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RESUMEN GENERAL
FUNGICIDAS-PATOGENO EN REACCIONES DE DEFENSA DEL JITOMATE

La infeccion por fitopatdgenos generalmente activa una serie de mecanismos de
defensa de las plantas cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar el desarrollo
de la enfermedad. Algunos agroquimicos también estimulan dichos mecanismos.
El objetivo del presente trabajo fue cuantificar la sintesis de fenoles totales (FEN),
y la actividad de fenilalanina amonioliasa (PAL), peroxidasas (POX) y superéxido
dismutasa (SOD) en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum L.) tratadas con
fosetyl-Al (1.25 g/L), fluoxastrobin (2.5 ml/L) y sin fungicida, en ausencia y
presencia de Phytophthora infestans, oomiceto causante del tizén tardio, en
condiciones de invernadero, bajo un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 2x3 con 3 repeticiones. Veinte dias después del trasplante, se iniciaron
aplicaciones semanales de los tratamientos. Se tomaron muestras a los 2y 7
dias después de cada una de once aplicaciones. Se elabor6 polvo de acetona y
a partir de ahi se realizo6 la determinacion enzimatica. El andlisis estadistico
consistié en un ANAVA factorial y en andlisis de correlacion. La aplicacion de
fosetyl-Al y fluoxastrobin indujeron mayor sintesis/actividad de compuestos y
enzimas tanto en las plantas infectadas como en las sanas, aunque esta
induccion de mecanismos de defensa fue variable segun tratamiento y momento
de evaluacion. La mayor sintesis de fenoles ocurrié en plantas enfermas y con
fungicidas, seguidas de plantas sanas con fungicidas, luego por plantas enfermas
sin fungicidas y por ultimo en plantas sanas. La actividad de la PAL fue mayor en
plantas enfermas y con fungicidas, seguido de plantas enfermas sin fungicida y
luego por plantas sanas tratadas con fungicidas; mientras que la mayor actividad
de la POX ocurri6 en plantas sanas tratadas con fungicidas. Por otro lado, el
fosetyl-Al indujo la actividad de la SOD en plantas sanas y en menor medida el
fluoxastrobin en plantas enfermas. Se encontr6 el mismo numero de
correlaciones positivas entre enzimas y compuestos fendlicos para plantas sanas
e infectadas. Se concluye que la sintesis y actividad de los metabolitos
cuantificados se alter6 selectivamente en funcién de los tratamientos y del
momento de aplicacion.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L., enzimas de defensa, Phytophthora
infestans.

Xi



GENERAL ABSTRACT
FUNGICIDES-PATHOGEN IN DEFENSE REACTIONS IN JITOMATE

Plant pathogen infection usually triggers a series of defense mechanisms in plants
in order to stop, slow, or counteract the development of the disease. Some
agrochemicals also stimulate these mechanisms. The objective of the present
research was to quantify the synthesis of total phenols (FEN) and the activity of
phenylalanine ammonia lyase (PAL), peroxidases (POX) and superoxide
dismutase (SOD), in tomato plants (Solanum lycopersicum L.) treated with
fosetyl-Al (1.25 g / L), fluoxastrobin (2.5 ml / L) and without fungicide, in the
absence and presence of Phytophthora infestans, oomycete that causes late
blight, under greenhouse conditions, with a completely randomized design with a
2x3 factorial arrangement with 3 repetitions. Twenty days after the transplant,
weekly applications of the treatments were initiated. Samples were taken at 2 and
7 days after each of 11 applications. Acetone powder was prepared and the
enzymatic determination was made from there. The statistical analysis consisted
of a factorial ANAVA and correlation analysis. The application of fosetyl-Al and
fluoxastrobin induced greater synthesis/activity of compounds and enzymes in
both infected and healthy plants, although this induction of defense mechanisms
was variable according to treatment and time of evaluation. The highest synthesis
of phenols occurred in diseased plants and with fungicides, followed by healthy
plants with fungicides, then by diseased plants without fungicides and finally in
healthy plants. PAL activity was higher in diseased plants, with fungicides,
followed by diseased plants without fungicide, and then by healthy plants treated
with fungicides; while the greater activity of the POX occurred in healthy plants
treated with fungicides. On the other hand, fosetyl-Al induced the activity of SOD
in healthy plants and to a lesser extent fluoxastrobin in diseased plants. The same
number of positive correlations between enzymes and phenolic compounds was
found for healthy and infected plants. It is concluded that the synthesis and activity
of the quantified metabolites were selectively altered depending on the treatments
and the time of application.

Keywords: Solanum lycopersicum L., defense enzymes, Phytophthora infestans.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas més importantes
en México y el mundo (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera
[SIAP], 2017), Esta hortaliza es susceptible a muchas enfermedades, como las
causadas por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, Alternaria solani (Ell. &
Mart.) Jones & Grout y Ralstonia solanacearum Smith, patégenos que ocasionan
pérdidas entre el 40 y 70 % (Chavarro y Angel, 2005). El tizon tardio es causado
por Phytophthora infestans, comdn en areas con temperaturas entre 15y 22 °C
y humedad relativa mayor al 80%, se transmite por semillas y sobrevive en forma
de micelio en otras plantas solanaceas cultivadas o arvenses, o0 en residuos de
cosecha, que permanecen en el suelo (Jaramillo, Rodriguez, Guzméan Zapata &
Rengifo, 2007). EI manejo de esta enfermedad resulta complejo debido a que el
patdgeno presenta una alta variabilidad genética (Lozoya-Saldafa et al., 2017),
por lo que la aplicacion reiterada de agroquimicos para su control podria
ocasionar cepas insensibles a los mismos. Una alternativa de manejo de
enfermedades de plantas se basa en la “resistencia inducida”, mediante la cual
las plantas son protegidas de las enfermedades causadas por hongos, ya sea a
través de una infeccion inicial por un patégeno (Kutc, 1982) o por la aplicacion
de productos quimicos sintéticos que activan respuestas de resistencia de la
planta (White, 1979; Gottsein y Kuuc, 1989; Kessmann et al., 1994). Esta
induccion de resistencia se activa a partir de una serie de mecanismos de
defensa cuyo fin es detener, reducir o contrarrestar la infeccién (Madriz, 2002).
Las plantas poseen mecanismos constitutivos o preformados y mecanismos
inducidos de defensa. Los mecanismos inducidos de defensa se activan
solamente como una respuesta al ataque de un patogeno (Collinge, Gregersen
& Thordal-Christensen, 1993) e involucra cambios claros en el metabolismo
relacionados con la biosintesis de enzimas y metabolitos secundarios (Madriz,
2002).

Existe un gran nimero de enzimas y metabolitos secundarios que participan en

el sistema de defensa de las plantas, entre ellos se encuentran Fenoles (FEN) y
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enzimas como Fenilalanina amonio-liasa (PAL), Peroxidasa (POX) y Superdxido
dismutasa (SOD).

Por otro lado, los mecanismos de accidn de algunos fungicidas sobre el patogeno
inducen también reacciones no especificas de defensa de la planta,
independientemente de la infeccion (Calatayud y Barreno, 2001; Serrano-
Cervantes, Lozoya-Saldafia, Colinas y Leon & Leyva-Mir, 2016). Asi, entre ellos
resaltan el benomilo, el cual tiene un efecto protector ante el estrés oxidativo,
elevando la actividad de la SOD, y evita la peroxidacién de los lipidos de las
membranas de las clorofilas (Calatayud y Barreno, 2001); el fosetyl-Al, que
estimula la actividad de enzimas antioxidantes como la SOD y la PAL en
presencia de enfermedad, induciendo la defensa de las plantas (Robledo-
Esqueda, Lozoya-Saldafia & Colinas-Leodn, 2012) y en ausencia de enfermedad
se ha demostrado que aumenta la actividad de POX y SOD (Serrano-Cervantes
et al.,, 2016). Por otro lado, el fluoxastrobin (estrobilurina) también induce la
actividad de la SOD en plantas sanas (Serrano-Cervantes et al., 2016). Otro
fungicidas como la combinacion de azoxystrobin y epoxiconazol retrasan la
senescencia de Triticum aestivum debido a una mejora del potencial antioxidante
que protege a las plantas de las especies de oxigeno activo dafiino (Wu & Von
Tiedemann, 2002), el Acrobat ® MZ (mancozeb + dimetomorf), incrementa la
actividad de la catalasa y peroxidasa en presencia de enfermedad en plantas de

jitomate (Horotan y Oancea, 2013).

