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RESUMEN

El siguiente estudio se desarrollé durante el ciclo primavera-verano del afio 2016,
bajo un invernadero experimental de mediana tecnologia, perteneciente al
departamento de Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en
Saltillo, Coahuila. El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de extractos
vegetales en calidad de elicitor o inductor de resistencia a estrés hidrico sobre el
cultivo de tomate (Solanum lycopersicum). Se evalué Unicamente el efecto de este
producto sobre la variedad de tomate Rio Grande. El experimento se establecio
mediante un disefio completamente al azar y fue constituido por un testigo absoluto,
un tratamiento con la aplicacion del déficit hidrico mas la aplicacion del elicitor y un
testigo para el déficit hidrico. Cada tratamiento estuvo compuesto por 20
repeticiones, de los cuales se eligieron 5 repeticiones al azar, para la obtencion de
muestras foliares durante 7 muestreos realizados a los 15, 24, 27, 28, 29, 20 y 21
dias después del trasplante (DDT). Estos tejidos foliares fueron sometidos
posteriormente a una serie de analisis bioquimicos, donde se cuantificaron los
niveles de clorofila a, b, total y la relacion clorofila a/b. También se analizé la
actividad de las enzimas peroxidasa y fenilalanina amonioliasa y los contenidos de
fenoles y prolina, esto con la finalidad de relacionarlos con la manifestacion de
resistencia a estrés hidrico. Los estudios determinaron que la actividad de la
fenilalanina amonio-liasa y los niveles en contenido de fenoles y prolina se vieron
modificados positivamente sobre el tratamiento que fue sometido a estrés hidrico y la
aplicacion del elicitor, lo anterior esta relacionado a la resistencia al estrés hidrico

mediante el incremento de metabolitos propios de la resistencia sistémica en plantas.

Palabras clave: Estrés hidrico, elicitores, fenilalanina amonioliasa, prolina,

compuestos fendlicos



INTRODUCCION

Para México la produccion de tomate representa la mayor aportaciébn agronémica
vegetal dado que, en la mayoria de las culturas alrededor del mundo se tiene una
gran aceptacion sobre este producto, de acuerdo con el Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera México se ha consolidado como primer exportador de
tomate, ya que la produccién de esta hortaliza en el pais asciende a 3,098,329.41
Ton con un valor de produccion de $ 20,639,978.73, en una superficie de 50,
595.56 Ha (SIAP, 2015). Esto ha sido impulsado por el crecimiento de las
extensiones productoras en los Ultimos afios en estados como Sinaloa y Baja
california, transformando areas de produccion de cielo abierto a condiciones de
horticultura protegida, la cual ha generado considerables aumentos en la produccion
(COLPOS, 2014). Sin embargo, en la produccion bajo invernadero, la disponibilidad
de agua comprende un factor determinante durante la etapa de produccién, pues se
llega a requerir hasta 2 litros de agua por dia en promedio, a esto hay que sumar la
consideracion del aporte de la fertilizacion que incrementa los niveles de sales en el
agua y los sustratos, elevando la CE que lleva a la generacion de cuadros de estrés
osmotico e hidrico en ultima instancia (Pardo, 2013). Si bien, el estrés hidrico se
presenta de manera natural todos los dias al superarse el nivel de absorcion de
agua por el de la transpiracion, son los periodos prolongados de estrés hidrico los
gue modifican considerablemente el funcionamiento de las plantas (Diaz et al.,
1999), por esta razon la falta de agua es uno de los principales eventos que causan
enormes pérdidas en la productividad y el rendimiento de los cultivos (Tripathi et al.,
2013), como consecuencia los cultivos que son sometidos constantemente a amplios
lapsos de estrés hidrico tienden a perder potencial de rendimiento, también cierran
sus estomas para disminuir su transpiracion (Taiz y Zeiger, 1991) interrumpiendo la
captacion de CO;, necesario para el proceso de la fotosintesis, lo que origina el
envejecimiento del cultivo, la maduracion temprana de los frutos y provoca
modificaciones morfolégicas asi como la disminucion del tamafio, numero de hojas y

frutos y un aumento en la longitud del sistema radical, ademéas de modificaciones en



el sistema fisiolégico que interviene en la expresion de genes (Potters et al., 2007;
Shao et al., 2008).

Aunque las respuestas al estrés hidrico son diferentes entre especies vegetales,
todas cuentan con la informacion genética suficiente para percibir estas condiciones
de estrés y responder moderadamente ante ellas (Bonerth et al., 1995; Bonhert &
Sheveleva, 1998), dichas respuestas pueden ocurrir produciendo enzimas para la
sintesis de osmolitos y antioxidantes, entre otros. No obstante, este tipo de
respuestas pueden promoverse mediante el uso de elicitores, los cuales se
denominan como sustancias que provocan respuestas defensivas dentro de la
planta, induciendo la produccién de metabolitos secundarios a niveles que
normalmente no se producen. Dentro de los elicitores se reconocen elicitores
abidticos como la temperatura, luz UV, sales de metales pesados, pH, etc. y los
bidticos que pueden ser micelio de hongos, bacterias, levaduras o moléculas que
pueden poseer estructuras de oligosacaridos, glicoproteinas, péptidos y lipidos
donde cada uno puede obtenerse a partir de diversas fuentes, algunas son naturales,
como por ejemplo los exoesqueletos de crustaceos y los extractos de algas marinas
gue se formulan para aplicarse exdgenamente sobre los tejidos de las plantas (Ebel
and Mithoéfer, 1996; Savitha et al., 2006; Pitta—Alvarez, et al., 2000). Estos productos
también pueden llamarse bioestimulantes cuando provienen de fuentes naturales,
pues se encargan de estimular procesos naturales durante el crecimiento del cultivo
mejorando las respuestas ante el estrés bidtico y abidtico (Palazén, 2014). De esta
manera se provee al cultivo de mecanismos de defensa que le permita sobrellevar
las condiciones adversas que tengan lugar reduciendo el impacto de estos sobre su
potencial productivo. Por lo que los bioestimulantes o elicitores naturales son
considerados materiales que nos permiten inducir los mecanismos defensivos de las
plantas ante diferentes condiciones de estrés y que ademas son amigables con el

ambiente.



Objetivo General

Estudiar los cambios en la concentracion de metabolitos relacionados con la defensa
en plantas de tomate tratadas con extractos naturales bajo estrés por déficit hidrico.

Objetivos Especificos

1. Analizar el contenido de clorofila a, b y total en plantas de tomate tratadas con
extractos naturales bajo estrés por déficit hidrico.

2. Analizar la concentracién de compuestos fendlicos y prolina en plantas de
tomate tratadas con extractos naturales bajo estrés por déficit hidrico.

3. Determinar la actividad enzimatica de la peroxidasa y fenilalanina amonio liasa
en plantas de tomate tratadas con extractos naturales bajo estrés por déficit
hidrico.

Hipotesis
Los extractos naturales seran capaces de inducir la defensa en las plantas de tomate

bajo estrés por déficit hidrico, modificando las concentraciones de metabolitos

relacionados con la defensa en plantas.



REVISION DE LITERATURA

Importancia econémica del tomate en México

En 2016 se reportdé en México una exportacion de alrededor de 2.4 millones de
toneladas de jitomate, siendo la hortaliza de mayor exportacion en este pais, ademas
registro un valor de 20 mil millones de pesos para este mismo afio. México participa
con un 21% de las aportaciones de jitomate al mercado internacional, destinando
mas de 51 mil hectareas para este cultivo y se estima que la produccion alcanza los
2.8 millones de toneladas segun las Estadisticas del Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera (SAGARPA, 2016).

En los ultimos 10 afios la superficie de este cultivo ha disminuido, sin embargo, se ha
registrado un aumento en el rendimiento por unidad de superficie. En términos de
valor de produccion el cultivo del jitomate se encuentra en el segundo lugar con mas
de 15.7 mil millones de pesos, cifra integrada en mayor medida por las producciones
de los estados de Sinaloa, Michoacan, Zacatecas, San Luis Potosi, Baja California
Sur y Jalisco (SAGARPA, 2016).

