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ACIDO SALICILICO EN PAPA (Solanum tuberosum L.) COMO RESPUESTA A LA
INFECCION DE TIZON TARDIO (Phytophthora infestans)

SALICYLIC ACID IN POTATO (Solanum tuberosum L.) AS AN ANSWER TO LATE
BLIGHT INFECTION (Phytophthora infestans)

Gevri David Juarez Herrera® y Héctor Lozoya Saldafia®

RESUMEN

El tizon tardio, causado por el oomiceto
Phytophthora infestans (Mont de Bary),
es la enfermedad mas importante del
cultivo de papa (Solanum tuberosum L.),
y entre las reacciones de defensa que la
planta tiene ante esta amenaza, destaca
la sintesis del &cido salicilico (AS).
Considerando lo anterior, se estableci6
el presente ensayo con el objetivo de
cuantificar y entender la sintesis de AS
en papa, en relacibn con dos
condiciones ambientales (campo e
invernadero) y genéticas del hospedante
(variedad resistente y susceptible), con
y sin aplicacibn de fungicidas
(oxtiapripolin + famoxadona), para lo
cual se cuantifico6 tanto la infeccion
como el AS. La variedad resistente
sintetiz6 dos veces mas AS que la
susceptible, tanto en condiciones de
invernadero (sin el patégeno) como de
campo (con el patégeno). Por otro lado,
el contenido de AS se redujo hasta un
20 % en plantas resistentes 'y
susceptibles que recibieron aplicacion
de fungicida y por ende, tenian un
menor grado de infeccidén. El porcentaje
de infeccion fue cuatro veces mayor en
la variedad susceptible sin fungicida
que en la resistente sin aplicacion de
fungicida, y en ésta el contenido de As
fue dos veces mayor. Por otro lado, la
infeccion fue tres veces menor en las
plantas susceptibles con fungicidas y el
AS dos veces menor que en las que no

lo tuvieron. Se encontr0 una alta
correlacion (p <0.0001) en la
concentracion de AS y el porcentaje de
infeccion de la variedad susceptible, no
asi en la resistente. El contenido de AS
disminuyo a medida que el fungicida
controld6 al patégeno y disminuyo la
infeccion en la variedad susceptible. Se
concluye que el fungicida no estimula
los sistemas de defensa de la planta
asociados al AS y la sintesis de éste
dependié del nivel de infeccién de P.
infestans en la variedad susceptible. En
la variedad resistente fue inversamente
proporcional a la infeccién del patdgeno,
esto es, a mayor infeccion correspondio
menor contenido de AS.

Palabras clave: hormona de defensa,
SAR, patogénesis.

ABSTRACT

The late blight, caused by the oomycete
Phytophthora infestans (Mont de Bary),
is the most important disease of potato
(Solanum tuberosum L.), and among the
defense reactions that the plant has to
this threat, the synthesis of the salicylic
acid (SA) is relevant. Under these
considerations, the present experiment
was established with the objective of
guantifying and understanding the
synthesis of SA in potato, in relation to
two environmental conditions (field and
greenhouse), and the host genetic pool
(resistant and susceptible varieties), with
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and without the application of fungicides
(oxtiapripolin + famoxadone), for which
both, infection and SA were quantified.
The resistant variety synthesized twice
as much SA as the susceptible one,
both in the greenhouse (without the
pathogen) as well as in the field (with the
pathogen). On the other hand, the SA
content was reduced up to 20 % in
resistant and susceptible plants that
received application of fungicide,
therefore, with a lower degree of
infection. The percentage of infection
was four times higher in the susceptible
variety without fungicides than in the
resistant one without application of
fungicides, and in this one the SA
content was two times higher. Besides
that, the infection was three times lower
in the susceptible plants with fungicides

and the SA twice less than in those that
were not sprayed. A high correlation (p
<0.0001) was found in the concentration
of SA and the percentage of infection of
the susceptible variety, but not in the
resistant one. The SA content
decreased as the fungicide controlled
the pathogen and decreased the
infection in the susceptible variety. It is
concluded that the fungicide does not
stimulate the plant defense systems
associated with the SA and the SA
synthesis depended on the level of
infection of P. infestans in the
susceptible variety. The opposite was
true in the resistant variety. The more
infection the less SA content.

Key words: defense hormone, SAR,
pathogenesis.



1. INTRODUCCION GENERAL

La papa (Solanum tuberosum L.), es considerada la planta dicotiledonea de mayor
importancia a nivel mundial, y ocupa el quinto lugar por &rea de siembra e importancia,
después del trigo, el maiz, el arroz y el frijol. El cultivo de papa a nivel nacional se ha
ubicado en el lugar 17 por la superficie de siembra, del orden de las 54,500 hectéareas,
con un rendimiento promedio nacional de 26.2 toneladas por hectarea, lo que
representd un volumen de produccion de 1,433 millones de toneladas. De éstas, 56 %
se destingd al mercado en fresco; 29 %, a la industria, y 15 % como semilla (Rocha &
Quijano, 2015). La exposicion a condiciones climéticas tales como las heladas, el
granizo, y la sequia son fuentes importantes de riesgos en la produccién, generando
condiciones adecuadas para enfermedades como el tizén tardio (Phythophtora
infestans), ya que afecta la mayoria de zonas de tierras altas y clima templado, siendo
la enfermedad de mayor importancia econémica en el cultivo y la que limita a grandes

magnitudes el rendimiento (Horton, 2016).

Phytophthora infestans es un agente patégeno ubicado entre los oomicetos en el reino
de las algas (Judelson, 2014) que al inducir la enfermedad del tizén tardio, puede
desarrollarse como epidemia en rangos adecuados de humedad y temperatura,;
comportandose en el campo como una enfermedad poli ciclica (Diaz de la Cruz et al.,
2014). Su agresividad limita el rendimiento del cultivo de papa, al depender de
aplicaciones de fungicidas quimicos y del uso de variedades o clones resistentes
(Escalante & Farrera, 2004). Segun De Wit (1997), la interaccion planta-patdgeno,
depende tanto del genotipo como del patégeno que interaccionan, y es mas facil de
estudiar en variedades, es decir, a genotipos que han sido sometidos a mejoramiento
genético en donde existen poblaciones de plantas con un material genético mas
homogéneo. La inoculacion localizada con patdgenos virulentos capaces de producir
lesiones necréticas da como resultado la induccion local o sistémica de resistencia. La
resistencia sistémica adquirida (SAR, Systemically Acquired Resistance) es una
respuesta de defensa activa, la cual se induce posteriormente a la infeccion de un
patogeno incrementando los contenidos de Acido Salicilico, el cual es el mensajero

primario y que a su vez genera una alta expresion de genes PR, los cuales traducen la
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sefial generando metabolitos secundarios que reducen el ataque de los patégenos,
limitando el desarrollo de las enfermedades (Glazebrook et al., 2003). En la mayoria de
los casos, la SAR es igualmente efectiva contra hongos, bacterias, virus 0 nematodos,

independientemente del organismo inductor (Hammerschmidt, 1999).
1.1 Antecedentes

Ademas del incremento de las concentraciones de AS también se han reportado
incrementos en los niveles de proteinas relacionadas con la patogénesis o PR’s. Estas
se caracterizan por su bajo peso molecular, resistencia a las proteasas- de localizacion
extracelular y con valores de pH extremos (Van Loon & Van Kammen, 1970). Se han
clasificado en cinco grupos. Las mas estudiadas y de las cuales se reporta actividad
microbiana son las PR-2 y PR-3. Las PR-2 tienen actividad sobre las b-1,3-glucanasas
y las PR-3 sobre las quitinasas, lo que sugiere que la sintesis de PR's posterior a la
activacion por el incremento de concentracion de AS, inhiben el desarrollo de

patégenos que posean b-1,3-glucano y quitina.

