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Estudio de la Expresion de Genes Inducidos por la Aplicacion de un Producto a Base Natural para el
Control de Punta Morada de la Papa

RESUMEN

La enfermedad de la punta morada de la papa en México representa
pérdidas considerables llegando a producir hasta un 95% de tubérculos
anormales lo que significa una pérdida total del valor comercial del cultivo. El
empleo de inductores de resistencia en plantas se presenta como una
alternativa en el tratamiento de esta y otras enfermedades mas, ademas de
presentarse como una opcion amigable para el medio ambiente. El presente
trabajo se realizé en la empresa Biorganix Mexicana S.A de C.V en donde se
estudié el mecanismo de defensa en plantas de papa en ausencia de la
enfermedad “punta morada” mediante el empleo de un producto a base natural
denominado BX-47 en dos diferentes dosis, ademas de la aplicacion de
inductores de resistencia como acido salicilico y acido jasmoénico, los que fueron
aplicados por aspersion directamente 15 dias después de la germinacion de la
planta. Repitiendo el experimento 4 veces en un lapso de tiempo de 15 dias,

esto bajo condiciones de invernadero.

Las evaluaciones se realizaron detectando la expresion de ciertos genes
marcadores, mediante la sintesis y amplificacion de ADN complementario
(ADNCc) con la técnica PCR y analisis de geles de electroforesis, siguiendo la
comparacion estadistica de la expresion de las diferentes dosis con un testigo
absoluto para comprobar la presencia del efecto inductor de resistencia. Este
efecto fue evaluado mediante la expresion de 9 genes reportados previamente
en la literatura. De igual manera se midio la cantidad de fenoles y fitoalexinas
para todos los tratamientos. Estos se analizaron estadisticamente en una
prueba de analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de rangos

multiples de Tukey.
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Estudio de la Expresion de Genes Inducidos por la Aplicacion de un Producto a Base Natural para el
Control de Punta Morada de la Papa

La aplicacion del producto BX-47 resultdé en la expresion de los 9 genes
de resistencia; estos resultados demuestran que el producto puede ser
aplicable en el cultivo de papa como herramienta de control de la enfermedad
de punta morada. Futuros estudios en condiciones de campo y en presencia de

la enfermedad serian requeridos para comprobar su efectividad.

Palabras clave: BX-47, expresion de genes, induccion de resistencia.
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Estudio de la Expresion de Genes Inducidos por la Aplicacion de un Producto a Base Natural para el
Control de Punta Morada de la Papa

ABSTRACT

In Mexico, potato purple top disease accounts for considerable losses
causing up to 95% of abnormal tuber production. This means the total loss of
the commercial value of the crop. The use of plant resistance inducers is
presented as an environmentally friendly alternative to treat this and other
agricultural crop diseases. The following project was made in the facilities of
Biorganix Mexicana S.A. de C.V. The mechanism of plant defence under
greenhouse conditions in the absence of the disease ‘potato purple top’ was
studied by the application of two different doses of a natural based product key:
BX-47 and the resistance inducers salicylic and jasmonic acid; these were
applied directly in to the plant by aspersion 15 days after germination, repeating

the experiment 4 times in periods of 15 days after the previous application.

The evaluation was done by detecting marker genes by complimentary
DNA (cDNA) synthesis and amplification through PCR and gel electrophoresis
techniques. A statistical comparison with an untreated control was made in order
to determine the effect of the resistance inducer. The genetic evaluation
included the expression of 9 genes previously reported in literature. Likewise,
phenol and phytoalexin levels were measured for all treatments and were

statistically tested by analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s range test.

Application of the resistance induction product BX-47 resulted in the
expression of all 9 evaluated genes; these results demonstrated the product’s
applicability as a tool for the control of purple top disease in potato crops. Future
studies in field conditions and in presence of the disease would be required to

prove its efficacy.

Key words: BX-47, gene expression, resistance inducers.
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Estudio de la Expresion de Genes Inducidos por la Aplicacion de un Producto a Base Natural para el
Control de Punta Morada de la Papa

1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) en México ocupa el cuarto
lugar en importancia superado por el maiz, trigo y arroz. Sin embargo, entre las
hortalizas cultivadas se ubica en el primer lugar (Flores y Lira, 2008). Desde
1992 se ha venido observando una enfermedad que ha causado pérdidas
importantes en este cultivo, misma que se le denomina “Punta Morada de la
Papa”, debido a la coloraciéon morada o purpura que adquieren los bordes de
las hojas jévenes cuando la planta es atacada por esta enfermedad (Flores y
Lira, 2008). Su aparicion es independiente de condiciones climaticas tales como
temperatura, humedad relativa y dias nublados; lo unico que esta enfermedad
requiere es la presencia de los insectos vectores. Puede causar pérdidas
considerables, llagando a producir hasta un 95% de tubérculos anormales, lo
que significa la perdida total del valor comercial del cultivo (Erler et al., 2007).
La causa de la enfermedad de la punta morada se ha atribuido a fitoplasmas
Ca. Phytoplasma asteris (Molliuctes: Acholeplasmatales), el cual es un tipo de
bacteria que es un parasito obligado; actualmente existen publicaciones
cientificas que indican también la participacion del organismo bacteriano
Candidatus Liberibacter solanacearum (Lia et al., 2009). Ambos organismos son
transmitidos por insectos pertenecientes al orden Hemiptera, principalmente
cicadelidos (Circulifer tenelus) y psilidos como la Paratrioza (Bactericera
cockerelli) (Fiarro et al., 2007).

El control de enfermedades se ha hecho dificil por los elevados costos
de los plaguicidas, en su mayoria de importaciéon. Ademas de que este medio
de control ha traido enormes problemas para la salud animal y humana con un
impacto ambiental que cada vez mas va incrementado. Esto ha impulsado la
busqueda de nuevas alternativas para el manejo de enfermedades y plagas

agricolas, basados en el biocontrol, empleando productos de origen vegetal,
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animal o microbiano, explorando el potencial presente en los metabolitos
secundarios y con los avances del conocimiento de los mecanismos de la
resistencia sistémica inducida o adquirida. En la naturaleza encontramos a las
plantas continuamente expuestas a una amplia gama de microorganismos
patogénicos que las pueden atacar, pero éstas tienen la capacidad de utilizar
varias estrategias de defensa. Esto lleva a representar nuevas alternativas para

los agricultores.

Actualmente BIORGANIX MEXICANA S.A de C. V. se encuentra
trabajando en el desarrollo de un producto a base de extractos vegetales para
el control de la punta morada de la papa, basado en la induccion de la
resistencia y la modificacion de los habitos alimenticios de los insectos vectores;
sin embargo existen inconvenientes, ya que los productos recomendados como
inductores de resistencia actualmente no cuentan con un reglamento nacional
bajo el cual se presente una solicitud de registro ante la dependencia

correspondiente.