La produccién de tomate: sistemas de produccion

El cultivo del tomate en México se encuentra ampliamente distribuido gracias a la
gran variedad de climas que posee, esto permite adoptar entre sistemas
tradicionales, semi-tecnificados y altamente tecnificados aunque estos ultimos
representan altos costos de produccion compensan dicha inversion con los altos

rendimientos que llegan a alcanzar (Schwentesius & Gomez, 1998).

Independientemente del sistema que sea utilizado siempre existen factores que
disminuyen el potencial productivo del cultivo como la radiacion, los nutrientes
disponibles, el manejo del cultivo y sobre todo la disponibilidad del factor hidrico en la

cantidad necesaria para cada etapa fenologica del cultivo (Bastida, 2006).



El recurso hidrico en los cultivos

El agua es el elemento de mayor importancia en los cultivos debido a que la mayor
parte de la estructura vegetal esta conformada por agua, alcanzando valores que van
desde el 80% hasta un 95% en distintos 6rganos y proporciones dentro de las
plantas de acuerdo a sus necesidades metabdlicas (Gonzales & Trejo, 2012), de
manera que un cultivo en su etapa de crecimiento puede llegar a necesitar para el
proceso de la transpiracién hasta 4.5 litros de agua/m? en dias en los que la
radiacién alcanza los 2,000 julios/cm? de energia (Lee, 2009). El gasto hidrico esta
determinado por la superficie en cm? con la habilidad de transpirar, y esto a su vez
esta determinado por el recurso hidrico y la presién que este ejerza sobre la carga
genética durante el transcurso del desarrollo vegetal, permitiéndole adaptarse
paulatinamente a la disponibilidad de agua mediante la modificacion del tamafio y la
cantidad de hojas (Medrano et al., 2007). El agua también es responsable de la
elongacion del sistema radical, el cual depende de la elongacién celular que genera
el agua al proporcionar la fuerza necesaria para la expansion de dichas células
(Acevedo, 1979).

El papel que interpreta el agua sobre los cultivos es determinante para diversas
funciones como el transporte de nutrientes, transpiracion y regulacion de
temperatura, produccion de metabolitos, el proceso fotosintético y la respiracion
(FAO, 2002). El estado hidrico de las plantas resulta de un intercambio de agua entre
el agua disponible en el suelo y la atmésfera, cuando la planta pierde mas agua de la
gue absorbe se produce el déficit hidrico (Acevedo, 1979). Esto disminuye el
funcionamiento de las plantas, interfiriendo principalmente con la captacion de CO»
debido al cierre estomatico que en dltima instancia disminuye el potencial de

produccioén debido a baja acumulacion de biomasa (FAO, 2002).

El agua es el principal constituye de los factores de estrés sobre los cultivos, debido
a esto, las plantas se han especializado tanto morfolégica como fisiolégicamente a
través de la evolucion, desarrollando mecanismos ante los distintos niveles de déficit
hidrico (Moreno, 2009).



Condiciones de estrés

Dentro de las condiciones desfavorables que pueden presentarse en el entorno
donde se desarrollan las plantas, se reconocen tres tipos de estrés, el ambiental, el
fisiologico y el bioquimico, el primero incluye al estrés por radiacion, temperatura y
los déficits hidricos. El segundo esta relacionado con la morfologia de la planta y
procesos como la apertura estomatica, la asimilacion de CO, y la foto-respiracion,
mientras que el Ultimo incluye respuestas generadas debido a factores bidticos
externos y la expresion génica que estos inducen sobre las plantas (Basurto et al,
2008).

Durante el ciclo de vida de los cultivos se presentan muchos factores adversos que
les impiden alcanzar el maximo rendimiento, estos factores de estrés provocan
alteraciones en diferentes etapas del ciclo fenologico de los cultivos, modificando sus
respuestas bioquimicas y fisiologicas (BIOIBERICA, sf.), e interfiriendo con el 6ptimo
fisiolégico de cada especie (Lallana, 2004), de manera que el desarrollo y la
produccion de los cultivos esta determinado por todos los factores de estrés que
incidan en las diferentes etapas de crecimiento y el tiempo que estos se prolonguen
(Kramer, 1983).

Las grandes alturas sobre el nivel del mar suelen generan condiciones de estrés que
afectan a los sistemas vegetales, entre los factores que genera estas condiciones
estan los altos valores de radiacion incidente que genera cuticulas gruesas y
disminuye la transpiracion, las bajas temperaturas, las condiciones de sequedad
debido a vientos intensos al remover las ligeras capas de humedad transpirada sobre

las hojas, la falta de oxigeno y la baja tensién de CO, captado (Lallana, 2004).

Por otro lado, las temperaturas también constituyen uno de los factores mas
determinantes en la produccidén vegetal, pues son estas las que condicionan su
sobrevivencia bajo determinadas condiciones, mientras que las bajas temperaturas
pueden ocasionar congelamiento en los liquidos intracelulares, las altas
temperaturas llegan a generar la desnaturalizacion de las proteinas si se ven
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afectadas ciertas enzimas (Lallana, 2004). La resistencia de las plantas a elevadas
temperaturas puede darse a causa de la alta velocidad de ciertos procesos
biosintéticos bajo un elevado consumo energético de la planta, a la generacién de
isoenzimas resistentes y reconversion del amonio a ciertas formas nitrogenadas
(Lallana, 2004).

Por otra parte la salinidad conforma uno de los factores que interviene con el 6ptimo
desarrollo de los cultivos, estas sales se encuentran acumuladas fuertemente en
areas desérticas debido a la alta tasa de evaporacién y los bajos niveles de
precipitacion (Benavides, 2002). Las sales que se concentran en mayor medida en
estos suelos son los cloruros, sulfatos y bicarbonatos de sodio, calcio y magnesio
gue generan niveles altos de pH (Basurto et al., 2008). La salinidad se convierte un
problema cuando las altas concentraciones alteran la retencion osmotica del agua y
las alteraciones idnicas sobre el citoplasma y las membranas de las células de las
raices de los cultivos, afectando los sistemas enzimaticos de la glicolisis, el ciclo de
Krebs y la fosforilacién principalmente, lo que conduce a una disminucién de la
energia disponible y la asimilacion de nutrientes, el crecimiento de la planta e incluso

a germinacion de las semillas (Larcher, 1995).

El estrés hidrico se genera en ambientes escasos de agua, cuando la transpiracion
excede el suministro de agua dentro de la planta, cuando se presentan bajas
temperaturas o cuando existen condiciones de alta salinidad en los suelos (Moreno,
2009).

Estrés hidrico

La pérdida de agua es un proceso natural de las plantas que funciona como un
regulador de la temperatura, esto se presenta durante el proceso de captacion de
CO,, cuando a través de los estomas se liberan pequefias cantidades de agua para

mantener un determinado ritmo de crecimiento (Benavides, 2002)

El agua tiene un papel esencial dentro de los procesos metabdlicos de la planta, un
déficit de este se traduce rapidamente en una disminucion de la fotosintesis,
afectando la expansion celular y su crecimiento y promoviendo una serie de
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desoérdenes en los procesos fisiologicos (Pugnaire et al, 1994) y metabdlicos que
dependen en gran medida de la intensidad con la que se presente el déficit y el
estado fenologico en el que el cultivo se encuentre (Diaz et al., 1999). En general al
presentarse la condicion de déficit se genera un descenso en el potencial hidrico de
las células de las plantas, asi como su contenido hidrico relativo y la conductividad
hidrica, lo que genera un descenso en la conductancia estomética y la expansién
foliar, que a su vez afecta la difusion del CO, hacia el estroma, las reacciones
fotoquimicas en el Ciclo de Calvin y el transporte de los asimilatos fabricados
(Medrano et al., 2007).

La limitacion de la expansion foliar como medida de adaptacion a la poca
disponibilidad de agua en el medio, es una de las respuestas ante la falta de agua,
modificando en contraparte el crecimiento radicular que continda su desarrollo mas
alla del estrés en busca de aguas mas profundas (Potters et al., 2007; Shao et al.,
2008). Ante estas condiciones las plantas han desarrollado ciertas estrategias de
tolerancia como el cierre de estomas debido a la accion del acido abscisico (ABA)
(Leung y Giraudat, 1998), que es una respuesta fisiologica de corto plazo. Las
respuestas de aclimatacion son variadas e incluyen ajustes osmoéticos a través de la
biosintesis de osmolitos organicos de bajo peso molecular (Cushman, 2001),
cambios en la elasticidad de la pared celular que se producen en el mediano plazo y
adaptaciones que incluyen respuestas genéticas que se producen a largo plazo e
incluyen redistribuciones de biomasa y modificaciones anatomicas transmitidas a

generaciones posteriores (Pugnaire., et al. 1994).