Se ha comprobado la hipétesis que la forma libre de AS participa en la activacién de la
SAR, traduciendo la sefial a los tejidos adyacentes al sitio de infeccion, de donde se
deriva el nombre de resistencia sistémica (Gaffney et al., 1993; Rairdan & Delaney,
2002; Panina et al., 2005). La ruta de accién para el AS se ha basado en el hallazgo de
que éste se une e inhibe a la enzima catalasa (Chen et al., 1993; Loake & Grant, 2007).
La inhibicion de la catalasa podria conducir a un incremento en la concentracion del
peréxido de hidrogeno (H202) o de otras especies reactivas de oxigeno derivadas de
esta molécula. EI H202 tiene una actividad antibidtica en contra de patdgenos, y sus
intermediarios que participan en la cascada de sefializacion para la expresion de genes
de defensa (Loake & Grant, 2007).

1.2 Justificacién del trabajo

Debido a la alta especificidad de la interaccion planta-patégeno, es de suma
importancia el estudio especifico, en este caso, de la interaccion Solanum tuberosum y

P. infestans, con el fin de determinar los mecanismos de defensa inducidos por dicha



interaccion, para determinar la importancia y capacidad de generar resistencia al ataque
del fitopatdgeno, y si el AS, estéd involucrado en los mecanismos de defensa en
variedades resistentes, asi como la variacion en su concentracion en respuesta a la

aplicacion de fungicidas quimicos.
1.3 Objetivos

1.3.1 General

Determinar la participacion del Acido Salicilico (AS) en la interaccion planta-patogeno
de Solanum tuberosum y Phytophthora infestans, en dos ambientes de cultivo distintos
y variedades susceptibles y resistentes.

1.3.2 Especificos

Determinar la correlacion entre la curva de infeccion de la enfermedad y la

concentracion de Acido Salicilico, en plantas infectadas y no infectadas de papa.

Conocer el efecto de un fungicida sistémico, sobre la manifestacién de la resistencia
sistémica adquirida (SAR) de papa.

Determinar el comportamiento de AS tanto en una variedad resistente como en una

variedad susceptible, con y sin aplicacion de fungicida.
1.4 Hipotesis

Al menos una de las dos variedades tendra un comportamiento distinto en presencia de

Phytophthora infestans y en ausencia de él, con respecto a sus niveles de AS.

Al menos una de las dos condiciones de cultivo generara cambios en la concentracion

de AS acumulados en los tejidos, de las dos variedades seleccionadas.

Al menos uno de los dos manejos de Phytophthora infestans (Con y sin fungicida)

manifestard cambios en la concentraciéon de AS.

Al menos una de las interacciones variedad, ambiente y manejo de Phytophthora

infestans presentara cambios en la acumulacion de AS en los tejidos.



Por lo anterior, en esta investigacion se evalud la concentracion de AS mediante un
método de espectrofotometria en una variedad susceptible (Lucero) y una resistente
(Clon 94-03-08), en presencia (Campo) y ausencia (Invernadero) del patégeno P.
infestans, ademéas del efecto de un fungicida en la concentracion de AS. Los ocho
tratamientos formados con las combinaciones de los tres factores indicados se
establecieron de acuerdo con un diseflo de bloques al azar generalizados en el cual
cada ambiente fungid6 como bloque. El analisis se realiz6 mediante el sistema SAS
(Statistical Analysis System, 9.4) e incluyo ademas del analisis de varianza, un analisis
de correlacion entre la concentracion de AS y el porcentaje de infeccibn, mediante
coeficiente de correlacién de Pearson. Con esto se determiné si en el experimento hubo
evidencia para concluir que el AS es el responsable de la tolerancia de la variedad

resistente.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia econdémica de la Papa

La papa (Solanum tuberosum), es considerada la planta dicotiledénea de mayor
importancia a nivel mundial, y ocupa el quinto lugar por area de siembra, siendo
superada solamente por: trigo, arroz, maiz y cebada. El género Solanum incluye
alrededor de 1000 especies distribuidas en el mundo, principalmente en América del
Sur y América Central. Puede desarrollarse en todos los climas, se encuentra desde el
nivel del mar en el norte de México, hasta los 4,700 metros en las montafias rocallosas
en el sur de Chile (Rocha & Quijano, 2015).

El cultivo de papa a nivel nacional se ha ubicado en el lugar 17 por la superficie
sembrada, del orden de las 54,500 hectareas, con un rendimiento promedio nacional de
26.2 toneladas por hectérea, lo que representd un volumen de produccion de 1,433
millones de toneladas. De éstas, 56 % se destin6 al mercado en fresco; 29 %, a la

industria, y 15 % como semilla (Rocha & Quijano, 2015).

En México, este tubérculo se produce todo el afio, practicamente, desde el nivel del mar
y hasta altitudes superiores a los 2,400 metros sobre el nivel del mar, por lo que su
oferta en el mercado en fresco es permanente. Se cultiva tanto en los ciclos primavera-
verano (abril a septiembre), como en el de otofio-invierno (de octubre a marzo), bajo
condiciones de temporal y riego respectivamente. Las principales seis entidades
productoras son: Sinaloa, Sonora, Nuevo Led6n, Estado de Meéxico, Chihuahua y
Veracruz, que registraron un volumen de produccion de casi 1 millébn de toneladas, que

representan 68 % de la produccion nacional (Rocha & Quijano, 2015).
2.2 Problemaética de la produccién

El rendimiento tedrico o potencial, es aquel que el cultivo tendria bajo condiciones
optimas de produccion; sin limitacion de humedad, nutrimentos y en ausencia de
plagas. Este rendimiento como se menciona es “tedrico”, ya que estas condiciones son
sumamente dificiles de lograr, por lo que finalmente es el rendimiento real de los

cultivos, el que depende de plagas, enfermedades y malezas, el que se considera para
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la produccion alcanzable, lo que radica en la importancia del manejo de medidas de
proteccion de cultivos, tanto quimicas como bioldgicas (Rocha & Quijano, 2015).

2.3 Plagas y Enfermedades

En las zonas de tierras altas y de clima templado, en donde la mayor parte de las papas
son sembradas en la primavera y cosechadas en el otofio, el clima frio del invierno
facilita el almacenamiento para consumo domeéstico, la venta al final del afio, y la
siembra en la siguiente temporada. La exposicion a condiciones climaticas tales como
las heladas, el granizo, y la sequia son fuentes importantes de riesgos en la produccién
generando condiciones adecuadas para enfermedades como el tizon tardio (la
enfermedad fungosa que causo el fracaso del cultivo y llevé a Irlanda a una situacion de
hambruna en 1840) ya que afecta la mayoria de zonas de tierras altas y clima
templado, siendo la enfermedad de mayor importancia econémica en el cultivo y la que

limita a grandes magnitudes el rendimiento (Horton, 2016).

2.3.1 Tizén tardio (Phytophthora infestans)

Es un patdégeno perteneciente a la clase de los oomycetes y al reino de las algas
(Judelson, 2014), que puede desarrollarse como epidemia en rangos adecuados de
humedad y temperatura para su desarrollo; en el campo se comporta como una
enfermedad poli ciclica. Su agresividad limita negativamente el rendimiento del cultivo
de papa, al depender de aplicaciones de fungicidas quimicos y del uso de variedades o

hibridos resistentes (Escalante & Farrera, 2004).

Segun Acuia (2008), afecta hojas, tallos y tubérculos. Puede sobrevivir en tejidos vivos,
como semillas de papa, tubérculos, plantas voluntarias y otros hospederos susceptibles,
los cuales se consideran las fuentes de in6culo mas importantes de la enfermedad.
Cuando esta alcanza la parte aérea de la planta, se forman los micelios, los cuales se
desarrollan a bajas temperaturas y en presencia de una alta humedad relativa -en por lo
menos 12 horas para su formacion- y necesita alrededor de 7 dias para mostrar
sintomas en la planta. Se disemina principalmente por efectos de agua y viento,

infectando los tallos y hojas himedas de plantas vecinas.



