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RESUMEN

Palabras clave: Punta morada, papa, Candidatus Liberibacter solanasearum,

fitoplasma, psilido y PCR.

Esta investigacion se realiz6 en laboratorio e invernadero del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias-Campo Experimental Saltillo
(INIFAP-CESAL) y en los laboratorios de fitoquimica y biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Biol6gicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leén, con el objetivo de
evaluar el efecto de tres antioxidantes vs punta morada en el cultivo de papa variedad
Vivaldi, desde trasplante de plantula hasta cosecha , como material vegetal se
utilizaron plantas positivas y negativas a Candidatus Liberibacter solanacearum,
provenientes de campo y del banco de germoplasma in vitro del laboratorio de cultivo
de tejidos vegetales del INIFAP en Saltillo. Los tratamientos evaluados fueron acido
dehidroascorbico (600 ppm), acido ascérbico (600 ppm) y peroxido de hidrogeno
(ImM), en las siguientes combinaciones T1 Plantas con Punta Morada de la Papa
(PMP) +Acido asco6rbico, T2 Plantas con PMP+Acido dehidroascorbico, T3 Plantas con
PMP+Perdxido de hidrogeno, T4 Plantas con PMP+Sin antioxidantes, T5 Plantas
sana+psilidos+ Acido ascérbico, T6 Plantas sana+psilidos+Acido dehidroascorbico, T7
Plantas sana+psilidos+Peréxido de hidrogeno, T8 Plantas sana+psilidos
Sinantioxidante, T9 Plantas con PMP+psilidos+Acido ascorbico, T10 Plantas con
PMP+psilidos+Acido dehidroascorbico, T11 Plantas con PMP+psilidos+Peroxido de
hidrogeno, T12 Plantas con PMP+psilidos Sin antioxidante, T13 Plantas sanas+Acido
ascorbico+600 ppm, T14 Plantas sanas+Acido dehidroascorbico, T15 Plantas

sanas+Per6xido de hidrogeno, T16 Plantas sanas sin antioxidante, cada tratamiento

vi



consto de 3 repeticiones con tres unidades experimentales por repeticion. Las variables
evaluadas fueron: Longitud de la plantula (LP), numero de hojas (NH), numero de
foliolos (NF), diametro polar y ecuatorial de los tubérculos (DPET), peso de los
tubérculos (PT), tipo de brote del tubérculo (TBT) y porcentaje de pardeamiento de los
tubérculos (PPT). La informacién se analiz6 mediante un disefio completamente al azar
con arreglo factorial con tres repeticiones, se utilizé el paguete estadistico SAS version
6.0 (1989). Los resultados indican que existen diferencias altamente significativas entre
los tratamientos, en las variables estudiadas. Encontrandose que el Ac.
Dehidroascorbico en una concentracion de 600 ppm aplicado en plantas infectadas con
PMP, aumenta la acumulacion de biomasa al incrementar la altura foliar, el numero de
hojas y de foliolos en plantas enfermas con PMP y reduce el dafio producido por la
enfermedad a diferencia del peréxido de hidrogeno que una concentraciéon de 1 mM,
incrementa la acumulacion de biomasa al aumentar la altura foliar, asi como el nimero
de hojas y de foliolos en plantas sanas y posterior infestacion con psilidos, sin
embargo, al incrementarse el nimero de psilidos la proteccion de la planta se reduce,
esta puede morir y no llegar a cosecha. El Ac. Ascérbico a una concentracion de 600
ppm, aumenta la acumulacién de biomasa al incrementar la altura foliar, el numero de

hojas y de foliolos en plantas sanas, pero no confiere proteccion en plantas con PMP.
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ABSTRACT

Key words: purple top, potato, Candidatus Liberibacter solanacearum, phytoplasma,

psyllid and PCR (Polymerase Chain Reaction).

This investigation was made in Laboratory and Greenhouse of Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias-Campo Experimental Saltillo
(INIFAP-CESAL) and in the Laboratories of Phytochemical and Biotechnology of
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, with the
objective of evaluate the effect of three antioxidants against purple top in potato culture
Vivaldi variety, from transplanting of seedling to harvest, for plant material were used
potato plants (Solanum tuberosum L.), Vivaldi variety positives and negatives to
Candidatus Liberibacter solanacearum proceeding from field and from germplasm bank
in vitro of laboratory of plant tissue culture of INIFAP in Saltillo. The treatments
evaluated were dehydroascorbic acid (600 ppm), ascorbic acid (600ppm) and hydrogen
peroxide (1 mM), in next combinations: T1 Plants with Potato Purple Top
(PPT)+Ascorbic acid, T2 Plants with PPT+Dehydroascorbic acid, T3 Plants with
PPT+Hydrogen peroxide, T4 Plants with PPT+without antioxidants, T5 Healthy
Plants+psyllids+Ascorbic acid, T6 Healthy Plants+psyllids+Dehydroascorbic acid, T7
Healthy Plants+psyllids+Hydrogen peroxide, T8 Healthy Plants+psyllids Without
antioxidant, T9 Plants with PPT+psyllids+Ascorbic acid, T10 Plants with

PPT+psyllids+Dehydroascorbic acid, T11 Plants with PPT+psyllids+Hydrogen peroxide,
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T12 Plants with PPT+psyllids Without antioxidant, T13 Healthy Plants+Ascorbic
acid+600 ppm, T14 Healthy Plants+Dehydroascorbic acid, T15 Healthy
Plants+Hydrogen peroxide, T16 Healthy Plants Without antioxidant, each treatment
was formed by 3 replicates with three experimental units by replicate. The variables
evaluated were: Seedling longitude (SL), leaves number (LN), leaflets humber (LN),
tuber polar and equatorial diameter (TPED), tubers weight (TW), tuber sprout kind
(TSK) and tubers brown percentage (TBP). The information was analyzed by means a
random complete design with factorial arrangement and three replicates, it was used
the statistical SAS version 6.0 (1989). The results obtained point that there are very
significant differences among treatments in variables studied. It was found that
dehydroascorbic acid at 600 ppm applied on plants infested with PPT increases
biomass accumulation with increase of foliar height, as soon as the leaves number and
leaflets in healthy plants and posterior infestation with psyllids, however, when psyllids
number is higher the protection of plant is reduced, it can to die and don’t arrives to
harvest. The Ascorbic Acid at 600 ppm, increases the biomass accumulation with
increase of foliar height, number of leaves and leaflets in healthy plants, but don’t gives

protection to plants with PPT.
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I.INTRODUCCION
La produccion de papa es una actividad econémica muy importante dentro de
la agricultura en México. Es el cuarto cultivo basico después del maiz, trigo y
arroz, produce mayor cantidad de materia seca y proteinas por hectarea que los
principales cultivos de cereales (Fernie y Willmitzer, 2001). Sin embargo,
existen diversos factores que limitan la rentabilidad de este cultivo, tal es el
caso del sindrome de punta morada, conjunto de sintomas desarrollados
principalmente por el ataque de la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum y fitoplasmas (organismos pleomoérficos sin pared celular que
habitan en el floema de las plantas; Lee et al., 2004). Este problema se
presenta en las principales zonas paperas de México y disminuye el
rendimiento y calidad comercial de semilla-tubérculo en un rango de 30 a 95%;
durante los afios 2003 y 2004 la incidencia de punta morada se incremento
notablemente en las regiones productoras de Coahuila y Nuevo Ledn, con

pérdidas de hasta el 100% (Flores et al., 2004).



Actualmente las medidas empleadas para combatir la enfermedad no han sido
eficientes. Los estudios realizados para la comprension de mecanismos de
patogenicidad de fitoplasmas y Candidatus Liberibacter solanacearum son
restrictivos y la incapacidad de reproducir estos fitopatogenos in vitro ha

obstaculizado su caracterizacion a nivel molecular.

Por lo anterior, la presente investigacion tuvo como finalidad evaluar la
efectividad de tres antioxidantes (Ac. dehidroascorbico, Ac. Ascorbico y
Perdxido de hidrogeno), para atenuar la expresion sintomatica del sindrome de
punta morada de la papa y determinar la asociacion de Candidatus Liberibacter
solanacearum con la presencia de la enfermedad, planteando los siguientes

objetivos:



Objetivo general

v Evaluar la eficiencia de tres antioxidantes para reducir el dafio causado

por el sindrome de punta morada de la papa.