Aunque los cultivos generan distintas respuestas morfofisiologicas como la
acumulacién de ceras en sus hojas, aumento en la longitud radical, disminucion y
redistribucién de estomas o modificaciones en su metabolismo (Frensch, 1997), en
general reaccionan de dos maneras, acelerando sus procesos de crecimiento
mediante el uso eficiente del recurso hidrico disponible o afrontando el déficit
mediante modificaciones morfolégicas y fisiolégicas (Turner, 1986; Padilla-Ramirez,
1994).



Inductores de resistencia

Cuando las plantas son atacadas por agentes biodticos generan sobre la planta una
reaccion que la protege de infecciones posteriores. A estas respuesta se les conoce
como resistencia adquirida (Walters et al., 2005) y resistencia inducida (RSA), donde
ambas necesitan de un agente externo que induzca los mecanismos de defensa en
los sitios afectados o medianamente generalizadas en toda la planta (Cavalcanti, et
al., 2005).

En la actualidad existen varios agentes quimicos y naturales capaces de inducir
distintos mecanismos de defensa ante agentes bioticos y abibticos (Raddatz, 2001).
Estas sustancias son identificadas por las plantas (Schreiber & Desveaux, 2008), e
inducen respuestas ante distintos factores ambientales y bioldgicos, permitiéndoles
anticiparse y protegerse local y sistémicamente (Schreiber & Desveaux, 2008). Esta
induccion autoprotectora se da al aplicarse estas sustancias de manera exdgena
(Cavalcanti, et al., 2005), y se consideran una alternativa biologica y ambiental ante

el uso de productos quimicos (Riveros et al., 2004).

Un ejemplo del efecto de los elicitores de origen bidtico son las fitoalexinas que se
producen después del ataque de ciertos organismos (Agrios, 1996). Las fitoalexinas
son sintetizadas inmediatamente después del ataque, resultando toxicas para un
amplio espectro de hongos y bacterias fitopatdgenas (Taiz y Zeiger, 1991). Aunque
no esta muy claro el proceso especifico mediante el cual se producen estas
sustancias se sabe que ciertos polisacaridos son generados por la pared celular de
algunos hongos en el momento del ataque (Davis et al. 1984), de manera que a
estas sustancias inductoras de fitoalexinas se les considera los “elicitores” (Ebel,
1986). Estos elicitores estimulan la transcripciéon del ARN mensajero del hospedero
para codificar la expresién de las enzimas involucradas en la biosintesis de las
fitoalexinas (Garcia & Pérez, 2003). Un ejemplo de estas fitoalexinas inducidas es la
gliceolina | en células de soya, la cual tiene una naturaleza fendlica y es sintetizada

por la fenilalanina amonioliasa (PAL) (Garcia & Pérez, 2003).
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En diversos esquemas planta-patdgeno, se involucra a enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL), la cual participa en la via fenilpropanoide, determinando la formacién de
compuestos fendlicos (Dixon & Pavia, 1995) y otras estructuras de defensa (Alain,
2000). La PAL es la enzima que regula la formacién de multiples metabolitos al
catalizar la primera reaccion de la ruta fenilpropanoide, de esta manera se relaciona
con los mecanismos de defensa activados frente a otros escenarios (Mohammadi &
Kamesi, 2002; Heather et al., 2002, Modafar et al., 2001).

También durante el ataques de algunos patégenos se induce la sintesis de
compuestos fendlicos y la formacion de estructuras de defensa (Higuera, 2001; Ardila
& Higuera, 2005). Los compuestos fendlicos son antioxidantes con la flavona como
estructura principal es la flavona, cuya funcién es mantener la integridad vascular al
reducir la fragilidad y/o permeabilidad capilar, ademas frente a condiciones de estrés
puede quelatar iones metalicos para evitar que actuen como catalizadores en las
reacciones de formacion de radicales libres (Shindo et al., 1994). Estos compuestos
aumentan sus concentraciones cuando se presentan altas temperaturas (Wang &
Zheng, 2001).

Las peroxidasa es otra enzima cuya induccion se considera parte de una respuesta
defensiva ante la presencia y ataque patdgenos, y alteraciones fisico-quimicas y
medioambientales (Sol6rzano, 1997). Estas enzimas son una subclase de oOxido-
reductasa que usan el peroxido de hidrégeno como agente oxidante (IUB, 1992), y
estan implicadas en distintos procesos fisiolégicos como la deposicion de polifenoles,
la oxidacién de compuestos fendlicos y la produccion de radicales toxicos (Pozo,

1999), aumentando en respuesta al estrés bidtico y abidtico (Bernal et al., 1994).

Aunque la mayoria de estos inductores son de origen natural, muchos de ellos
pueden replicarse en laboratorios para ser aplicadas de manera exdgena sobre el
follaje de las plantas (Pascholati, et al., 2005). Anteriormente se habian realizado
estudios sobre sustancias organicas para obtener elicitores a partir de procesos
sintéticos para poder darles una aplicacién en la agricultura (Garcia & Pérez, 2003).
Uno de estos elicitores sintéticos es el acilbenzolar-S-methyl, de nombre comercial
Actigard 50 WG generado por la compafiia Syngenta, del cual se tiene registro
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positivo sobre su capacidad elicitora contra una gran variedad de hongos, bacterias y
virus en solanaceas bajo condiciones de campo abierto (Abbasi et al., 2002). El
acilbenzolar-S-methyl ha demostrado ser altamente efectivo para reducir el impacto
de la mancha (Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria) y la peca bacteriana
(Pseudomonas syringae pv. Tomato) en el follaje y frutos de jitomate (Tlatilpa, 2010).
Ademas también se ha encontrado que reduce la incidencia de la marchitez
bacteriana provocada por Clavibacter michiganensis (Pradhanang et al., 2005;
Tlatilpa, 2010).

Muchas de las moléculas que se utilizan no son propiamente inductores de
resistencia, pero tiene efectos similares, como los fosfitos de potasio (Sénego, 2003),
o los fosfitos de calcio y magnesio (Dianese et al., 2009), el acido B-aminobutirico,
entre otros (Gomez & Reis, 2011; Méndez et al., 2010). Todas estas sustancias
actian en ciertos puntos de la sefalizacion involucrada en la induccion de la
resistencia ante enfermedades (Walters et al., 2005). Aunque sin importar el tipo de
estrés, biotico o abidtico, los mecanismos que se desarrollan en las plantas son

bastante similares (Palazon, 2014).
Extractos vegetales como inductores de resistencia

En los ultimos aflos numerosos estudios fitoquimicos han sido realizados sobre
sustancias consideradas desecho de las plantas, y se han encontrado una gran
diversidad de estructuras quimicas de diversa naturaleza con capacidad estimulante
o elicitora (Garcia & Pérez, 2003) como distintos tipos de aminoacidos denominados
alfa-aminoacidos que son utilizados como elicitores y que son compuestos de
proteinas. La alanina, arginina, asparagina, el acido aspartico, la cisteina, el acido
glutdmico, la glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina triptéfano, tirosina y la valina pertenecen a este
grupo de aminoacidos (Sanabria, 2011), dichos compuestos que proveen resistencia
ante plagas y enfermedades y ciertos factores de estrés abiéticos como el hidrico o

el térmico (Granados, 2015).