Morfologia

El micelio del alga no presenta septos; los esporangioforos son ovoidales, elipsoidales a
limoniformes, ahusados en la base, caducos, con un pedicelo menor de 3 mm y
semipapilados, su tamafio varia de 36 x 22 um a 29 x 19 um. Los esporangioforos son
de crecimiento continuo, con un pequefio hinchamiento por debajo del esporangio
(Pérez & Forbes, 2008).

Segun Pérez y Forbes (2008), el patdogeno posee dos tipos de apareamiento
(heterotalico) y la compatibilidad difiere en cuanto a la produccién y respuesta
hormonal. Las hormonas Al y A2 producidas por los grupos de compatibilidad Al y A2
respectivamente, estimulan al grupo de apareamiento opuesto para formar oosporas,
las cuales tienen un diametro promedio de 30 um (24 — 35 pum). En P. infestans, los
aislamientos de cada tipo son bisexuales y auto incompatibles, por lo que se ha
reportado diferentes grados de “masculinidad” y “femeneidad” dentro de este patdgeno.
Asi, aislamientos que son fuertemente “masculinos” formaran anteridios y los que son
fuertemente “femeninos” formaran mas oogonios, mientras que algunos aislamientos

presentan tendencias equilibradas.
Ciclo de Vida

Asexual: En agua libre y con bajas temperaturas, los esporangios germinan
indirectamente produciendo alrededor de 8 - 12 zoosporas uninucleadas y biflageladas.
Las zoosporas se forman dentro del esporangio y son liberadas cuando se rompe la
pared esporangial a nivel de su papila, lo cual permite a las zoosporas nadar
libremente. Las zoosporas tienen dos flagelos diferentes: uno de los flagelos es largo y
en forma de latigo, en tanto que el otro es mas corto y ornamentado, con dos filas
laterales de pelos en el extremo. Las zoosporas se enquistan sobre superficies sélidas,
se detienen, adquieren una forma redondeada y forman una pared celular. Luego, en
presencia de humedad, pueden desarrollar un tubo germinativo y penetrar a la hoja por
los estomas, o formar el apresorio, de tal manera que la hifa de penetracion ingresa
directamente a través de la cuticula. Una vez dentro de la planta, el micelio se

desarrolla intercelularmente formando haustorios dentro de las células. Cuando la



temperatura es mayor a 15 °C, los esporangios pueden germinar directamente,
formando un tubo germinativo que penetra la epidermis de la hoja e infecta al
hospedante (Pérez & Forbes, 2008).

Sexual: Los gametangios se forman en dos hifas separadas, por lo que P. infestans es
heterotalico. Asi, ambos tipos de apareamiento Al y A2, deben estar presentes para
que ocurra la reproduccion sexual. La union de los gametos ocurre cuando el oogonio
atraviesa el anteridio y ocurre la plasmogamia. Esto conduce a la fertilizacién y al
desarrollo de una oospora con paredes celulares gruesas. La oospora es fuerte y puede
sobrevivir en los residuos de la papa. Bajo condiciones favorables, la oospora produce
un tubo germinativo que forma un esporangio apical, el cual puede liberar zoosporas 0
formar nuevamente un tubo germinativo, los cuales sirven como inéculo primario (Pérez
& Forbes, 2008).

Resistencia a fungicidas

P. infestans, posee una minima sensibilidad a un gran nimero de fungicidas, la cual es
el resultado de mutaciones estables y heredables. Una de las resistencias mas
conocidas y reportadas en plantaciones a nivel mundial, es la que se presenta al
ingrediente activo metalaxyl y a otras fenilamidas, lo cual constituye un factor limitante
al uso de fungicidas de este grupo. Sin embargo, al no ser heredable esta resistencia,
puede ser reversible mediante el manejo adecuado de los controles quimicos (Pérez &
Forbes, 2008).

2.4 Interaccion planta-patégeno

Las plantas bajo condiciones naturales, interaccionan con un gran numero de
microorganismos potencialmente patogénicos, permaneciendo sanas en algunos casos,
debido a la manifestacién de varios mecanismos de defensa. La interaccion planta—
patdgeno, puede ir desde una relacién benéfica entre el patdégeno y el hospedante,

hasta una altamente perjudicial para el hospedante (Madriz, 2002).

En la estrecha co-evolucién entre planta y patdégeno, la mayoria de los microorganismos

se desarrollan en un ambiente limitado de hospedantes, algunas veces limitado a un
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género, especie o subespecie. De igual manera las plantas son susceptibles o
resistentes a una raza o a pocas especies de patégenos (Madriz, 2002).

2.4.1 Especificidad de la interaccion planta-patdgeno

Segun De Wit (1997), esta depende tanto del genotipo como del patégeno que
interaccionan, y es mas facil de estudiar en cultivares, es decir, en genotipos que han
sido sometidos a mejoramiento genético en donde existen poblaciones de plantas con
un material genético mas homogéneo. Esto conlleva a la aparicion de nuevas razas
especificas para cada cultivar, debido a la presion de seleccion que se ejerce sobre los
patégenos. La especificidad de la interaccién, mostrard una ventaja para una de las dos

partes, planta o patégeno.

Para el estudio de cualquier interaccion planta-patdgeno, es de suma importancia
comprender la virulencia o avirulencia del patdgeno, con respecto a la susceptibilidad o
resistencia del hospedante. Generalmente, dentro de las interrelaciones, puede existir
una relacién incompatible o compatible. El referirse a una interaccion compatible,
implica la relacién de un patégeno virulento y un hospedante susceptible, mientras que
una interaccién incompatible considera la relacion de un hospedante resistente y un

patégeno avirulento (Madriz, 2002).

Segun De Wit (1997), las interacciones incompatibles, estan mediadas por sistemas de
reconocimiento que activan mecanismos de defensa en las plantas, principalmente la
respuesta hiper sensible de la misma (HR), mientras que una interaccién compatible, al
no llevarse a cabo el sistema de reconocimiento y activando el mecanismo de defensa,

otorga condiciones favorables al patégeno para establecerse y generar la enfermedad.
2.5 Defensa de las plantas

Existe una gran cantidad de metabolitos secundarios y fitohormonas que estan
altamente relacionados con la defensa de las plantas, algunos de ellos pueden ser
constitutivos, es decir, ya estan presentes en la planta en concentraciones variables y

sirven como una barrera para el patégeno, y los no constitutivos, los cuales solo se



producen luego de la activacion de la defensa mediante la infeccién del patdgeno,
también conocidos como de defensa inducida (Madriz, 2002).

Las plantas durante toda su evolucion, han convivido bajo la influencia de factores
bidticos y abidticos, lo que les ha llevado a una mejor distribucion de sus recursos para
desarrollarse, reproducirse y defenderse de agentes externos. La mayoria de las
defensas de las plantas, se ve reflejado en la gran diversidad bioquimica de las plantas,
la cual es unica al compararla con la de otros grupos de organismos (Vivanco et al.,
2005). En 1905, Marshall Ward (citado por Kawano & Furichi, 2007) postulé que los
“anticuerpos” y las toxinas producidas por la planta desempefiaban una funcion
importante para frenar el proceso infeccioso. Estos compuestos defensivos podian
encontrarse preformados -antes de la infeccidon- o podian sintetizarse en respuesta a la

misma y ser, por tanto, inducibles o subsiguientes a la infeccion.

En 1941, Muller y Borger refinaron la concepcién de Ward. Bautizaron con el nombre de
fitoalexinas a los compuestos quimicos sintetizados por la planta en respuesta a una
invasion microbiana. La primera fitoalexina fue aislada y caracterizada en 1960 por
Cruickshank y Perrin. Al compuesto aislado, un isoflavonoide pterocarpano, se le
denomind pisatina; se habia aislado a partir de las vainas de guisante (Pisum sativum)
(Vivanco et al., 2005).