Este trabajo de investigacion se realiz6 en la empresa Biorganix
Mexicana S.A. de C.V., en colaboracion con el Departamento de Produccion
Animal de la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro; como parte del
proyecto “Desarrollo de un Agroquimico de Base Natural para el Control de la
Punta Morada de la Papa” financiado por CONACYT-ECONOMIA (ECO-2007-
COL-72501).

1.2 Justificacion
Actualmente el sector agricola requiere de productos de alto valor
biolégico para poder contrarrestar las distintas enfermedades causadas por
patégenos; por lo tanto la utilizacion de productos derivados de extractos
vegetales, pueden ser de gran utilidad para la prevencion de enfermedades en

plantas y pérdidas econdmicas para los productores.
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La agricultura organica en México y en el mundo es una tendencia en
constante crecimiento en los ultimos afios, sin embargo la oferta de productos
biolégicos y organicos aprobados para esta practica es aun limitada
presentando una gran area de oportunidad para el desarrollo de nuevos
productos que satisfagan las necesidades del agricultor con soluciones reales y

amigables con el medio ambiente.

El uso de productos organicos como inductores de resistencia es una
extensa area de trabajo dirigida al desarrollo de nuevos métodos para el control
de plagas que reunan los requerimientos de seguridad en la aplicacion tanto en
condiciones de invernadero como de campo abierto. Los bajos o nulos efectos
negativos en el crecimiento vegetal, desarrollo y rendimiento del cultivo,
ademas de la baja o nula toxicidad tanto para el cultivo como para el
consumidor y aunado a su capacidad de provocar la induccion de un amplio
espectro de defensas, hacen de esta solucion una atractiva area de estudio que

brindaria un efecto de proteccién duradera y de bajo costo para el agricultor.

1.3 Hipétesis
El producto BX-47 a base natural es capaz de inducir resistencia en la
planta de papa, al activar los genes que actuan directamente en el mecanismo

de defensa de la planta.

1.4 Objetivo General
Evaluar la expresion de genes y metabolitos secundarios de resistencia
inducidos por la aplicacion de un producto a base organica en plantas de papa

(Solanum tuberosum L.) variedad Gigant.

Rodriguez Judrez, 2011 6
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1.5 Objetivos Especificos

» Estudiar la expresion de genes inducidos por la aplicacion de un
producto a base organica en plantas de papa en ausencia de la

enfermedad.

» Comparar la expresion genética en las plantas tratadas con el producto
organico contra la expresion de genes de plantas tratadas con 2

moléculas inductores de resistencia (acido jasmonico y acido salicilico).

» Cuantificar la produccion de metabolitos secundarios relacionados con la
resistencia adquirida de la planta (fenoles y fitoalexinas) en los diferentes

tratamientos.

Rodriguez Judrez, 2011 7
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen de la papa

El género Solanum es muy diverso, ya que existen alrededor de 1000
especies, y se encuentra ampliamente distribuida en el mundo; sin embargo,
hay una fuerte concentracion de especies en América del Sur y Ameérica

Central.

Las solanaceas tuberosas no representan mas del 10 por ciento del
género Solanum; se conocen alrededor de 200 especies repartidas en 21 series
taxondmicas, se les encuentra desde las montafas, hasta el sur de Chile, sobre
todo en las zonas elevadas, aunque algunas especies se encuentran en las
llanuras de Argentina, Uruguay y el sur de Brasil, en el litoral peruano y chileno

del pacifico (Rousselle et al., 1999).

Algunos autores coinciden con los estudios por Vavilov (1951), respecto
a que el centro del origen de la papa esta localizado en la tierra alta de Peru,
habiéndose extendido por el sur de Bolivia, Argentina y Chile; por el norte hacia
Ecuador, Colombia, Guatemala y México, de estas regiones fue introducida a
Europa por los conquistadores espafioles a finales del siglo XVI, de donde se
extendio al mundo en pocos siglos. Una vez distribuida mundialmente ha sido
muy util como alimento humano (Huaman et al., 1998). Actualmente en México
se siembran alrededor de 67 mil hectareas de las que se obtiene una
produccion aproximada de 1 millon 350 mil toneladas, mismas que permiten
satisfacer las demandas del consumo interno. En los ultimos 10 afios, los
principales estados productores han sido: Sinaloa, Coahuila, Estado de México,
Nuevo Leon, Chihuahua, Sonora y Guanajuato, quienes en conjunto aportaron
el 60 por ciento del total de la produccién nacional durante este mismo periodo

(Moctezuma y Sanchez, 2005).
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2.1.1 Importancia

La papa (Solanum tuberosum L.) es una hortaliza muy importante, no
solamente por la superficie que anualmente se destina a su cultivo, sino por la
cantidad de carbohidratos que aporta a la alimentacion del pueblo mexicano. Es
una fuente muy significativa de energia como alimento de uso tradicional.
Ofrece mayor produccion de calorias por hectarea y es el segundo lugar en
cuanto a la produccion por unidad de superficie de proteina diaria, después de
la soya (SARH, 1994). Ademas, constituye una fuente importante de ingresos
para los agricultores, y genera empleos para los trabajadores agricolas que
abarcan todas las labores de cultivo y de postcosecha como cargadores,

transportistas y comerciantes (Rocha, 1985).

La mayoria de la papa producida en el mundo se consume en fresco,
pero en los paises desarrollados cada vez es mas alto el porcentaje de papa
que se procesa de diferentes maneras para su aprovechamiento posterior.
Actualmente, en la industria de la papa, las técnicas han evolucionado con
papas trozadas congeladas y hojuelas deshidratadas, y otros sistemas de
deshidratacion y de conservacion mediante fritura para coccion respectivamente
(Alonso, 1996).

2.1.2 Enfermedades en el cultivo de la papa

A causa de ser un cultivo atacado por muchos insectos, plagas y
enfermedades, es importante mencionar algunas de las enfermedades que

pueden mermar en gran medida su produccion.

El cultivo de la papa es atacado frecuentemente por patdgenos de
diversa naturaleza, provocando enfermedades de las cuales destacan: la pierna
negra, producida por la bacteria Erwinia carotovora; el marchitamiento

bacteriano, provocado por Ralstonia solanacearum; necrosis bacteriana,
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producida por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus; tizén tardio,
producido por Phytophthora infestans Mont. De Bary; tizén temprano,
provocado por el hongo Alternaria solani Ell. Sor; amarillamiento y
marchitamiento provocados por varias especies de hongos del género
Fusarium; verticilosis, causada por el hongo Verticillium alboatrum; Rizoctonosis
por Rhizoctonia solani Kuhn (Arce, 1996). Ademas, entre las enfermedades
provocadas por virus destacan el potexvirus X (PVX), el potyvirus Y (PVY), el
carlavirus S (PVS), y el potyvirus A (PVA) (NAPPO citado por Lozoya-Saldana
et al., 2002). Dentro de las enfermedades causadas por fitoplasmas destaca la
punta morada de la papa, cuyos sintomas se han descrito en practicamente
todos los continentes (Arce, 1996), y por la importancia que ha manifestado en

los ultimos afos, ha sido objeto de diversos estudios.