Entre algunas de las especies de las cuales se han obtenido extractos vegetales
figuran Lippia graveolens, Cymbopogon citratus y Heliopsis longipes, entre otros
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cuyas moléculas estimulan distintos niveles de induccién ante dafios microbianos,
ademas de favorecer parametros como el incremento en la altura, longitud de raiz,
rendimiento y biomasa total de algunos cultivos (Ghazanfar, 2011; Gonzéales et al.,
2011; Obledo et al., 2004). Algunos antecedentes obtenidos por estos extractos
vegetales han sido los siguientes:

Lippia graveolens. Contiene diversos monoterpenos como aceites esenciales que
confieren actividad anti fungica frente a hongos fitopatégenos, entre los que destacan
especies como Aspergilus niger y Fusarium sp. (Maria, A., & Guillermo, J. 2008)

Cymbopogon. citratus. Muestra actividad toxica sobre esporas de Aternaria solani, e
incluso afecta el crecimiento micelial de esporas de Aspergillus flavus, A. fumigatus y
Fusarium moniliforme (Nguefack et al., 2004) en estudios in vitro, mientras que sobre
plantas de tomate desarrolla efectos fungitoxicos tanto local como sistémica frente a
Alternaria solani al modificarse los contenidos de la enzima peroxidasa, la

polifenoloxidasa y la -1, 3-glucanase (Terumi et al., 2013).

Heliopsis longipes. Ha logra reducir los dafios ocasionados por Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici al incrementar las expresiones enzimaticas PAL,
peroxidasa, quitinasa y B-1,3 glucanasa, y modificar ciertas estructuras en los tejidos

de tallo y raiz en plantas de tomate (Gonzéalez M., 2011).

Estos inductores de resistencia han sido utilizados ampliamente sobre muchos
cultivos como cucurbitas, arroz, algodon, banano, papa y tomate, entre otros,
permitiendo obtener beneficios que van desde mejoras de calidad en la produccion
hasta la formacion de resistencia ante los factores dafinos del ambiente, plagas y
enfermedades (Granados, 2015). Esto ultimo se da mediante la acumulacion de
ciertos metabolitos como la prolina, beneficiando la calidad de frutos, tamafos,

colores y texturas ademas de generar un mayor rendimiento (Nufiez, 1981).

En cuanto a la técnica de aplicacion se puede mencionar que esta depende de la
naturaleza del inductor, pudiendo ser asperjados, aplicados en el riego e incluso en
el tratamiento de semillas, desencadenando sus efectos en el momento de la

aplicacion hasta 30 dias después aproximadamente (Gémez & Reis, 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién del sitio experimental

La parte experimental de la presente investigacion tuvo lugar en el invernadero de
mediana tecnologia perteneciente al departamento de Horticultura de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicada en la Saltillo, Coahuila, México, con
coordenadas 25°21°21.6” de latitud norte y 101°02°10.3” longitud oeste con una altura
de 1742 msnm.

Figura 1. Sitio experimental. Invernaderos de Horticultura. Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro.

Mientras que los analisis bioquimicos fueron realizados en el laboratorio de Fisiologia

Vegetal pertenecientes al departamento de Horticultura.
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Figura 2. Laboratorios de Fisiologia Vegetal. Departamento de Horticultura.
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Desarrollo del experimento

Para el establecimiento del presente experimento fueron utlizadas semillas de
tomate de la variedad Rio grande, las cuales fueron plantadas en charolas de
polietileno de 200 cavidades que fueron desinfectadas perfectamente antes de ser
llenadas con una mezcla de peat-moss y perlita relacion 1:1 (v/v). Sobre las charolas
se depositd una sola semilla por cavidad, asegurando una profundidad de siembra y
cobertura homogénea. Al terminar las charolas se cubrieron con plastico oscuro y se
descubrieron hasta el momento de observar las primeras semillas germinadas a los 3
dias. A partir de ese momento se comenz6 a dar de uno a dos pequefios riegos
manuales dependiendo de las temperaturas alcanzadas durante el transcurso del dia

durante aproximadamente 20 dias.

El trasplante fue realizado el dia 13 de marzo de 2016, cuando las plantulas tuvieron
entre 5y 6 hojas verdaderas, cada planta fue trasplantada a una bolsa de 10 litros

con la mezcla de sustrato antes descrita.
Fertirrigacion

Se instal6 un sistema de irrigacion localizado sincronizado a un timer programado a 1
minuto por riego. El nimero de riegos fue ajustado a la edad del cultivo y la radiacion
durante el dia, de manera que estos fueron menores durante el primer mes de edad

de las plantas, aumentando el nUmero de riegos después de eso. Los requerimientos
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nutricionales fueron aportados con una solucién nutritiva Steiner al 100% con pH de
6.5. Asi mismo, la humedad del sustrato fue monitoreada diariamente utilizando
tensidbmetros marca Hidrometer. Los tratamientos utilizados en este estudio fueron

estructurados como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de tratamientos.

CLAVE DESCRIPCION TRATAMIENTO FOLIAR
TA TESTIGO ABSOLUTO AGUA
DHE DEFICIT HIDRICO + EXTRACTO VEGETAL
ELICITOR (2.5 mL/L)
DH DEFICIT HIDRICO AGUA

Las aplicaciones de los tratamientos se realizaron a los 7, 14 y 28 DDT, en el caso
del tratamiento Absoluto (TA) fue cultivado bajo 6ptimas condiciones hidricas y la
solucion nutritiva fue suministrada sin pausas durante el desarrollo del cultivo. Para
los tratamientos de Déficit Hidrico y Déficit Hidrico + Elicitor (DHE) las condiciones
de riego optimo fueron suspendidas a los 15 DDT, a partir de este punto la humedad
en el sustrato se mantuvo bajo monitoreo mediante el uso de los tensiémetros marca
Hidrometer, hasta llegar a 35 KPa que pueden representar peligro de Marchitez

Permanente (PMP) del cultivo.
Muestreos

Para la evaluacion de los pardmetros bioquimicos se realizaron muestreos de tejido
foliar obtenido de la tercera hoja fisiologicamente madura debajo del apice. La
recoleccion de las muestras se obtuvo a partir de 5 repeticiones por tratamiento. Esta
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actividad se realiz6 en las primeras horas de las mafiana, para lo cual las muestras
de tejido vegetal se colocaron en bolsas de aluminio previamente etiquetadas con el
tratamiento, repeticion y numero de muestreo. Estas bolsas se colocaron en
nitrégeno liquido para ser introducidas al ultra congelador hasta la realizacion de las
evaluaciones. El tejido vegetal obtenido fue macerado con nitrégeno liquido y pesado

segun las técnicas descritas para cada determinacion.

Tabla 2. Cronologia de los muestreos realizados

MUESTREO DDT
1 24 horas después de la 2da aplicacion del elicitor 15
2 Lectura del tensiometro 15 KPa 24
3 Lectura del tensiometro 30 KPa 27
4 Lectura del tensiometro 35 KPa 28
5 24 horas después de la 3er aplicacion del elicitor y 29

reanudacion del riego

6 48 horas después de la 3er aplicacion del elicitor y 30
reanudacion del riego

7 72 horas después de la 3er aplicacion del elicitor y 31

reanudacion del riego

Clorofilas

El contenido de clorofila en hojas se estim6 mediante el método propuesto por Arnon
(1949) y modificado por Munira et al., 2015, el cual consisti6é en pesar y triturar con la
ayuda de un mortero a 1 g de material vegetal, a esta pasta obtenida se le afiadieron
5 ml de acetona al 90% y se homogeneizd. Después se adicioné carbonato de
magnesio con la finalidad de proteger y estabilizar las clorofilas. De la mezcla
obtenida se utilizaron 2 mL que fueron colocados en microtubos, estos fueron
centrifugados por 5 minutos a 10 000 rpm a una temperatura de 2°C. Al finalizar esta
operacion se extrajo el sobrenadante y se procedid a tomar lectura de las
absorbancias de la clorofila a y b a 663 nm y 645 nm respectivamente utilizando

acetona al 90% como blanco.
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El contenido total de clorofila se expresé como pg*g™?, el cual fue determinado

usando las siguientes formulas:

Clorofila a (ug*g™) = 25.38*Ages + 3.64*Agss

Clorofila b (ug*g™) = 30.38*Agss5 — 6.58*Age3

Clorofila total (ug*g™) = 18.8*Ages + 34.02*Asss
Con los resultados obtenidos para clorofila a y b, se calculé el cociente de clorofila
a/b.