2.6 Mecanismos de defensa

A pesar de que las plantas no poseen un sistema inmunitario como otros seres Vivos,
presentan una alta resistencia a enfermedades generadas por hongos, bacterias, virus
y nematodos presentes en el ambiente. Algunos de los metabolitos secundarios con
actividad microbiana, son sintetizados por algunas especies como defensas contra
patdgenos en plantas sanas, algunos de ellos como las saponinas, triterpenos que
alteran la membrana de algunos hongos al unirse con esteroles, mientras que otros
compuestos necesitan de una activacion para que se sinteticen en las plantas afectadas
(Taiz & Zeiger, 2010).
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2.7 Activacion de los mecanismos de defensa

La induccion de las defensas antipatdogenos, requieren de una infeccibn microbiana.
Tedricamente necesitan una menor inversion de recursos de las plantas, que aquellas
gue se presentan en plantas intactas, aunque deben de ser activadas rapidamente para
ser efectivas a los ataques de patdgenos. Otras defensas inducidas parecen ser
complejas redes de traduccion de sefiales, algunas mediadas por el &cido Jasmonico, y
otras como la resistencia sistémica adquirida (SAR), esta mediada por el AS (Taiz &
Zeiger, 2010).

Segun Madriz (2002), la activacion de los mecanismos de defensa supone mecanismos
de identificacion, mediante los cuales la planta determina la presencia del fitopatégeno.
Ciertas sustancias como proteinas, carbohidratos y pequefias moléculas, pueden
funcionar como inductores de defensa. También existen inductores de defensa no
especificos, los cuales son cualquier sustancia que es capaz de inducir los mecanismos

de defensa de manera no-especifica.

Dentro de los inductores no-especificos, se encuentran polimeros que conforman a la
pared celular tanto de hongos como del tejido hospedante, que son capaces de la
activacion de mecanismos de defensa. Ya sea por la muerte del tejido o por una
respuesta de hipersensibilidad, las oligosacarinas son liberadas de la pared celular
vegetal, viajando a los tejidos adyacentes para la activacién de la defensa (Haiyan et
al., 2017).

2.7.1 Respuesta de hipersensibilidad

Consiste en la muerte celular programada, de una o mas células alrededor del tejido
infectado por el fitopatdogeno, para la restriccion del crecimiento o aumento de la
enfermedad. También conocido como “suicido” celular, esto es un proceso normal
dentro de los seres vivos para su supervivencia, la cual se dispara en respuesta a los

dafios tanto por factores bioticos como abioticos (Sanzon & Zavaleta, 2010).

Segun Williams y Dickman (2008), la respuesta de hipersensibilidad, se clasifica por el

organelo que esté involucrado en la muerte celular programada: 1) apoptosis 2) muerte
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lisosomal (autofagia) 3) muerte no lisosomal. La apoptosis, supone un tipo de
“canibalismos” en el cual una célula viva devora a otra célula por medio del uso de
enzimas hidroliticas que ésta posee en su lisosoma; en la autofagia, la célula muere por
el uso de su propio sistema lisosomal; y en la muerte no lisosomal, no esta involucrado

el lisosoma, y es una muerte programada menos comun (Doorn & Woltering, 2005).

Durante el desarrollo de la planta, se han documentado ejemplos de autofagia, en los
cuales las oligosacarinas y otros compuestos fendlicos funcionan como elicitores, los
cuales viajan a las células cercanas a los tejidos de infeccion induciendo la salida de
enzimas hidroliticas de la vacuola, provocando una digestion intracelular de

macromoléculas (Haiyan et al., 2017; Sanzén & Zavaleta, 2010).

Se ha consignado, que las plantas que muestran una alta respuesta hipersensible al
ataque de patdgenos, muestran una alta resistencia a patdégenos en tejidos distantes a
los que han recibido la reaccion, conocido como SAR, y al parecer el AS es el de mayor

importancia y esencial para su traduccion (Hammerschmidt, 2009; Vlot et al., 2008).

2.7.2 Fitoalexinas

Fueron definidas originalmente como metabolitos secundarios de bajo peso molecular,
con propiedades antimicrobianas que se producen y acumulan en plantas expuestas a
microorganismos (Paxton, 1981; citado por Hayat & Ahmad, 2007). Estos compuestos
normalmente se encuentran en niveles basales muy bajos en las plantas sanas pero su
acumulacion se incrementa dramaticamente después del ataque de un patégeno. Las
fitoalexinas se acumulan en grandes cantidades tanto en el sitio de penetracion como
en las células y tejidos adyacentes a las células que reaccionan con la humedad
relativa (HR). Entre las fitoalexinas mas estudiadas se encuentran aquellas derivadas
del metabolismo de los fenil propanoides que tienen como base el aminoacido
fenilalanina. La producciéon de fitoalexinas se ha correlacionado con la resistencia a
patdogenos y se asocia con la induccion de una serie de genes que codifican para

enzimas especificas responsables de su sintesis (Van Etten et al., 1995).
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2.7.3 Biosintesis de lignina

Uno de los mecanismos de defensa mas evidente es la produccion y deposicién de
sustancias que actian como barreras fisicas evitando el avance de patdégenos. La
lignificacion puede ser una caracteristica constitutiva en algunas especies, pero también
puede ocurrir como un proceso de refuerzo de los tejidos cuando estan sujetos a dafio
fisico. La lignificacion también se manifiesta durante la defensa a patégenos,
acumulando grandes cantidades en los tejidos atacados por patdgenos. La lignina se
produce por la union enzimatica de unidades de fenilpropanoides formando largos
polimeros que confieren impermeabilidad y resistencia mecanica; ademas, la lignina es
resistente a la degradacion producida por muchos patdgenos (Nicholson &
Hammerschmidt, 1992).

2.7.4 Resistencia Sistémica Adquirida (SAR)

La inoculaciéon localizada con patégenos virulentos y avirulentos capaces de producir
lesiones necréticas da como resultado la induccion local o sistémica de resistencia. En
ambos fendmenos, la planta muestra resistencia local (LAR, Locally Acquired
Resistance) o sistémica (SAR, Systemically acquired Resistance) a un ataque
subsecuente del patdégeno. La resistencia sistémica adquirida es una respuesta de
defensa activa de amplio espectro que esta asociada a una alta expresion de genes PR
(Hammerschmidt, 1999). En la mayoria de los casos, la SAR es igualmente efectiva
contra hongos, bacterias, virus o nematodos, independientemente del organismo

inductor.

El 4cido Jasmonico (AJ), ademas del acido salicilico (AS) y etileno (ET) son las
moléculas mas reconocidas en defensa (Hammond & Parker, 2003). Estas rutas de
defensa antagdnicas no funcionan independientemente y forman parte de una red de
sefalizacion compleja que determina la respuesta de defensa de la planta (Glazebrook,
2005). El AJ es una molécula importante de sefializacion en respuestas de defensa a
patogenos. La activacion de estas respuestas difiere dependiendo del tipo de patdégeno
invasor. La sefalizacion mediada sélo por AJ activa la respuesta de defensa contra
hongos necroétrofos tales como Botrytis cinerea y Alternaria brassicicola (Glazebrook,
2005).
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Ademas, el AJ y el ET acttan sinérgicamente para inducir la expresion de ciertos genes
de defensa tales como PDF1.2, PR-3 y PR-4. Mientras que AS y AJ pueden actuar
sinérgicamente o antagonicamente durante la activacion de genes de defensa ante un
patégeno especifico (Devadas et al., 2002). Por lo tanto, la resistencia inducida por
patégenos es regulada por una red de interconexiones de rutas de defensa en donde el
AS, el AJy el ET son moléculas claves de sefalizacion (Glazebrook, 2005).