Objetivos especificos

v' Determinar la presencia de Candidatus Liberibacter solanacearum en

plantas de campo e invernadero.

v' Cultivar in vitro plantas infectadas con el sindrome de punta morada de la

papa.

v' Evaluar bajo condiciones de invernadero el uso de antioxidantes para

atenuar el dafio ocasionado por el sindrome de punta morada de la papa.

Hipotesis
El uso de antioxidantes, proveen a las plantas mecanismos de defensa que
impiden el desarrollo de patdégenos, e inducen estrategias que permiten

establecer respuestas hacia el estrés.



Il REVISION DE LITERATURA

El cultivo de Solanum tuberosum L.

La papa (Solanum tuberosum L.) es un cultivo importante en todo el mundo, y
constituye en la actualidad el cuarto mas importante después del trigo, maiz y
arroz. En México es una de las hortalizas que se cultiva en todo el afio agricola,

producto que forma parte de los principales alimentos para el ser humano.

La FAOSTAD (2008), menciona que en México el consumo per capita de papa
es de 17 kg y ocupa el quinto lugar en importancia dentro de los principales

paises productores de papa.

Por su parte Estrada (2000), sefala que el cultivo es de gran valor alimenticio
debido a su alto contenido de aminoacidos esenciales, lo cual no es comUn en

las proteinas de otras plantas.

Este cultivo provee al menos 12 vitaminas esenciales, incluyendo altas
cantidades de vitamina C, minerales y también proporciona cantidades

significativas de hierro y carbohidratos (Bolafios, 2000).



La superficie sembrada de papa en Meéxico es de 65,617.05 ha, con una
produccion anual de 1°750,797.34 toneladas, que se destina al consumo
interno, un rendimiento promedio de 27.06 t ha™, con un valor estimado de
produccion de $7°762,137.76 (SIAP, 2007). No obstante, existen diversos
factores que limitan su rentabilidad, siendo los fitosanitarios los de mayor
importancia (Martinez et al., 2007). El cultivo se ve severamente afectado por
fitopatdgenos (Salazar; 1997), lo que provoca una serie de enfermedades que
afecta la rentabilidad del cultivo, entre las principales se encuentra el Sindrome
Punta Morada de la Papa (SPMP), Amarillamiento del Psilido (AP) y Zebra Chip

(ZC).

Al respecto, Cardenas (1989), hace énfasis en la problematicas que enfrenta el
cultivo de la papa que es la insuficiencia de semillas de buena calidad, la
transferencia de enfermedades por factores biéticos (fitopatdgenos), elevados
costos de importacion de semilla élite, transporte, almacenamiento vy

refrigeracion.

Hooker (1980) y Lecaros (1978), indican que la calidad fitosanitaria de la semilla
— tubérculo de papa es uno de los factores importantes para un buen

rendimiento.

Valdéz et al. (2009), mencionan que una gran superficie de papa es sembrada
con tubérculos pequefios o de mala calidad sanitaria que no se comercializaron,
lo cual trae como consecuencia, bajos rendimientos, una gran proliferacion de

enfermedades y sobre todo altos costos de produccién.
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Quifiones e lzquierdo (2002), mencionan que la produccion de semilla para
obtener un material de siembra con un alto grado de pureza varietal y calidad
fitosanitaria, requiere de una alta exigencia tecnoldgica, debido a que la papa
estd expuesta al ataque de hongos, bacterias, fitoplasmas, virus, viroides y
nematodos; estos patdogenos son los causantes de las enfermedades que
ocasionan grandes pérdidas del cultivo, como es el caso de la enfermedad

conocida como Sindrome Punta Morada de la Papa (SPMP).

Sindrome Punta Morada de la Papa (SPMP)

En los dltimos afios el cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) se ha visto
afectado por el sindrome punta morada, que es ocasionado por la bacteria
Candidatus Liberibacter solanacearum y/o por fitoplasmas disminuyendo la
calidad de los tubérculos al inducir la acumulacion de metabolitos
ocasionandoles un manchado interno que los hace inadecuados para la

industria.

Los sintomas que presentan la planta en campo son achaparramiento,
enrollamiento apical, entrenudos cortos, coloracién purpura en los foliolos,
clorosis, formacion de tubérculos aéreos, proliferacion de brotes axilares
engrosados en la base. En cosecha los tubérculos presentan cierto grado de
pardeamiento en la pulpa y producen brotes anormales o ningun brote (INIFAP,

2000).



Martinez et al. (2007), hacen énfasis en que los sintomas observados van a
depender de ciertos factores como: la variedad, el estado fenoldgico,
condiciones ambientales del cultivo, origen y tiempo de inicio de la infeccién, asi

como del tipo de érgano afectado.

Leyva et al. (2000), mencionan que la PMP es una enfermedad relacionada con
los fitoplasmas punta morada de la papa (potato puple top) miembro del grupo
16Srl (Aster yellow), el brote ahilado (potato hair sprout) situado en el
grupol6Srll (peanut WB). Lee et al. (2004), lo asocian al Columbia basin potato
purple top phytoplasma ubicado en el grupo Clover proliferacion subgrupoA
(16SrVI-A). Este sindrome también estd asociado a factores abidticos y a la
alimentacion por el psilido de la papa particularmente de ninfas que al succionar

la savia inyectan una toxina sistémica a la planta (Cranshaw, 2002).

La punta morada al igual que otras enfermedades produce desordenes
metabdlicos, que se reflejan en la disminucién de crecimiento de la planta, asi
como en el desarrollo, calidad y rendimiento de los tubérculos, estos
desordenes estan relacionados con la interaccion planta-fitoplasma y/o
Candidatus Liberibacter solanacearum y con la toxina que inyecta al

alimentarse el insecto vector Bactericera cockerelli.

La distribucion del problema se encuentra presente en menor o mayor grado
en las principales zonas productoras de papa del pais (Rubio et al., 2006). En
la region de Coahuila y Nuevo Ledn el problema de PMP como un factor

limitante del cultivo de papa. Durante el 2004 los rendimientos se redujeron de
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35 a 20 ton/ha, la calidad de la papa en cuanto a tamafio, manchado y freido se
vio severamente mermada (Flores-Olivas et al., 2004). Los intentos por reducir
los efecto de la enfermedad (calidad de tubérculos afectados) mediante
meétodos tradicionales como el combate quimico con frecuencia no logran
interferir en la expresion de la enfermedad, por otra parte el mejoramiento
genético en la actualidad no cuenta con fuentes de resistencia que permitan

reducir el dafio del problema (Flores-Olivas et al., 2004).

Niderhauser (1980), considera el problema como nutricional, también, como
dafio de Fusarium y de nematodos, enmascarando los sintomas con la

aplicacion de fertilizantes foliares.

Actualmente, esta comprobado cientificamente que la punta morada es
causada por la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum y por fitoplasma,
transmitidos Unicamente por chicharritas y psilidos como Bactericera cockerelli.
Los sintomas son; amarillez, clorosis con los bordes de las hojas moradas,
enchinamientos, achaparramiento, tubérculos aéreos y reduccién del
rendimiento debido a que los tubérculos no se desarrollan (Almeyda- Ledn,

2002).

La punta morada se presenta en la mayoria de las zonas productoras de papa,
independientemente de la temperatura, humedad relativa y dias nublados o con
sol. Lo unico que se requiere para que ésta enfermedad aparezca, es la

presencia de chicharritas y/o psilidos (Garcia, 1999).



El Amarillamiento del Psilido (AP) es ocasionado por la inyeccién de toxinas
durante la alimentacion del psilido Bactericera cockerelli Sulc (Severin, 1940;
Wallis, 1948; Liu et al., 2006), la PMP por fitoplasmas (Ramirez et al., 1978;
Cadena et al., 1986; Cadena, 1996; Cadena et al., 2003; Flores et al., 2004, Lee
et al., 2004; Garzon et al., 2005; Lee et al., 2006; Alarcon, 2007; Martinez et al.,
2007), y Zebra Chip (ZC) por Candidatus Liberibacter psyllaurous (Hansen et
al., 2008; Abad et al., 2009; Liefting et al, 2009). Los ensayos realizados por
diversos investigadores mencionan una asociacion del psilido B. cockerelli con
la presencia y diseminacién de las tres enfermedades antes mencionadas (AP,
PMP y ZC); por lo que para asegurar el rendimiento y la calidad de la
produccion, se han implementado practicas como el establecimiento de fechas
de siembra, eliminacion de focos de infestacion, uso de semilla-tubérculo sano,
de enemigos naturales y el uso intensivo de agroquimicos con la finalidad de
disminuir las poblaciones del psilido y en consecuencia reducir la incidencia de

las enfermedades (Avilés et al., 2003).

