrifugd a 12 000 rpm por 10 minutos a 4°C en una microcentrifuga (Labnet Int.
Inc., Modelo Prism™ R). El sobrenadante fue recolectado y filtrado con filtros para
jeringa de membrana de PVDF de 0.45 micras de poro (Ramos et al., 2010). Con
el EE se determind proteinas, CAT, SOD, GPX, APX, PAL, GSH y capacidad
antioxidante ABTS y DPPH.

Proteinas: Mediante la técnica colorimétrica de Bradford (1976). Se determind la
absorbancia en el Lector de Microplacas (Modelo ELx808™) a 595 nm. Las
absorbancias obtenidas fueron interpoladas en la ecuacion de la curva de
calibracion realizada con Albamina Sérica Bovina (ABS) (10 a 1000 ppm). Los

datos se expresaron en mg g2.

Antioxidantes enzimaticos

Catalasa: La actividad enzimatica de catalasa se cuantific6 midiendo 2 tiempos
de reaccion, tiempo 0 (TO) y tiempo 1 (T1) por el método espectrofotométrico
(Cansev et al., 2011). La reaccidn se realiz6 a 20 °C bajo agitacion constante, el
consumo de H20:2 se leyd a 270 nm en el espectro de UV-VIS. La diferencia de
las absorbancias obtenidas fue interpolada en la ecuacion de la curva de
calibracion realizada con H202 (20 a 200 mM). Los resultados se reportaron como
actividad especifica (U mg™ proteinas).
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Superdéxido dismutasa: Esta prueba se realiz6 con el Kit de Cayman Superoxide
Dismutase Assay (CAYMAN, 2017). En una microplaca, se agrego por pocillo lo
siguiente: 10 pL de extracto enzimatico, 200 uL del Radical Detector, 20 yL de
Xantina Oxidasa, se agité suavemente durante cinco segundos y se cubrio la
microplaca para incubar por 30 minutos a temperatura ambiente, enseguida se
determind la absorbancia en el Lector de Microplacas (Modelo ELx808 ™) a 450
nm. Las absorbancias obtenidas fueron interpoladas en la ecuacién de la curva
de calibracioén realizada con SOD (0.0 a 0.050 U/ml). Se reporta como actividad

especifica (U mg™ proteinas).

Glutatién peroxidasa: Se determin6 con la metodologia propuesta por Flohé &
Gunzler (1984) y modificada por Xue, Hartikainen, & Piironen (2001), usando
H202 como sustrato. Se determind la absorbancia en un espectrofotometro UV-
VIS a 412 nm y estas fueron interpoladas en la ecuacion de la curva de
calibracion realizada con GSH (0.02 a 1 mM). Se report6 como actividad

especifica (U mg™ proteinas).

Ascorbato peroxidasa: La medicién se realizd en dos tiempos TO (Tiempo inicial)
y T1 (Tiempo un minuto de reaccion) de acuerdo a Nakano & Asada (1987). Se

reporté como actividad especifica (U mg™ proteinas).

Fenilalanina amonio liasa: Se determin6 de acuerdo a Syktowska-Baranek
(2012). Se determind absorbancia a 290 nm en un espectrofotometro UV-VIS.
Las absorbancias fueron interpoladas en la ecuacion obtenida de la curva de
calibraciéon con &acido transcindmico (0.01-0.8 mg mL™). Los resultados se
reportan como actividad especifica (U mg™ proteinas).

Antioxidantes no enziméticos
Glutation reducido: Esta cuantificacion se realizd segun la metodologia

espectrofotométrica establecida por Xue et al. (2001), mediante la reaccién con
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DTNB (&cido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico)). Se determiné la absorbancia en un
espectrofotometro UV-VIS a 412 nm y estas fueron interpoladas en la ecuacion
de la curva de calibracion realizada con GSH (0.02 a 1 mM). Los resultados se

expresaron en mM de GSH por mg de proteinas totales.

Flavonoides totales: Se realiz6 por el método Dowd, adaptado por Arvouet-Grand
et al., (1994). Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 415 nm en un
espectrofotometro UV-VIS. El contenido total de flavonoides fue determinado
usando una curva de calibracion con quercetina (0 a 50 ppm) en metanol, los
resultados fueron expresados en miligramos Equivalentes de Quercetina por 100

gramos de peso seco (mg EQ 100 g* PS).

Fenoles Totales: Se realizé segun la metodologia propuesta por Yu & Dahlgren
(2000). La cuantificacion se realizé segun Sultana & Anwar (2009) & Nsor-
Atindana et al., (2012). Se determind absorbancia en un espectrofotometro UV-
VIS a 750 nm. Las absorbancia fueron interpoladas en la ecuacion obtenida de
la curva de calibracién con acido galico (1-12.5 ppm), los resultados fueron
expresados en miligramos Equivalentes de Acido Galico por 100 gramos de peso
seco (mg EAG 100 gt PS).