Fenoles

Para la extraccion de fenoles se pesaron 250 mg de hoja y se colocaron en un
microtubo para centrifuga, después se agregé 1 mL de metanol al 80% agitando en
vortex durante 1 minuto. Posteriormente se centrifugd a 10 000 rpm durante 15
minutos, al finalizar se obtuvieron dos fases acuosas dentro de los tubos, de los
cuales se recuperd el sobrenadante para transferirlo a un nuevo microtubo, al
residuo se afadio 500 pL de metanol al 100% y nuevamente se agitd en vortex
durante 1 minuto, posteriormente se sometiéo a centrifugacion a 10 000 rpm durante
15 minutos, se recuperd el sobrenadante y éste fue transferido al micro tubo que
contenia el sobrenadante de la primera centrifugacion, se ajusté el volumen a 2 mL
con metanol, el extracto de fenoles fue protegido de la luz y mantenido a -20°C

hasta el momento de la lectura espectrofotométrica.

El contenido de fenoles totales se determind por el método de Folin-Ciocalteu,
tomandose 200 pL del extracto obtenido, se mezclaron con 1.5 mL de agua
destilada, se agregaron 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu y 200 uL de carbonato
de sodio anhidro al 20 % (p/v), la mezcla se agitdé en vortex por 30 minutos y se

efectud la lectura a 765 nm.

El contenido total de fenoles fue estimado como equivalentes de acido galico (mg

GAE/100mg de materia fresca) por medio de una curva estandar.
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Extraccion de proteinas

Para obtener el extracto enzimatico se agregé 1 mL de buffer de fosfatos en 500 mg
de tejido vegetal, homogeneizando con vortex para después centrifugar a 12000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Una vez finalizado ese procedimiento se extrajo el
sobrenadante o extracto proteina, la cuantificacion de las proteinas totales se realizé

por medio de la técnica espectrofotométrica desarrollada por Bradford (1976)

Actividad de la Fenilalanina Amonio Liasa

Para la evaluacion de la actividad de la Fenilalanina Amonio Liasa (PAL) se tomaron
0.9 mL de L-Fenilalanina (1 mg*mL™), y se adicionaron 0.1 mL de extracto
enzimatico, esta mezcla fue incubada a 40 °C durante 30 minutos. Una vez concluido
el tiempo, se detuvo la reaccion con 0.25 mL de acido clorhidrico 5N. Posteriormente
estas muestras fueron colocadas sobre una cama de hielo y se les adiciondé 5 mL de
agua destilada. Al terminar el anterior procedimiento se comenzo6 con la lectura de
las absorbancias a una longitud de onda de 290 nm. Finalmente, una unidad de
actividad enzimatica se defini6 como el equivalente a la produccién de 1 pmol de

acido Transcinamico/min*mg de proteina (Paz-Lago, 1999).
Actividad Peroxidasa

La actividad peroxidasa fue determinada espectrofotométricamente utilizando rojo de
fenol como sustrato. Para llevar a cabo la determinacion se utilizaron 20 uL de
extracto proteico, después se afiadieron 50 pL de rojo de fenol al 0.2% (p/v) y 930
UL de citrato de sodio a 50 mM (pH 4.2), posteriormente la reaccién fue
desencadenada con 10 pL de peréxido de hidrégeno a una concentracion de 1 mM.
Después de 3 minutos la reaccion fue detenida con 40 pL de hidroxido de sodio (2N)
y se evalud la absorbancia a 610 nm, esta fue calculada con el coeficiente de
extincion molar de 22,000 M**cm™ para el producto oxidado. La actividad de
peroxidasa fue expresada como milimoles de rojo de fenol oxidado por gramo de

tejido fresco por minuto (mmol Rojo de Fenol/g Tejido Fresco*min).
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Prolina

El andlisis de prolina se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por Bates et
al., (1973), para lo cual se utilizaron 0.5 g de tejido vegetal el cual fue homogenizado
con 5 mL de &cido sulfosalicilico al 3%, esta solucion fue filtrada utilizando papel filtro
Whatman # 2, posteriormente, del filtrado obtenido se tomé 1ml, el cual se hizo
reaccionar con 1 ml de ninhidrina aciday 1 mL de acido acético glacial, la mezcla se
coloc6 en un tubo de ensayo y se incubd por una hora a 100°C. Inmediatamente
después los tubos se colocaron en bafio de hielo para detener la reaccién. A
continuacién se agregaron 3 mL de tolueno en cada tubo de ensayo y se mezclaron

vigorosamente en vortex entre 15 y 20 segundos.

El cromoforo contenido en el tolueno fue extraido de la fase acuosa. Este extracto se
dejo6 llegar a temperatura ambiente para posteriormente tomar lectura de absorbancia

a 520 nm usando tolueno como blanco.

La concentracion de prolina se determin6 a partir de una curva de calibracion y se

calcul6 en base a peso fresco usando la siguiente férmula:
Prolina (ppm) = ppm de prolina * FD

Donde:
ppm de prolina: Contenido de prolina obtenido de la curva estandar.

FD: Volumen de Acido Sulfosalicilico (L) / peso de la muestra (g).

Disefio experimental utilizado en campo y analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un disefio completamente al azar el cual estuvo
integrado por 3 tratamientos y cada uno constaba de 5 repeticiones, considerando 3

plantas como unidad experimental, completando 45 plantas para el estudio.

A los datos obtenidos a partir de los estudios de laboratorio se les realizdé un analisis
de varianza y pruebas de comparacion de medias de LSD de Fisher con un P<0.05
para cada una de las variables analizadas, para lo cual se utilizé el software inFostat

version 2016l.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Clorofilaa

La evaluacion de los contenidos de clorofila a mostré fluctuaciones a través de las
fechas de muestreo (Figura 3), a los 15 DDT se encontro que el nivel de clorofila a
contenido en el tratamiento del elicitor fue superior al testigo absoluto y al testigo del
déficit hidrico en un 16%, generando diferencias estadisticas. Este porcentaje
disminuy6é después de suspenderse el riego a un valor de 202.5 pg*g’, el
equivalente a un 17% menos respecto al testigo absoluto, este ultimo tratamiento y el

testigo del déficit hidrico no presentaron diferencia estadistica entre ellos.

Durante el muestreo realizado a los 27 y 28 DDT no se encontraron diferencias
estadisticas entre los niveles de clorofila a de ninguno de los tratamientos. Esta
situacion cambi6 24 horas después de reanudarse el riego y de haberse realizado la
tercera aplicacion de producto, cuando el tratamiento del elicitor y el déficit hidrico
registraron un 18% menos en sus contenidos de clorofila a al ser comparados con el

testigo absoluto.

Para el siguiente muestreo (30 DDT) se observaron diferencias altamente
significativas entre los tres tratamientos, las plantas sometidas a estrés hidrico mas
el elicitor presentaron su nivel mas bajo de todo el experimento, el cual fue un 28%
inferior al testigo absoluto, resultados similares fueron encontrados para el
tratamiento del déficit hidrico, que presento una disminucion del 15% en comparacion

con el testigo.
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Finalmente, en el andlisis realizado a los 31 DDT se encontré el nivel mas alto de
clorofila a registrado en todo el experimento para el tratamiento del elicitor. Se
registr6 un decremento en la concentracion de este pigmento de 9% para el
tratamiento con la aplicacion del elicitor y de 16% para el tratamiento sometido al

estrés en comparacion con el testigo absoluto.

Los resultados anteriores no presentan una tendencia general u homogénea, lo que
dificulta atribuir ese comportamiento a un factor en especifico, de hecho, existe
evidencia de que los contenidos de clorofila a tienden a disminuir bajo una gran
diversidad de factores (Zancan y col., 2006; Santos y col., 2004), aunque en gran
medida estos depende del vigor y del estado fenolégico de la planta (Lei et al. 1996),
de manera que sus variaciones se deben a la inhibicion de su sintesis y degradacion
(Appels & Lagudah, 1990; Flowers & Yeo, 1986) o a su conversion a clorofila b a

traves del proceso de la oxigenacion enzimatica (CAO) (Tanaka & Tanaka 2006).
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Figura 3. Comportamiento de la clorofila a en plantas de tomate sometidas a estrés
hidrico en diferentes etapas del cultivo.