Candidatus Liberibacter

Las bacterias no cultivables (BNC) descritas mas recientemente se conocen
como Candidatus Liberibacter, y se les considera las mas importantes de todas
por su amplia distribuciéon en México y el grado de dafo que le causan a las

hortalizas como es el caso de la papa y el tomate.

Las bacterias agrupadas dentro del género Candidatus Liberibacter spp.,

colonizan el floema de sus plantas hospedantes y la dificulta para cultivarlas in
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vitro ha imposibilitado su ubicacion taxonémica y por tanto se mantiene bajo la
condicion de Candidatus, término que antecede al género y especie debido a
gue no se puede tener en una coleccion biolégica. La bacteria fue observada
por primera vez en 1970 afectando el floema de hojas de naranja (Lafleche y
Bove, 1970), enfermedad que en ese entonces se considero que era inducida
por un organismo tipo micloplasma (MLO). Mediante microscopia electronica de
transmision se determino que su tamafio era mucho menor a un micoplasma y
muy similar al de las bacterias, por lo que se le llamo organismo tipo bacteria
(BLO) (Garnier et al., 1984). Su caracterizacion bioquimica es nula dada la
dificultada para aislarla en medio de cultivo puro. La microscopia electronica y
técnicas citoquimicas, ha revelado que la bacteria Ca. Liberibacter, esta
rodeada por una membrana celular compuesta de peptidoglicano, tipica de las
gram negativas (Garnier et al., 1984). Después de comparar su secuencia de
nucleotidos con otras bacterias registradas en el GenBank, se propuso como
miembro de las Eubacteria. El analisis filogenético del gen 16S rRNA indica que
estas bacterias pertenecen al grupo de las Alphaproteobacterias donde se
encuentran otros miembros como Agrobacterium, Bartonella y Bradyhizobium,

entre otras (Jagoueix et al., 1994).

A finales del 2008 se reportaron nuevas especies de Ca. Liberibacter asociadas
a solanaceas, como tomate, chile y papa; se indica que el psilido Bactericera
cockerelli (Sulc), saltador de la papa, es el responsable de transmitir esta

bacteria (Liefting et al., 2008).

10



Candidatus Liberibacter solanacearum

En los ultimos afios se ha descrito en el sudoeste de EE.UU. un desorden en
papas para fritura que causa el oscurecimiento interno de los tubérculos crudos
y un color oscuro de las hojuelas. La decoloracion se muestra a menudo como
rayas o franjas y se ha usado el nombre comun de “hojuelas zebra chip” (ZC)
para describirla. La enfermedad ha sido asociada con el psilido de la papa
Bactericera cockerelli, pero recientemente se ha descrito un patégeno que se

sospecha esta asociado con el ZC (James y Munyaneza, 2009).

Morris et al. (2009), informaron de una especie nueva de Liberibacter, a la que
llamaron Candidatus Liberibacter psyllaurous y Candidatus Liberibacter
solanacearum, actualmente son considerados sin6nimos. Esta nueva especie
ocasiona la enfermedad llamada comunmente permanente del tomate, y posee
caracteristicas diferentes a las especies ya conocidas, pues infecta solamente
solanaceas: papa, tomate y chile, principalmente, ademas de haber sido hallado
en su supuesto vector, el psilido Bactericera cockerelli. El papel que juega el

psilido en su transmisién fue confirmado por Garzon-Tiznado et al. (2009).

Candidatus Liberibacter solanacearum es una bacteria no cultivable (BNC),
Gramm-negativa (Garnier y col., 1984, Jagoueix y col., 1994), que se aloja en
los vasos conductores de savia del floema de algunos géneros de plantas de la
familia de las rutaceas. Su tamafio varia de 350-550 x 600-1500 nm y un grosor

de 20-25 nm. Generalmente son cuerpos en forma de barras y pleomorficas
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durante su crecimiento (Batool et al., 2007). Tiene la capacidad de multiplicarse

en la hemolinfa y las glandulas salivales de su vector, B. cockerelli.

Entre los hospedantes cultivados de Ca. Liberibacter solanacearum, se
encuentran: Chile (Capsicum annuum), papa (Solanum tuberosum), tomate
(Lycopersicon esculentum), tomate de cascara (Physalis spp.) (Hansen et al.,

2008).

El vector de la enfermedad es el psilido, Bactericera cockerelli (Garzén et al.,
2009). Su transmision es circulativa. Se ha encontrado el patdégeno en los
huevecillos del psilido, lo cual deja abierta la posibilidad de que el patdgeno se

transmita a la descendencia de este insecto.

La forma de transmision del patégeno es persistente, y se puede realizar de un
dia para otro. De esta forma, el psilido adquiere el patdgeno de una planta
enferma en 15 a 30 minutos y puede transmitirlo al dia siguiente, también en

unos cuantos minutos.

Fitoplasmas

Los fitoplasmas son bacterias sin pared celular que se agrupan en la clase
Mollicutes, habitan en los tubos cribosos del floema y en raras ocasiones en
células del parénquima flematico de las plantas infectadas y causan
enfermedades en varias especies vegetales (Liefting et al., 2004). Los cuerpos

de estos fitopatdégenos contienen un enrejado fibrilar de hebras que se supone

12



son ADN y éareas con granulos semejantes a ribosomas, son los procariontes

mas pequenos capaces de autoreplicarse (Lee et al., 2000).

Al respecto Salazar (1996), menciona que los fitoplasmas son considerados
agentes causales de mas de 300 enfermedades en cientos de especies de
plantas (Chang, 1998), sin embargo, en la papa se han reportado varias
enfermedades producidas por estos organismos, tales como escoba de bruja
(WB), filodia de la papa (PP), marchites de la punta morada (PTW). En México,
Almeyda et al. (1999) y Leyva et al. (2002), registraron dos tipos diferentes de

fitoplasmas asociados con los sintomas de la PMP.

Entre los agentes causales de mayor incidencia de la PMP esta el fitoplasma
asociado con el Western aster yellows del Grupo I, con base en la clasificacion
internacional de fitoplasmas (Leyva et al., 2002; Salazar, 1997; Munyaneza et
al., 2005) y a su vector (Bactericera cockerelli), Los fitoplasmas en las plantas
presentan titulos muy bajos y su distribucién en el hospedante no es uniforme,
por lo que su identificacién y clasificacion requiere usar técnicas moleculares
(Levy et al., 1994; Lorenz et al., 1995; Bertaccini et al., 1996). Los fitoplasmas
se transmiten mediante insectos que se alimentan de la savia de las plantas

(Mc Coy et al., 1998).

Vectores

Los insectos, en particular los afidos son los vectores mas importantes de los

virus, mientras que las chicharritas son los principales vectores de fitoplasmas
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y/o Ca. Liberibacter solanacearum. Cada uno de estos patdégenos es transmitido
por via interna por una o unas cuantas especies de insectos, cuando éstos se
alimentan o desplazan de planta en planta. En todas las enfermedades en las
que el patégeno es transportado interna o externamente por uno O varios
vectores especificos, la dispersion del patégeno depende en gran medida o por

completo de su(s) vector(es).

Lee et al. (1998), sefalan que las especies de plantas que pueden ser
infectadas por un tipo de fitoplasmas en la naturaleza estan en funcion del
namero de insectos vectores que son capaces de transmitirlo. Hasta ahora los
vectores reconocidos de fitoplasmas son principalmente chicharritas, insectos
pertenecientes a las familias Cicadellide y Fulgoroidea que se alimentan de la
savia de las plantas y al hacerlo adquieren o inoculan a los fitoplasmas

(Martinez — Soriano et al., 2007).

En el cultivo de la papa se han reportado 12 especies de insectos vectores de
fitoplasmas; algunas especies son: Macrosteles orientalis, M. mascifrons, M,
striifrons, Scleroracus flavopictus, Orosius albicinctus y Alebroides dravidamus
(Maramorosch, 1998). Empoasca spp., Aceratagallia spp. y la especie
Bactericera cockerelli son vectores de fitoplasmas en México (Almeyda et al.,

2004; Garzon et al., 2004).