2.1.3 La punta morada de la papa

La punta morada de la papa (PMP), fue reconocida inicialmente en Canada
durante 1933, pero fue hasta 1953, cuando se registraron incidencias del 20 al
75%. En 1954 las pérdidas en la produccion comercial de papa fueron
cuantiosas en Canada y Estados Unidos de Norte de América (Cadena, 1993).
Fue mencionada por primera vez en México por Niederhauser y Cervantes en
1956 y observada en el valle de Toluca, en las cercanias del Nevado de Toluca,
en Guanajuato, Michoacan y en los estados de Puebla y Tlaxcala (Cadena y
Galindo, 1985). A principios de la década de los noventa en las areas paperas
de Coahuila, Nuevo Ledn y Jalisco, comenzé a manifestarse una enfermedad
de etiologia parecida a la de punta morada de la papa como tubérculos aéreos
y brotes axilares anormales, asi como una coloracion en los bordes de las hojas

rosa-purpura (Garcia, 1996).

La punta morada de la papa es considerada después del tizon tardio,

como la enfermedad mas importante del cultivo (Moctezuma y Sanchez, 2005).
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Su aparicion es independiente de condiciones climaticas tales como
temperatura, humedad relativa y dias nublados; lo unico que esta enfermedad
requiere es la presencia de los insectos vectores (Garcia De La Rosa y Flores
Nava, 2003). Puede causar pérdidas considerables, llegando a producir hasta
un 95% de tubérculos anormales, lo que significa la pérdida total del valor

comercial del cultivo (Cadena-Hinojosa, 1999).

La causa de la enfermedad de la punta morada se ha atribuido a
fitoplasmas, transmitidos por insectos pertenecientes al orden Hemiptera,
principalmente cicadelidos (Circulifer tenelus) y psilidos como la Paratrioza
(Bactericera cockerelli) (Fiarro et al., 2007). Actualmente existen publicaciones
cientificas que indican también la participacion del organismo bacteriano

Candidatus Liberibacter solanacearum (Lia et al., 2009)

Almeyda et al., (2008) consignan que B. cockerelli en México esta
relacionado con la enfermedad permanente del tomate y han considerado que
su agente causal era de etiologia viral, y que el mayor porcentaje de asociacion
de B. cockerelli con fitoplasmas, ubica a esta especie como el posible principal

vector del agente causal de la punta morada de la papa.
2.1.3.1 Sintomatologia

Algunos autores mencionan que los sintomas provocados por esta
enfermedad, varian, dependiendo del érgano de la planta afectado, estado
fenoldgico del cultivo y condiciones del medio ambiente que rodean al mismo
(Flores et al., 2004).

En el tubérculo, se puede observar un rayado generalizado conocido
como papa rayada o papa manchada. Estas rayas o manchas pueden ser leves
o cubrir totalmente el interior del tubérculo (Flores et al., 2004). Las plantas
pueden manifestar la enfermedad desde los 20 dias después de la emergencia,

dependiendo de las condiciones de nutricion, y humedad. Muestran
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acortamiento de entrenudos, coloracién amarilla y/o morada en los margenes
de las hojas apicales principalmente, proliferacion de brotes axilares con una
hinchazon basal y el tallo tiene forma de raquis (Figura 1) (Flores et al., 2004;
Lee et al., 2004).

Figura 1. Sintomas tipicos de la punta morada de la papa. a) Manchado caracteristico de la PMP en
hoja., b) Enrollamiento apical., c) Necrosis interna., d) Disminucién en el rendimiento de tubérculo.

Estos sintomas son mas evidentes 40 dias después de la emergencia y
en adelante, lo que quizas tenga que ver con el arribo previo de insectos
vectores de fitoplasmas que se alimentan de la sabia de la planta de la papa, y
al hacerlo inoculan el o los fitoplasmas. En sintomas muy avanzados, los tallos
subterraneos, estolones y raices, manifiestan una coloracion café oscura del
sistema vascular (Flores et al., 2004). La produccion de tubérculos aéreos,
pequenos y deformes como producto del taponamiento del sistema vascular, es

muy comun (Arslan et al., 1985). La planta enferma toma al final una apariencia
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de marchitez con un tono amarillento a morado apagado y muere

prematuramente (Cadena y Galindo, 1985).
2.2 Métodos de control

El control de la enfermedad de PMP y otras relacionadas, depende
exclusivamente del uso de semillas libres de esta enfermedad, el control del
vector y eliminacion de toda planta que muestre algunos de los sintomas
descritos. En tubérculos en brotacion, deben eliminarse aquellos que muestren

principalmente proliferacion de brotes y brotes ahilados (Salazar, 1996).
Algunos métodos de control se describen a continuacion:
2.21 Control cultural

Las practicas culturales mas importantes que deben ser utilizadas para
el manejo de los insectos vectores son la destruccion voluntaria de los focos de
infestacion, destruyendo las plantas viejas, inmediatamente después de la
ultima practica del cultivo; la destruccion de plantas hospederas de la plaga o
de la enfermedad, al menos en los margenes del cultivo y lotes adyacentes y el
uso de semilla sana. Algunos autores sefalan que el suelo y la fertilizacion
pueden ayudar a disminuir los dafios ocasionados por este insecto; se
considera que si una planta se encuentra sana, es dificil que sea atacada

severamente por las plagas (Avilés et al., 2002).
2.2.2 Control quimico

Una de las alternativas para el control de insectos es el método
quimico, donde responde de forma inmediata; sin embargo, lo interesante de
este método es saber utilizarlo para asi evitar el incremento de contaminantes
en el medio ambiente que tanto dafo ocasiona. Existen varios productos que
ejercen buenos controles para este insecto, los cuales deben de utilizarse
adecuadamente para evitar en un futuro que esta especie adquiera resistencia

a esta alternativa de solucion (Avilés et al., 2002).
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Cortéz y Hurtado (2002) recomiendan para el control de B. cockerelli en
el cultivo de papa el Tyociclam H oxalato en dosis de 429 g/ha, imidacloprid +
cyflutrinm en dosis de 286 mL/ha, imidacloprid 429 g/ha y endosulfan en dosis
de 1.5 L/ha.

2.2.3 Control legal

La Norma Mexicana (NOM-081-FITO-2001) precisa el manejo y
eliminacion de focos de infestacion de plagas, mediante el establecimiento o
reordenamiento de fechas de siembra, cosecha y destruccién de residuos,
debido a que se considera que los dafos de esta plaga repercuten en forma
directa sobre los rendimientos obtenidos por unidad de superficie y en la calidad
fitosanitaria y comercial, causando pérdidas socioeconémicas y un decremento
significativo de las divisas obtenidas por las ventas de productos vy
subproductos de estos cultivos en el mercado nacional y de exportacion
(SAGARPA, 2002).