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar el contenido de fenoles totales
(FEN) y la actividad de fenilalanina amonio-liasa (PAL), peroxidasas (POX) y
superoxido dismutasa (SOD) en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum L.)
tratadas con Fosetyl-Al (1.25 g/L), Fluoxastrobin (2.5 ml/L) y sin fungicida, en

ausencia y presencia de Phytophthora infestans.



2.  REVISION DE LITERATURA

2.1Tizén tardio de la papay el tomate
2.1.1 Etiologia

El tizon tardio de la papa y el jitomate es causado por el hongo oomiceto
Phytophthora infestans. Este patdgeno produce esporangios hialinos, con forma
de limon. Los esporangios estan bien desarrollados, presentan ramificacion
simpodial, que emergen a través de los estomas en un numero variable de 3 a 5.
Los esporangios son formados durante el periodo de alta humedad relativa (91 —
100 %) y de temperaturas Optimas entre 18 — 22 °C. En condiciones humedas
pueden germinar directamente (6ptimo 25 °C) o producir zoosporas biflageladas
bajo frio (6ptimo 12 °C). Cada zoospora puede nadar en un film de agua sobre el
tejido de la planta, encistar, germinar y penetrar iniciando un nuevo ciclo. Por lo
tanto, a bajas temperaturas, la cantidad de inéculo es mucho mayor de lo que la
germinacion directa del esporangio, debido a la formacién de zoosporas.
Temperaturas por encima de los 30 °C son consideradas desfavorables para la
ocurrencia del tizon tardio. La diseminacion del patdégeno se realiza
principalmente por el viento, lluvias e insectos. El patdégeno presenta gran
variabilidad genética, de ahi la corta vida util de las variedades con resistencia

vertical (Kurozowa & Pavan, 2016).
2.1.2 Sintomatologia

La enfermedad inicia los sintomas en los tejidos situados en la mitad superior.
Los primeros sintomas surgen en las hojas como manchas irregulares, de tejido
encharcado de color verde-oscuro, que pueden aumentar de tamano
rapidamente y abarcar una gran superficie de la hoja. Posteriormente, esas
superficies pasan a pardo-oscuro con una estrecha faja de tejido turgente entre
el tejido necrosado y el tejido sano. Cuando se presenta la coalescencia de
manchas, éstas pueden destruir la mayoria de las hojas en poco tiempo, dando

aspectos similares a los del dafio por helada. Los sintomas en ramas, peciolos y
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raquis son pardo-oscuros al inicio y pardo-claros en una fase méas avanzada,
pudiendo haber completo anillamiento de los mismos, lo que acarrea la muerte
de la parte superior. En los frutos, en cualquier estadio, las lesiones son de tipo
pudricion dura, de color pardo-oscuro, profundas y de superficie irregular. En
ambiente humedo, el micelio blanco-ceniciento se desarrolla sobre la superficie
afectada, en donde se pueden observar los esporangios y esporangioforos. La
esporulacion es mas intensa en la periferia de las lesiones (Kurozowa & Pavan,
2016).

Ante condiciones netamente favorables para la enfermedad, el control del tizon
tardio resulta muy dificil por la frecuencia con que deben ser aplicados los
fungicidas preventivos. Se sefialan hasta tres tratamientos semanales, pues los
estados de elevada humedad que favorecen a la enfermedad, lavan con
frecuencia la capa de fungicida protectora de los productos incorporados. Por
ello, se recomienda dar un tratamiento fungicida siempre, después que se
produzcan las condiciones ideales para el patégeno (Rodriguez-Rodriguez et al.,
2001). Los fungicidas de contacto mayormente utilizados para el control de esta
enfermedad son mancozeb, clorotalonil y los cupricos. Por su parte, metalaxil y

cimoxanil son fungicidas sistémicos recomendados Kurozowa & Pavan (2016).
2.1.3 Manejo de la enfermedad

Estos mismos autores indican que, como medidas de control, es recomendable
evitar la plantacion en lugares humedos, bordes de los rios y represas, lugares
mal ventilados y sujetos a neblina por la acumulacion de aire frio y humedo;
adoptar un espaciamiento amplio para favorecer la ventilacion y disminuir la
humedad ambiental; no utilizar las semillas de frutos enfermos y hacer rotacién

de cultivo por dos o tres afios.
2.2Defensa de las plantas

Las defensas vegetales, de acuerdo con bidlogos evolucionistas, surgieron a

través de fendmenos de mutacion hereditaria, seleccién natural y cambios



evolutivos. Mutaciones al azar en rutas metabdlicas basicas dieron lugar a la
aparicién de nuevos compuestos, que con el paso del tiempo se determinaron

toxicos para agentes patdgenos (Taiz & Zeiger, 2006).
2.2.1 Metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos organicos,
conocidos como metabolitos secundarios, productos secundarios o productos
naturales, los cuales no tienen funcion reconocida o directa en los procesos de
fotosintesis, respiracion, sintesis de proteinas y otros procesos primarios (Taiz &
Zeiger, 2006).

Recientemente se ha descubierto que muchos metabolitos secundarios tienen
importantes funciones como proteger a las plantas de la ingestion por herbivoros

y la infeccién por patégenos microbianos.

Los metabolitos secundarios se dividen en tres grupos principales y
quimicamente diferentes: terpenos, fenoles y compuestos que contienen
nitrdgeno, en los cuales participan diferentes rutas metabdlicas que al igual que

los metabolitos tienen influencia en los mecanismos de defensa de las plantas.
2.2.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos (FEN) en las plantas comprenden un diverso grupo de
fitoquimicos, los cuales abarcan desde &cidos fendlicos hasta taninos y ligninas.
La caracteristica principal de los fenoles son los anillos aroméaticos llevando uno
0 mas grupos hidroxilo (Constable, 1999). La sintesis de estos compuestos se
realiza en dos rutas metabalicas béasicas: la ruta del acido shikimico y la ruta del
acido maldnico. La ruta del acido shikimico es responsable de la biosintesis de
la mayoria de los fenoles en las plantas, mientras que la ruta del &cido malénico
es la principal para hongos y bacterias (Taiz & Zeiger, 2006). La mayor parte de
los compuestos fendlicos de las plantas derivan de la fenilalanina por la
eliminacion de una molécula de amonio para formar acido cinamico, reaccion

catalizada por la fenilalanina amonio-liasa (PAL), posiblemente la enzima mas
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estudiada del metabolismo secundario por todas las reacciones y compuestos
gue desencadena.

Los compuestos fendlicos son de gran importancia para la planta ya que llegan a
formar parte integral de la estructura de la pared celular, principalmente de
ligninas y suberinas para resistencia y soporte mecanico y barreras protectoras
contra infeccion microbiana (Dai, Andary, Mondolot-Cosson & Boubais, 1995;
Strack, 1997). La presencia de fenoles en las plantas como respuesta a una
infeccion se asocia a resistencia contra hongos patogenos (Vidhyasekaran,
1997). La sintesis de fenoles y otros metabolitos secundarios se asocian a la
caracteristica de resistencia/susceptibilidad del genotipo (Lozoya-Saldafia,
Rivera-Hinojosa & Colinas-Ledn, 2007), siendo mayor en genotipos resistentes

gue en susceptibles (Dai et al., 1995).
2.2.3 Defensas antipatogénicas adicionales

Algunas defensas se inducen por la infeccion de organismos patégenos, las
defensas que solo se inducen después del dafio inicial necesitan menor inversion
de recursos de la planta que las defensas que estan siempre presentes, aunque

deben activarse con rapidez para que sean efectivas (Taiz & Zeiger, 2006).