Los fitoplasmas son organismos que en relacion con su vector, son
considerados patdégenos transmitidos en forma persistente; por lo tanto

requieren de largos periodos de adquisicion. La gran mayoria son transmitidos
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en periodos de 2 a mas de 30 dias de adquisicién, aunque algunas variantes
del amarillamiento del aster pueden ser transmitidas entre 8 y 24 horas. En
todos los casos hasta ahora estudiados, los vectores de fitoplasmas requieren
de un periodo de incubacion (desde la adquisicion hasta la transmision)

(Salazar, 1996).

El psilido de la papa, Bactericera cockerelli, causa dafos a las plantas de papa
alimentandose en ellas y infectandolas con la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum. Esta bacteria es la culpable de la enfermedad conocida como
“hojuelas de cebra” (zebra chip). Este nombre se refiere a las rayas oscuras
que se forman dentro de los tubérculos cuando estos se cortan y preparan
como hojuelas de papas fritas. Los brotes de ZC causados por la alimentacion
de los psilidos han causado millones de délares en pérdidas para el sector de la

papa en EE.UU. y México (UCDavis, 2008).

Bactericera cockerelli Sulc.

La paratrioza o pulgén saltador (Bactericera cockerelli Sulc.) es una plaga que
se alimenta de la savia de las plantas hospederas, el insecto se reproduce
sexualmente y pasa por los estados de huevecillo, ninfa (cinco estadios) y
adulto, la duracién de cada estadio se muestra en el Cuadro 2.1, la temperatura

ideal para su desarrollo es a 23° C., ocasionando dos tipos de dafios:

1. Dafio directo: Es provocado por la inyeccion de una toxina, la cual es

transmitida anicamente por las ninfas. Esta toxina ocasiona que las plantas se

15



vean amarillentas y raquiticas, afectando el rendimiento y la calidad de frutos y

tubérculos.

2. Dafio indirecto: Es considerado méas importante que el dafio directo, ya que
es ocasionado por los fitoplasmas, los cuales son transmitidos tanto por las
ninfas como por los adultos. Estos son los responsables de las enfermedades
conocidas comiunmente como la punta morada de la papa en dicho cultivo y del

permanente del tomate en el cultivo de jitomate (CESAVEM, 2010).

El psilido tiene habitos migratorios, alcanzando vuelos de hasta 1.5 km de
altura. Se presenta con mayor incidencia en zonas agricolas de monocultivo de
papa, jitomate, tomate de cascara y chile, llegando a éstos desde cultivos de
otras regiones y sus hospedantes silvestres. En algunos lugares el insecto
desaparece durante el invierno, emigrando a grandes distancias en busca de

alimento (CESAVEM, 2010).

Cuadro 2.1 Duracién del ciclo biolégico de Bactericera cockerelli Sulc.

Estado/estadio Dias *
Huevo a Ninfa 1 5.50
Ninfa 1 a Ninfa 2 4.10
Ninfa 2 a Ninfa 3 3.60
Ninfa 3 a Ninfa 4 4.10
Ninfa 4 a Ninfa 5 3.60
Ninfa 5 a Adulto 6.10
Total 27

Fuente: CESAVEM, 2010
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Técnicas para el diagndstico de fitoplasmas

Regularmente los fitoplasmas en plantas infectadas se presentan en cantidades
muy bajas y su distribucion en el hospedero no es uniforme; por tal motivo, su
identificacion y clasificacion es dificil. Los métodos tradicionales de deteccién
de fitoplasmas usan la sintomatologia conocida asociada con la cepa en
cuestion, y la microscopia para localizar los organismos. Poghosyan y Lebshy
(2009) proponen que la microscopia electronica de barrido es una herramienta
para la deteccion de fitoplasmas en el floema de plantas infectadas por su alta
resolucién y por mostrar estructuras en tercera dimension aparte de ser una

técnica rapida y precisa.

Las pruebas serolégicas de ELISA (Ensayos Inmunoabsorbentes de Enzimas
Ligadas), permitieron la deteccion e identificacion de cepas de fitoplasmas
especificos, dando como resultado el reconocimiento de varios grupos y

subgrupos (Martinez — Soriano et al., 2007).

Actualmente, los sistemas de clasificacion basados en técnicas moleculares
han reemplazado a la taxonomia biolégica tradicional; como es la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR), que es una herramienta que permite una
deteccién rapida y sencilla con alto nivel de sensibilidad para el diagnostico de

plantas e insectos vectores (Lee et al., 1998; Seemuller et al., 1998).
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Defensa de las plantas ante el ataque de patégenos

En general, las plantas contrarrestan el ataque de los patdgenos ya sea
mediante caracteristicas estructurales que actian como barreras fisicas e
impiden que el patdbgeno penetre y se propague en ellas, o por medio de
reacciones bioquimicas que tienen lugar en sus células y tejidos, las cuales
producen sustancias toxicas para el patégeno o crean condiciones que inhiben

su desarrollo.

La primera linea de defensa de las plantas ante el ataque de los patégenos es
su superficie, la cual estos ultimos deben penetrar para causar infeccién.
Algunas defensas estructurales se encuentran ya en las plantas incluso antes
de que el patdgeno entre en contacto con ellas. Esas estructuras incluyen la
cantidad y la calidad de la cera y de la cuticula que cubren a las células
epidérmicas, la estructura de las paredes celulares de estas ultimas, el tamafio,
localizacion y forma de los estomas, lenticelas y por ultimo, la presencia en la
planta de tejidos protegidos por paredes celulares gruesas que obstaculizan el

avance del patégeno (Agrios, 1998).

En las plantas, algunos metabolitos como el acido salicilico y el peroxido de
hidrogeno estan involucrados en el establecimiento de resistencia sistémica
adquirida (RSA) para la activacion de genes de defensa y produccion de

barreras fisicas después del ataque de algun patégeno (Camarena et al., 2007).

Algunos autores reportan que la aplicacion exdégena de acido salicilico en

plantas infectadas por diversos patdgenos (virus, bacterias y hongos) induce la
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expresion de genes y promueve la resistencia (Murphy et al., 2001). También es
extenso el conocimiento sobre el efecto de la aplicacion exdégena de &acido
salicilico en diversas especies vegetales en procesos de productividad,
crecimiento, fotosintesis y actividad enzimatica en plantas expuestas a varios

tipos de estrés bioticos y abidticos (Hayat et al., 2009).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del lugar de trabajo

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo durante los afios 2009-
2011, y se dividio en dos fases: Laboratorio e invernadero.

La primera fase se realizd en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias-Campo
Experimental Saltillo (INIFAP-CESAL) ubicado en la Delegacion de la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) en Saltillo
Coahuila, México, que tiene una ubicacién geografica de 25° 26°11.86” latitud y
100° 55°26.02” de longitud, a 1577 msnm. y en los laboratorios de fitoquimica y
biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn, la cual tiene una ubicacion geografica de 25° 72°47"
latitud N 'y 100° 31°47" longitud E, a 512 msnm

La segunda fase se realiz6 en el invernadero de produccion de semilla de papa
del INIFAP-CESAL, con una ubicacion geografica de 25° 27" 55.2” latitud N y

101° 00°09.1" longitud O, a 1521.
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Material vegetal

Se utilizaron plantas de papa (Solanum tuberosum L.), variedad Vivaldi
positivas y negativas a Candidatus Liberibacter solanacearum, provenientes del
campo y del banco de germoplasma in vitro del laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y

Pecuarias.-Campo Experimental Saltillo (INIFAP-CESAL).