Capacidad Antioxidante

Se determind capacidad antioxidante por DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) y
ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)). Para hacer la
determinacion por DPPH se utilizd la metodologia propuesta por Syktowska-
Baranek et al., (2012). La absorbancia se determiné en el Lector de Microplacas
(Modelo ELx808™) a 540 nm. La determinacion de antioxidantes por ABTS
(C18H18N4O6S4) se realizo por el método espectrofotométrico de Miller (1993); se
determind la absorbancia en un espectrofotbmetro UV-VIS a 754 nm. Las
absorbancias fueron interpoladas en las ecuaciones obtenidas de las curvas de

calibracion realizada con TROLOX (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
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carboxilico) (Ci14H1804) y acido ascorbico (CsHsOe) con estandares a una
concentracion de 0.1 a5 mM y 0.01 a 0.5 mg mL! respectivamente.

Peréxido de hidrogeno: Se inici6 con la estandarizacion del peroxido de
hidrogeno y la extraccion segun Patterson et al.,, (1984). Se determind la
absorbancia a 505 nm mediante un espectrofotbmetro de UV/VIS. La
concentracion de peréxido de hidrogeno se determiné mediante el uso de la
ecuacion de Lambert-Beer, utilizando el grosor de la celdilla (1 cm), la absorcién
molar del peréxido de hidrogeno (40 Mt cm™) y la absorbancia de la muestra.
A =Elc

donde

E= Longitud de la celdilla que es atravesada por la luz en el medio (cm); I=
Concentracion del absorbente en el medio (mol/L=M); c= Coeficiente de

absorcion (Mt cm?) y A= Absorbancia (sin unidad).

Resultados y discusion

Antioxidantes enziméticos

A los 15 ddt, se encontro diferencia estadistica en la actividad CAT, el tratamiento
AFA presentd 37.9 % mas actividad CAT con respecto al TO (Tabla 1), los
tratamientos AFAD, AF y Cmm presentaron menor actividad CAT en un 70.2 %
con respecto al testigo. En el segundo muestreo 31 ddt no hubo diferencias
significativa, sin embargo, el tratamiento AF present6 81.3 % menos actividad
CAT que el TO. A los 92 ddt se encontré diferencias significativa, siendo el
tratamiento Cmm el que presenté mayor actividad de esta enzima en un 264.0 %
mas con respecto al TO. Los distintos tratamientos no provocaron diferencia

estadistica en la actividad enzimatica de CAT en fruto (90 ddt).

Plantas que se encuentran bajo condiciones de estrés bidtico, estan en

desequilibrio entre la produccion y eliminaciéon de ROS (Vellosillo et al., 2010),
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las plantas al encontrase bajo perturbaciones por patégenos inducen la
sobreproduccién de ROS, lo cual causa dafio celular oxidativo (Mittler, 2002).

La catalasa es una enzima que cataliza la dismutacion de H202 en H20 y Oz, se
produce en todos los eucariotas aerobicos y su funcion es eliminar el H202
(Asada, 1999; Mittler, 2002). La mayor actividad de la enzima catalasa observada

en el ultimo muestreo se debe al estrés de las plantas ocasionado por Cmm.

Jones & Dangl (2006) afirman que las plantas tienen una red de defensa muy
bien organizada y coordinada, que es inducible en respuesta a estimulos/sefiales
apropiadas durante la patogénesis, informacion que explica la mayor actividad de
la enzima CAT en el tercer muestreo. En este mismo sentido cuando hay baja
actividad CAT puede haber baja tolerancia de la planta al estrés en cuestion. El
aumento de la actividad CAT es un rasgo adaptativo que posiblemente ayuda a
superar el dafio al metabolismo tisular al reducir los niveles téxicos de H20:2
(Vandenabeele., 2004).

En el primer y segundo muestreo (15 y 31 ddt), los tratamientos no provocaron
diferencias significativas en la actividad enzimatica especifica de SOD (Tabla 1).
A los 92 ddt se encontré diferencias significativas, los tratamientos AFD y AFAD
presentaron la mayor actividad enzimatica en un 72.6 y 77.9 % mas con respecto
al TO, por los resultados obtenidos podemos mencionar que la aplicacion de
acidos fendlicos al igual que la inoculacién con Cmm incrementd la actividad SOD
en hojas, este incremento es alin mayor cuando las aplicaciones de AF se hacen
a plantas inoculadas con Cmm, lo cual lleva a pensar que el patégeno asi como

los acidos fendlicos activan los mecanismo de defensa antioxidante.

En frutos (90 ddt), se encontraron diferencias significativas en la actividad SOD,
la aplicacion de AF redujo al maximo la actividad de esta enzima en un 54% con
respecto al TO, inocular las plantas con Cmm también redujo la actividad SOD en
un 45.1 %, cuando las aplicaciones de AF se hacen a plantas inoculadas con



35

Cmm la actividad SOD incrementd, sin embargo, es importante decir que el TO

presentd la mayor actividad de esta enzima en fruto.