Una vez infectadas por un patégeno las plantas despliegan un amplio espectro
de defensas, una de ellas es la respuesta hipersensible, por la que las células
gue rodean la zona de infeccibn mueren rapidamente, privando al patégeno de
nutrientes y evitando su expansion. Esta respuesta hipersensible con frecuencia
esta precedida por la produccion de especies reactivas de oxigeno. Las células
préximas a la infeccion sintetizan un gran numero de compuestos téxicos
formados por la reduccién del oxigeno molecular, incluidos el anion superdxido
(*O2-), el perdxido de hidrogeno (H20:2) y el radical hidroxilo (*OH). Las especies
reactivas de oxigeno pueden contribuir a la muerte celular como parte de la
respuesta hipersensible o actuar para matar directamente al patégeno (Kombrink
& Somssich, 1995; Lamb & Dixon, 1997; Nurnberger & Scheel, 2001; Taiz &
Zeiger, 2006).



2.2.4 Fenilalanina amonio liasa

La fenilalanina amonio-liasa (EC. 4.3.1.5; PAL) se encuentra en la ruta
biosintética del metabolismo primario o ruta del acido shikimico y la ruta del
metabolismo secundario o ruta de los fenilpropanoides. La enzima PAL cataliza
la desaminacion no oxidativa de la fenilalanina para producir acido cinamico, a
partir de 4cido cindmico se producen varios fenilpropanoides simples como los
acidos cumarico, caféico, ferulico, asi como cumarinas (Bidwell, 1979; Jones,
1984; Dixon et al., 1992; Dixon & Paiva, 1995).

La induccion de fenilpropaniodes, por medio de fenilalanina amonio liasa, puede
deberse a diversos factores bidticos o abidticos entre los que destacan
iluminacion, ataque de patdgenos, dafio mecéanico, bajas temperaturas o niveles
bajos de algunos nutrimentos (nitrégeno, fésforo o hierro) (Smith & Rubery, 1981;
Goodman et al.,, 1986; Dixon & Paiva, 1995; Ramamurthy et al., 2000). La
invasion fungica, por ejemplo, inicia la transcripcion del RNA mensajero que
codifica la PAL, aumentando su concentracion en la planta, lo que estimula la

sintesis de compuestos fendlicos (Vidhyasekaran, 1997).

La regulacién de la actividad de la PAL es muy compleja debido a la existencia
de multiples genes que codifican para su sintesis, algunos de los cuales solo se

expresan en tejidos o bajo condiciones especificas (Taiz & Zeiger, 2006).
2.2.5 Peroxidasa

La peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POX) es la enzima que cataliza la oxidacion de
donadores de hidrégeno a expensas de peroxido de hidrégeno (H202) aceptando
como donadores de hidrégeno a un amplio rango de polifenoles (Burnette, 1977,
Djanaguiraman, Devi, Sheeba, Bangarusamy & Babu, 2004; Calderén, 2008),
asimismo se asocia a procesos de cicatrizacion de heridas como la lignifcaciéon
(Ramamurthy, Ussuf, Nair & Thomas, 2000).

Las peroxidasas en conjunto con la fenilalanina amonio-liasa (PAL) y los fenoles

(FEN) forman parte de un grupo de compuestos precursores de resistencia
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sistémica adquirida, la cual involucra la activaciéon de genes de proteccion y de
defensa que estimulan la sintesis y actividad de compuestos, los cuales catalizan
la oxidacion y conversion de los compuestos fendlicos en quinonas ademas de
promover la lignificacion en los sitios de infeccion que interfieren con el desarrollo
del patogeno (Robinson, 1991; Lozoya-Saldafia, Almanza-Serrano, Colinas-
Ledn, 2006).

Esta enzima es codificada por una larga familia de multigenes en plantas,
mostrando un alto grado de polimorfismo. En plantas de Arabidopsis thaliana, se
han encontrado mas de 100 etiquetas de secuencias expresadas o ESTs
(Expressed Sequence Tags) codificando diferentes isoenzimas de POX
(Dstergaard et al., 2000).

Las peroxidasas se clasifican en dos superfamilias, la primera incluye a las
peroxidasas vegetales, flngicas y bacterianas y la segunda constituida por
peroxidasas animales (Hiraga et al., 2000). Dentro de la primera superfamilia, las
peroxidasas vegetales se clasifican en la Clase Ill. Saathoff et al., (2013) sefialan
que las peroxidadasas de esta Clase tienen un papel importante en la defensa
de las plantas y que pueden servir como marcadores enzimaticos en respuesta

al estrés.

La totalidad de genes que codifican las peroxidasas de Clase Il y Ill presentan
secuencias en el extremo N-terminal que codifican un péptido sefial. Estos
péptidos sefial dirigen a las peroxidasas hasta el espacio extracelular siguiendo
una ruta que comienza en el reticulo endoplasmético donde se forman los
puentes disulfuro en un plegamiento cotraduccional (Freedman, 1982). y se unen
dos cationes calcio que estabilizan la estructura de la apoperoxidasa resultante.
Posteriormente, tiene lugar un procesamiento adicional de los carbohidratos en
el aparato de Golgi, después del cudal las peroxidasas en la mayor parte de los
casos son secretadas. Se encuentran también peroxidasas localizadas en tejidos
meristematicos, en las células epidérmicas, y vasculares. En todos estos tejidos
las peroxidasas estan localizadas tanto en las paredes celulares como en las

vacuolas (Pérez-Galende, 2016).



Estudios sugieren que la actividad de peroxidasa y otras enzimas como
superoxido dismutasa incrementan su sintesis al presentarse condiciones
ambientales desfavorables (Pérez, 1999), o ante progreso de enfermedades
como el tizon tardio (Lozoya et al., 2007), asi como también tras la aplicacion de

fungicidas (Serrano-Cervantes et al., 2016; Horotan y Oancea, 2013).
2.2.6 Superoxido dismutasa

La superoxido dismutasa (1.15.1.1; SOD) constituye una de las defensas
primarias contra el estrés oxidativo. Pertenece a la familia de las metaloenzimas
que catalizan la reaccion de dismutacion del radical superéxido (<O 2) a oxigeno
(O2) y a perdéxido de hidrogeno (H202) (Bowler, Van-Camp, Van Montagu & Inze,
1994). Estas enzimas son importantes en la proteccion de las células contra
efectos toxicos de los radicales superoxido. El hierro (Fe), cobre (Cu) y
manganeso (Mn) son sus cofactores metélicos y de acuerdo a éste sus
propiedades moleculares y su localizacion cambian (Robledo-Esqueda et al.,
2012).

El anidn superoxido tiene un alto poder bactericida, asi que es posible que este
radical por si solo sea capaz de eliminar microorganismos. El peroxido de
hidrégeno puede reaccionar con el superdxido, generando radicales hidroxilo
(OH-) y de oxigeno (+02), ambos altamente reactivos y téxicos (Diaz, 2006). El
incremento en la sintesis de SOD puede relacionarse a una alta concentracion
de especies reactivas de oxigeno que fueron generadas como defensa ante el
ataque de un patégeno precediendo una respuesta hipersensible o bien atacando

directamente al organismo (Taiz & Zeiger, 2006).

Las enzimas superéxido dismutasa, catalasa y peroxidasa se estimulan ante la
presencia de condiciones desfavorables para las plantas de tomate como estrés
hidrico y altas temperaturas; Mazorra & Nufiez (2003) encontraron que la
actividad de estas enzimas se incrementd cuando sometieron plantas jévenes de
tomate a estrés por altas temperaturas durante dos horas, mientras que Pérez

(1999) encontré que la actividad de peroxidasa y superéxido dismutasa se
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incrementd en plantas de tomate cuando se sometieron a estrés por inundacion

durante 72 horas al inicio del periodo de floracion.
2.3.Accion de los fungicidas

Los fungicidas son agentes, de origen natural o sintético, que actuan para
proteger a las plantas contra la invasion de hongos y/o para erradicar la infeccion
micética establecida, con el fin de proteger a los cultivos y mantener su potencial
de rendimiento, medido como la cantidad o calidad del producto (Oliver & Hewitt,
2014). Los fungicidas pueden ser clasificados de acuerdo su relacién a la
movilidad y/o posicionamiento en la planta como en topicos o inmoviles,
mesostémicos, de profundidad, loco-sistémicos o translaminares, sistémicos; de
acuerdo a su relacion al momento de aplicacién y las subfases del proceso de
infeccion interferidas como preventivos, curativos, erradicantes; en relaciéon a la
absorcién de los fungicidas por las esporas: de contacto, protectores; en relacién
al mecanismo, o modo de accién o mecanismo bioquimico de accion; en relacion
al grupo quimico (estrobilurinas, triazoles, carboxamidas, etc.) (Reis, Reis &
Carmona, 2010).