Los primeros estudios acerca del fendmeno SAR se realizaron en tabaco infectado con
virus (Ross, 1961). La manifestacion de SAR de manera sistémica en la planta implica
la existencia de algun sistema de sefiales capaces de transmitirse a través de los
tejidos. Las investigaciones realizadas indican que &cido salicilico (AS) es la molécula
gue ha mostrado mayores evidencias de estar involucrada en las vias de SAR. De esta
forma, la induccion de SAR generalmente se correlaciona con incrementos en la

acumulacion de AS tanto localmente como sistémicamente (Lawton et al., 1995).
2.8 Acido salicilico (AS)

Es una fitohormona de defensa, tanto para la resistencia local como sistémica (SAR) en
las plantas. Su acumulacién exdgena, asi como la sintesis por infeccion de los
patégenos, provee a las plantas de una alta resistencia al ataque de fitopatégenos. El
AS es un compuesto que interviene en distintos procesos bioldgicos ademas de ser
sintetizado en mayor cantidad por la planta cuando es atacada por patdégenos biotrofos
y por estimulos abidticos externos, como el exceso de ozono, de radiacion, o dafio

mecanico (Azcon-Bieto y Talon, 2008).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de AS dependiente del Acido Shiquimico.
Fuente: Hayat & Ahmad, 2007.

Investigaciones en busqueda de los isotopos de AS, han sugerido que este se sintetiza
a partir del cinamato, producido inicialmente por la fenilalanina amonioliasa (PAL).
Estudios genéticos indican que las grandes cantidades sintetizadas por algunas plantas
de AS son producidas por el isocorismato (ICS). Si se da atencion a las rutas
dependientes de la PAL y del ICS en la acumulacién de AS, lo cual se ha demostrado
por experimentos utilizando mutantes genéticos, silenciador de genes e inhibidores
guimicos, se considera posible que exista una relacion metabdlica entre las dos rutas o

pertenezcan a una red reguladora de la biosintesis de AS (Ver Figura 1).

15



Plant Signaling & Behavior
v

co;
£o; L,
T, Ol

pheryialaning UH chorismata
PAL llf_‘tE
L J .
e .
P Co,
?__.EH"
':Qt-"".;gr.-.arnala | " -
. e D00,
¥ - PESAE '.-l;__. 4 Ispchansmate
h A

v b PES
co; | l
R
benzoate :

v
Ly

L
Go; Co;
O O OH
P ﬁr\- .
54 SA

54

Figura 2. Rutas de Biosintesis del Acido Salicilico (AS) en las plantas.
Fuente: Hua, 2009.

El AS es una molécula importante en la sefalizacion de defensa a virus, bacterias y
hongos fitopatdgenos (Vlot et al., 2008). Tras la infeccion viral se encuentran altos
niveles de AS y/o su compuesto volatil Metil-salicilico (MeAS), se incrementa la
expresion de genes implicados en SAR. El AS es esencial en la ruta de transduccion de
sefales que conducen a la activacion de genes que codifican proteinas PR’s (Vlot et
al., 2008). Por el contrario, se ha demostrado que mutantes en donde existe inhibicion
de su sintesis 0 acumulacion, tienen disminucién o bloqueo en las respuestas de
defensa, por lo que la acumulacion de AS sirve como una sefial natural que media

diferente respuesta de defensa en las plantas.

Se ha propuesto un modo de accion para el AS basandose en el hallazgo de que éste

se une e inhibe a la enzima catalasa (Klessig and Malamy, 1994; Loake & Grant, 2007)
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(Figura 2). La inhibicibn de la catalasa podria conducir a un incremento en la
concentracion del peréxido de hidrogeno (H.O;) o de otras especies reactivas de
oxigeno derivadas de esta molécula. El H,O, podria tener una actividad antibidtica en
contra de patdgenos, y sus intermediarios podrian participar en la cascada de
sefalizacion para la expresion de genes de defensa (Durner et al.,, 1997; Loake &
Grant, 2007).

Defense - related gene induction
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Figura 2. Metabolismo del peréxido de hidrogeno (H.O,) en plantas.
Fuente: Klessig and Malamy, 1994.

Luego del incremento de las concentraciones de AS también se han reportado
incrementos en los niveles de proteinas relacionadas a la patogénesis o PR’s. Estas se
caracterizan por su bajo peso molecular, resistencia a las proteasas, de localizacién
extracelular y con valores de pH extremos (Kawano & Furichi, 2007). Estas se han
clasificado en cinco grupos. Las mas estudiadas y de las cuales se reporta actividad
microbiana son las PR-2 y PR-3. Las PR-2 tienen actividad sobre las b-1,3-glucanasas
y las PR-3 sobre las quitinasas, lo que sugiere que la sintesis de PR’s posterior a la
activacion por el incremento de concentracion de AS, inhibe el desarrollo de patégenos

gue posean b-1,3-glucano y quitina.
2.9 Fungicidas y la activacion de defensa en las plantas

Dentro de los fungicidas quimicos utilizados como inductores de defensa de plantas son

el probenazole, el cual se utiliza para controlar Pyricularia oryzae en arroz y cebada,
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este actla por medio de la induccién de respuestas de defensa, estimulando la
acumulacion de sustancias toxicas para los patégenos como &cido a-linoléico,
incrementando la actividad de fenilalanina amono-liasa (PAL), peroxidasa (POX) y
catecol-metiltransferasa, ademas de presentar un efecto fungicida directo inhibiendo el
desarrollo temprano de hongos (Oliver & Hewitt, 2014). Otro de los fungicidas quimicos
actuales con mayor estudio encontramos el benomilo, el cual tiene un efecto protector
ante el estrés oxidativo, elevando la actividad de la super oxido dismutasa (SOD), y
evita la peroxidacion de los lipidos de las membranas de las clorofilas (Calatayud y
Barreno, 2001); el Fosetyl-Al, estimula la actividad de enzimas antioxidantes como la
SOD vy 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
incrementa 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).
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3. ACIDO SALICILICO EN PAPA (Solanum tuberosum) COMO
RESPUESTA A LA INFECCION DE TIZON TARDIO (Phytophthora

infestans)

RESUMEN

El tizon tardio, causado por el oomiceto Phytophthora infestans (Mont de Bary), es la
enfermedad méas importante del cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), y entre las
reacciones de defensa que la planta tiene ante esta amenaza, destaca la sintesis del
acido salicilico (AS). Considerando lo anterior, se estableci6 el presente ensayo con el
objetivo de cuantificar y entender la sintesis de AS en papa, en relacion con dos
condiciones ambientales (campo e invernadero) y genéticas del hospedante (variedad
resistente y susceptible), con y sin aplicacibon de fungicidas (oxtiapripolin +
famoxadona), para lo cual se cuantifico tanto la infeccion como el AS. La variedad
resistente sintetiz6 dos veces mas AS que la susceptible, tanto en condiciones de
invernadero (sin el patégeno) como de campo (con el patdégeno). Por otro lado, el
contenido de AS se redujo hasta un 20 % en plantas resistentes y susceptibles que
recibieron aplicacion de fungicida y por ende, tenian un menor grado de infeccion. El
porcentaje de infeccion fue cuatro veces mayor en la variedad susceptible sin fungicida
gue en la resistente sin aplicacion de fungicida, y en ésta el contenido de As fue dos
veces mayor. Por otro lado, la infeccion fue tres veces menor en las plantas
susceptibles con fungicidas y el AS dos veces menor que en las que no lo tuvieron. Se
encontrd una alta correlacion (p <0.0001) en la concentracion de AS y el porcentaje de
infeccion de la variedad susceptible, no asi en la resistente. El contenido de AS
disminuyo a medida que el fungicida controlo al patdgeno y disminuyo la infeccion en la
variedad susceptible. Se concluye que el fungicida no estimula los sistemas de defensa
de la planta asociados al AS y la sintesis de éste dependio del nivel de infeccion de P.
infestans en la variedad susceptible. En la variedad resistente fue inversamente
proporcional a la infeccién del patdgeno, esto es, a mayor infeccién correspondié menor

contenido de AS.

Palabras clave: hormona de defensa, SAR, patogénesis.