2.2.4 Control biolégico

Este método de control emplea el uso de enemigos naturales,
comunmente llamados insectos benéficos, para prevenir, reducir o retrasar el
desarrollo de poblaciones elevadas de las plagas. El objetivo del control
biolégico es mantener las poblaciones plaga por abajo del umbral que ocasiona
un dafo econdmico, no eliminarlas completamente, ya que ello equivaldria a
dejar sin su fuente de alimento a los agentes de control biolégico (De Bach,
1974).La aplicacion de este método puede ser considerado como una estrategia
valida para restaurar la biodiversidad funcional en ecosistemas agricolas, al
adicionar entomofagos “"ausentes" mediante las técnicas clasicas o
aumentativas de control bioldgico, incrementando la concurrencia natural de
predadores y parasitos a través de la conservacion y el manejo del habitat
(Nicholls y Altieri, 1997).
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La introduccion de enemigos naturales tiene una gran ventaja sobre
otros métodos de control: es auto-sostenible y por tanto, econémicamente
viable a largo plazo, y con un minimo o inexistente impacto ambiental (Flint y
Roberts, 1989). Sin embargo, el abuso en el uso de insecticidas en el cultivo de
la papa, trajo consigo una disminucion considerable de insectos benéficos, por
lo que el método de control biolégico del vector causante de la PMP (B.

cockerelli) se ha visto impedido.

2.2.5 Control alternativo

Un gran numero de extractos de plantas han mostrado poseer actividad
inductora, un ejemplo es el extracto de Hedera helix (Baysal et al., 2002).
Productos comerciales conteniendo extractos etandlicos de plantas han

mostrado actividad contra un amplio rango de patdégenos de muchos cultivos.

Von Rad et al., (2005) observé la expresion de genes en Arabidopsis
tratada con varios inductores comerciales disponibles, entre ellos el Neudo
Vital, el cual es un extracto etandlico de plantas producido por W. Neudorff
GmbH KG (Alemania).

El potencial de los extractos vegetales en el manejo de las plagas se
sustenta por apoyar el manejo integrado de plagas en la produccion de cultivos
organicos, para ello se utilizan extractos de plantas con propiedades plaguicidas
(Quintero et al., 2002).

Las plantas ofrecen una fuente excelente de productos naturales
biolégicamente activos. A través de los afos, numerosas plantas han sido

exploradas como fuentes de insecticidas (Benner, 1993).
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2.3 Induccion de resistencia en plantas

La resistencia inducida a enfermedades es el proceso que conduce a
una mayor capacidad defensiva que es dependiente de las barreras fisicas o
quimicas de la planta y activada por agentes bidticos o abidticos (Van Loon et
al., 1997). El proceso esta regulado por una compleja red de sefalizacién en
donde destacan las sefales moleculares del acido salicilico y jasmodnico
(Beckers et al., 2006). El primero induce la resistencia sistémica adquirida
(RSA), que se caracteriza por la sintesis de numerosas proteinas de defensa. El
acido salicilico es uno de los compuestos claves para la estimulacion de las
defensas en las plantas por su capacidad sistémica de moverse y estimular a la
planta a protegerse. Algunos de los compuestos que forman las plantas para
sus defensas al estimularse con AS son: quitinasas, beta-1,3-glucanasas, PR-1,
PR-5 (Durrant and Dong, 2004). El segundo esta relacionado con la proteccion
al ataque de insectos y patdégenos necrotroficos (Beckers et al., 2006) e induce
la produccion de diversas fitoalexinas, sustancias volatiles e inhibidores de
proteinasas (Engelberth et al., 2004). Ambas vias de sefializacion conducen a la
activacion de la autodefensa de las plantas y son disparadas por una gran

cantidad de inductores.

El concepto de inductor ha sido asignado a moléculas activadoras
capaces de inducir la sintesis de fitoalexinas en la planta, en ausencia del
patogeno; la naturaleza quimica de estos inductores es muy variada, tales
como: acidos grasos, glicoproteinas, proteinas, péptidos, glicolipidos, lipidos,
lipoproteinas, lipopolisacaridos, oligosacaridos, polisacaridos, entre otros. Se
pueden encontrar inductores de tipo exdgeno y enddgeno, dependiendo de
cémo son producidos. En el primer caso, el origen es parasitario o producido
por algun agente fisico externo, lo que lleva a subclasificar este tipo de
inductores en bidtico y abidtico, respectivamente. Cuando se menciona al
inductor enddgeno, se le asimila con moléculas liberadas desde la pared celular

(contiene 90% de polisacaridos: celulosa, hemicelulosa y/o pectina y, un 10%
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de proteinas) del hospedante como resultado de la actividad hidrolitica del
patégeno. Los fragmentos liberados, se consideran responsables de inducir las

sefales de defensa en la misma planta.

La induccién de resistencia resulta de la interaccién de una planta con un
agente inductor disponible. Los inductores pueden ser diversos. Sin embargo,
en todos los casos, la interaccion con el agente inductor resulta en la expresion
de defensas y en la preparacion de los tejidos sanos a responder rapidamente a

la infeccion (Walters et al., 2007).

2.3.1 Resistencia sistémica inducida (RSI)

Es un estado fisiolégico en el que se mejora la capacidad de defensa
dada por microorganismos que interaccionan con las raices de las plantas de
manera benéfica. Las defensas innatas de la planta se potencian contra el
subsecuente ataque de patdégenos y parasitos, incluyendo bacterias, virus,
hongos, nematodos y hasta insectos herbivoros. La RSI no involucra la
acumulacion de proteinas relacionadas con patdégenos pero es regulada por
jasmonatos y etileno. Estos mecanismos de resistencia permiten a la planta
encender sus mecanismos de defensa a larga distancia (Figura 2) (Galindo-
Flores, 2008).

2.3.2 Resistencia sistémica adquirida (RSA)

Es un estado fisiolégico en el que se mejora la capacidad de defensa, y
es activada por un patdégeno virulento, como algun microorganismo no
patogénico o de manera artificial por algun quimico mediado por la produccion
de acido salicilico, ademas de que se origina en el punto de infeccién y que
involucra la sintesis de proteinas relacionadas a patogenicidad (PR) (Figura 2)
(Galindo-Flores, 2008).
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Figura 2. Comparacién del modo de accién de los mensajeros secundarios AS y AJ en la RSI o
RSA, tanto en la relacion planta-patégeno como en la relacion planta-insectos plaga (Tally et al.,
2000).