Debido a que la enzima SOD proporciona proteccion a las plantas contra las
ROS, las cuales se generan ante condiciones de estrés bidticio y abiotico (Alscher
y Erturk, 2002; Mittler y Blumwald, 2010; Feng et al., 2015). Explicar el hecho por
el cual el TO en el tercer muestreo presento la menor actividad de la enzima SOD,

0 gque en fruto la aplicacion de AF redujo la actividad de esta enzima.

SOD se encuentra en el citoplasma, los cloroplastos y las mitocondrias de las
células eucariotas y procariotas (Kun, 2016). El anion superéxido es usualmente
el primer radical libre formado de manera natural en la fotosintesis y respiracion;
por lo tanto, la SOD representa la linea primaria de control del estrés oxidativo
(Gill & Tuteja, 2010); transformando el O2 en H202 y las enzimas ascorbato
peroxidasa, glutation peroxidasa y catalasa lo destoxifican reduciendolo a H20
(Asada, 2006). Se encontrd un efecto inverso en la actividad SOD entre las hojas
(31y 92 ddt) y el fruto. El TO present6 la mayor actividad SOD en fruto, pero la
menor actividad en hoja. Segun los datos anteriores podemos concluir que los

acidos fendlicos activan el mecanismo de defensa antioxidante de la planta.

A los 15 y 31 ddt los tratamientos no provocaron diferencias significativas en la
actividad de GPX, en ambas fechas el tratamiento AFD presenté la menor
actividad de esta enzima, hasta en un 25.4% (31 ddt) con respecto al TO. En el
tercer muestreo (92 ddt) si se encontro diferencia significativa, el tratamiento AFD
presentd 309.7 % mas actividad de esta enzima con respecto al TO, lo cual,
posiblemente se debe a que los acidos fendlicos se asperjaron a estas plantas
después de la inoculacién con Clavibacter michiganensis, lo cual generé plantas
mas estresadas En las hojas la actividad de esta enzima fue aumentando
conforme pasaban los dias, esto se deba a que conforme la planta crece las ROS
también aumentan al ser subproductos normales de varias vias metabdlicas en

la planta, ante esta situacion la planta activa su mecanismo de defensa
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antioxidante, en este caso GPX (Navrot et al., 2007). En fruto se encontrd
diferencia significativa, la aplicacion de acidos fendlicos redujo la actividad de
GPX en los siguientes tratamientos AFAD, AFD, AF y AFA enun 29.9, 31.9, 36.4
y 37.8 % con respecto al TO.

GPX pertenece a una familia de enzimas que protege a las células contra el dafio
oxidativo causado por el exceso de ROS (Wang et al., 2017). GPX junto con
Ascorbato Peroxidasa (APX) son las dos principales enzimas que eliminan ROS
y catalizan la reduccion de H20:2 con el fin de prevenir el dafio celular (Ozyigit et
al., 2016). Por lo anterior la actividad de GPX aumenta bajo condiciones de estrés
biético y abiético (Diao et al., 2014), comparando con los resultados obtenidos en
hoja a los 92 ddt, las plantas del tratamiento AFD se encontraban mayormente
estresada y por lo tanto activaron en mayor medida su sistema antioxidante
enzimatico; en frutos los tratamientos TO y Cmm presentaron la mayor actividad
GPX, posiblemente la condicion de estrés de estos frutos se deba Unicamente a
su metabolismo normal, y los &cidos fendlicos redujeron los niveles de estrés
mediante la eliminacién de ROS. Una mayor concentracion de GPX significa una
mayor tolerancia contra el estrés por su capacidad de eliminar ROS (Herbette et
al., 2011).

La actividad enzimatica de APX solo mostro diferencia significativa en la medicion
realizada a los 15 ddt (Tabla 1), los tratamientos con aplicaciones de &cidos
fendlicos presentaron menor actividad de la enzima en un 71.5 % (AFA) y 67.3
% (AFAD, AF y Cmm) con respecto al TO, cabe sefialar que en este muestreo
solo se habia realizado una aplicacion de acidos fendlicos, al tratamiento AFA (1
de 3), a los tratamientos AFAD, AF y Cmm (1 de 10). Con estos resultados
podemos inferir que la actividad de la enzima APX no es modificada
significativamente por Clavibacter michiganensis ni con aplicaciones de acidos
fendlicos, aunque Ozyigit et al. (2016) menciona que APX es una de las
principales enzimas que eliminan ROS en cloroplastos y citosol de células
vegetales (Asada, 2000).
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El Ascorbato peroxidasa (APX) juegan un papel clave catalizando la conversion
de H202 en H20 monodeshidroascorbato (Asada, 2000). Tiene dos formas
citosdlicas, una con funciones defensivas, y otra unida a la membrana (Foyer y
Noctor, 2005). Es un eficaz secuestrador de ROS, esto cobra importancia ya que
bajo condiciones estresantes, la produccién de ROS aumenta causando un dafio
significativo a las células, por lo que el proceso de destoxificacién de ROS en las
plantas es esencial (Pignocchi et al., 2003). En este trabajo no hubo diferencia
significativa entre tratamientos, por lo tanto estos resultados no coinciden con lo
reportado por Ozyigit et al. (2016) quienes afirman que plantas estresadas

presentaron mayor concentracion de APX.