24



ABSTRACT

The late blight, caused by the oomycete Phytophthora infestans (Mont de Bary), is the
most important disease of potato (Solanum tuberosum L.), and among the defense
reactions that the plant has to this threat, the synthesis of the salicylic acid (SA) is
relevant. Under these considerations, the present experiment was established with the
objective of quantifying and understanding the synthesis of SA in potato, in relation to
two environmental conditions (field and greenhouse), and the host genetic pool
(resistant and susceptible varieties), with and without the application of fungicides
(oxtiapripolin + famoxadone), for which both, infection and SA were quantified. The
resistant variety synthesized twice as much SA as the susceptible one, both in the
greenhouse (without the pathogen) as well as in the field (with the pathogen). On the
other hand, the SA content was reduced up to 20 % in resistant and susceptible plants
that received application of fungicide, therefore, with a lower degree of infection. The
percentage of infection was four times higher in the susceptible variety without
fungicides than in the resistant one without application of fungicides, and in this one the
SA content was two times higher. Besides that, the infection was three times lower in
the susceptible plants with fungicides and the SA twice less than in those that were not
sprayed. A high correlation (p <0.0001) was found in the concentration of SA and the
percentage of infection of the susceptible variety, but not in the resistant one. The SA
content decreased as the fungicide controlled the pathogen and decreased the infection
in the susceptible variety. It is concluded that the fungicide does not stimulate the plant
defense systems associated with the SA and the SA synthesis depended on the level of
infection of P. infestans in the susceptible variety. The opposite was true in the resistant
variety. The more infection the less SA content.

Key words: defense hormone, SAR, tubercle, pathogenesis.
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.), es considerada la planta dicotiledonea de mayor
importancia a nivel mundial, y ocupa el quinto lugar por area de siembra e importancia,
después del trigo, el maiz, el arroz y el frijol (Rocha & Quijano, 2015). La exposicion a
condiciones climaticas tales como las heladas, el granizo, y la sequia son fuentes
importantes de riesgos en la produccion generando condiciones adecuadas para
enfermedades como el tizén tardio (Phythophtora infestans), ya que afecta la mayoria
de zonas de tierras altas y clima templado, siendo la enfermedad de mayor importancia
econOmica en el cultivo y la que limita a grandes magnitudes el rendimiento (Horton,
2016). Phytophthora infestans es un agente patégeno ubicado entre los oomicetos en el
reino de las algas (Judelson, 2014) que, al inducir la enfermedad del tizon tardio, puede
desarrollarse como epidemia en rangos adecuados de humedad y temperatura,
comportandose en el campo como una enfermedad poli ciclica (Diaz de la Cruz et al.,
2014). Su agresividad limita el rendimiento del cultivo de papa, al depender de
aplicaciones de fungicidas quimicos y del uso de variedades o clones resistentes
(Escalante & Farrera, 2004). Algunos de los fungicidas quimicos utilizados
comercialmente para combatir enfermedades fungosas como el benomilo, posee un
efecto protector ante el estrés oxidativo, elevando la actividad de la super oxido
dismutasa (SOD), y evita la peroxidacion de los lipidos de las membranas de las
clorofilas (Calatayud y Barreno, 2001); 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 incrementa la actividad de POX y SOD (Serrano-Cervantes et al.,
2016).

Segun De Wit (1997), la interaccion planta-patégeno, depende tanto del genotipo como
del patégeno que interaccionan, y es mas facil de estudiar en variedades, es decir, en
genotipos que han sido sometidos a mejoramiento genético en donde existen
poblaciones de plantas con un material genético mas homogéneo. La inoculacion
localizada con patdégenos virulentos capaces de producir lesiones necroticas da como

resultado la inducciéon local o sistémica de resistencia. La resistencia sistémica
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adquirida (SAR, Systemically Acquired Resistance) es una respuesta de defensa activa,
la cual se induce posteriormente a la infeccion de un patdégeno incrementando los
contenidos de Acido Salicilico, el cual es el mensajero primario que a su vez genera
una alta expresion de genes PR, los cuales traducen la sefial generando metabolitos
secundarios que reducen el ataque de los patogenos, limitando el desarrollo de las

enfermedades (Glazebrook et al., 2003).

Ademas del incremento de las concentraciones de AS también se han reportado
incrementos en los niveles de proteinas relacionadas a la patogénesis o PR’s. Estas se
caracterizan por su bajo peso molecular, resistencia a las proteasas, de localizacién

extracelular y con valores de pH extremos (Van Loon & Van Kammen, 1970).

Se ha comprobado la hipétesis de que la forma libre de AS participa en la activacion de
la SAR, traduciendo la sefal a otros tejidos distantes al sitio de infeccion, de donde se
deriva el nombre de resistencia sistémica (Gaffney et al., 1993; Rairdan & Delaney,
2002; Panina et al., 2005). La ruta de accién para el AS se ha basado en el hallazgo de
gue se une e inhibe a la enzima catalasa (Chen et al., 1993; Loake & Grant, 2007). La
inhibicion de la catalasa conduce a un incremento en la concentracion del peroxido de
hidrégeno (H20O,) o de otras especies reactivas de oxigeno. El H,O tiene una actividad
antibiética en contra de patdgenos, y que algunas otras formas de radicales libres
precursores de esta molécula, participan en la activacion de otras rutas de defensa

contra patégenos (Loake & Grant, 2007).

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar y comparar el contenido Acido Salicilico
(AS) en un Clon resistente (94-03-08) y una variedad susceptible (Lucero) de papa,
cultivados en presencia y ausencia de Phytophthora infestans (Campo e Invernadero)
con aplicaciones del fungicida Zorvec Enicade 500 mL/Ha (30 g/L oxtiapripolin + 300 g/L
famoxadona) y sin fungicida. Zorvec Enicade actla mediante la inhibicion de una
proteina de union al oxiesterol, con efecto residual y con movimiento sistémico acrépeto
(movimiento ascendente) dentro de los tejidos de las plantas tratadas. Debido a su
capacidad sistémica ascendente, protege también a los nuevos brotes en el intervalo de
aplicacion en que se utiliza (DUPONT, 2017).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental y tratamientos

El experimento se establecio tanto en surcos a campo abierto, como en macetas dentro
de invernadero. Se establecié un disefio de tratamientos factorial 2°. Los tratamientos
se distribuyeron en bloques completamente al azar con 4 repeticiones en cada una de
las localidades, para luego evaluar los resultados de manera conjunta asumiendo un
disefio de bloques al azar generalizados. El factor ambiente tuvo como niveles
invernadero, o en ausencia del patdégeno P. infestans (Invernadero) y campo, 0 en
presencia del patégeno P. infestans (Campo); el factor variedad con los niveles clon
resistente (Clon 94-03-08, INIFAP) y variedad susceptible (Lucero) y el factor control de
la enfermedad contd con los niveles, sin aplicacion (Sin) y con aplicacion de fungicida
(Con) (Zorvec Enicade, 30 g/L oxtiapripolin + 300 g/L famoxadona), (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de tratamientos

Tratamiento Ambiente Variedad Fungicida
T1 Campo Clon 94-03-08 Zorvec (500 mL/ha)*
T2 Campo Clon 94-03-08 Sin aplicacion
T3 Campo Lucero Zorvec (500 mL/ha)
T4 Campo Lucero Sin aplicacion
T5 Invernadero Clon 94-03-08 Zorvec (500 mL/ha)
T6 Invernadero Clon 94-03-08 Sin aplicacion
T7 Invernadero Lucero Zorvec (500 mL/ha)
T8 Invernadero Lucero Sin aplicacion

“La aplicacion de fungicida se realiz6 semanalmente, a partir del dia 38 después de la siembra y un total

de 5 aplicaciones

Muestreo

La recoleccion de tejido fresco para la extraccién de AS se realiz6 una vez por semana,
se cortaron hojas maduras de la altura media de las plantas, colocandolas en bolsas

completamente cerradas e identificadas previo al transporte al laboratorio, en donde se