2.3.3 Metabolitos secundarios

Rodriguez (1997) indico que las plantas son laboratorios naturales,
donde se biosintetiza una gran cantidad de sustancias quimicas, entre las que
se encuentran las que producen el efecto protector, las cuales generalmente
forman parte de los llamados “metabolitos secundarios” (MS). En las plantas
son frecuentes los metabolitos secundarios con funciones defensivas contra
insectos, tales como los alcaloides, aminoacidos no proteicos, los esteroles, las

fitoalexinas, fenoles, glicosidos, quinonas, taninos y terpenoides.

Los MS forman parte de la proteccién quimica en las plantas ya que
participan con una actividad antimicrobiana en contra de patdégenos o con
actividad antioxidante (Croteau et al., 2000). Los MS son compuestos de bajo
peso molecular, se conocen aproximadamente 20,000 estructuras, que por su
composicion quimica son clasificados en dos grupos principalmente:
nitrogenados y no nitrogenados (Wink, 1999). Los precursores de la biosintesis
de MS se derivan de rutas del metabolismo primario, tales como la glucdlisis, el

ciclo de Krebs o la via del shikimato.
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2.3.4 Compuestos fenolicos

Con frecuencia se ha observado que ciertos compuestos fendlicos
"comunes" que son toxicos para los patdogenos, se producen y acumulan a un
ritmo mucho mayor después de haberse producido una infeccion en una
variedad resistente que en una susceptible. Algunos ejemplos de esos
compuestos son el acido clorogénico, el acido caféico y escopoletina, entre
otros. Aun cuando alguno de esos compuestos fendlicos comunes llegue a
alcanzar concentraciones que pudieran ser téxicas para el patégeno, debe
tenerse en cuenta que algunos de ellos aparecen concurrentemente en los
mismos tejidos enfermos y que el efecto toxico combinado de todos los fenoles
fungitoxicos presentes (mas que el de cada uno de ellos por separado), es
posiblemente el responsable de la inhibicion de las infecciones en las

variedades resistentes (Agrios, 2005).

2.3.5 Fitoalexinas

Las fitoalexinas se definieron originalmente como metabolitos
secundarios de bajo peso molecular, con propiedades antimicrobianas y que se
producen y acumulan en plantas expuestas a microorganismos (Paxton, 1981).
Estos compuestos normalmente se encuentran en niveles basales muy bajos en
las plantas sanas, pero su acumulacion se incrementa dramaticamente después
del ataque de un patdégeno. Las fitoalexinas se acumulan en grandes
cantidades tanto en el sitio de penetracion como en las células y tejidos
adyacentes a las células que reaccionan con la respuesta de hipersensibilidad
(HR) (Hammerschmidt, 1993). Entre las fitoalexinas mas estudiadas se
encuentran aquellas derivadas del metabolismo de los fenil propanoides que

tienen como base el aminoacido fenilalanina.
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La produccion de fitoalexinas se ha correlacionado con la resistencia a
patdgenos y se asocia con la induccion de una serie de genes que codifican
para enzimas especificas responsables de su sintesis. Entre ellas la fenilalanina
amonio liasa (PAL), la chalcona sintasa (CHS) y la chalcona isomerasa (CHI).
La sintesis de novo de estas enzimas, como respuesta a la infeccién se ha
demostrado anteriormente (Cuypers et al. 1988). Sin embargo, una evidencia
del papel de las fitoalexinas en mecanismos de defensa se obtuvo cuando se
demostré la capacidad de ciertos fitopatégenos, como el hongo Nectria
haematococca (Fusarium solani) de destoxificar las fitoalexinas (VanEtten et al.
1995).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarroll6 bajo condiciones de invernadero y los
analisis se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular en las
instalaciones de la empresa Biorganix Mexicana S.A de C.V., situada en el

municipio de Ramos Arizpe, Coahuila, México.
3.1 Procedimiento experimental

Se utilizaron semillas de papa de la variedad Gigant, fueron colocadas
en bolsas de plastico para invernadero de 20 L. El disefio experimental usado
en la prueba fue basico, con 5 tratamientos completamente al azar con 3
repeticiones (Cuadro 1). En donde la unidad experimental estuvo representada
por una planta de papa. En la prueba se evaluaron 2 diferentes dosis de la

férmula del prototipo BX-47.

Cuadro 1. Disefio experimental.

Tratamientos Dosis Dosis (L/Ha)
T4 (BX-47) Dosis baja 3
T (BX-47) Dosis alta 6
T3 (Acido salicilico) Dosis alta 6
T4 (Acido jasmonico) Dosis alta 6
Ts ( Testigo absoluto) Agua Agua

" Solucion 0.18 M.

Para asemejar las condiciones de aplicacion de los productos en el
proceso de produccidon estandar, se calculd la cantidad del producto a tirar por
planta (7 ml). Se realizaron dos aplicaciones, la primera aplicacion a los 20 dias
después de la germinacion (ddG) de la planta y la segunda a los 35 dias ddG,

en donde la variable de evaluacion fueron los productos, y las variables
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medidas la expresion de genes. La tercera aplicacion se realizo a los 50 ddG y
la cuarta aplicacién a los 65 ddG, en donde las variables medidas fueron la
produccion de fitoalexinas en tubérculo y los fenoles totales en tallo, hoja y

tubérculo (Cuadro 2), estas variables se evaluaron hasta el cuarto muestreo.

Las condiciones de humedad y temperatura fueron monitoreadas

diariamente, asi como el riego de las plantas.

Cuadro 2. Diagrama de aplicaciones, muestreos y variables evaluadas.

Actividad Variable de
Aplicacion Muestreo
Aplicaciones Respuesta
Primera 8 junio 10 junio Expresion de genes
Segunda 23 junio 25 junio Expresion de genes
Tercera 7julio L Produccién de fitoalexinas
y fenoles

L o Produccién de fitoalexinas
Cuarta 23 julio 25 julio y fenoles

3.2 Evaluacion de expresion de genes

Para el estudio de la expresion de genes, se muestrearon plantas a los
3 dias después de la primera y segunda aplicacion de los tratamientos. Se tomo
el cuarto peciolo de cada unidad experimental. La muestra fue cortada y
envuelta en papel aluminio y se pasé, inmediatamente, a nitrégeno liquido para
evitar la degradacién de la muestra. Posteriormente, se realizd la extraccion de
ARN utilizando el método de Trizol® (Invitrogen); para la sintesis de ADNc se
utilizé la reaccion de transcriptasa reversa, siguiendo la metodologia del

fabricante (Invitrogen).
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Para la evaluacién de la expresion de genes se utilizaron nueve pares
de primers que previamente fueron probados en la empresa, para la
amplificacién de genes asociados con la resistencia en papa (Cuadro 3). La
amplificacién se llevé a cabo preparando un céctel con 22.5 ul de reactivo PCR-
mix (Invitrogen), 1 ul del ADNc (100 ng/ul) y 1 pl del primer izquierdo (25 mM) y
1 ul del primer derecho (25 mM) en microtubos de 200 ul (Axygen); se
colocaron en el termociclador (Techne) y se selecciond el programa con
temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 5 min, y 35 ciclos de 94°C por 30
s (desnaturalizacion), 60°C por 30 s (alineacion) y 72°C por 1 min. Una vez
terminada la reaccion se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % (p/v).
Para la visualizacion de los segmentos amplificados se utilizé como referencia
un marcador molecular de 100 bp (pares de bases) DNA Ladder (Invitrogen).
Los geles se visualizaron y documentaron en el sistema de fotodocumentacion
(Minibispro DNR).
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Cuadro 3. Relacién de primers utilizados para la amplificaciéon de genes de resistencia.