2.3.1. Modo de accién de los fungicidas

Los fungicidas presentan diferentes modos de accién, los cuales actian
inhibiendo procesos metabdlicos especificos de los hongos, segun la familia
quimica del fungicida (Kramer, Schirmer, Jeschke & Witschel, 2012). Los
procesos conocidos que son inhibidos por fungicidas son: sintesis de acidos
nucleicos (metalaxyl), mitosis y division celular (benomilo, carbendazim, tiofanato
metilico, carboxin, Benzovindiflupyr, boscalid), respiracion (azoxystrobina,
fluoxastrobina, kresomin metil, trifloxistrobina), sintesis de aminoacidos y
proteinas (cyprodinil mepanipyrim, pyrimethanil), transduccién de sefial
(quinoxifen, fludioxonil, iprodione), sintesis de lipidos (pyrazophos,
propamocarb), biosintesis de esteroles de membranas (fenarimol, triazoles),
biosintesis de la pared celular (dimethomorph, flumorph, pyrimorph), biosintesis

de melanina en la pared celular (fenoxanil, fthalide), y la activacién de defensas
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en la planta huésped (acibenzolar-S-methyl, probenazole, cymoxanil, fosetyl-Al,
sales de fosfito) (Oliver & Hewitt, 2014). Ademas, existen otros fungicidas cuyo
modo de accion son desconocidos como el diclomezine, methasulfocarb y
dodine, asi como también existe otro grupo de fungicidas que presentan sitios de
accion multiples como el mancozeb, maneb, propineb, Thiram, zineb, clorotalonil,
entre otros. (Reis et al., 2010; Kramer et al., 2012; Oliver & Hewitt, 2014).

2.3.2. Fungicidas como inductores de resistencia en plantas

El mecanismo de resistencia natural es tema actual de estudio en el mundo
académico (Dey & Harnborne, 1997; Oliver & Hewitt, 2014); La inoculacion de
plantas con un agente patégeno avirulento da como respuesta la acumulacién de
acido salicilico, resultando en una resistencia por parte del hospedero a la
enfermedad. Ademas, los tejidos distantes del sitio de inoculacion también
mostraron resistencia, un fenémeno conocido como resistencia sistémica
adquirida (SAR) (Malamy, Carr, Klessig & Raskin, 1990). El acido salicilico es
transportado dentro de la planta y da lugar a la induccién de genes de defensa.
Parte del acido salicilico se almacena como el glucésido. Una infeccion posterior
causa la liberacion de acido salicilico del glucésido y su acumulacién en el sitio
de la infeccion. Los genes de defensa se inducen, el crecimiento fungico es
inhibido y la expresion de la enfermedad no ocurre o se ralentiza. Estos estudios
sugirieron que los agentes que puedan inducir SAR presentan un nuevo amplio
espectro para el control de enfermedades de plantas por periodos prolongados.
Algunos productos quimicos conocidos por inducir la defensa de plantas son el
probenazole, el cual se utiliza para controlar Pyricularia oryzae en arroz y cebada,
por medio de la induccién de reacciones de defensa, estimulando la acumulacion
de sustancias fungitoxicas como acido a-linoleico, y la actividad de fenilalanina
amono-liasa, peroxidasa y catecol-metiltransferasa, ademas de presentar un
efecto fungicida directo inhibiendo el desarrollo temprano de hongos etapas,
reduciendo de la germinacion de las esporas, la formacién de apresorios y la

penetracion del hongo (Oliver & Hewitt, 2014). El acibenzolar-S-methyl, también
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es otro producto sintético que ademas de presentar efecto fungicida directo,
induce la SAR (Kessmann et al., 1996).

Entre los fungicidas quimicos mas actuales, se conoce el caso del benomilo, el
cual tiene un efecto protector ante el estrés oxidativo, elevando la actividad de la
SOD, y evita la peroxidacion de los lipidos de las membranas de las clorofilas
(Calatayud y Barreno, 2001); el fosetyl-Al, que estimula la actividad de enzimas
antioxidantes como la SOD y la PAL en presencia de enfermedad, induciendo la
defensa de las plantas (Robledo-Esqueda, Lozoya-Saldafia & Colinas-Leon,
2012) y en ausencia de enfermedad se ha demostrado que aumenta la actividad
de POX y SOD (Serrano-Cervantes et al., 2016). Por otro lado, el fluoxastrobin
(estrobilurina) también induce la actividad de la SOD en plantas sanas (Serrano-
Cervantes et al., 2016). Otro fungicidas como la combinacion de azoxystrobin y
epoxiconazol retrasan la senescencia de Triticum aestivum debido a una mejora
del potencial antioxidante que protege a las plantas de las especies de oxigeno
activo dafino (Wu & Von Tiedemann, 2002), el Acrobat ® MZ (mancozeb +
dimetomorf), incrementa la actividad de la catalasa y peroxidasa en presencia de

enfermedad en plantas de jitomate (Horotan y Oancea, 2013).
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RESUMEN

La infeccion por fitopatégenos generalmente activa una serie de mecanismos de defensa
de las plantas cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar el desarrollo de la
enfermedad. Algunos agroquimicos también estimulan dichos mecanismos. El objetivo
del presente trabajo fue cuantificar la sintesis de fenoles totales (FEN), y la actividad de
fenilalanina amonioliasa (PAL), peroxidasas (POX) y superdxido dismutasa (SOD) en
plantas de jitomate (Solanum lycopersicum L.) tratadas con fosetyl-Al (1.25 g/L),
fluoxastrobin (2.5 ml/L) y sin fungicida, en ausencia y presencia de Phytophthora
infestans, oomiceto causante del tizon tardio, en condiciones de invernadero, bajo un
disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3 con 3 repeticiones. Veinte dias
después del trasplante, se iniciaron aplicaciones semanales de los tratamientos. Se
tomaron muestras a los 2y 7 dias después de cada una de once aplicaciones. Se elaboré
polvo de acetona y a partir de ahi se realizd la determinacién enzimética. El analisis
estadistico consistiéo en un ANAVA factorial y en andlisis de correlacion. La aplicacion de
fosetyl-Al y fluoxastrobin indujeron mayor sintesis/actividad de compuestos y enzimas
tanto en las plantas infectadas como en las sanas, aunque esta induccion de mecanismos
de defensa fue variable segun tratamiento y momento de evaluacion. La mayor sintesis
de fenoles ocurrio en plantas enfermas y con fungicidas, seguidas de plantas sanas con
fungicidas, luego por plantas enfermas sin fungicidas y por ultimo en plantas sanas. La
actividad de la PAL fue mayor en plantas enfermas y con fungicidas, seguido de plantas
enfermas sin fungicida y luego por plantas sanas tratadas con fungicidas; mientras que
la mayor actividad de la POX ocurrio en plantas sanas tratadas con fungicidas. Por otro

lado, el fosetyl-Al indujo la actividad de la SOD en plantas sanas y en menor medida el
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fluoxastrobin en plantas enfermas. Se encontr6 el mismo numero de correlaciones
positivas entre enzimas y compuestos fendlicos para plantas sanas e infectadas. Se
concluye que la sintesis y actividad de los metabolitos cuantificados se alterd

selectivamente en funcion de los tratamientos y del momento de aplicacion.

Palabras clave: Solanum lycopersicum L., enzimas de defensa, Phytophthora infestans.