Clorofilab

Los contenidos de clorofila b (Figura 4) fluctuaron en distintas proporciones durante
el lapso del incremento del déficit hidrico, alcanzando su nivel mas bajo a los 28 DDT
tras haber alcanzado los 35 KPa de tension sobre el sustrato del cultivo. El
tratamiento que registrod los valores mas inestables en el contenido de clorofila b fue

el testigo del déficit hidrico con un valor maximo de 44.2 pg*g™ durante el periodo de
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estrés hidrico, mientras que los contenidos de clorofila b entre el Testigo Absoluto y
el tratamiento que recibid el elicitor no generaron diferencias significativas durante

ninguno de los muestreos.

El analisis estadistico realizado del primer muestreo no mostrd diferencias
estadisticas entre ninguno de los tratamientos a los 15 DDT. Esta situacion cambi6 a
los 24 DDT, donde se encontré un incremento en los contenidos de clorofila b del
testigo del déficit hidrico, presentado un 69% mas de clorofila b que el testigo
absoluto. En esta ocasion el tratamiento del elicitor presentdé la misma condicion

estadistica que el testigo absoluto.

No se encontro diferencia estadistica en los contenidos de clorofila b a los 27 DDT.
Estos niveles continuaron disminuyendo tras alcanzar los 35 KPa a los 28 DDT,
donde no se encontré diferencia estadistica entre el testigo absoluto y el tratamiento

del elicitor, con concentraciones de 22 y 22.1 pg*g ™

, en tanto que el tratamiento
sometido al déficit hidrico presentdé un aumento del 21% comparado con el testigo

absoluto.

Transcurridas las 24 horas después de haberse reanudado el sistema de riego y de
haberse realizado la tercera aplicacion del producto, se observdé que se
incrementaron los niveles de clorofila b, pero no se presentaron diferencias
estadisticas entre ninguno de los tratamientos. Esta misma condicion estadistica se

present6 en el muestreo posterior.

En el ultimo muestreo a los 31 DDT, el tratamiento con la aplicacion del elicitor
presento un decremento de 21%, en tanto que el tratamiento testigo del estrés

incremento en 6% con respecto al testigo absoluto.

Se ha encontrado informacion que afirma que no siempre disminuyen estos
pigmentos al presentarse condiciones de este tipo de estrés (Yong et al., en 2012)
también se ha determinado que los niveles de clorofila b son mas sensibles a los
factores ambientales que la clorofila a (Sagromsky, 1956), e incluso se ha
encontrado que ciertos niveles de radiacidn estimulan la expresion de genes

relacionados con la biosintesis de las clorofilas (Dalal & Tripathy, 2012). Sin
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embargo, se debe tomar en cuenta la influencia de la etapa fenologica del cultivo,
debido a que esta tiene gran influencia sobre el metabolismo de la planta y la
capacidad para mantener la homeostasis de sus procesos (Lei et al. 1996).
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Figura 4. Comportamiento de la clorofila b en plantas de tomate sometidas a estrés
hidrico en diferentes etapas del cultivo.
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Relacién clorofila a/b

El comportamiento entre la relacion de clorofila a y b se vio afectada durante el
desarrollo del cultivo (Figura 5), indica que la tendencia de esta relacién se vio
beneficiada en los tres tratamientos entre los 27 DDT y 29 DDT sin presentarse
diferencias estadisticas entre la relacion de clorofila a/b.

Durante el primer muestreo no se encontraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos. Durante el periodo en que se alcanzaron los 15 KPa en el sustrato a los
24 DDT, el testigo absoluto presenté en su relacién clorofila a/b un 42% mas que el

obtenido por el tratamiento del elicitor y el testigo del déficit hidrico.

Alos 27 DDT se alcanzaron 30 KPa de tension en el sustrato del cultivo, sin embargo
no se registraron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos. Esta

misma condicion se presentd en el muestreo realizado a los 28 y 29 DDT.

En el muestreo realizado a los 30 DDT se encontré diferencia significativa entre el
tratamiento absoluto y el tratamiento con la condicion de estrés, observandose una
decremento de 9% en la relacion de clorofila a/b que el testigo absoluto. Este
comportamiento entre tratamientos se presentd nuevamente en el dltimo muestreo,

aunque en esta ocasion la diferencia porcentual entre ellos fue de 33%.

De acuerdo a la literatura obtenida, se esperaba que esta relacion entre pigmentos
se viera modificada, pues existe registro de que son altamente sensibles a diversas
condiciones de estrés (Ustin et al. 1998), entre ellas altas temperaturas (Friend,
1961) y la disponibilidad de luz. En particular, se habria esperado que la relacién
entre estos pigmentos disminuyera bajo las condiciones de estrés hidrico
proporcionadas, tal como indica Zarco Tejada et al., (2004), pero el comportamiento
experimentado corresponde mas a los estudios realizados por Sagromsky (1956),
guien encontré que en tomate se mantiene esta relacion bajo diferentes factores de
estrés. No obstante, en aquellos muestreos en los que disminuy6 esta relacion es
muy probable que se deba a un incremento en el contenido de la clorofila b, pues se
ha encontrado que este Ultimo fotosistema es mucho mas inestable que el

fotosistema | (Powels 1984; Casierra Posada 2007) frente a diversas condiciones
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ambientales (Sagromsky, 1956), pero sobre todo a la condicion fenologica de la

planta y su senescencia (Lei et al. 1996).
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Figura 5. Comportamiento del comportamiento entre la relacion de la clorofila ay b
en plantas de tomate sometidas a estrés hidrico en diferentes etapas del cultivo.

Clorofila Total

De acuerdo a los andlisis realizados a los datos de clorofila total (Figura 6), se
encontré que los niveles de clorofila total disminuyeron sobre el tratamiento del
elicitor después de aplicarse el estrés hidrico, aumentando justo antes de reanudarse
el riego y disminuyendo nuevamente después de ese evento. Por otra parte, aunque

el testigo absoluto no experimentd esta condicion hidrica también mostré un
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comportamiento similar durante ese periodo, pero incrementdndose después de la

reanudacion del riego en el tratamiento del elicitor y el testigo del déficit hidrico.

Los valores que resultaron del muestreo a los 15 DDT demostraron que el mayor
contenido de clorofila total fue observado en las plantas sometidas al estrés y que
recibieron la aplicacion del elicitor, este present6 un 15% mas en el contenido de
clorofilas totales que el testigo absoluto cuyo valor fue de 230.8 pg*g™, mientras que
el testigo del déficit hidrico tuvo un incremento de 14%.

En el muestreo realizado a los 24 DDT, no se presentaron diferencias significativas
entre los tratamiento testigo y con la aplicacion del elicitor, los valores para estos
tratamientos se situaron en 268.9 y 234.2 ug*g™ respectivamente, mientras que el
testigo para la condicion de estrés sufrid un incremento de 17% con respecto al

testigo absoluto.

Para el muestreo realizado a los 27 DDT, los valores mas altos fueron presentados
por el tratamiento testigo absoluto y el testigo del déficit hidrico, mientras que el
tratamiento del elicitor presento un 13% menos en el contenido de estos pigmentos
en comparacion con el testigo absoluto. A los 28 DDT se encontré un incremento del
17% en el contenido de clorofila total frente al testigo absoluto y el tratamiento del

elicitor.

Los niveles de estos pigmentos se invirtieron tras haberse reanudado el riego; el
testigo absoluto con valores de 284. 9 ug*g™, superé en un 15% al tratamiento del
elicitor y un 23% al testigo del déficit hidrico. EI comportamiento de la clorofila total
continué con ligeros incrementos en las 24 horas siguientes sobre el Testigo
Absoluto. En esta ocasion, comparandolos con el testigo absoluto se obtuvo que los
niveles de clorofila total del testigo del déficit hidrico fueron inferiores en un 15%,

mientras que en aguellas plantas tratadas con el elicitor fue de un 28 %.