La actividad enzimética (PAL) determinada en el primer muestreo (15 ddt) no
mostrd diferencias significativas. En el segundo muestreo (31 ddt), los
tratamientos provocaron diferencias significativas, el tratamiento Cmm presento
la mayor actividad PAL con 288.4 % mas que el TO, sin embargo, aplicaciones
de acidos fendlicos redujeron la actividad de esta enzima en un 43.4, 45.4y 61.8
% en los tratamientos AFA, AFD y AFAD con respecto al tratamiento Cmm. A los
92 ddt el tratamiento Cmm, presentd 338.4 % mas actividad PAL que el TO. En
este muestreo también la aplicacion de acidos fendlicos redujo la actividad PAL
con respecto al tratamiento Cmm, en un 40.1, 51.1 y 78 % en los tratamientos
AFAD, AFD y AFA respectivamente. En frutos los tratamientos no provocaron
diferencias significativas en la actividad de la enzima PAL.

La actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) se activa ante
condiciones de estrés ocasionadas por el atague de algun patégeno (Flores-
Torres, 2017). Estos reportes coinciden con los resultados obtenidos en el
segundo y tercer muestreo (31 y 92 ddt), ya que el tratamiento que presento la
mayor actividad PAL fue (Cmm) plantas inoculadas con Clavibacter
michiganensis. La maxima actividad de esta enzima se dio a los 31 ddt, fecha en

la que el mecanismo de defensa de las plantas se encontraba mas activa.
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La PAL se encuentra involucrada en la via de los fenilpropanoides que interviene
en la deposiciéon de compuestos fendlicos en las paredes celulares (van Loon et
al., 2006), por lo que aumentos en su actividad permiten suponer que la planta
se estd reforzando contra el avance de un patégeno (Perez et al., 2015). Esta
relacionada con la induccién de defensa, responsable de la biosintesis de
muchos metabolitos secundarios, alguno de ellos antocianinas, flavonoides y
ligninas (Saharan et al., 2015). Asi también Pérez et al. (2015) al evaluar la
enzima PAL en plantas con y sin estrés biético (Oidiopsis taurica), encontro

mayor actividad PAL en las plantas a las que se le inoculo el patégeno.

Tabla 1. Actividad enzimatica de CAT, SOD, GPX, APX y PAL en hojas y frutos
de tomate con aplicaciones de Acidos fendlicos.
CAT (Catalasa)(U proteinas™)

Tratamiento

15 ddt (Hoja) 31 ddt (Hoja) 92 ddt (Hoja) 90 ddt (Fruto)

TO 443.7 ab 459.2 a 1735b 4499 a
AFA 6129 a 266.4 a 172.1b 340.7 a
AFD 443.7 ab 185.9 a 98.7b 482.4 a

AFAD 1319b 158.6 a 89.8b 560.3 a

AF 1319b 85.8a 152.5b 431.7 a

Cmm 131.9Db 1214 a 631.7 a 447.8 a
SOD (Superoéxido dismitasa)(U proteinas™t)

TO 523.3a 514.1a 3439b 564.7 a
AFA 500.2 a 652.2 a 504.1 ab 457.0 ab
AFD 523.3a 787.0 a 593.6 a 432.1 bc

AFAD 425.2 a 851.5a 612.1a 333.1 bcd

AF 425.2 a 587.4 a 470.1 ab 259.4d

Cmm 425.2 a 794.0 a 371.3ab 309.6 cd
GPX (Glutatiéon peroxidasa)(U proteinas™)

TO 1.65a 9.67 a 10.16 b 747 a
AFA 2.63 a 9.44 a 13.21b 4.64 b
AFD 1.65a 7.21a 3147 a 5.08 b

AFAD 221 a 13.00 a 12.71 b 5.23b

AF 221 a 10.90 a 7.62Db 4.75b

Cmm 2.21a 10.35a 15.80 b 7.26 a
APX (Ascorbato peroxidasa)(U proteinas)

TO 18.27 a 11.04 a 6.97 a 6.86 a
AFA 596 Db 11.70 a 13.14 a 8.88 a
AFD 18.27 a 11.08 a 12.84 a 8.08 a