Gen Secuencia Tamano de
banda (pb)

1. PR1 TCAGGTGCAGGAGAGAACCT 213
AATGAACCACCATCCGTTGT

2. PR2 GAAGCTGGTTTGGGAAATGA 399
GTCTTGTGTGGCACCAAATG

3. GLP1 TGGCAAGTGCATTTGTGAGT 328
GCTCGGTAACGGATAAGCAA

4. GST-1 TGGCAAGTGCATTTGTGAGT 378
GCTCGGTAACGGATAAGCAA

5. CHTB-3 GGTCCTTCAGGGGACTTAGG 577
CACGATTAGCTGCTTGGTCA

6. P17CA-1 CCCTCGAATTGACTTTGGAA 453
TAGCCGTGGTAAAGGTCCAC

7. AVIR-1 GCTACTGATCCTTTCCGCAG 477
GCTTGAAGCGCCATAAAATC

8. ARG-1 GCCTCAACGTCTCTTCTTGG 621
CACGGAGATATACACGCCCT

9. EF1A-3 TTTGGCCCTACTGGTTTGAC 404
GTCTCAACAACCATGGGCTT

3.3 Determinacion y cuantificaciéon de fenoles de hojas y tallos

A los 3 dias después de la ultima aplicacion de los tratamientos, se
muestrearon tallo y hojas de cada planta (100 mg). La muestra se paso a
nitrégeno liquido y se macero inmediatamente para evitar la degradacion de la
misma. Posteriormente se agregé 0.5 mL de metanol. Para la determinacion de

fenoles, se utilizo el sobrenadante (macerado) de acuerdo con el método de
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Folin y Ciocalteu (Waterman and Mole, 1994). A 20 ul del sobrenadante se
agregaron 980.0 pl de agua destilada y 1 mL del reactivo Folin-Ciocalteu, se
agregaron 600.0 pl de carbonato de sodio al 20% (p/v); se agitd, se dejo
reposar 60 minutos a temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia a 725 nm
en un espectrofotometro (Thermo Spectronic). Para la cuantificacion se preparo
una curva de calibracion de acido clorogénico de 0 a 500 ppm (Cuadro 4) y se
reportd la concentracion de mg fenoles totales/g peso fresco de tejido. Cabe

mencionar que el analisis se realizé por triplicado.

Para la determinacion de fenoles en tubérculo, se utilizaron trozos de la
papa, se homogenizaron en metanol al 80 % (1 g de tejido por 10 ml del
disolvente) y se dejaron reposar con una agitacién continua durante 30 minutos.
Los homogenados se pasaron a través de filtros Whatman No. 4, y
posteriormente fueron centrifugados (SOL-BAT). El sobrenadante se utilizé para
la determinacion del contenido de fenoles con la misma técnica de Folin y
Ciocalteu (Waterman and Mole, 1994). Los resultados se analizaron
estadisticamente en una prueba de analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de

comparacion de rangos multiples de Tukey.

Cuadro 4. Curva de calibracion de acido clorogénico (500 ppm).

Concentracion Estandar H,O

(ppm) (uL) (bL)
0 0 20
50 2 18

100 4 16
200 8 12
300 12 8
400 16 4
500 20 0
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3.4 Determinacion de fitoalexinas en tubérculo

Para la determinacion de fitoalexinas, se utilizo el tejido de tubérculo
proveniente de los distintos tratamientos, el cual fue dividido en trozos y
posteriormente fueron cubiertos con una mezcla de cloroformo: acetona:
metanol (CAM) en una proporcion 50, 5y 45 %, respectivamente. Se siguioé un
tratamiento de 4°C durante 24 hrs; los homogenatos se filtraron y lavaron varias
veces con CAM, se evaporaron por presion reducida hasta sequedad. Los
residuos se resuspendieron en una mezcla de cloroformo: acido acético 0,2 M
(1:1), obteniendo dos fases, la fase cloroférmica inferior conteniendo las
fitoalexinas y la acética superior. La fase inferior se evapord por incubacion a
40°C por 24 hrs y luego las fitoalexinas se disolvieron en 1 ml de ciclohexano y
2 ml de acido sulfurico concentrado. La mezcla se centrifugé a 1000 rpm (SOL-
BAT). Se incub6 por 10 min, y posteriormente se leyd absorbancia de la fase
sulfurica (inferior) en un espectrofotémetro (Thermo Spectronic) a 500 nm. Se
utilizé acido sulfurico concentrado como blanco (Andreu et al., 2001). Los
resultados se analizaron estadisticamente en una prueba de analisis de

varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de rangos multiples de Tukey.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de expresion de genes

El estudio de la expresion génica se realizé a plantas de papa en dos
tiempos de muestreo y tratadas con el producto BX-47 en dosis de 3 y 6 L/Ha,
asi como a los testigos de referencia tratados con acido salicilico y acido
jasmonico. Previo al analisis, se llevo a cabo la seleccion de genes indicadores
a partir de la informacion publica sobre el transcriptoma de plantas expuestas a
patégenos y/o inductores (National Center for Biotechnology Information); los
cuales fueron evaluados previamente para determinar las condiciones de

amplificacion.

Para la evaluacion de la induccion de resistencia, se realizaron
extracciones de ARN y posteriormente reaccion de transcriptasa inversa para la
formacion de ADNc (ADN complementario). Esto permitié la deteccién de genes
asociados a la resistencia en el cultivo de papa, utilizando los primers
especificos para cada uno de los 9 genes (Cuadro 3). En cada una de las
reacciones de amplificacion por la técnica de PCR se corrié un control positivo
(Factor de elongacion), el cual es un componente esencial del aparato de

translacién eucariético (Duckett and Kjer, 2003; Kim et al., 2003a).