Para realizar la micropropagacion de las plantas infectadas con PMP, se
colectaron en campo en el municipio de Galeana, Nuevo Ledn, en el afio 2009,
diez muestras de plantas con sintomas de PMP, a estas muestras se les realiz6
una extraccion de ADN y un analisis de PCR, para verificar si realmente
estaban infectadas con la bacteria Ca. Liberibacter solanacearum, las técnicas

aplicadas para cada andlisis se mencionan a continuacion:

Deteccidn de Candidatus Liberibacter solanacearum

Extracciéon de ADN

Para poder realizar la deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum por medio de
la PCR, a las plantas colectadas se les realizo la extraccion de ADN siguiendo
el protocolo descrito por Almeyda (2007), que consistio en triturar 250 mg de
tejido en 2 mL de solucion 2-ME/CTAB precalentada a 65°C, con 3

mercaptoetanol a una concentracion de 0.2%, alrededor de 750 ml de la
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muestra macerada se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril y se
sometieron a incubacion durante 45 min (minutos) a 65 °C, después del periodo
de incubacion se agrego un volumen de sevag (cloroformo-alcohol isoamilico
24:1) y se centrifugo a 10,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente,
después se recupero la fase acuosa y se le agrego 1 volumen de sevag y
posteriormente se centrifugo a 10,000 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente, nuevamente se recupero la fase acuosa y se le agrego 0.5 volumen
de acetato de amonio (7.5 M), y se dejo 10 min en hielo y después se centrifugo
por 10 min a 14,000 rpm a temperatura ambiente. Para precipitar el ADN, al
volumen recuperado se le agrego 0.6 volumen de isopropanol y se dejo
precipitar toda la noche a temperatura ambiente. Después de la precipitacion se
centrifugo a 10,000 rpm durante 20 minutos y después se elimino el
sobrenadante, el precipitado se lavo dos veces con etanol al 70% frio
(centrifugando a 10,000 rpm durante 15 min), el precipitado se seco a
temperatura ambiente y se re suspendiéo en 100 pL de agua mQ estéril y se

almacend a 4°C hasta su uso.

Deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum. por medio de PCR

El ADN de las diez plantas colectadas fue sometido a la deteccion de Ca.
Liberibacter solanacearum con la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), siguiendo el protocolo descrito por Almeyda, 2007-, en el
cual se utlizaron el par de iniciadores Lpl6S-1F/Lpl6S-1R: (5'-

CTGATCATGGCTCAGAACGA-3'/5-CGGCGAAAGAGCTTTACAAC-3"), que
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amplifican un fragmento de aproximadamente 400 pb del gen que codifica para
el RNA ribosomal 16S de Ca. Liberibacter solanacearum.

La reaccion de PCR se prepar6 en un tubo Ependorf con un volumen final de 25
ML que contenia: Buffer de reaccion 1X, MgCl, 2 mM, dNTP's 200 uM,
Iniciadores 0.5 uM, Taq Polimerasa 1.5 U y 50 ng de ADN. Las reacciones de
amplificacion se realizaron en un termociclador (Px2 Thermal cycler) y las
condiciones de amplificacion fueron: Un ciclo a 94°C por 2 min; 35 ciclos a 94°C
por 1 min, 60°C por 1 min y 72°C por 1 min y un ciclo final a 72°C por 10 min.
Las muestras de PCR se fraccionaron en geles de agarosa al 1.5 %, se tifieron
con bromuro de etidio (0.5 pug por ml de buffer) y se visualizaron bajo luz

ultravioleta.

Establecimiento del experimento

Fase I: Multiplicacién in vitro de las plantulas de papa

Como material vegetal para el experimento se micropropagaron vitroplantas
positivas y negativas a Ca. Liberibacter y a fitoplasmas bajo el esquema
descrito por Espinoza (1985) y Villavicencio et al (2009), seleccionando
segmentos de tallo y yema (explantes), que fueron establecidos en envases de
polipropileno con medio semisélido Murashige y Skoog (1962), que consto de
los siguientes compuestos organicos por litro: sacarosa 30 g, glicina 2mg,
tiamina 0.10mg, mio-inositol 100 mg y como agente gelificante: Agar (6 g). A

cada envase se le colocaron 25 explantes los cuales fueron incubados a 25 + 2
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°C, con un fotoperiodo de 16 h luz, y una intensidad luminica de 4000 lux. Se

efectuaron 5 etapas de micropropagacion exponencial de dichos explantes.

Fase II: Establecimiento en invernadero (Segunda fase)

Para poder someter a aclimatacion las vitroplantulas, se siguié el protocolo de
Villavicencio et al. (2009) en el cual mencionan que para poder aclimatar una
vitroplanta, esta tiene que tener una altura de 5 a 7 cm, con raices bien
formadas y por lo menos tres hojas verdaderas. A los 30 dias de edad la
mayoria de las vitroplantas presentaron las caracteristicas antes mencionadas,
a estas se les extrajo de sus contenedores, para posteriormente ser lavadas
con abundante agua para eliminar del sistema radicular los restos del medio de
cultivo y evitar su contaminacion en el sustrato. Se acomodaron en papel
hamedo y se llevaron al invernadero, para su transplante, se transfirieron a
suelo utilizando un sustrato esterilizado que se coloco en charolas de
polipropileno de 72 cavidades acondicionadas con un domo. Se establecieron
72 plantas/contenedor. Como sustrato para el enraizamiento se utilizo peat
moss y agrolita en una relacién 2:1, durante este proceso se cuidaron los
factores que controlan el ambiente de crecimiento, como la temperatura del
invernadero y se aplicaron riegos por nebulizacién periédicamente con una
solucion nutritiva, las plantas se colocaron en un minitunel cubierto de Agribén,

como se muestra en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Aclimatacion in vivo de vitroplantas de papa (Solanum
tuberosum) en sustrato estéril, bajo condiciones de
invernadero. INIFAP-Campo Experimental Saltillo (CESAL),
Ciclo P-V 2010.

Este procesos se realizo durante 20 dias que fue el periodo en que las
vitroplantas desarrollaron tres yemas axilares y hojas bien desarrolladas,
posteriormente estas fueron transplantadas en macetas (16 cm de ancho por 12
cm de profundidad) en una mezcla 2:1 de “peat moss” y agrolita v/v y con un
peso conocido como substrato (Figura 3.2). Las plantas se mantuvieron con

temperatura de 14-26°C bajo fotoperiodo natural.

Se realizaron las labores necesarias como riego aporques y fertilizacion
hasta alcanzar el tiempo y madurez requerida la cual duro 120 ddt. En el
desvare se taparon los tubérculos para evitar en lo posible su deshidratacion,
después de quince dias se procedié a cosechar, esta se realizo de manera

manual.
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Figura 3.2 Trasplante de plantulas de papa (Solanum tuberosum) in vivo,
después de aclimatacién en sustrato estéril bajo condiciones
de invernadero. INIFAP-Campo Experimental Saltillo (CESAL),
Ciclo P-V 2010.

Tratamientos evaluados

Los antioxidantes o sefializadores evaluados fueron; &acido dehidroascorbico
(600 ppm), acido ascorbico (600 ppm) y peréxido de hidrogeno (1mM). La
aplicacion de los productos se realizé con una aspersora manual Cybor, con
capacidad de 2 L, esta cuenta con una boquilla de aspersion regulable, en cada
planta se asperjaron 20 mL del producto a evaluar, las aplicaciones se
realizaron dos veces por semana a partir de los 20 dias después del trasplante
(ddt) hasta cosecha, realizando un total de 32 aplicaciones durante el desarrollo
del cultivo, los testigos positivos y negativos se asperjaron con 20 mL/planta de
agua destilada, en todos los tratamientos se homogenizo el pH a 5.7 (Cuadro

3.2).
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Cuadro 3.2 Tratamientos evaluados con tres antioxidantes diferentes,

en plantas de papa (Solanum

infectadas con sindrome de la punta morada.

tuberosum L.) sanas e

No.
Tratamiento

Estado de la planta

Antioxidante

Cantidad/Lt.

1

2

3

10

11

12

13

14

15

16

Plantas con PMP

Plantas con PMP

Plantas con PMP

Plantas con PMP

Plantas sana+psilidos
Plantas sana+psilidos
Plantas sana+psilidos
Plantas sana+psilidos
Plantas con PMP+psilidos
Plantas con PMP+psilidos
Plantas con PMP+psilidos
Plantas con PMP+psilidos
Plantas sanas

Plantas sanas

Plantas sanas

Plantas sanas

Acido ascorbico
Acido dehidroascorbico
Perbxido de hidrogeno
Sin antioxidante
Acido ascorbico
Acido dehidroascorbico
Peréxido de hidrogeno
Sin antioxidante
Acido ascorbico
Acido dehidroascorbico
Perbxido de hidrogeno
Sin antioxidante
Acido ascorbico
Acido dehidroascorbico
Perbxido de hidrogeno

Sin antioxidante

600 ppm
600 ppm

1mM

600 ppm
600 ppm

1mM

600 ppm
600 ppm

1 mM

600 ppm
600 ppm

1 mM
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Variables evaluadas

A partir de la primera aplicacion de los tratamientos, la cual se realizo a los 20
ddt, cuando la planta tenia 50 dias de edad se empezaron a evaluar las

siguientes variables:

Longitud de la planta

Para determinar el efecto de los tratamientos, durante todo el ciclo del cultivo a
partir de los tres dias después de la primera aplicacion de los tratamientos, se
empezd a medir la longitud de la planta, esta medicion se realizo desde el
cuello de la planta hasta la axila de la hoja mas joven, esta se midié con una
regla graduada de 50 cm, posteriormente las mediciones se realizaron cada 3

dias hasta llegar al desvare, para la preparacion de la etapa de cosecha.