AFAD 5.19b 9.48 a 12.49 a 741 a

AF 5.19b 8.59 a 9.13a 5.88 a
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Cmm 5.19b 14.17 a 9.78 a 9.00 a
PAL (Fenilalanina Amonio Liasa)(U proteinas™)
TO 9.60 a 8.97c 572Db 11.60 a
AFA 6.07 a 19.69 abc 550b 1183 a
AFD 9.60 a 19.00 abc 12.24 ab 9.55a
AFAD 5.40 a 13.30 bc 14.02 ab 7.80 a
AF 540a 27.20 ab 8.46 Db 7.43 a
Cmm 5.40 a 34.84 a 25.08 a 9.27 a

ddt: dias después del trasplante. TO: Testigo absoluto. AFA: Plantas con
aplicacion de &cidos fendlicos antes de la inoculacién con Clavibacter. AFD:
Plantas con aplicacion de acidos fendlicos después de la inoculacion con
Clavibacter michiganensis. AFAD: Plantas con aplicaciéon de acidos fendlicos
antes y después de la inoculacién con Clavibacter michiganensis. AF: Plantas
solo con aplicacion de &cidos fendlicos. Cmm: Plantas inoculadas con Clavibacter

michiganensis.

Antioxidantes no enzimaticos

En hoja, los tratamientos no provocaron diferencias en la concentracion de
glutation en los muestreos realizados a los 15y 92 ddt (Tabla 2). A los 31 ddt se
encontraron diferencias significativas, el tratamiento AF increment6 en un 58.2 %
la concentracion de glutation con respecto al TO. Los tratamientos provocaron
diferencias en la concentracion de glutation en frutos, sin embargo, la
concentracion de glutation en el testigo, no fue diferente a ningun otro
tratamiento. El tratamiento AFA indujo la mayor concentracion de glutation con
un 42.6 % mas que el TO y AF la menor concentracion con 25.6 % menos que el
TO.

El glutation juega un rol importante en las plantas, ya que interviene en el
crecimiento, desarrollo y en la respuesta al estrés, al ser una molécula clave en
las reacciones redox (Dubreuil-Maurizi y Poinssot, 2012). Mantiene el equilibrio
redox, propiedad de gran importancia biolégica porque permite el ajuste fino del
entorno redox celular en condiciones normales y, al inicio del estrés, proporciona
la base para la sefializacion de estrés GSH (Wang et al., 2004). Un residuo de

cisteina nucleofilica central es responsable del alto potencial reductor del GSH,
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gue elimina el H20:2 citotoxico y reacciona de forma no enziméatica con otros ROS,
como el 102, 02" y OH " (Wang et al., 2004). Una elevada concentraciéon de GSH

se correlaciona con la capacidad de las plantas para resistir el estrés oxidativo.

A los 15 ddt (Tabla 2) el tratamiento AFA indujo la mayor concentracion de
Flavonoides en un 18.4 % mas que el TO. En este primer muestreo la aplicacion
de acidos fendlicos promovié un mayor contenido de Flavonoides en las hojas.
En el segundo muestreo (31 ddt), se encontraron diferencias significativas y el
tratamiento AFD indujo la mayor concentracion de Flavonoides en un 33 % mas
que el TO. Asi también se encontrd diferencia significativa en el Gltimo muestreo
(92 ddt), donde el tratamiento AFD present6 el menor contenido de flavonoides
en un 39.3 % menos que el tratamiento testigo. En fruto los tratamientos no

provocaron cambios en la concentracion de Flavonoides Totales.

Los flavonoides son antioxidantes no enzimaticos que incrementan su sintesis y
concentracion en plantas que crecen bajo condiciones de estrés (Appel, 2004).
La importancia de estos compuestos, se debe a que pueden actuar como
eliminadores de ROS, ofreciendo de esta manera, proteccion contra las tensiones
biodticas y abidticas (Shi et al., 2015). Lo anterior concuerda con lo observado a
los 92 ddt, donde el tratamiento Cmm presenté el mayor contenido de
flavonoides, debido a la situacion de estrés en la que se encontraba, en este
mismo muestreo, la aplicacién de acidos fendlicos redujo el contenido de
flavonoides en los tratamientos con estrés bidtico, tal como lo podemos
corroborar en los tratamientos AFAD, AFA y AFD donde la reduccion fue de 19.3,
33.3y 48.7 % con respecto al tratamiento Cmm. Esta reduccién probablemente
sea porque algunos acidos fendlicos actian como toxinas contra ciertos
patogenos, reduciendo el nivel de estrés en la planta y como consecuencia la

concentracion de flavonoides (Maham et al., 2018).

En el primer muestreo (15 ddt) no se encontraron diferencias significativas en el

contenido de Fenoles Totales (Tabla 2). En el segundo muestreo (31 ddt) hubo
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diferencias significativas, el TO solo fue diferente al tratamiento AFAD,
tratamiento que presento 20 % menos contenido de Fenoles Totales con respecto
al TO. A los 92 ddt también se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo, el TO no fue diferente a ningan tratamiento. En la
medicion realizada en fruto los tratamientos indujeron diferencias significativas.
Los tratamientos AFD, Cmm, AF y AFAD presentaron 37.5, 47.1, 50.5y 53 %

menos concentracion de Fenoles Totales.