El estudio del ultimo muestreo realizado a los 31 DDT mostrd que el tratamiento del
elicitor y el testigo del déficit hidrico presentaron un 10% y 14% menos en sus

contenidos de clorofila total en comparacion con el testigo absoluto.
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Aungue en general son muchos factores de estrés los que disminuyen el contenido
total de clorofilas (Zancan et al., 2006; Santos et al., 2004), se ha encontrado que el
mantenimiento en sus niveles, puede responder al aumento en la produccion de los
metabolitos secundarios que permiten disminuir el impacto de esos factores adversos
(Jansen y col., 1998) los cuales evitan la degradacion de proteinas asociadas al
aparato fotosintético e incluso aumentan su sintesis (Jansen y col., 1998), al
activarse mecanismos de proteccion frente al dafio oxidativo que se genera a partir
de la aparicion de especies reactivas al oxigeno (Cogdell & Frank, 1987). Ademas
también estd comprobado que el estrés hidrico influye sobre la expresion de genes
que intervienen en la biosintesis de clorofilas de acuerdo a los estudios de Olivares
(2005), donde observo incrementos en los niveles totales de clorofilas de Nothofagus
dombeyi (Mirb.) Oerst por efecto del estrés hidrico. Sin embargo, esta condicion esta
ligada al estado fenologico de la planta, condicionando el estimulo para la produccion

de estos pigmentos (Lei et al. 1996).
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Figura 6. Comportamiento de la clorofila total en plantas de tomate sometidas a
estrés hidrico en diferentes etapas del cultivo.

Fenoles

El comportamiento de los fenoles mostré incrementos que generaron diferencias
estadisticas durante todos los muestreos, siendo el tratamiento sometido
exclusivamente a estrés hidrico el que presentara los niveles mas altos respecto de
los demés tratamientos (Figura 7). En general el incremento mayor en contenidos de
fenoles para el tratamiento sometido al estrés hidrico y el tratamiento del elicitor se
dio en el periodo en el que se suspendi6 el sistema de riego, disminuyendo

nuevamente al reanudarlo sin ser superados por el tratamiento absoluto.

A los 15 DDT, después de realizar la segunda aplicacion del elicitor y suspender el
riego, se realizo el primer muestreo, y se observo diferencia significativa entre los
tratamientos presentandose un decremento de 5% en el tratamiento del elicitor y un

aumento de 24% en el testigo absoluto frente al testigo absoluto.

El comportamiento a los 24 DDT tras alcanzar los 15 KPa en el sustrato, fue similar
al observado en el muestreo anterior; el tratamiento del elicitor y el testigo absoluto
no presentaron diferencias estadisticas entre ellos, mientras que el Testigo DH
alcanz6 un valor de 0.47mg GAE/100mg de materia fresca. Sin embargo al
alcanzarse la tension de 30 KPa a los 27 DDT, se observé un incremento en el
contenido de fenoles para los tres tratamientos con respecto al muestreo anterior.
De acuerdo al andlisis de varianza realizado a los tratamientos para este muestreo,
se encontro diferencia significativa entre ellos, siendo los tratamientos sometidos al
estrés hidrico los que mostraron los valores mas altos con una diferencia de 32%
para el estrés y de 24% para el elicitor al compararlos con el testigo absoluto, que

obtuvo una concentracion de 0.053 mg GAE/100mg de materia fresca.

Al presentarse una tension de 35 KPa en el sustrato de las plantas a los 28 DDT, se
observo el contenido de fenoles mas alto registrado durante todo el experimento, y
fue presentado por el Testigo DH con 0.120mg GAE/100mg de materia fresca, esto

representd una diferencia de 70.83% respecto del Tratamiento Absoluto y 61.66%
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respecto del tratamiento con el elicitor, lo que derivd en tres grupos perfectamente

delimitados por sus diferencias estadisticas.

El quinto muestreo (29 DDT) se realizé 24 horas después de la reanudacion del riego
gue tuvo como la finalidad de evitar el punto de marchitez permanente en el cultivo.
Los analisis realizados demostraron que los niveles contenidos de fenoles
disminuyeron sustancialmente en un 37.5% en el tratamiento Testigo DH respecto
del analisis en 28 DDT. Por otra parte el andlisis de varianza no encontré diferencias
estadisticas entre el Testigo Absoluto y tratamiento del elicitor, pero si para el testigo

del estrés contra los otros tratamientos, con un incremento del 37%.

En la evaluacion de los datos obtenidos en el muestreo realizado 48 horas después,
se encontro que los niveles de fenoles continuaron disminuyendo, ésta vez en un
18% en el testigo del déficit hidrico, respecto de sus niveles en el anterior muestreo,
sin embargo este tratamiento continuo mostrando la concentracion mas alta para
todos los tratamientos, seguido por el tratamiento con la aplicacion del elicitor vy el
testigo absoluto mostro los valores mas bajos con una concentracion de 0.041 mg

GAE/100mg de materia fresca.

El tratamiento del elicitor aumenté su contenido de fenoles en un 13.55% respecto de
Su muestreo anterior, aunque no presenté diferencias significativas al ser comparado
con el testigo del déficit hidrico, en tanto que el testigo absoluto mantuvo sus niveles

cercanos a los obtenidos en 30 DDT.

El dltimo muestreo a los 31 DDT mostr0 un incremento en la concentracion de
fenoles totales para el tratamiento con el elicitor y se observaron valores similares
para el tratamiento con la condicion de estrés, siendo de aproximadamente 27%

con respecto al testigo,

El comportamiento observado para este estudio en la concentracion de fenoles
totales, puede deberse a que los contenidos de fenoles puede verse afectado como
un ajuste para proteger las células de las especies reactivas de oxigeno (Pinhero et
al., 201), pues se ha demostrado que dafios de tipo abidtico como altas y bajas

temperaturas (Hodges et al., 2004), altos niveles de radiacion (Luthria et al., 2006) e
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incluso infecciones (Garcia & Pérez, 2003), provocan la oxidacién de los
componentes celulares debido a la sobreproduccién de estas especies reactivas
(Hodges et al., 2004) las cuales inducen la lisis de las células (Puentes, 2012).

También se ha propuesto que este incremento se debe a que los compuestos
fendlicos reaccionan aumentando su concentracién para quelatar y evitar que los
iones metalicos intervengan como catalizadores en las reacciones de formacién de

los radicales libres (Shindo et al., 1994), durante periodos de estrés bidtico.
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Figura 7. Comportamiento de fenoles totales en plantas de tomate sometidas a
estrés hidrico en diferentes etapas del cultivo.
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Actividad Fenilalanina Amonio Liasa

La actividad de la PAL presentd cambios durante el desarrollo de las plantas de
tomate, observandose una tendencia de incremento en la actividad de esta enzima
en las plantas de tomate sometidas al estrés hidrico y tratadas con el elicitor hasta
los 27 DDT, posteriormente fueron las plantas sometidas al estrés, las que

mostraron la mayor actividad de esta enzima (Figura 8).

Para el muestreo realizado a los 15 DDT que corresponde a la segunda aplicacién
del elicitor, la actividad de esta enzima presentd valores entre 616 y 693 umol de
acido Transcinamico/min*mg de proteina, de acuerdo al andlisis de varianza
realizado, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos,
mientras que, para el muestreo realizado a la tension de 15 KPa en el sustrato (24
DDT) se observo un incremento en la actividad de la PAL correspondiente al 9.7%
en las plantas tratadas con el elicitor en comparacion con el testigo absoluto,
mientras que en el tratamiento testigo de la condicion de estrés se presentd un

decremento del 8.6% en la actividad de esta enzima.

Cuando se presentd una tension de 30 KPa, (27 DDT), se observo que la actividad
de la PAL fue muy similar para las plantas sometidas a estrés hidrico y aquellas
sometidas al estrés y la aplicacion del inductor de resistencia, observandose un
aumento de 24% en su actividad enzimatica con respecto al testigo, el cual mostro

una actividad especifica de 680 umol de acido Transcinamico/min*mg de proteina.