La primera aplicacion de los tratamientos se realizd6 a los 20 dias
después de la germinacion de la planta. En el primer muestreo el mejor
tratamiento fue el T,, tratamiento establecido como dosis alta (6 L/Ha) del
producto BX-47. En todos los tratamientos se manifestaron los genes que
participan en la expresion de proteinas de resistencia relacionadas con la
patogenicidad (PR-1 y PR-2) (Van Loon, 1999); ademas de los genes que
inducen la produccion de las enzimas GLP-1 (relacionada con la

reestructuracion de la pared celular) (Ramos, 2007), y de la enzima GST
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(glutation-S-transferasa), que esta relacionada con el mecanismo de
desintoxicacion de la planta (Marrs, 1996). Se destaco la expresion del gen
(AVIR) el cual se define como gen contra la respuesta ante el ataque viral
(Hammond-Kosack et al., 1998); en las muestras tratadas con el producto BX-
47 en ambas dosis (Figura 3a y 3b) y en el tratamiento con acido jasmoénico
(Figura 3d) Sin embargo, se observo que las bandas correspondientes al gen
antiviral (pozo 7) cuando se aplicé el producto en ambas dosis (Figura 3a y 3b)
presentaron mayor intensidad en comparacién con la banda del tratamiento con

acido jasmonico; siendo mas intensa en dosis alta.

Estos resultados evidencian que la aplicacion del producto a base
natural BX-47, modifica la expresién de genes al comparar los resultados del
bandeado en el control absoluto (Figura 3e), induciendo la resistencia en la

planta en ausencia de enfermedad.
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Figura 3. Expresion de genes en planta de papa en el Primer Muestreo en: a) BX-47 a Dosis alta, b)
BX-47 a Dosis baja, c) Ac. Salicilico, d) Ac. Jasménico, e) Control absoluto. M= marcador molecular.
Pozo 1-9 genes de resistencia (1: PR1, 2: PR2, 3: GLP, 4: GST, 5: CHTB, 6: P17, 7: AVIR, 8: ARG, 9:
EF1A).
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Se realizé un segundo muestreo a los 35 dias después de la germinacion
para evaluar el efecto de los tratamientos en la planta de papa. EI muestreo se
realizé6 a los 3 dias de la aplicacion de los tratamientos, con el objetivo de

permitir la asimilacion de los productos en la planta.

En el segundo muestreo los tratamientos T4 y T, dosis alta y baja,
respectivamente (Figuras 4a y 4b), presentaron un comportamiento similar, ya
que en los dos se expresaron los mismos genes relacionadas con la
patogenicidad (PR-1 y PR-2), asi como los genes que inducen la expresion de
la enzima relacionada a la reestructuracion de la pared celular (GLP), y la
enzima relacionada con el mecanismo de desintoxicacién de la planta GST
(glutation-S-transferasa). Ademas se presenté bandeado que indicéd la
expresion del gen antiviral (AVIR), el cual se destaco por su presencia en los
tratamientos con el producto BX-47 y en las moléculas inductoras de resistencia
de referencia (acido jasmonico y acido salicilico). El tratamiento con &acido
salicilico presentdé un comportamiento similar al del producto BX-47 en ambas
dosis; sin embargo, las bandas en los geles de los tratamientos con el producto
BX-47 fueron mas intensas para los genes antivirales (pozo 6 y 7), en

comparacion con el acido salicilico (Figura 4c y 4d).

Los resultados de la expresidon de genes demostraron que el mejor
tratamiento del segundo muestreo fue el acido jasmoénico, ya que todos los
genes estudiados se expresaron con bandeado intenso (Figura 4d). El
comportamiento del control absoluto (Figura 4e) del segundo muestreo indico
que pudo presentarse estrés durante la etapa final del desarrollo de la prueba,
ya que se manifestaron el gen antiviral (pozo 7) asociado con el ataque de
patdégenos virales y la arginasa (pozo 8), enzima que degrada la L-arginina en el
intestino de los insectos herbivoros (Michigan State University Board of

Trustees, East Lansing, 2009).
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Figura 4. Expresion de genes en planta de papa en el Segundo Muestreo en: a) BX-47 a Dosis alta,
b) BX-47 a Dosis baja, c) Ac. Salicilico, d) Ac. Jasménico, e) Control absoluto. M= marcador
molecular. Pozo 1-9 genes de resistencia (1: PR1, 2: PR2, 3: GLP, 4: GST, 5: CHTB, 6: P17, 7: AVIR,
8: ARG, 9: EF1A).
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En el Cuadro 5 se presenta el resumen del perfil de expresion génica de
los 5 distintos tratamientos en las dos fechas de muestreo. El tratamiento T,
(dosis alta) presentd mayor expresion de genes que puede ser comparable con
el perfil presentado por el acido jasménico, que fue evaluado como molécula
inductora de referencia. Cabe sefialar que los tratamientos con BX-47
presentaron mayor intensidad de bandeo en comparacion de los demas
tratamientos y del control absoluto. Con estos resultados, se comprobé que el
producto BX-47 modific6 la expresidn de genes como indicativo de la
resistencia inducida en la planta, al comparar su comportamiento con el del

control absoluto.

El comportamiento del producto BX-47, pudiera ser comparable con los
tratamientos quimicos, tales como la aplicacion del producto acido DL-3-
aminobutirico (BABA) y fosetyl-aluminium en el estudio realizado por Andreu et
al., (2006). En este estudio se comprobd el incremento de la resistencia
sistémica adquirida (fitoalexinas, fenoles totales y enzimas hidroliticas) por la
aplicacion de BABA y fosetyl-aluminium en plantas de papa con Phytophthora
infestans. Ademas en cuanto al comportamiento de los controles positivos, en
especifico del acido jasmonico que se mostr6 como el tratamiento de mejor
induccién ya que se expresaron los 9 genes estudiados, este comportamiento
puede ser comparado con el estudio donde se evalud el transcriptoma de cis-
jasmone en Arabidopsis thaliana, en el cual puede verse como un compuesto
de sefalizacion que participa en la modulacién de la expresion de genes
endogenos de plantas y la interaccion planta-insecto realizado por C. Matthes et
al,.(2010).
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Cuadro 5. Comparacion de la expresion de genes de resistencia en papa en el primer y
segundo muestreo.

Tratamientos T T2 13 T4 5
Muestreo

Gen 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

1.PR-1 X X X X X X X X X X

2. PR-2 X X X X X X X X X X

3. GLP-1 X X X X X X X X X X

4. GST-1 X X X X X X X X X

5. CHTB-1 X X

6. P17CAl X X X X X X X

7. AVIR-1 X X X X X X X

8. ARG X X X X

9. EF1A-3 X X X X X X X X X X

* T1= BX-47 a Dosis baja, T2= BX-47 a Dosis alta, T3 = Ac. salicilico, T4 = Ac. jasmoénico y T5 = Control
absoluto.

Primer muestreo; . Segundo muestreo

4.2 Determinacion de fenoles totales en tubérculo

Los fenoles totales (FT) se determinaron mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Waterman and Mole, 1994) usando acido clorogénico como estandar
de referencia.