SUMMARY

Plant pathogen infection usually triggers a series of defense mechanisms in plants in order
to stop, slow, or counteract the development of the disease. Some agrochemicals also
stimulate these mechanisms. The objective of the present research was to quantify the
synthesis of total phenols (FEN) and the activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL),
peroxidases (POX) and superoxide dismutase (SOD), in tomato plants (Solanum
lycopersicum L.) treated with fosetyl-Al (1.25 g / L), fluoxastrobin (2.5 ml / L) and without
fungicide, in the absence and presence of Phytophthora infestans, oomycete that causes
late blight, under greenhouse conditions, with a completely randomized design with a 2x3
factorial arrangement with 3 repetitions. Twenty days after the transplant, weekly
applications of the treatments were initiated. Samples were taken at 2 and 7 days after
each of 11 applications. Acetone powder was prepared and the enzymatic determination
was made from there. The statistical analysis consisted of a factorial ANAVA and
correlation analysis. The application of fosetyl-Al and fluoxastrobin induced greater
synthesis/activity of compounds and enzymes in both infected and healthy plants,
although this induction of defense mechanisms was variable according to treatment and
time of evaluation. The highest synthesis of phenols occurred in diseased plants and with
fungicides, followed by healthy plants with fungicides, then by diseased plants without
fungicides and finally in healthy plants. PAL activity was higher in diseased plants, with
fungicides, followed by diseased plants without fungicide, and then by healthy plants
treated with fungicides; while the greater activity of the POX occurred in healthy plants
treated with fungicides. On the other hand, fosetyl-Al induced the activity of SOD in healthy
plants and to a lesser extent fluoxastrobin in diseased plants. The same number of
positive correlations between enzymes and phenolic compounds was found for healthy

and infected plants. It is concluded that the synthesis and activity of the quantified
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metabolites were selectively altered depending on the treatments and the time of

application.

Keywords: Solanum lycopersicum L., defense enzymes, Phytophthora infestans.

INTRODUCCION

El infeccion de patdgenos es una condicion desfavorable que generalmente activa una
serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la
infeccion; estos mecanismos pueden ser preformados o inducidos (Madriz, 2002). En el
sitio de la infeccibn, a menudo se inicia una respuesta hipersensible en plantas
resistentes, que se manifiesta como lesiones necroticas que resultan de la muerte de la
célula huésped. Ademas, las partes distantes no infectadas de la planta pueden
desarrollar resistencia sistémica adquirida, lo que da como resultado una defensa
mejorada de larga duracién contra los mismos u o incluso otros patégenos (Fodor et al.,
1997; Wendehenne, Durner, Chem & Kessig, 1998). Ambas respuestas (HR y SAR),
estan asociadas con una mayor expresion de un gran numero de genes involucrados en
la defensa de las plantas (Klessig & Malamy, 1994). Una de las reacciones de defensa
comunes en plantas es la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
principalmente anion superoxido (Oze-) y peroxido de hidrogeno (H202). La acumulacion
de estas sustancias en las células vegetales puede ser toxica para la planta y el patégeno.
Estas EROs activan moléculas para la induccion de genes de defensa y la polimerizacion
de proteinas que compone la pared celular, ademas de estimular la produccién de
enzimas de defensa (Barbosa-Nascimento & Freitas-Barrigossi, 2014). El sistema
enzimatico desempefia un papel importante en la defensa de la planta contra
fitopatogenos, en donde estas sirven como defensa antioxidante, limitando la
propagacion de los procesos oxidativos permitiendo que las células mantengan su
viabilidad contra la penetracion de hongos (Peluffo et al., 2010; Djebali et al., 2011). Entre
las enzimas de defensa se encuentra la superéxido dismutasa (SOD), la cual constituye
la primera linea de defensa contra los efectos toxicos de los niveles elevados de EROs
(Gill & Tuteja, 2010). La SOD remueve el Oze-, catalizando su dismutacién, donde una
molécula de O2e- es reducida a H20:2 y otra oxidada a Oz, por lo tanto disminuye el riesgo
de formacion de OHe en el interior de la célula (Mittler, 2002; Gill & Tuteja, 2010; Taiz &
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Zeiger, 2006). La peroxidasa cataliza la oxidorreduccion entre H20: y varios reductores,
participa en varios procesos fisiologicos de las plantas tales como en la lignificacion,
suberizacion, formacién de componentes de la pared celular, catabolismo de auxinas,
senescenciay proteccion contra la infeccidon de patégenos, ataque de insectos y elicitores
abidticos (Almagro et al., 2009). También, la fenilalanina amonio-liasa (PAL) es una
enzima clave para la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos, como las
fitoalexinas y lignina y puede ser determinante para la activacion de un gran nimero de
mecanismos de defensa (Lozoya-Saldafa, Rivera-Hinojosa & Colinas-Leon, 2007). Por
otro lado, las células de las plantas y sus organelos, como cloroplastos, mitocondrias y
peroxisomas emplean un sistema de defensa antioxidante, a partir de otras moléculas no
enzimaticas como carotenoides, acido ascorbico, prolina, vitamina E, flavonoides y
prolina (Davar, Darvishzadeh & Majd, 2013). Entre estas moléculas, se encuentran los
compuestos fendlicos (FEN), que se forman a partir de la ruta de los fenilpropanoides y
constituyen parte integral de la estructura de la pared celular, principalmente de ligninas
y suberinas para resistencia, soporte mecanico y barreras protectoras contra infeccion
microbiana, ademas de proporcionar resistencia inducida por medio de fitoalexinas (Dai,
Andary, Mondolot-Cosson & Boubais, 1995).

Actualmente el estudio de los nuevos fungicidas también se enfoca sobre su efecto en el
hospedante, con el fin de conocer hasta qué punto los productos estimulan las reacciones
de defensa de la planta. Los mecanismos de accion de algunos fungicidas sobre el
patébgeno inducen también reacciones no especificas de defensa de la planta,
independientemente de la infeccion (Calatayud & Barreno, 2001; Robledo-Esqueda,
Lozoya-Saldafia & Colinas-Ledn, 2012; Serrano-Cervantes, Lozoya Saldafia, Colinas-
Ledn & Leyva-Mir, 2016). El fosetyl-Al estimula la actividad de enzimas antioxidantes
como la SOD y la PAL en presencia de enfermedad, induciendo la defensa de las plantas
(Robledo-Esqueda et al., 2012) y en ausencia de enfermedad se ha demostrado que
aumenta la actividad de POX y SOD (Serrano-Cervantes et al., 2016). Por otro lado, el
fluoxastrobin (estrobilurina) también induce la actividad de la SOD en plantas sanas

(Serrano-Cervantes et al., 2016).
El objetivo del presente fue cuantificar el contenido de fenoles totales (FEN) y la actividad
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de fenilalanina amonioliasa (PAL), peroxidasas (POX) y superéxido dismutasa (SOD) en
plantas de jitomate (Solanum lycopersicum L.) con y sin fungicidas, en ausencia y

presencia de Phytophthora infestans.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental y tratamientos

Bajo condiciones de invernadero, se establecié un disefio de tratamientos factorial 2X3
bajo un disefio experimental completamente al azar (r=3). El factor infeccion tuvo como
niveles planta sana (PS) y planta infectada (Pl) con Phytophthora infestans, mientras que
el factor fungicida tuvo como niveles: Testigo (Agua) (T), Fosetyl-Al (12,5 g/10 L agua)
(Fos) y Fluoxastrobin (25 mL/10 L agua) (Flu) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos evaluados.

Tratamiento Producto Dosis Presencia de enfermedad

TIPS Testigo (agua) - No

T/PI Testigo (agua) - Si
Fos/SP Fosetyl-Al 12,5 g/10 L agua No

Fos/PI Fosetyl-Al 12,5 g/10 L agua Si
Flu/SP Fluoxastrobin 25 mL/10 L agua No

Flu/PI Fluoxastrobin 25 mL/10 L agua Si

Muestreo

Se realizaron cinco aplicaciones de tratamientos (a los 20, 27, 34, 41, 48 y 55 dias
después del trasplante). Los muestreos de hoja se realizaron a los 2 y 7 dias después de
cada aplicacion (dda). Previo a la primera a aplicacién se realizé6 un muestreo para
conocer el estatus de las plantas en cuanto al contenido de fenoles y actividad enziméatica
(M1). Los muestreos M2, M4, M6, M8 y M10 se tomaron a los 2 dda y los muestreos M3,
M5, M7, M9 y M11 a los 7 dda. Cada muestreo consistié en la toma de 40 g de foliolos

maduros del dosel medio de la planta. Cada muestra se congel6 para el posterior analisis.
Determinacion enziméatica

Para la determinacion de la actividad enzimatica se elaboré polvo de acetona de acuerdo
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a la metodologia desarrollada por Alia-Tejacal, Colinas-Ledn, Martinez-Damian & Soto-
Hernandez, (2002). A partir de 40 g de foliolo se adicionaron 100 ml de acetona fria, se
licué por 30 segundos y se filtr6 al vacio. Se repitié el procedimiento anterior en seis
ocasiones. El polvo se dej0 secar a temperatura ambiente, se registré el peso y se
congelé para el andlisis enzimético, el extracto de acetona se refriger6 para la
determinacion de fenoles totales.