Cuando la tension en el sustrato de las plantas fue de 35 KPa (28 DDT), que indica
peligro por marchitamiento, se aprecié un incremento del 20% en las plantas
sometidas al déficit hidrico y las plantas tratadas con el estrés y la aplicacién del
elicitor, en comparacion con las plantas testigo cuya actividad enziméatica fue de 717

umol de &cido Transcinamico/min*mg de proteina.
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No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos estudiados para el
muestreo realizado 24 horas después de la tercer aplicacion del elicitor y la
reanudacion del riego (29 DDT) encontrandose valores de 734, 821y 917 umol de
acido TranscinAmico/min*mg de proteina para el tratamiento testigo absoluto, el
tratamiento con el elicitor y el tratamiento testigo del estrés respectivamente,
mientras que a las 48 horas después se presentd un rapido incremento en la
actividad de esta enzima, presentando un incremento de 34% para las plantas
sometidas al estrés con la aplicacion el elicitor y de 70% para las plantas testigo del
estrés hidrico con respecto al testigo absoluto, resultados similares se observaron
en el muestreo realizado a las 72 horas (31 DDT), la diferencia de la actividad de la
PAL en este muestreo con el testigo fue de hasta 65%, cuya actividad enzimatica fue
de 603 umol de acido Transcinamico/min*mg de proteina.

La PAL es una enzima que cataliza la primer etapa de la via fenilpropanoide, que
produce precursores de una variedad de metabolitos secundarios importantes, que
intervienen en los procesos de resistencia de las plantas (Ward et al., 1991). El
incremento en su actividad después de la induccion del estrés hidrico coincide con
diversos estudios que han mostrado que el gen PAL es sensible a una variedad de
estimulos, los cuales incluyen Ila infeccion por patogenos, heridas,
agotamiento, irradiacion UV, temperaturas extremas y otras condiciones de estrés
(Lawton et al., 1983, Edwards et al., 1985; Liang et al., 1989a, 1989b; Dixon y Paiva,
1995).
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Figura 8. Actividad especifica de la enzima fenilalanina amonio liasa en plantas de
tomate sometidas a estrés hidrico en diferentes etapas del cultivo.

Actividad Peroxidasa

Los resultados obtenidos en actividad peroxidasa (Figura 9), no mostraron
diferencias significativas entre tratamientos, a excepcion del sexto muestreo
realizado a los 30 DDT. Sin embargo, se observé que durante el periodo de estrés
hidrico (15DDT — 28DDT) disminuyeron los niveles de peroxidasa de todos los
tratamientos, recuperandose gradualmente después de la reanudacion del sistema

de riego.

Los valores obtenidos en los muestreos realizados a los 15, 24, 27, 28 y 29 DDT
presentaron un patrén muy similar, en el que fueron disminuyendo mientras se
incrementaba la tension hidrica en el sustrato a causa de la suspension del riego,

debido a esto no se generaron diferencias estadisticas entre ninguno de los
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tratamientos durante ese periodo, resultados similares se apreciaron después de
analizar el muestreo posterior a la reanudacion del riego, aunque se encontré que los
niveles de la actividad peroxidasa continuaron disminuyendo, esta condicion cambio
a los 30 DDT donde los contenidos de peroxidasa del testigo del déficit hidrico se
incrementaron en un 18% sobre los contenidos del testigo absoluto y el que recibio el
elicitor. En el Ultimo muestreo a los 31 DDT se presenté el valor mas alto registrado
en todo el experimento, siendo de 0.0001504 mmol Rojo de Fenol/g Tejido
Fresco*min y obtenido por el testigo absoluto, sin embargo no se presentaron

diferencias entre tratamientos.
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Figura 9. Actividad peroxidasa en plantas de tomate sometidas a estrés hidrico en
diferentes etapas del cultivo.

El comportamiento en la actividad de peroxidasas en plantas sometidas a estrés
hidrico, fueron contrarios a los descritos por Sairam y Saxena (2000), quienes

describieron que se incrementaban los valores de la actividad de esta enzima al
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reducir la humedad del sustrato de Lolium temulentum,por otro lado Stuart et al.,
(1997) observaron un comportamiento similar, al indicar que esta actividad aumento
en la pared celular de las hojas en expansion de esa especie bajo condiciones de
estrés hidrico, mientras que Romero-Aranda et al., (2001) encontraron que la
actividad de esta enzima es promovida por el estrés hidrico cuando se generan
incrementos en los niveles de salinidad, aunque también existe la posibilidad de que
el comportamiento observado en esta investigacion se deba a la existencia de
distintas isoformas de peroxidasa que aumentan y disminuyen al ser sometidas a

periodos de estrés hidrico (Navrot et al., 2006).

Prolina

El comportamiento en los niveles de prolina contenidos en las plantas de los
tratamientos bajo estrés con y sin aplicacion del elicitor asi como del tratamiento
absoluto, mostraron fluctuaciones a través de tiempo, presentandose los valores mas

altos en las plantas del Testigo del Déficit Hidrico (Figura 10).

Durante las fechas de muestreo correspondientes a los 15y 24 DDT se observo una
disminucién en la concentracion de la prolina para la segunda fecha de muestreo con
respecto al muestreo anterior. Sin embargo no se observaron diferencias

significativas para ninguno de los tratamientos.

Los niveles de prolina mas bajos para todos los tratamientos se registraron en el
muestreo realizado cuando se alcanz6 los 30 KPa a los 27 DDT. Donde el andlisis
realizado presento diferencia estadistica, observandose valores similares para los
tratamientos testigo, mientras que en el tratamiento que recibid el elicitor existié un
decremento del 29% en el contenido de prolina en comparacion con el testigo

absoluto.

Al llegar a los 35 KPa, se obtuvieron diferencias altamente significativas, donde el
testigo del déficit hidrico mostré un incremento de hasta 248% vy el tratamiento del
elicitor un 22% en el contenido de prolina en comparacién con el testigo absoluto,

cuya concentracion fue de 116.4 ppm . El comportamiento de las plantas sometidas a
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estrés hidrico se mantuvo similar a los 29 DDT, con respecto al muestreo anterior,
observandose diferencias significativas entre los tratamientos, registrandose un
132% mas en el contenido de prolina que el obtenido en el testigo absoluto,
mientras que el tratamiento del elicitor no presenté diferencias estadisticas en

comparacién con este ultimo.

El muestreo realizado 24 horas después (31 DDT) mostro diferencias altamente
significativas entre los tres tratamientos, donde el tratamiento testigo alcanz6é una
concentracion 74 ppm, al mismo tiempo que el tratamiento del elicitor presento un
aumento de 123% y el testigo del déficit hidrico un 294%, finalmente a los 31 DDT
se observo un descenso en los niveles de prolina de todos los tratamientos respecto
del muestro realizado en 30 DDT. La diferencia estadistica se generd cuando los
contenidos de prolina en el tratamiento del elicitor se encontraron en el mismo rango
del testigo absoluto (125 y 74 ppm, respectivamente), en tanto que, el testigo del

déficit hidrico superdé a este ultimo observandose un 226% de incremento.
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Figura 10. Contenido de prolina en plantas de tomate sometidas a estrés hidrico en
diferentes etapas del cultivo.

Es posible que el tratamiento que registro los niveles mas altos de este aminoacido
haya experimentado los mecanismos compensatorios propios de la prolina a través
de las funciones de recuperacién al haber terminado el periodo de estrés hidrico tal
como afirmaron Blum & Ebercon (1976), llevando a cabo funciones de regulacion
osmotica (Aspinall & Paleg, 1981), promoviendo la protecciébn contra la
desnaturalizacion enzimética (Paleg et al, 1984) y la estabilizacion de la maquinaria
para la sintesis de proteinas (Kardpal & Rao, 1985). Sin embargo estos resultados
difieren de los obtenidos por Martinez y Moreno (1992), los cuales demuestran que
en distintas variedades de papa se almacenan altos niveles de prolina
inmediatamente después de aplicar el estrés hidrico. Esto confirma que,
efectivamente, las cantidades de prolina que se sintetizan en respuesta al estrés
hidrico, salinidad o temperaturas, varian entre especies como ha sido propuesto por

Cavalieri y Huang en (1979) y Aspinall y Paleg (1981).
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CONCLUSIONES

La aplicacién de extractos naturales como elicitores fue efectivo al modificar el
comportamiento y concentracion de los compuestos estudiados relacionados con la
resistencia y defensa de las plantas frente a estrés hidrico.

La aplicacion foliar del extracto natural sobre las plantas de tomate de la variedad Rio
Grande, gener6 un aumento en la actividad de la enzima PAL.

Se incrementd la produccion de fenoles totales y prolina, compuestos que interviene
en la formacion de resistencia frente al estrés hidrico y la habilidad de recuperacion
posterior a esa etapa.
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