Los compuestos fendlicos cumplen funciones de defensa en las plantas, ayudan
a hacer frente a factores bidticos y abioticos (Lu et al., 2015). Estos compuestos
tienen una importancia fisiol6gica y morfoldgica para las plantas, ya que poseen
propiedades como antioxidantes y antimicrobianos (Balasundram et al., 2006).
No se observé una tendencia en la concentracion de compuestos fendlicos en las
diferentes fechas de muestreo, lo cual probablemente se deba a que los niveles
de los compuestos fendlicos en la planta dependa mas de factores externos que
de los mismos tratamientos, tal como lo menciona Marguez-Garcia et al. (2009)
que los niveles de los compuestos fendlicos en la planta, depende de los tiempos
de muestreo y las condiciones del medio ambiente. Diversos autores reportan
gue los compuestos fendlicos se encuentran asociados al sistema de proteccién
antioxidante, ya que hay un incremento en la produccién y contenido de los
compuestos fendlicos, ante factores de estrés bidtico y abiotico (estrés oxidativo)
(Treutter, 2005). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacién no corresponden a los reportados, por lo que podemos inferir que
la aplicaciéon de acidos fendlicos no provocé diferencias significativas en el

contenido de compuestos fendlicos.

Tabla 2. Contenido de Glutation Reducido, Flavonoides y Fenoles totales en

hojas y frutos de tomate con aplicaciones de acidos fendlicos.

Tratamiento GSH (Glutation Reducido) (mM de GSH por mg de
proteinas totales)
15 DDT 31 DDT 92 DDT 90 DDT
(Hoja) (Hoja) (Hoja) (Fruto)

TO 2.38 a 242 b 298 a 0.82 abc
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AFA 1.99a 2.05b 2.94 a 117 a
AFD 2.38a 2.37b 2.60 a 0.76 bc
AFAD 2.74 a 2.43 b 2.33a 0.77 bc
AF 274 a 3.83a 255a 0.61c
Cmm 2.74 a 2.90 ab 3.38 a 1.06 ab
Tratamiento Flavonoides (mg EQ 100 gt PS)
15 ddt (Hoja) 31 ddt (Hoja) 92 ddt (Hoja) 90 ddt (Fruto)
TO 3446 Db 3615Db 472.4 ab 107.0 a
AFA 408.2 a 400.6 ab 372.3 cd 126.0 a
AFD 3446 b 481.1 a 286.5d 122.6 a
AFAD 377.7 ab 366.4 ab 451.1 bc 129.3 a
AF 377.7 ab 340.2 b 413.3 bc 126.2 a
Cmm 377.7 ab 349.0b 559.0 a 1343 a
Tratamiento Fenoles Totales (mg EAG 100 g PS).
15 ddt (Hoja) 31 ddt (Hoja) 92 ddt (Hoja) 90 ddt (Fruto)
TO 1605 a 238.5a 218.1 ab 1335a
AFA 143.0 a 221.9 ab 204.8 ab 156.2 a
AFD 160.5 a 211.2 ab 224.2 a 83.4b
AFAD 1335a 190.7 b 194.4 ab 62.7 b
AF 1335a 216.4 ab 190.8 b 66.0 b
Cmm 1335a 207.3 ab 193.8 ab 70.6 b

ddt: dias después del trasplante. TO: Testigo absoluto. AFA: Plantas con
aplicacion de acidos fendlicos antes de la inoculacion con Clavibacter. AFD:
Plantas con aplicacion de acidos fendlicos después de la inoculacion con
Clavibacter michiganensis. AFAD: Plantas con aplicacion de acidos fenolicos
antes y después de la inoculacién con Clavibacter michiganensis. AF: Plantas
solo con aplicacion de &cidos fendlicos. Cmm: Plantas inoculadas con Clavibacter

michiganensis.

Capacidad Antioxidante

En el primer muestreo (15 ddt), se encontré diferencia significativa para la
variable capacidad antioxidante (ABTS) (Tabla 3), donde los tratamientos AFAD,
AF, y Cmm presentaron 19 % mas actividad que el tratamiento testigo. En hoja,
alos 31y 92 ddty en fruto (90 ddt) se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo, el testigo no fue diferente significativamente a ningun
otro tratamiento. La menor capacidad antioxidante se registro en el tratamiento
AFAD.
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En la Tabla 3 se muestran los resultados de capacidad antioxidante por DPPH,
en todos los muestreos realizados tanto en hoja como en fruto se encontraron
diferencias significativas. En el primer muestreo (15 ddt) la aplicacion de acidos
fendlicos aumento la capacidad antioxidante, tal como se puede observar en el
tratamiento AFA al presentar un 19.2 % mas capacidad antioxidante que el TO. A
los 31 ddt aunque hubo diferencias entre tratamientos, la aplicacion de acidos
fendlicos no provocé cambios en la capacidad antioxidante, ya que los
tratamientos donde se aplicaron acidos fenolicos no fueron diferentes al TO. En
el muestreo realizado a los 92 ddt los tratamientos AFD y AFAD presentaron la
mayor capacidad antioxidante en un 22.6 y 18.5 % mas con respecto al TO. En
fruto aunque hubo diferencias entre tratamientos, el TO no fue diferente a ningan

otro tratamiento.