Numero de hojas

A los 23 ddt se empezé a evaluar el nimero de hojas simples, mediante
observacién, el nimero de hojas se contabilizo a partir de la tercer hoja
desarrollada para posteriormente contabilizar hasta desvare, con un total de 32

evaluaciones.

NUmero de foliolos

A los 40 ddt la planta empieza a desarrollar los foliolos, por esta razon a esa
edad se evalu6 el numero de foliolos por planta, partiendo del tercer hasta el

altimo foliolo que se encuentra en el apice de la planta, ya que los primeros tres
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foliolos se cubren en el aporque, esta evaluacion se realiza por medio de

observacion.

NUmero de tubérculos

La cosecha de tubérculos se realizo a los 120 ddt, en esta etapa se contabilizo
el numero de tubérculos que se obtuvieron por planta, cada tubérculo se marco
para realizar otras mediciones, después de haber marcado los tubérculos, se
sumo la cantidad total que se obtuvo por tratamiento, para posteriormente ser

analizado estadisticamente.

Diametro polar y ecuatorial

Después de haber contabilizado los tubérculos durante la cosecha, los mini
tubérculos fueron separados de acuerdo a su categoria dimétrico, esta

evaluacion se realizo con la ayuda de un vernier digital (Figura 3.3)

Figura 3.3 Vernier electrénico, que se utilizé para la determinacion de los
didmetros polares y ecuatoriales de los minitubérculos. de
papa (Solanum tuberosum) en sustrato estéril, bajo
condiciones de invernadero. INIFAP-Campo Experimental Saltillo
(CESAL), Ciclo P-V 2010.
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Peso de los tubérculos

Cada tubérculo se peso en una balanza analitica, para determinar la cantidad

de biomasa obtenida por tratamiento.

Tipo de brote del tubérculo

A los 30 dias después de la cosecha (ddc), se empezaron a observar los brotes
de la mayoria de los tubérculos cosechados, por lo tanto se empez6 a
contabilizar el tipo de brote emergido, tomando en cuenta dos tipos de brote

(normales y ahilados)

Porcentaje de pardeamiento de los tubérculos

Para esta variable se tomaron 5 tubérculos por tratamiento los cuales
representaban un 100% en cada tratamiento, estos se partieron a la mitad y se
observo si presentaban o no pardeamiento, para posteriormente sacar el

porcentaje por tratamiento.

Disefio experimental

Se utilizo un disefio experimental de bloques completamente al azar con arreglo

factorial.

El experimento consté de cuatro bloques, cada bloque con cuatro tratamientos.
Cada tratamiento const6 de tres plantas con tres repeticiones por tratamiento,

considerando el siguiente modelo estadistico:
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Yik=p+ ai + Bj+ (af)j+ Eix

Donde:

Yix = Variable de respuesta

u - Efecto de la media general.

ai= Efecto verdadero del i-ésimo tipo de hospedante.

Bj= Efecto verdadero del j-ésimo tipo de antioxidantes.

(ap)ij=Efecto verdadero de la interaccion del i-ésimo tipo de hospedante y el j-

ésimo tipo de antioxidante.

Eijk= Error experimental en la ijk-ésima unidad experimental.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de cada variable medida se llevo a cabo con el paquete
estadistico SAS version 6.0 (1989) con un nivel de confianza de 95-99 %, con
un ANOVA y una prueba de comparacién de medias con Tukey 0.05 para los

tratamientos con diferencias significativas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase |

Deteccion de C. Liberibacter solanacearum

El par de iniciadores Lp16S-1F/Lp16S-1R, utilizados en la técnica de PCR son
especificos para detectar a la bacteria Ca. Liberibacter solanacearum. Las 10
muestras de papa provenientes de campo fueron analizadas resultando
positivas a esta bacteria y amplificaron un fragmento esperado de un tamafo
aproximado de 400 pb, el cual codifica el RNA-ribosomal 16S de Ca.
Liberibacter solanacearum. Las plantas positivas a Ca. Liberibacter
solanacearum se propagaron in vitro (Figura 4.4) y fueron utilizadas como

material vegetal positivo en este trabajo.
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Figura 4.4 Multiplicacién in vitro a partir de una planta madre de papa var.
Vivaldi sintomética a PMP proveniente de campo, y positiva a
Ca. Liberibacter solancearum. a) planta sintomatica de PMP
con tubérculos aéreos, entrenudos cortos y engrosados; b)
Multiplicacion in vitro de plantulas provenientes de plantas con
PMP en envases de polipropileno con medio de cultivo MS.

De las plantulas desarrolladas in vitro, se obtuvieron 625 vitroplantas a partir de
plantas provenientes de campo que resultaron positivas a Ca. Liberibacter
solanacearum. La tasa de multiplicacibn fue de 5 brotes/explante; que
representa una relacion de 1:5, esta tasa de multiplicaciéon es semejante a la
reportada en laboratorios comerciales y de investigacion (Lépez, 1999), lo cual

se considera aceptable.

Los resultados del andlisis por PCR de las vitroplantas, indican que mas del
87% de las vitroplantas analizadas fueron positivas a Ca. Liberibacter

solanacearum, como se observa en la Figura 4.5, donde se puede ver que

33



dentro de las 17 muestras evaluadas, solo una resulto negativa a este
patdbgeno. Estos resultados demuestran que la bacteria Ca. Liberibacter
solanacearum, se puede transmitir en un alto porcentaje por medio del cultivo in
vitro; estos resultados concuerdan con Sanchez- Rojo, que en el 2010 obtuvo
una transmision del 70% con fitoplasmas en la variedad Alpha. De igual manera
estos resultados concuerdan con lo reportado por otros autores, que indican
que los patdgenos vasculares pueden transmitirse mediante propagacion in
vitro, ya que reportan la deteccion de fitoplasmas en clones sintomaticos y

asintomaticos de papa var. Alpha mediante la técnica de PCR anidada (Alarcon-

Rodriguez et al., 2009).

A

7 8 9 101 12 13 14 15 16 17 18

Figura 4.5 Productos de amplificacion mediante PCR utilizando los
iniciadores Lp16S-1F/Lp16S-1R y DNA de plantas de papa var.
Vivaldi desarrolladas in vitro con sintomas de PMP y planta
sana. A. Carriles 1, 3, 4, 5 y 6: Plantas de papa var. Vivaldi
desarrolladas in vitro a partir de plantas sintomaticas a PMP
colectadas en campo, carril 2: Planta sana. B. Carriles del 7-
17: Plantas de papa var. Vivaldi desarrolladas in vitro a partir
de plantas sintomaticas a PMP colectadas en campo,
indicando la presencia de C. Liberibacter solancearum en las
muestras, Carril 18: Testigo positivo.