28



continué con la cadena de frio. Se llevaron a cabo 7 muestreos, el muestreo 1 a los 31
dias después de la siembra (aun sin infeccion) y posteriormente a los 38, 45, 52, 59, 66
y 73 dias después de la siembra. Las lecturas de infeccidn se realizaron en las mismas

fechas que las de recoleccion de los tejidos para la cuantificacion de AS.
Acido salicilico

Para la cuantificacion de AS se utilizé el método por colorimetria descrito por Warrier et
al. (2013), con ligeras modificaciones. Se pesaron muestras de tejido vegetal fresco de
50 mg, las cuales se homogenizaron con 5 mL de agua destilada, para luego colocar en
tubos de centrifuga. Se centrifugé (Sorvall RC 6+, Thermo scientific, Waltham,
Massachusetts) a 25,000 xg por 20 min a 7 °C. Los sobrenadantes de las muestras se
colocaron en hielo hasta su medicién. Se tomaron 100 ul del sobrenadante, y se
agregaron 3.9 ml de cloruro férrico (Fe Ill), se agito y midi6 la absorbancia de la
solucion a 540 nm en el espectrofotometro (Genesys 10 UV Scanning, Thermo
scientific, Waltham, xdMassachusetts). Se realizaron cuatro repeticiones para cada una
de las muestras para luego calcular un promedio de los resultados o en ocasiones
eliminar el valor mas alejado de la media. Se elabor6é una curva estandar y se
disolvieron 100 mg de AS en 100 mL de agua destilada para obtener una solucion
madre a 1000 ppm. Se tomaron 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5y 5.5 mL de la solucion madre, y
luego se aforaron a 10 mL. Se midi6 la absorbancia de las soluciones en el
espectrofotometro  (Genesys 10 UV Scanning, Thermo scientific, Waltham,
xdMassachusetts) a 540 nm. Con los valores obtenidos se elaboré la curva de
absorcion y se obtuvo, mediante la linea de tendencia, la férmula para el calculo de los

Kg de AS para luego obtener pg/g de tejido fresco de las muestras.
Porcentaje de infeccion

La determinacion del porcentaje de infeccion de P. infestans, se realiz6 de manera
visual, utilizando las escalas diagramaticas propuestas por Henfling (1987), publicadas
por el International Potato Center (CIP). Se tomaron lecturas del porcentaje de infeccion

en 4 plantas al azar (repeticiones) a los 38, 45, 52, 59, 66, 73 y 80 dias después de la
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siembra, solamente en el bloque establecido bajo condiciones de campo abierto, por

ende, en presencia del patdégeno de interés.
Andlisis estadistico

En analisis estadistico se realizd con el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis

System, 9.4) considerando el modelo estadistico
Yijeg = o+ 7+ B + (Th)ij + &iji

En el cual la variable respuesta asociada a la repeticion k del tratamiento i en el bloque

J; u es la media general, 7; es el efecto del tratamiento i, g; es el efecto del bloque j,
(zB);; es el efecto de interaccion del tratamiento i con el blogque j, €;;, y €s un término
de error supuesto tal que E(g;) =0, Var(e; ) = o2, siendo variables aleatorias no
observables e independientes. Con respecto a los indices se tiene que i=1,..,8;
j=12k=1,..4

En este caso los 8=2"3 tratamientos se obtuvieron a partir de las combinaciones
posibles de los niveles de los tres factores estudiados, y el bloque correspondié al
ambiente en que realizd el experimento, campo o invernadero. Mediante el analisis de
varianza concluyé que algunos efectos de interaccion fueron significativos, por lo que el
andlisis consisti6 en estudiar los efectos de interaccion mediante comparaciones
multiples de las medias respectivas. Mediante limites de confianza basados en el rango
estudentizado (prueba de Tukey) y con nivel de significancia a = 0.05 se determin6 la
significancia estadistica de las interacciones dobles y triples de los factores evaluados.
Ademas, se realizo un analisis de correlacion mediante el calculo de los coeficientes de
correlacion de Pearson, para medir la interaccion de la variable porcentaje de infeccion

y concentracion de AS.
RESULTADOS Y DISCUSION

Las concentraciones iniciales de AS en el clon resistente establecido en invernadero,

fueron relativamente més altas que en el resto de muestreos, tanto en plantas con
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fungicida como aquellas que no recibieron aplicacion alguna, y su concentracion

disminuy6é con el transcurrir de los dias de manera similar para las plantas que

recibieron aplicacion de fungicida como para las que no recibieron aplicacion de

fungicida (Figura 4b y 4d).
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Figura 4. Concentracion de AS y % de Infeccién en las diferentes fechas de muestreo.

Z(a) Campo*Clon*Con; (b) Invernadero*Clon*Con; (c) Campo*Clon*Sin; (d) Invernadero*Clon*Sin; (e)

Campo*Lucero*Con; (f) Invernadero*lucero*con; (g) Campo*Lucero*Sin; (h) Invernadero*Lucero*Sin.

31



La concentracién de AS en la variedad susceptible dentro del invernadero, no mostré
cambios significativos a través del tiempo (Figura 4f y 4h), manteniendo niveles

relativamente bajos (1.93 ug g-1).

Como era de esperarse, el porcentaje de infeccion tanto para la variedad susceptible
como para la resistente fue de 0 durante los muestreos realizados, esto demuestra que
el fungicida no influye de forma directa en la sintesis de AS en las plantas, y que la
activacion de la defensa de las plantas es dependiente de la infeccion de F. infestans
(Thomas et. al 2018). Ademas que la disminucion de la concentraciéon en plantas
infectadas por el patégeno se debe al control de la enfermedad, reduciendo la
necesidad de defenderse de manera natural causando variaciones en la concentracion

de AS en los tejidos.
Acido salicilico

Los limites de confianza para las variedades Clon y Lucero, mostraron significancia
estadistica (a < 0.05), siendo los tratamientos con el nivel de variedad resistente “Clon”
los que presentaron la mayor expresion de AS (T1, T2, T5 y T6) y estadisticamente
diferentes a los tratamientos con el nivel de variedad susceptible “Lucero” (T3, T4, T7 y
T8) segun la prueba multiple de medias de Tukey (a < 0.05) (Cuadro 2a). Esto puede
explicar la resistencia del clon al ataque de P. infestans.

Los limites de confianza para los diferentes niveles de la interaccion de
Ambiente*Variedad, mostraron ser estadisticamente significativos (a = 0.05) siendo la
concentracion de AS de la interaccion del nivel del factor ambiente “Campo” y del nivel
del factor variedad “Clon” superior y estadisticamente diferente al resto segun la prueba
multiple de medias de Tukey (a = 0.05) (Cuadro 2b).

Se registro significancia estadistica (a = 0.05) para los limites de confianza de cada uno
de los niveles de la interaccion Ambiente*Variedad*Fungicida. La concentracion de AS
en las plantas, fue mayor y estadisticamente diferente al resto en las interacciones de
los niveles Campo*Clon*Sin (T2) y en los niveles Campo*Clon*Con (T1) segun la

prueba multiple de medias de Tukey (a = 0.05) (Cuadro 2c).
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Cuadro 2. Prueba multiple de medias de Tukey para la variable concentracion de AS
(Mg g™); (a) para el factor Variedad:; (b) para la interaccién Ambiente*Variedad; (c) para

la interaccion Ambiente*Variedad*Fungicida.