Tabla 3. Capacidad antioxidante determinada por ABTS y DPPH en hojas y

frutos de tomate con aplicaciones de acidos fendlicos.

ABTS
Tratamiento 15 ddt (Hoja) 31 ddt (Hoja) 92 ddt (Hoja) 90 ddt (Fruto)
TEAC VCEAC TEAC VCEAC TEAC VCEAC TEAC VCEAC
TO 420b  340.7b 52.4 ab 696.6 ab 58.2 ab 894.6 ab 35.1ab 137.8ab
AFA 43.1b  378.4b 55.6 a 805.3 a 61.4ab  1004.5ab 346ab 129.1ab
AFD 420b  340.7b 49.1 ab 585.6 ab 59.3 ab 933.5ab 34.8ab 132.3ab
AFAD 50.0a 616.5a 410b 307.5b 48.2 b 553.6 b 31.8b 97.2b
AF 50.0a 6165a 53.4 a 731.0a 53.5 ab 734.4 ab 40.2 a 2273 a
Cmm 50.0a 616.5a 49.5 ab 598.2 ab 69.9 a 1295.2 a 35.2ab 136.3ab
DPPH
Tratamiento 15 ddt (Hoja) 31 ddt (Hoja) 92 ddt (Hoja) 90 ddt (Fruto)
TEAC VCEAC TEAC VCEAC TEAC VCEAC TEAC VCEAC
TO 46.8 c 409.6 ¢ 45.3 ab 342.2 ab 340c 219.2 ¢ 25.6ab 393.7 ab
AFA 55.8a 821.9a 459ab 369.9 ab 38.6ab 433.3ab 26.3ab 4254 ab
AFD 46.8 c 409.6 ¢ 40.7 b 132.0b 41.7 a 572.1a 21.8b 219.2b
AFAD 522b 658.0b 56.7 a 865.5 a 40.3 a 508.7 a 22.2b 235.1b
AF 522b 658.0b 53.0 ab 695.0 ab 36.3bc  326.3bc 30.1a 599.9 a
Cmm 522b 658.0b 41.2b 155.8 b 34.6¢c 227.2c 28.5a 5245 a
C.V. 4.4 18.0 21.9 111.2 5.7 26.4 13.3 39.5

ABTS: (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)). DPPH: (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil). ddt: dias después del trasplante. TEAC: Capacidad Antioxidante
Equivalente Trolox. VCEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente Vitamina C. TO:
Testigo absoluto. AFA: Plantas con aplicacion de acidos fendlicos antes de la
inoculacion con Clavibacter. AFD: Plantas con aplicacion de acidos fendlicos
después de la inoculacion con Clavibacter michiganensis. AFAD: Plantas con
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aplicacion de acidos fendlicos antes y después de la inoculacion con Clavibacter
michiganensis. AF: Plantas solo con aplicacion de acidos fenodlicos. Cmm:

Plantas inoculadas con Clavibacter michiganensis.

Los antioxidantes son compuestos producidos por organismos aerobios para
contrarrestar el estrés oxidativo causado por un desequilibrio de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Halliwell, 2006), las plantas incrementan la
produccion de ROS ante tensiones ambientales. Algunos autores reportan que el
contenido de compuestos fenodlicos como los flavonoides son los compuestos
mas comunes en frutas y vegetales, que tienen una fuerte capacidad antioxidante
y esta capacidad antioxidante presentan una alta correlacion con sustancias
fenodlicas (Gaviria et al, 2012). Con esta informacion podemos inferir que los
compuestos fendlicos son los principales responsables de la actividad

antioxidante.

En las hojas de plantas de tomate se encontré mayor actividad antioxidante con
respecto a los frutos, esto posiblemente se explique debido a que en las hojas
hay mayor niumero de cloroplastos, las cuales desarrollan fotosintesis, proceso
gue genera ROS (Blanke y Lenz, 1989). La actividad antioxidante se correlaciona
positivamente con el contenido de compuestos fendlicos, y de forma mas
especifica Edet et al. (2015) reportan que los valores de antioxidantes en frutos
(Hidrofilicos) se correlacionaron significativamente con el contenido de

flavonoides, compuestos fenélicos y acido ascorbico.

Los resultados del contenido de H202 en hojas se presentan en la Tabla 4. Solo
hubo diferencia estadistica en el segundo muestreo (31 ddt). La aplicacion de
acidos fendlicos a plantas sin estrés indujo 4.65 % mas contenido de H20:2 en las
hojas que en el TO.