Cuadro 4.3 Comparaciéon de medias de Altura foliar, Namero de hojas, Numero de foliolos, obtenidas
durante el desarrollo del cultivo de Solanum tuberosum L. bajo condiciones de invernadero al

aplicar diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO AF NH NF
(cm)

T1= Ac. Dehidroascorbico/Plantas enfermas 40.55 a 14.44 a 43.33 a
T2= Ac. Ascorbico/planta enferma 29.00 de 10.88 def 32.77 efg
T3= Peroxido de hidrogeno/plantas enfermas 34.77 bc 12.00 cde 36.77 cde
T4= Sin antioxidantes/plantas enfermas 28.11e 10.44 efg 31.55 fgh
T5= Ac. Dehidroascorbico/plantas sanas + psilidos 26.77 ef 9.77 fg 30.44 fgh
T6= Ac. Ascorbico/plantas sanas + psilidos 36 bc 11.88 cde 36.44 cde
T7= Peroxido de hidrogeno/plantas sanas + psilidos 39.11 ab 14.44 a 42.44 ab
T8= Sin antioxidantes/plantas sanas+psilidos 36.33 abc 13.11 abc 36.89 cde
T9=Ac. Dehidroascorbico/Plantas enfermas+psilidos 25.66 efg 9.66 fg 30.33 fgh
T10=Ac. Ascorbico/planta enferma+psilidos 33.22 cd 11.55 cde 34.77 def
T11=Peroxido de hidrogeno/plantas enfermas+psilidos 35.88 bc 12.44 bcd 37.78 bcd
T12= Sin antioxidantes/plantas enfermas+psilidos 21.44 g 8 h 25.221i
T13=Ac. Dehidroascorbico/plantas sanas 23.66 fg 8.88 gh 27.55 hi
T14=Ac. Ascorbico/plantas sanas 38.44 ab 13.66 ab 40.44 abc
T15=Peroxido de hidrogeno/plantas sanas 35.77 bc 13.11 abc 37.77 bcd
T16=Sin antioxidantes/plantas sana 24.88 efg 9.49 fgh 29.331i
Nivel de Significancia. b b *
Media 31.83 11.48 34.61
Coeficiente de Variacion 8.37 8.52 8.25

AF= Altura foliar; NH=NUmero de hojas; NF= Numero de foliolos; **= Altamente Significativo (0.01 % de probabilidad); *=

Significativo (0.05 % de probabilidad); NS= Nivel de Significancia; CV= Coeficiente de Variacion (porcentaje).
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Cuadro 4.4 Comparacion de medias de Numero de tubérculos, Diametro polar y ecuatorial de los
tubérculos y peso total del tubérculo, obtenidos durante la etapa de cosecha de Solanum
tuberosum L. bajo condiciones de invernadero al aplicar diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO NT DPT DET PT
(cm) (cm) (gr)

T1= Ac. Dehidroascorbico/Plantas enfermas 12d 0.86Db 1.19bcd 0.67 bc
T2= Ac. Ascorbico/planta enferma 15c¢c 0.78bc 1.07c 0.52c
T3= Peroxido de hidrogeno/plantas enfermas 18 b 0.68bc 0.93 cd 0.34 cd
T4= Sin antioxidantes/plantas enfermas 6 d 0.88ab 1.27 bc 0.97b
T5= Ac. Dehidroascorbico/plantas sanas + psilidos 0 0 0 0
T6= Ac. Ascorbico/plantas sanas + psilidos 0 0 0 0
T7= Peroxido de hidrogeno/plantas sanas + psilidos 0 0 0 0
T8= Sin antioxidantes/plantas sanas+psilidos 0 0 0 0
T9=Ac. Dehidroascorbico/Plantas enfermas+psilidos 0 0 0 0
T10=Ac. Ascorbico/planta enferma+psilidos 0 0 0 0
T11=Peroxido de hidrogeno/plantas enfermas+psilidos 0 0 0 0
T12= Sin antioxidantes/plantas enfermas+psilidos 0 0 0 0
T13=Ac. Dehidroascorbico/plantas sanas 14 c 1.07 a 1.51 bc 1.1 ab
T14=Ac. Ascorbico/plantas sanas 18 b 1.03 a 1.53 ab 1.07 ab
T15=Peroxido de hidrogeno/plantas sanas 27 a 1.32 a 1.8 a 1.97 a
T16=Sin antioxidantes/plantas sana 11 cd 1.33a 1.88 a 1.93a
Nivel de Significancia. b * * *
Media 7.56 0.49 0.70 0.53
Coeficiente de Variacion 39.75 50.38 29.53 30.69

NT= Numero de tubérculos; DPT= Diametro polar de los tubérculos; DET= Diametro ecuatorial de los tubérculos; PT= Peso
de tubérculos; **= Altamente Significativo (0.01 % de probabilidad); *= Significativo (0.05 % de probabilidad); NS= Nivel de

Significancia; CV= Coeficiente de Variacion (porcentaje).
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Altura foliar

Las plantas infectadas con Ca. Liberibacter solancearum, presentaron algunos
sintomas que han sido reportados bajo condiciones de campo (entrenudos
cortos y engrosados en la base del tallo, desarrollo de minitubérculos vy

pigmentacion cloritica de los foliolos apicales).

En las 14 fechas de monitoreo se observaron diferencias de sintomas entre los
tratamientos con infestacidn y sin infestacion con psilidos. En el tratamiento con
Acido dehidroascérbico se observo un efecto en la inhibicion del desarrollo
foliar. Se observé diferencia altamente significativa entre tratamientos para la

altura foliar (Cuadro 4.3).

El T1 (Ac. Dehidroascorbico a 600 ppm), generd una respuesta positiva en las
plantas enfermas con PMP sin infestacion con psilidos, obteniendo un promedio
de altura de 40 cm, a la etapa de cosecha sin embargo, en el T5, donde se
aplicé este antioxidante en plantas sanas y posteriormente se infesté con
psilidos, no se obtuvo una buena respuesta en el desarrollo foliar, ya que el
promedio de altura de las plantas fue de 26 cm, lo mismo ocurrié cuando se
aplicé este antioxidante en plantas enfermas con psilidos (T9), registrandose en

este tratamiento una altura promedio de las plantas de 25 cm (Figura 4.6).

37



B
o

w
w

N W
o O

)
v O

ALTURA DE LA PLANTA (cm)

[
0 O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
TRATAMIENTOS

Figura 4.6 Comportamiento de los dieciséis tratamientos evaluados
dependientes de la variable Altura Foliar (AF), de acuerdo a
las medias obtenidas en el analisis estadistico (SAS, 2001).

Cuando se aplicé el acido ascoérbico (T14) en plantas sanas sin psilidos se
obtuvo una altura promedio de las plantas media de 38 cm, similar al del T1, lo
mismo ocurre con el peréxido de hidrogeno (T7) al aplicarlo en plantas sanas
pero infestadas con psilidos, con una altura promedio de 39 cm; respuesta
similar a la observada en el T1; por lo que se puede establecer que los tres
antioxidantes dan resultados positivos con respecto a la variable de altura foliar,
pero bajo diferentes condiciones. El ac. dehidroascorbico funciona al aplicarlo
en plantas enfermas pero sin psilidos, el Peroxido de hidrogeno favorece el
desarrollo foliar en plantas sanas y con posterior infestacion de psilidos y el

acido ascorbico solo funciona al aplicarlo en plantas sanas (Figura 4.6).
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Numero de hojas

Los resultados observados en el nUmero de hojas por planta son similares a los
obtenidos en la altura foliar, los tratamientos con mayor promedio del niUmero
de hoja fueron el T1 con un promedio de 14.4 hojas/planta, seguido del T7 con
un valor promedio de hojas igual que el T1, es decir, de igual manera que en la
altura foliar, tanto el &cido dehidroascorbico como el perdxido de hidrogeno
presentaron los mejores resultados pero bajo diferentes condiciones, el Ac.
Dehidroascorbico funciond bien aplicandolo a plantas ya enfermas de PMP,
mientras que el perdxido de hidrogeno genero el mismo resultado pero en
plantas sanas con la presencia de los insectos vectores de la PMP (psilidos),
por otra parte, el T14 también presentd buenos resultados con una diferencia
minima a la de los dos tratamientos anteriores, como ocurrid en la variable
altura foliar,-ya que obtuvo un promedio de 13.6 hojas por planta, esto ocurre

cuando se aplica acido ascorbico en plantas sanas (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Comportamiento de los dieciséis tratamientos evaluados
dependientes de la variable Numero de Hojas (NH), de
acuerdo a las medias obtenidas en el andlisis estadistico
(SAS, 2001).

NUmero de foliolos

Se observaron diferencias significativas entre tratamientos para la variable
namero de foliolos (Figura 4.8), Los mejores resultados se obtuvieron en el T1,
el cual presento una media de 43.3 foliolos/planta, seguido del Tratamiento 7,
con un promedio de 42.4 foliolos/ planta, lo que indica que estos dos
tratamientos tuvieron un comportamiento similar, seguidos por el T14, el cual
alcanzé un promedio de 40.4 foliolos/planta, estos resultados son similares a los
generados en las primeras dos variables antes mencionadas, en donde los

mejores tratamientos fueron el T1, T7, y el T14, por lo tanto, para las primeras
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tres variables (AF, NH y NF), estos tres tratamientos son los mas eficientes para

atenuar la expresion sintomatica de la punta morada de la papa.