Fenoles totales

La determinacién se realizO6 mediante la metodologia Folin-Ciocalteu descrita por
Waterman & Mole (1994). Se agregaron 150 pl de cada extracto en tubos de fondo plano.
Se agregaron 850 pl de agua destilada y se agitd. Se afiadieron 7 ml de agua destilada y
500 pl de reactivo Folin-Ciocalteu (2N), se dejaron reposar durante ocho minutos, se
adicion6 1.5 ml de carbonato de sodio (20 %), se mezcld y se dejo reposar por dos horas
en completa oscuridad. Concluidas las dos horas las muestras se leyeron a 760 nm

(Genesys 10 UV Scanning, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts).
Fenilalanina amonioliasa

La determinacion de fenilalanina amonioliasa se realizd6 mediante la metodologia descrita
por Martinez-Téllez & Lafuente (1997). A partir de 0.1 g de polvo de acetona se agregaron
5 ml de buffer bTampoén borato-sodio (0.1 M, pH 8.8, 1 % Polivinilpirrolidona) +
Mercaptoetanol (0.12 %), se homogeneizé en frio (T25 Ultra turrax, IKA, Wilmington,
USA), se filtré y la solucién se vertié en tubos de centrifuga. La mezcla se centrifugo
(Sorvall RC 6+, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts) a 20 070 Xg, 4 °C durante
20 minutos. Se agregd sulfato de amonio (0.46 g por ml de solucién) y se agitd
vigorosamente. Los tubos se colocaron en bafio de hielo y agitados (Max Q 4450, Thermo
scientific, Waltham, Massachusetts) durante 20 min a 15 °C, posteriormente se centrifugo
(Sorvall RC 6+, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts) a 20 070 Xg, 4 °C durante
20 minutos. Para el ensayo de la actividad PAL se utilizaron dos series de tubos, en la
serie 1 se agrego 4 ml de agua bidestilada (pH 7.7) y 2 ml de extracto, en la serie 2 se
afiadio 3.4 ml de agua bidestilada (pH 7.7) y 2 ml de extracto, ambas se llevaron a

incubacion a 39 °C en bafio maria. Se dejaron reposar por 10 min, a la serie 2 se agrego
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600 ul de L-fenilalanina, se agitaron y se tomaron ambas lecturas a 290 nm (Genesys 10
UV Scanning, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts). Se dejé reposar 2 horas

incubando a 39 °C y se tomo la lectura nuevamente.
Peroxidasa

La actividad de peroxidasa se determind de acuerdo a la metodologia propuesta por
Flukley & Jen (1978). A partir de 0.05 de polvo de acetona en tubos de fondo plano, se
agregaron 5 ml de TRIS-HCI + PVP (0.1 M, pH 7.1, 1 % Polivinilpirrolidona). La mezcla
se homogeneiz6 en frio (T25 Ultra turrax, IKA, Wilmington, USA) durante 30 segundos.
La mezcla se centrifug6 (Sorvall RC 6+, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts) a
22 617 Xg, 4 °C durante 30 minutos. El ensayo de actividad enzimatica consistié en:
afiadir 2.5 ml de TRIS-HCI (0.1 M, pH 7.1), 0.1 ml de perdxido de hidrogeno (0.25 %),
0.25 ml de guaiacol (0.1 M) y 0.15 ml de muestra. Tomar las lecturas a los 30, 60, 90 y
120 segundos a 470 nm en el espectrofotometro (Genesys 10 UV Scanning, Thermo

scientific, Waltham, xdMassachusetts).
Superdéxido dismutasa

La determinacion de superéxido dismutasa se realiz6 mediante la metodologia descrita
por Beyer & Fridovich (1987). A partir 0.05 g de polvo de acetona en tubos de fondo plano,
se afiadieron 5 ml de buffer fosfatos (0.01M, pH 7.8). La mezcla se homogeneizé en frio
T25 Ultra turrax, IKA, Wilmington, USA) durante 30 segundos. La mezcla se centrifugé
(Sorvall RC 6+, Thermo scientific, Waltham, Massachusetts) a 22 617 Xg, 4 °C durante
30 minutos. En ausencia de luz se prepardé una mezcla con: 81 ml de buffer fosfatos +
EDTA (0.01M, pH 7.8), 4.5 ml de L-metionina, 3 ml de nitrotetrazolium blue y 2.25 ml de
Triton X-100. A tubos de rosca se afadieron 3 ml de la mezcla anterior y 500 pl de
muestra, tres tubos mas se tomaron como blanco y se les afiadio 3 ml de mezcla y 500
ul de buffer fosfatos (0.1M, pH 7.8), se agitaron y a todos se les agregd 30 pl de
riboflavina. Bien agitados se sometieron a luz fluorescente durante siete minutos. El

cambio de absorbancia se leyo a 560 nm.
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd6 con el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis
System, 9.0), el cual consistio en ANAVA y comparaciones de medias de Tukey (a = 0.05)
por cada fecha de muestreo, mientras que para conocer la relacion entre enzimas se
realizé un andlisis de correlacién general, para plantas enfermas y para plantas sanas,

asi como también para cada producto en presencia y ausencia de enfermedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles Totales

Se registré un incremento en el contenido de fenoles totales en funcién del tiempo. De
manera general, se observé mayor sintesis de fenoles en plantas infectadas y con
fungicidas, seguidas por las sanas con fungicidas, enfermas sin fungicida y sanas sin
fungicidas. Ademas, las evaluaciones realizadas a los 2 dda resultaron en mayor sintesis
de fenoles que aquellas realizadas a 7 dda. Hasta el M3 los productos y la infeccién
tuvieron el mismo efecto. En el M4, el Fluoxastrobin indujo mayor sintesis en plantas
sanas; en el M6 ocurrid sintesis en todos los tratamientos, excepto el T/SP. El fosetyl-Al
indujo mayor sintesis en plantas infectadas en los muestreos 8 y 10. En las evaluaciones
a los 7 dias no se observaron diferencias significativas, a excepcion del M5, donde el T/PI
con infeccién indujo la mayor sintesis (Figura 1 Ay Figura 1 B; Cuadro 3). La sintesis de
fenoles en las plantas enfermas y sin fungicidas fue aumentando a medida que el tizon
la dejaba sin follaje; esto concuerda con lo observado por Lozoya et al. (2007), quienes
encontraron que a mayor infeccion existi6 mayor sintesis de fenoles, cuando se supone

que la relacion debe ser inversa.
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Figura 1. Contenido de fenoles totales. A, evaluaciones a los 2 dias después

de la aplicacion; B, evaluaciones a los 7 dias después de la aplicacién.
Fenilalanina amonio-liasa

La actividad de fenilalanina amonio-liasa fue variable en funcion del tiempo. En las
evaluaciones realizadas a los 2 dda, los tratamientos no mostraron diferencias
estadisticas (Tukey, a < 0.05). A pesar de ello, numéricamente existié mayor actividad de
la PAL con Fos/SP en M2, M6 y M10, seguidamente T/P1y y Flu/Pl mostraron la segunda
mayor actividad en M2 y M6. En M8, Flu/Pl present6 la mayor actividad de la PAL.
También, Fos/Pl y FIu/SP se comportaron de manera similar, alcanzando la mayor
actividad enzimética en M4 (Figura 2A, Cuadro 4). En las evaluaciones realizadas a los
7 dda, se identificaron diferencias estadisticas en M5y M11. En M5, Fos/PI presento la
mayor actividad de la enzima, seguida por T/Pl. En M11, Flu/Pl y Flu/SP mostraron la
mayor actividad de la PAL. En M3 se observa una alta actividad enzimatica con T/Pl y
T/PS (testigos) y en M5, la actividad es mayor con Fos/Pl y T/PI, sin embargo, en ambas
situaciones no se observan diferencias significativas (Tukey, a < 0.05) (Figura 2B, Cuadro
4). Se registrd6 mayor actividad enzimatica en las evaluaciones realizadas a los 2 dda que
en las evaluadas a los 7 dda. El tratamiento testigo indujo un Unico incremento de la
actividad enzimatica, manteniéndose estable y en los deméas muestreos (Figura 2A 'y 2B,
Cuadro 4). Robledo-Esqueda et al., (2012) observaron que la actividad de la PAL se vio
inducida por el estimulo generado por Fosetil-Al en plantas de papa infectadas por P.

infestans, asi como ocurre en este trabajo.
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Figura 2. Actividad de PAL; A, evaluaciones a los 2 dias después de la

aplicacion; B, evaluaciones a los 7 dias después de la aplicacion.