En la Figura 5. Se muestra el porcentaje de fenoles totales determinados
en los tubérculos obtenidos de cada tratamiento al final de la prueba. Los
resultados numéricos indican que hubo una mayor presencia de fenoles totales
en los tratamientos de dosis baja y dosis alta (10.03 y 9.30 mg FT/g), pero
estadisticamente no se presenté diferencia significativa con relacion al control
(9.29 mg FT/g) (Cuadro 6). Estos resultados demostraron que la aplicacion del
producto BX-47 en ambas dosis no afecta la calidad del tubérculo; ya que como
lo reportaron Reyes and Cisneros-Zevallos (2003), el color oscuro de la pulpa
del tubérculo puede estar relacionado con un incremento en la produccion de

fenoles totales.
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Cuadro 6. Resultados de comparaciéon multiple de medias de Tukey (a = 95%)

Categoria Media estimada Grupos
Dosis baja 4.593 A
Dosis alta 4.512 A
Control 4.499 A
Ac. Jasmobnico 4.353 A
Ac. Salicilico 4.327 A

Medias con letras diferentes son significativamente diferentes.
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Figura 5. Determinacién de Fenoles Totales en tubérculo.

4.3 Determinacion de fenoles en tallo y hoja

La determinacion de fenoles totales en tallo y hoja se realizé siguiendo el
mismo meétodo mencionado en el apartado 3.3. En la Figura 6 se muestran los
resultados que indican que los tratamientos que presentaron la mayor cantidad
de fenoles totales fueron: Dosis alta, Acido salicilico y Acido jasménico (21.75,
16.96 y 15.42 mg FT/g, respectivamente). La prueba de medias de Tukey al
95% de confianza, demostrd que el tratamiento Dosis alta del producto BX-47

presento diferencia significativa en comparacion de los demas tratamientos
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(Cuadro 7), lo que indica que el producto induce la produccion de fitoalexinas de
naturaleza fendlica, sintetizadas por la via de la fenilalanina. Estas fitoalexinas
se encuentran relacionadas con la inactivacion de las enzimas secretadas por
hongos, bacterias (Arona y Wagle, 1985). Ademas se comprobé la estimulacion

de la sintesis de resistencia en las plantas tratadas con BX-47 en dosis alta.
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Figura 6. Determinacién de Fenoles Totales en tallo y hoja.

Cuadro 7. Resultados de comparacion multiple de medias de Tukey (a = 95%)

Categoria Media estimada Grupos
Dosis alta 217.583 A
Ac. Salicilico 169.667 A B
Ac. Jasmonico 154.250 A B
Control 128.972 B
Dosis baja 124.972 B

Medias con letras diferentes son significativamente diferentes.
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4.4 Determinacion de fitoalexinas
Otros componentes de la resistencia como las fitoalexinas, las cuales
poseen actividad antimicrobial, son sustancias reforzadoras de la pared celular
que actuan como barrera fisica y son importantes en el desarrollo de la

resistencia (Andreu, 2007).

La estimacion de las fitoalexinas en todos los tratamientos (Dosis baja,
Dosis alta, Acido salicilico, Acido jasménico y Control absoluto), se realizé en el
tubérculo desarrollado al final de la prueba utilizando el método
espectrofotométrico desarrollado por Andreu et al., (2001); y los datos obtenidos
se utilizaron posteriormente para obtener de manera indirecta la concentracion

de fitoalexinas.

En la Figura 7 se muestra la concentracion de fitoalexinas en los
tubérculos al final de la prueba. El tratamiento que presentdé numéricamente
mayor presencia de fitoalexinas, fue el tratado con un inductor de resistencia de
referencia, el acido jasmonico. Este resultado esta relacionado con lo reportado
por Engelberth et al., (2004), los cuales senalaron que la produccion de
diversas fitoalexinas, sustancias volatiles e inhibidores de proteinas son
inducidas por la ruta del acido jasmonico, como respuesta al ataque de insectos
y patdégenos necrotréficos (Beckers and Spoel, 2006). El analisis estadistico
indico que no existe diferencia significativa en relacién a la produccion de
fitoalexinas cuando se aplico el tratamiento BX-47, en ambas dosis, y el control
absoluto. Sin embargo, para obtener resultados mas especificos y cuantitativos
sobre el efecto de la aplicacion del producto BX-47 en la produccion de
moléculas de defensa, tales como fitoalexinas, es necesario realizar analisis
mas sensibles y especificos, tales como cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) (Kozukue et al., 2004), cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) (Montero et al., 2000), y electroforesis
capilar (CE) (Gu et al., 2000).
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Los resultados obtenidos demostraron la presencia de fitoalexinas en
cantidades basales en todos los tratamientos, tal como lo referencia Paxton
(1981), las cuales podrian incrementar su acumulaciéon dramaticamente
después del ataque de un patdégeno; sin embargo, este experimento se realizd

en ausencia de patégeno.
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Figura 7. Determinacion de fitoalexinas en tubérculo en el Gltimo muestreo.

El tratamiento que presentd menor cantidad de fitoalexinas fue el
tratamiento con acido salicilico, esto puede asumirse a la forma de asimilacién
de este inductor en la planta (Murphy et al., 2001). Ademas de que, el acido
salicilico es el inductor de la resistencia sistémica adquirida (RSA), que se
caracteriza por la sintesis de numerosas proteinas de defensa (Durrant et al.,
2004), a diferencia del jasmoénico que es inductor de fitoalexinas y otras

sustancias volatiles e inhibidores de proteinas (Engelberth et al., 2004).
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Por otro lado, cabe senalar que el producto BX-47 fue disefiado como
un sistema de induccion de resistencia a la planta, en este estudio se realizaron

pruebas para evaluar su potencial como inductor de las defensas en la planta

de papa en ausencia de enfermedad. La prueba de medias de Tukey al 95% de
confianza, demostr6 diferencias significativas entre el acido jasmonico que
presentd mayor induccion en comparacién de acido salicilico, el resto de los
tratamientos presentaron igualdad estadistica (Cuadro 8). La técnica utilizada
esta disefiada para la deteccion de fitoalexinas de naturaleza triterpenoide; los
resultados obtenidos indicaron que el producto BX-47 no indujo la produccion
de fitoalexinas triterpenoides, por el comportamiento similar obtenido en

comparacion con el control (Figura 7).

Cuadro 8. Resultados de comparaciéon multiple de medias de Tukey (a = 95%)

Categoria Media estimada Grupos
Ac. Jasménico 0.792 A
Dosis alta 0.203 A B
Dosis baja 0.194 A B
Control 0.003 A B
Ac. Salicilico -0.380 B

Medias con letras diferentes son significativamente diferentes.
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5. CONCLUSIONES

» Se comprobd que el producto BX-47 induce la expresion de genes
relacionados con la defensa, cuando se aplico en plantas de papa en
dosis alta (6 L/Ha).

» Los resultados demuestran que el producto BX-47 estimulo la produccion

de metabolitos secundarios relacionados con la defensa.

» Los estudios realizados permiten generar herramientas que pueden ser
utilizadas para el analisis temporal de la respuesta de defensa local y
sistémica de diferentes cultivos de papa en respuesta al ataque de

patégenos.
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