NUMERO DE FOLIOLOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
TRATAMIENTOS

Figura 4.8 Comportamiento de los dieciséis tratamientos evaluados
dependientes de la variable Niumero de Foliolos (NF), de
acuerdo a las medias obtenidas en el andlisis estadistico
(SAS, 2001).

Numero de tubérculos

Para el numero de tubérculos se obtuvieron diferencias altamente significativas
entre tratamientos, es importante sefialar que de los 16 tratamientos evaluados,
solo ocho presentaron tubérculos, ya que los cuatro restantes a los cuales se
realizé la infestacién con psilidos no llegaron a cosecha debido a la presencia
de estos insectos que terminaron por matar a la planta. Por otra parte, los
tratamientos que no fueron infestados con psilidos generaron una respuesta

positiva en relacibn al namero de tubérculos, siendo el T15 (aplicacion de
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peréxido de hidrogeno en plantas sanas) el que obtuvo mayor numero de
tubérculos (27), con una diferencia del 66% con el T3 y T14, que obtuvieron un
total de 18 tubérculos con una diferencia del 34% con respecto al T15, que en
este caso fue el tratamiento que favorecié el rendimiento en plantas sanas a
diferencia del T3 que fue el que obtuvo un buen rendimiento con plantas
enfermas (Figura 4.9), cabe mencionar que tanto en plantas sanas como
enfermas el perdéxido de hidrogeno ayudo a generar un buen rendimiento de
tubérculos. En los tratamientos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, y 12 no se registré ningun
tubérculo, esto pudo deberse a la alta colonizacién de psilidos, a los cuales no
se les realiz6 ningun control posterior a su infestacion, ocasionando la muerte

de la planta antes de llegar a cosecha (Figura 4.10).

EFECTO DE ANTIOXIDANTES EN LA PRODUCCION DE
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Figura 4.9. Comportamiento de los dieciséis tratamientos evaluados
dependientes de la variable NOmero de Tubérculos (NT), de acuerdo
a las medias obtenidas en el analisis estadistico (SAS, 2001).
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Figura 4.10 Plantas de papa var. vivaldi desarrolladas en invernadero a)
plantas sanas con 60 dias de edad; b) plantas de papa enfermas
de PMP colonizadas con psilidos vectores de PMP; c¢)
Colonizacién de psilidos con la presencia de huevecillo y ninfas
en desarrollo, infestando los foliolos de la planta de papa var.
Vivaldi, bajo condiciones de invernadero. INIFAP-Campo
Experimental Saltillo (CESAL), Ciclo P-V 2010.

Por otra parte, la diferencia entre los tratamientos fue altamente significativa
encontrando que para AF, NH y NF el mejor tratamiento fue el T1 (Plantas
enfermas + Ac. dehidroascorbico), sin embargo para NT el T15 (Plantas sanas,
sin Psilidos con peréxido de hidrégeno) fue el que mejor funciono. Estos
resultados indican que los antioxidantes inducen cambios morfolégicos y
fisiolégicos en las plantas lo que les ayuda a generar respuesta de defensa para

atenuar la expresion sintomatica de la PMP.

El estudio de la naturaleza, funcion y modo de accion de los agentes causales

de la PMP como patdégenos de diversos cultivos vegetales es muy dificil ya que
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a la fecha no existen métodos de aislamiento y cultivo para su experimentacion
sobre métodos de control. La estrategia basica de prevencidon consiste en la
eliminacidon de las plantas que presenten sintomas y aplicacion de insecticidas
para controlar la presencia de los insectos vectores. Un método auxiliar para
incrementar la eficiencia de estas medidas de control consiste en la reduccion
del potencial de infeccion e incremento en la resistencia o tolerancia de las
plantas a estos organismos, ya que la eliminacion del patdégeno hasta el
momento no ha sido posible con ningan tratamiento. Por ello este trabajo se
enfoco a la aplicacion de Acido ascorbico, dehidroascorbico y peroxido de
hidrogeno en la induccién de tolerancia al estrés bidtico por los factores

causantes de la PMP, para incrementar la productividad del cultivo de papa.

Algunos de los sintomas tipicos de la infeccion por agentes causales de la PMP
en campo (INIFAP, 2000; Martinez-Soriano et al., 2007; Secor et al., 2006) no
se presentaron en invernadero, dichos sintomas fueron: pigmentacion cloritica
de los foliolos apicales, brotacion en la parte aérea del tallo y brotes ahilados en
los tubérculos. Posiblemente esto sintomas ademas de estar asociados al
ataque de PMP, también estén relacionados con factores abiéticos que se dan
en el ambiente, los cuales no se presentan en el invernadero ya que las
condiciones son controladas, esto concuerda con lo reportado por Sanchez-
Rojo (2010), quien encontro los mismos resultados pero en la variedad Alpha al

aplicar Ac. Indolacetico.
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V. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos en esta investigacion se puede concluir

que:

» EIl Ac. Dehidroascorbico en una concentracion de 600 ppm aplicado en
plantas infectadas con PMP, aumenta la acumulacion de biomasa al
incrementar la altura foliar, el numero de hojas y de foliolos en plantas

enfermas con PMP y reduce el dafio producido por la enfermedad.

> El perdxido de hidrogeno a una concentraciéon de 1 mM, incrementa la
acumulacion de biomasa al aumentar la altura foliar, asi como el nimero
de hojas y de foliolos en plantas sanas y posterior infestacion con
psilidos, sin embargo, al incrementarse el numero de psilidos la
proteccion de la planta se reduce, esta puede morir y no llegar a

cosecha.

» ElI Ac. Ascorbico a una concentracibn de 600 ppm, aumenta la
acumulacion de biomasa al incrementar la altura foliar, el numero de
hojas y de foliolos en plantas sanas, pero no confiere proteccién en

plantas con PMP.
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» Se puede inferir que la aplicacion de cualquiera de los tres antioxidantes
evaluados (Ac. Ascorbico, Dehidroascorbico y Peréxido de Hidrogeno),
en fases tempranas de desarrollo del cultivo de papa, es fundamental

para estimular la capacidad de defensa de la planta al ataque de la PMP.

» Con base en los resultados obtenidos, se puede inferir que la mejor
combinacion a nivel de campo seria la utilizacidon del peroxido de
hidrogeno, combinado con aplicaciones de insecticidas, ya que en este
trabajo proporcionaron mayor proteccion de la planta a la PMP y se

obtiene un mayor niumero de tubérculos sin manchado interno.
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VI. RESUMEN

La produccién de papa es una actividad econdmica importante en la agricultura
de México. Aunque, existen factores que limitan su rentabilidad, como es el
Sindrome de Punta Morada (SPM). Este problema se presenta en las
principales zonas paperas de México disminuyendo el rendimiento y calidad
comercial de semilla-tubérculo en un rango de 30 a 95%. Partiendo de esta
problemética, el objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia de tres
antioxidantes para reducir el dafio causado por este sindrome, por lo que
plantas in vitro sanas e infectadas con PM, de 30 dias de edad se trasplantaron
en macetas (16x12cm de profundidad) en una mezcla 2:1 de “peat moss” y
agrolita v/v. El disefio utilizado fue de bloques al azar con arreglo factorial. El
experimento consto de dieciséis tratamientos, cada uno consto de 3 tres
repeticiones con tres unidades experimentales por repeticion. Los sefializadores
y/o antioxidantes evaluados fueron acido dehidroascorbico (600ppm), acido
ascorbico (600ppm), peroxido de hidrogeno (1mM), y sin aplicacion de
antioxidantes. La aplicacion de los productos se realizo dos veces por semana.
Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos, generando una
respuesta positiva en el nimero de tubérculos producidos, el peréxido de
hidrogeno en plantas sanas, fue el que obtuvo el mayor nimero de tubérculos,
con una diferencia del 66% con respecto al peréxido de hidrégeno aplicado en
plantas infectadas de PM y &cido dehidroascoérbico en plantas sanas, con una
diferencia del 34% con respecto al tratamiento sin antioxidantes en plantas
sanas. El tratamiento del peréxido de hidrégeno en plantas infectadas, fue el
que obtuvo mayor rendimiento en relacibn a los otros tratamientos que
incluyeron plantas enfermas. Este tratamiento, tanto en plantas sanas como
enfermas, genero una buena produccién de tubérculos. Con estos resultados,
se puede inferir que el mejor tratamiento en campo, seria la aplicacion de

peréxido de hidrogeno, combinado con aplicaciones racionales de insecticidas.
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