Peroxidasa

La actividad especifica de peroxidasa fue variable. Hasta el muestreo 3 los productos y
la infeccion tuvieron el mismo efecto. En M2 y M4, el tratamiento Fos/PS indujo la mayor
actividad de la enzima, mientras que FIu/PS lo hizo en M6, M8 y M10. En las evaluaciones
a los 7 dias no se observaron diferencias significativas, excepto en M3 y M5, en donde el
Fos/PS y el FIu/PS indujeron la mayor actividad enzimética (Tukey, a < 0.05). Los
fungicidas estudiados indujeron mayor actividad de la peroxidasa en plantas sanas como
mecanismo de defensa. En plantas infectadas y, en plantas infectadas y con fungicidas
no se observaron diferencias significativas (Figura 3A y 3B; Cuadro 5). Serrano-
Cervantes et al. (2016), encontraron que, en ausencia de patdégeno, la aplicacién de

fosetil-Al indujo la actividad de la POX en el cultivo de papa, no asi el fluoxastrobin.
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Figura 3. Actividad de la POX; A, evaluaciones a los 2 dias después de la

aplicacion; B, evaluaciones a los 7 dias después de la aplicacion.
Superoéxido dismutasa

La actividad de la SOD fue disminuyendo con el tiempo. Se comportd de manera similar
en las evaluaciones a los 2 y 7 dda (Figura 4A, Cuadro 6). En M4, las plantas infectadas
y sin fungicidas (T/PI) indujeron la mayor sintesis de la SOD, mientras que en M6, los
tratamientos T/PI, Fos/PS y Flu/PI indujeron la mayor actividad de la SOD, registrandose
diferencias significativas (Tukey, a < 0.05). En M8 y M10, Fos/PS indujo la mayor
actividad enzimatica. Por otro lado, en los muestreos a los 7 dda, no se registraron
diferencias significativas hasta M9 (Tukey, a < 0.05), en donde Fos/PS, mantuvo alta la
actividad de la SOD. En M11, Fos/PS, Fos/Pl y Flu/Pl mostraron una mayor actividad de
la SOD, comparandose con los otros tratamientos. (Figura 5B, Cuadro 6). La respuesta
de la SOD difiere de lo observado por Serrano-Cervantes et al. (2016), en donde el
fluoxastrobin estimuld la actividad de dicha enzima pero en plantas de papa sanas. Por
otro lado, Robledo-Esqueda et al. (2012) observaron que la actividad de SOD se vio
inducida por el estimulo generado por fosetil-Al cuando se aplico a la semilla y al follaje

de papa en presencia de tizon tardio.
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Figura 4. Actividad de SOD; A, evaluaciones a los 2 dias después de la

aplicacion; B, evaluaciones a los 7 dias después de la aplicacién.

Analisis de correlacion

La correlacion FEN/POX se registré Unicamente para los testigos con y sin enfermedad,
siendo mayor la correlaciéon en plantas sanas (Cuadro 2). La correlacion FEN/POX solo
fue significativa en las plantas infectadas tratadas con fluoxastrobin. Las correlaciones
significativas entre FEN/SOD ocurri6 en el testigo con enfermedad y de manera negativa
en plantas enfermas tratadas con fosetyl-Al. Correlaciones significativas en la interaccion
POX/SOD fueron halladas en plantas tratadas enfermas sin fungicidas y con fluoxastrobin
y en plantas sanas tratadas con fosetyl-Al. En la interaccion POX/PAL se observé una
alta correlacién positiva en el andlisis general de plantas sanas, seguida del analisis
general de experimento y por ultimo en plantas sanas tratadas con fluoxastrobin. El
analisis de correlacion general de planas sin enfermedad también mostré una correlacion
significativa en la interaccion SOD/PAL, asi también en para plantas enfermas sin
fungicidas y para plantas sanas tratadas con fosetyl-Al. De acuerdo a lo anterior se
observa que las correlaciones significativas ocurren con ambos testigos y ambos

fungicidas, tanto en presencia como en ausencia de enfermedad (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Coeficientes de correlacion (r) con significancia estadistica entre variables.

Interaccion Tratamiento Infeccion Correlacion
FEN/POX Testigo NO 0,89
Testigo SI 0,74
FEN/POX Fluoxastrobin Sl 0,35
FEN/SOD Testigo SI 0,41
Fosetyl-Al Sl -0,59
POX/SOD Testigo Si 0,47
Fosetyl-Al NO 0,54
Fluoxastrobin Si 0,61
POX/PAL General - 0,64
General NO 0,95
Fluoxastrobin NO 0,37
SOD/PAL General NO 0,67
Testigo Si 0,35
Fosetyl-Al NO 0,71

DISCUSION GENERAL

La aplicacion de fosetyl-Al y fluoxastrobin indujeron el mayor contenido de compuestos
fendlicos y actividad de enzimas tanto en las plantas infectadas como en las sanas. El
mayor contenido de fenoles ocurrié en plantas enfermas y con fungicidas, seguidas de
plantas sanas con fungicidas, luego por plantas enfermas sin fungicidas y por ultimo en
plantas sanas. La actividad de la PAL fue mayor en plantas enfermas y con fungicidas,
seguido de plantas enfermas sin fungicida y luego por plantas sanas tratadas con
fungicidas; mientras que la mayor actividad de la POX ocurri6é en plantas sanas tratadas
con fungicidas. Por otro lado, el fosetyl-Al indujo la actividad de la SOD en plantas sanas
y en menor medida el fluoxastrobin en plantas enfermas. Se encontré el mismo niamero
de correlaciones positivas entre enzimas y compuestos fendélicos para plantas sanas e

infectadas.

El metabolismo de los compuestos fendlicos esta regulado por la actividad de diversas
enzimas, como la PAL y la POX (Dey & Harborne 1997). El primer paso necesario para
la biosintesis del esqueleto fenilpropanoide en plantas superiores es la desaminacion de

L-fenilalanina para producir &cido transcinamico y amoniaco. Esta reaccion es catalizada
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por PAL y se considera cominmente como un paso clave en la biosintesis de compuestos
fendlicos (Rosler, Krekel, Amrhein & Schmid, 1997). A su vez, la actividad de la PAL se
ve condicionada varios factores como la luz, temperatura, nutricion, reguladores de
crecimiento e inhibidores de la sintesis de ARN y/o proteinas (Jones, 1984; Ramamurthy,
Ussuf, Nair & Thomas, 2000). La actividad de PAL como la de POX estan reguladas por
multiples genes que codifican su expresion, algunos de los cuales solo se expresan bajo
condiciones especificas (Taiz & Zeiger, 2006). En este estudio se incluyeron fungicidas
gue anteriormente fueron reportados como inductores de la actividad de enzimas y de la
sintesis de compuestos fendlicos en plantas sanas (Serrano-Cervantes et al., 2016) y en
plantas infectadas (Robledo-Esqueda et al., 2012). Aqui se busco6 conocer el efecto de
los fungicidas en ambas situaciones a fin de identificar algin reforzamiento de defensa
inducido en la planta con fungicidas y cuantificar hasta qué punto los efectos residuales
de los tratamientos estimulaba las reacciones de defensa de la planta para proteccion

indirecta contra la infeccién natural del tizéon tardio.