Entre las principales especies reactivas de oxigeno (ROS), el peréxido de
hidrégeno (H2032) interviene en el metabolismo de las plantas, el H202 en bajas

concentraciones modula muchos procesos bioldgicos y fisiologicos en las
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plantas; mientras que altos niveles puede causar dafos a las estructuras
celulares, con graves consecuencias, por lo cual, los niveles de H202 deben estar
estrictamente regulados (Ozyigit et al., 2016). El H202 es una ROS endogeno
conocido por desempefar un doble papel en las plantas, donde es benéfica a
bajas concentraciones, pero letal en niveles més altos (Petrov y Van Breusegem,
2012). El H202 también interviene en la fotosintesis, el ciclo celular, el desarrollo,
la senescencia y la apoptosis (Mittler et al., 2004). Debido a que en el tratamiento
AFA (31 ddt) presentdé un mayor contenido de H202, se puede inferir que la
aplicacion de acidos fendlicos a plantas sin estrés, puede inducir un incremento

en el contenido de H20:.

Tabla 4. Perédxido de Hidrogeno (PH).

Tratamiento PH (mM de H202 g* PS)
15 ddt (Hoja) 31 ddt (Hoja) 92 ddt (Hoja)
TO 478.9 a 522.4b 536.1a
AFA 485.1 a 538.3 ab 5459 a
AFD 478.9 a 533.6 ab 551.1a
AFAD 502.2 a 543.1 ab 5534 a
AF 502.2 a 547.9 a 539.0a
Cmm 502.2 a 533.1 ab 538.5a

PH: Peréxido de Hidrogeno, ddt: dias después del trasplante. TO: Testigo
absoluto. AFA: Plantas con aplicacion de acidos fendlicos antes de la inoculacién
con Clavibacter. AFD: Plantas con aplicacion de acidos fendlicos después de la
inoculaciéon con Clavibacter michiganensis. AFAD: Plantas con aplicacion de
acidos fenolicos antes y después de la inoculacibn con Clavibacter
michiganensis. AF: Plantas solo con aplicacién de acidos fendlicos. Cmm:
Plantas inoculadas con Clavibacter michiganensis.

Conclusiones

Estresar las plantas con Clavibacter michiganensis con o sin aplicaciones de
acidos fendlicos disminuye los niveles de proteinas con respecto al TO. Se
encontré un mayor contenido de proteinas en frutos que en hojas.

La aplicacion de acidos fenolicos no modifico la actividad enzimatica CAT ni APX
en hoja ni en fruto. En hoja aumentd la actividad SOD y PAL, no promovio
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cambios en la actividad GPX. Las aplicaciones de acidos fendlicos, redujeron la
actividad SOD y GPX en fruto, sin modificaciones en la actividad enzimética de
PAL. Al inocular las plantas con Clavibacter michiganensis aumentd la actividad
de las enzimas CAT y PAL en hoja y una disminucion de la actividad enzimatica
GPX en fruto.

La aplicacion de acidos fendlicos no modifico la concentracion de GSH vy
Flavonoide en hojas y en frutos, sin embargo, es importante mencionar que en la
etapa final del ciclo de la planta se observd una reduccion en el contenido de
Flavonoides por efecto de los &cidos fendlicos. No se observaron cambios en el
contenido de compuestos fendlicos en hoja, en fruto estos disminuyeron por las
aplicaciones de acidos fendlicos. La inoculacién con Clavibacter michiganensis
no modificé la concentracion de GSH y Flavonoide en hojas y en frutos y la
concentracion de fenoles totales disminuy6 solo en fruto.

La aplicacion de acidos fendlicos o la inoculacién con Clavibacter michiganensis
no modificé la capacidad antioxidante en hoja ni en fruto, solo en la medicién por
DPPH se observo un incremento en la capacidad antioxidante por efecto de los
acidos fendlicos.

La aplicacion de acidos fendlicos a plantas sin estrés, puede inducir un

incremento en el contenido de H20:.
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CONCLUSIONES GENERALES

La aplicacién de acidos fendlicos no tiene efectos sobre la morfologia y fisiologia del
cultivo ya que no se observaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos evaluados.

Los acidos fendlicos disminuyen significativamente la incidencia y severidad de Cmm, al
retrasa la incidencia hasta 20 dias y reducir la severidad hasta un 35.2%, por lo cual el uso
de éstos compuestos puede ser una alternativa para el manejo de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis en el cultivo de tomate.

En las variables histoldgicas se encontrd que la aplicacion de acidos fenolicos induce
cambios en las diferentes estructuras de la planta, lo cual puede aumentar la tolerancia al
ataque de los patdgenos como Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

La aplicacion de acidos fenolicos o la inoculacion de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis afectan la actividad enzimatica en las hojas de tomate, y el estresar las
plantas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis reduce la concentracion de
proteinas en hojas.

La aplicacion de éacidos fenolicos redujo la actividad de las enzimas catalasa, ascorbato
peroxidasa (APX) y fenilalanina amonio liasa (PAL), pero incrementd la actividad de la
enzima superéxido dismutasa (SOD) y la capacidad antioxidante por ABTS.

En base a los resultados obtenidos proponemos el estudio de los &cidos fendlicos en el

control de otros patdgenos en diferentes cultivos.
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