En estudios similares se ha constatado la induccion de las enzimas POX y SOD en
plantas de papa sanas (Serrano-Cervantes et al., 2016) y de la SOD y la PAL en plantas
de papa enfermas (Robledo-Esqueda et al., 2012) por medio del fosetyl-Al, el cual es un
fungicida multisitio, sistémico y conocido como inductor de resistencia de plantas
(Pesticide Properties Data Base [PPBD], 2017). A lo que se debe agregar que dicha
estimulacién ocurre tanto en plantas sanas como infectadas, a partir de este estudio. Por
otro lado, en este estudio, el fluoxastrobin indujo la sintesis de fenoles, la actividad de la
PAL y POX en plantas sanas, mientras que en plantas enfermas, se observo un
incrementd la actividad de la PAL y SOD en plantas infectadas. Se ha reportado a la
fluoxastrobina como un fungicida sistémico, inhibidor de la respiracion celular (PPBD,
2017), y una investigacion reciente ha demostrado que estimula la actividad de la SOD

en plantas de papa sanas (Serrano-Cervantes et al., 2016).

Los productos incluidos en el presente estudio estimularon respuestas comunes de
defensa enzimatica y de compuestos fenélicos tanto en ausencia como en presencia de
patdgenos. Con los resultados del presente estudio, y considerando ambas situaciones,

presencia o no de patdgenos, se puede afirmar que los estimulos y las diferencias con el
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testigo fueron por efecto de los agroquimicos exclusivamente. Asi, a medida que se
hicieron las aplicaciones de los productos se detectaron cambios en el contenido de

fenoles y en las enzimas incluidas en este estudio.

CONCLUSIONES

e La sintesis y actividad de los metabolitos cuantificados se alteré selectivamente en
funcioén de los tratamientos y del momento de aplicacion.

e Fosetyl-Al y fluoxastrobin indujeron mayor sintesis/actividad de los compuestos y
enzimas incluidos en el presente estudio, tanto en las plantas infectadas como en las
sanas.

e Se detectaron correlaciones positivas entre enzimas y compuestos fendlicos
independientemente de la infeccion.
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APENDICES
Apéndice 1. Comparacion de medias

Cuadro 3. Comparacion de medias para fenoles totales (FEN).

Tratamiento M1 M 2 M3 M 4 M5 M 6
mg g* p.f.
T/PS 1,773 a* 2457 a 281 a 2473 ab 2902 ab 1523 B
T/PI 1,707 a 2404 a 3533 a 2533 ab 3,161 a 2551 A
Fos/PS 1,718 a 2654 a 2337 a 2433 ab 2894 ab 3,045 A
Fos/PI 1,723 a 2447 a 2,754 a 2006 b 2,289 b 2858 A
Flu/PS 1876 a 3032 a 2623 a 2,732 a 2558 ab 2,768 A
Flu/PI 1,789 a 2563 a 3048 a 2471 ab 2271 b 273 A
DMSH 0,411 0,677 1,885 0,580 0,644 0,628
Tratamiento M7 M 8 M 9 M 10 M 11
mg gt p.f.
T/PS 3155 a 2981 ab 3218 a 2307 d 3,165 a
T/PI 3305 a O d O e O f 0 b
Fos/PS 2997 a 3308 b 323 a 3242 ab 3,036 a
Fos/PI 3276 a 3,602 a 2663 <c¢ 3367 a 2,783 a
Flu/PS 3,145 a 2997 ¢ 3337 a 2829 ¢ 3141 a
Flu/PI 3,362 a 3,166 bc 2,939 b 2,953 bc 3,123 a

DMSH 0,480 0,266 0,268 0,309 0,427

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes
estadisticamente (p<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba
de Tukey.
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Cuadro 4. Comparacion de medias para fenilalanina amonio-liasa (PAL).

, M1 M 2 M3 M 4 M5 M 6
Tratamiento
Ulgtp.f.
T/PS 0,0055 a* 0,0031 a 0,3904 a 0,0043 b 0,0061 a 0,0008 a
Fos/PS 0,0203 a 0,0644 a 0,0381 a 0,0128 ab 0,0087 a 0,0321 a
Flu/PS 0,0106 a 0,0142 a 0,0264 a 0,0442 a 0,0171 a 0,0078 a
T/PI 0,0111 a 0,0397 a 0,3971 a 0,0154 ab 0,0297 a 0,0275 a
Fos/PI 0,0180 a 0,0067 a 0,0069 a 0,0360 ab 0,0839 a 0,0087 a
Flu/PI 0,0089 a 0,0394 a 0,0657 a 0,0138 ab 0,01584 a 0,0238 a
DMSH 0,0360 0,119 1,011 0,034 0,112 0,055
. M7 M 8 M9 M 10 M 11
Tratamiento
Ulgtp.f.
T/PS 0,0214 a 0,0056 a 0,0083 a 0,0064 ab 0,0218 a
Fos/PS 0,0064 a 00120 a 00171 a 00253 a 0,0191 a
Flu/PS 0,0071 a 0,0064 a 0,0049 a 0,0099 ab 0,0087 a
T/PI 0,0703 a O ao ao b 0 a
Fos/PI 0,005 a 0,0059 a 0,0163 a 0,0105 ab 0,0264 a
Flu/PI 0,0241 a 0,0278 a 0,0117 a 0,0200 ab 0,0366 a

DMSH 0,071 0,0364 0,0105 0,0217 0,0425

Zz Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes
estadisticamente (p<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba
de Tukey.
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Cuadro 5. Comparacion de medias para peroxidasa (POX).

, M1 M 2 M 3 M4 M5 M 6
Tratamiento
Ulgtp.f.
T/PS 3619,3 a* 97105 a 8610,2 a 3227,6 bc 46140 a 26609 b
Fos/PS 3449,1 a 9139,2 a 49103 a 6377,5 a 39935 ab 10260,3 a
Flu/PS 21920 a 46818 a 6026,3 a 3811,3 b 5130,3 a 20654 a
T/PI 15988 a 37694 a 53845 a 1683,0 cd 1949,8 ab 26279 a
Fos/PI 1946,3 a 3153,7 a 3050,0 a 18365 «cd 91941 b 8716 a
Flu/PI 1735,1 a 42293 a 49151 a 11560 d 22509 ab 11348 a
DMSH 3025,4 7673,7 7463,7 1924,8 3304,4 1798,4
Tratamiento M7 M8 M9 M 10 M 11
Ulgtp.f.
T/PS 35915 ab 18220 bc 8173,5 a 238523 b 61479 a
Fos/PS 52835 a 4212,3 a 48823 ab 81824 a 51257 a
Flu/PS 28916 b 2068,0 b 3443,8 bc 23159 b 31874 b
T/PI 2226,7 bc O d 0 c O d O c
Fos/PI 8486 ¢ 908,7 cd 1926,8 bc 894,3 c 21355 b
Flu/PI 1837,0 bc 11345 bed 1021,3 bc 10940 c¢ 30779 b

DMSH 1868,0 1135,0 3999,9 764,2 1697,5

Zz Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes
estadisticamente (p<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba
de Tukey.
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Cuadro 6. Comparacion de medias para superédxido dismutasa (SOD).

. M1 M2 M3 M 4 M5 M 6
Tratamiento
Ulgtp.f.
TIPS 504,92 az 123,85 a 146,01 a 83,46 b 82,01 a 3369 B
Fos/PS 11293 a 299,44 a 103,10 a 78,56 bc 54,73 a 123,77 A
Flu/PS 229,34 a 292,08 a 94,44 a 96,39 b 89,80 a 31,13 B
T/PI 263,86 a 184,74 a 191,30 a 157,49 a 12,56 a 119,61 A
Fos/PI 320,22 a 20756 a 9141 a 71,68 bc 62,19 a 7399 ab
Flu/PI 117,30 a 152,91 a 19298 a 23,47 c 64,06 a 107,00 A
DMSH 531,47 349,94 207,41 57,37 77,48 68,67
. M7 M8 M9 M10 M11
Tratamiento
Ulgtp.f.
TIPS 46,05 a 2251 cd 36,53 abc 25,05 cd 41,67 ab
Fos/PS 60,41 a 7544 a 97,65 a 134,35 a 80,56 a
FIuU/IPS 4774 a 29,43 ¢ 44,57 abc 44,45 bc 40,87 ab
T/PI 15,00 a o0 e O c 0 d 0 b
Fos/PI 33,61 a 18,28 d 91,62 ab 43,09 bc 77,51
Flu/PI 76,36 a 5141 b 20,11 bc 70,16 b 68,73 a

DMSH 71,37 10,88 73,48 27,21 48,39

Zz Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes
estadisticamente (p<0.05). DMSH= diferencia minima significativa para la prueba
de Tukey.
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