(a) variedad Estimacion

Clon 4.756 a

Lucero 2.396 B
(b) Ambiente Variedad Estimacion

Campo Clon 6.850 a

Campo Lucero 2.853 B
Invernadero Clon 2.661

Invernadero Lucero 1.939

(c) Ambiente  Variedad Fungicida Estimacién

Campo Clon Sin 7.686 a

Campo Clon Con 6.015 a

Campo Lucero Con 3.603 B
Invernadero Clon Con 2.826 B
Invernadero Clon Sin 2.498 B
Campo Lucero Sin 2.104 B
Invernadero Lucero Sin 2.064 B
Invernadero Lucero Con 1.816 B

“Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a = 0.05)

A pesar de que el Clon presento un valor de concentraciéon mayor, bajo condiciones de
invernadero con y sin la aplicacién de fungicida (2.82 y 2.49 pug g™) que la variedad
susceptible (2.06 y 1.81 pg g7), la sintesis no se incrementé de manera significativa
hasta que existio la infeccion del patégeno P. infestans (Campo), activando los

mecanismos de defensa y la sintesis de AS.
Porcentaje de infeccion

Los limites de confianza (a = 0.05) establecidos para los niveles del factor variedad
(Clon y Lucero) mostraron ser estadisticamente significativos, siendo la variedad

susceptible “Lucero” el que presento el mayor grado de infeccion y estadisticamente
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diferente a la variedad resistente “Clon” segun la prueba multiple de medias de Tukey
(Cuadro 3a).

Cuadro 3. Prueba multiple de medias de Tukey para la variable porcentaje de infeccion
(a) para el factor Variedad; (b) para la interaccion Ambiente*Variedad; (c) para la

interaccion Ambiente*Variedad*Fungicida.

(a) Variedad Estimacion

Lucero 20.937 a

Clon 5.2634 B

(b) Ambiente Variedad Estimacion

Campo Lucero 41.8741 a

Campo Clon 10.5268 b
Invernadero Lucero 2.66E-15 C
Invernadero Clon -2.66E-17 C
(c) Ambiente Variedad Fungicida Estimacion

Campo Lucero Sin 60.6232 A

Campo Lucero Con 23.125

Campo Clon Sin 16.035 b C
Campo Clon Con 5.0179 c D
Invernadero Lucero Sin 9.57E-15 D
Invernadero Clon Con 6.92E-16 D
Invernadero Lucero Con -424E-15 D
Invernadero Clon Sin -602E-17 D

“Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a = 0.05)

Los limites de confianza (a = 0.05) para la interaccion de los diferentes niveles de los
factores Ambiente*Variedad, mostraron ser estadisticamente significativos para la
interaccion de los niveles Campo*Clon y Campo*Lucero, ya que en ausencia del
patdgeno (Invernadero) no existio infeccion, y por lo tanto los valores de porcentaje de
infeccion son cero para ambas variedades. El mayor porcentaje de infeccion se registro
en la variedad susceptible “Lucero” expuesta a las condiciones de campo (presencia de

P. infestans), siendo este valor estadisticamente diferente al resto (a = 0.05), seguido
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por la variedad resistente “Clon” establecido en el ambiente de cultivo de campo
(Cuadro 3b).

Se registré significancia estadistica (a = 0.05) para los limites de confianza de los
niveles de la interacciones triples Campo*Clon*Sin (T2), Campo*Lucero*Sin (T4) y
Campo*Lucero*Con (T3). El porcentaje de infeccion de las plantas por P. infestans, fue
mayor y estadisticamente diferente al resto de las interacciones, en la interaccién con
los niveles de los factores Campo*Lucero*Sin (T4), segun la prueba multiple de medias
de Tukey (a = 0.05) (Cuadro 3c). Las plantas susceptibles recibieron un mayor dafio de
la enfermedad al no recibir la aplicacién de un fungicida para el control del patdgeno,
ocasionando a los 52 dias después de siembra, la muerte de las plantas (Figura 4, g).

Analisis de correlacion

El analisis de correlacién se realizé para las variables concentracion de AS y porcentaje
de infeccion, a los tratamientos establecidos en campo y por ende en presencia del
patdbgeno P. infestans. Para la variedad resistente “Clon”, Unicamente se registrd
significancia estadistica para el tratamiento que no recibié aplicacion de fungicida,
siendo este coeficiente de valor negativo. Esto explica que, al momento de incrementar
el porcentaje de infeccion en el material resistente, se reduce la concentracion de AS de
manera inversamente proporcional y en las plantas que recibieron aplicaciéon de
fungicida, el AS se incrementd al igual que el porcentaje de infeccion (Figura 4a y 4c).
Kawano and Furuichi (2007) describen que el AS sintetizado en la planta al no verse
volatilizado en forma de ASme, se puede conjugar con azucares (SAG; Acido Salicilico
B-glucésido). En las plantas tratadas con fungicida (T1), los niveles se incrementaron ya
gue a pesar de que se sintetizara AS este no fue utilizado por la planta ya que de
manera exdgena se estaba haciendo el control del patdbgeno mediante el control
quimico, mientras que en las plantas sin aplicacion de fungicida (T2) la concentracion
de AS disminuyé de manera inversamente proporcional, lo que puede explicar la
resistencia de la variedad a la infeccion de P. infestans, y que la mayoria del AS

sintetizado se volatilizé en su forma libre (ASme) para generar una respuesta de SAR
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para reducir el desarrollo del patégeno en los tejidos adyacentes de las plantas
infectadas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Coeficientes de correlacion (r) entre variables porcentaje de Infeccion y AS

(g g} para los tratamientos establecidos en campo.

Interaccién Tratamiento Variedad Fungicida Correlacién
T1 Clon Con 0.7863
T2 Clon Sin -0.8488*
Infeccion/AS
T3 Lucero Con 0.8749*
T4 Lucero Sin 0.9470*

*Significancia estadistica p valor <0.001

La variedad susceptible, registré significancia estadistica en los coeficientes de
correlacién tanto para las plantas tratadas con fungicida (T3) y las plantas tratadas sin
fungicida (T4) siendo los valores positivos para ambos casos, o que sugiere que la
concentracion de AS se vio incrementada de manera proporcional a medida que el
porcentaje de infeccion de la enfermedad aumenta (Figura 4e y 4g), pero sin conferirle
resistencia ni ventaja alguna con su sintesis (Cuadro 4). Thomas et al. (2018),
demostraron que el pre-tratamiento genotipos susceptibles de concentrados de cultivos
filtrados de P. infestans, generan la defensa rapida de las plantas de papa, reduciendo
la patogénesis de la enfermedad, sugiriendo que luego de elicitar genes de resistencia
PR-1, PR-4, la PAL, POX (peroxidasa), y THT (tiramina hidroxicinamoil transferasa),
todas estas rutas de defensas son dependientes del desarrollo del tizén tardio y que su

induccion depende de una induccién en cadena y no solo de una de ellas.

Navarre & Mayo (2004) explican que para que la sefial mediada por el AS cobre efecto
sobre la reduccion de la infeccion del patogeno, la variedad debe de poseer los genes
de resistencia PR-1 para que sean estimulados por la sefial del AS, y asi se sinteticen
proteinas relacionadas a la patogénesis (PR’s) que limiten el desarrollo de la
enfermedad. A pesar de que las cantidades de AS se incrementan al igual que el

porcentaje de infeccion de la enfermedad, no se genera la resistencia al patdgeno, lo
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que puede explicar la susceptibilidad de la variedad Lucero a P. infestans, y en caso
contrario la presencia de los genes de resistencia que codifiquen para metabolitos
secundarios responsables de la resistencia de la variedad resistente los cuales limiten

el desarrollo de la enfermedad.
DISCUSION GENERAL

Las plantas de la variedad Clon resistente establecido en campo y por lo tanto en
presencia de P. infestans y sin aplicacion de fungicida, concentraron una mayor
cantidad de AS a diferencia de los demas tratamientos, seguido por el Clon resistente
establecido en campo con aplicaciones de fungicida, luego la variedad susceptible
Lucero establecida en campo con y sin aplicacion de fungicidas, seguido del Clon
resistente establecido en invernadero con y sin aplicacion de fungicida y por dltimo la
variedad susceptible establecida en invernadero con y sin la aplicacion de fungicida. La
concentracion de AS disminuyé a medida que se realizaron las aplicaciones de
fungicida y asi el control de la enfermedad, en aquellos tratamientos establecidos en
campo. El porcentaje de infeccion de P. infestans fue mayor en las plantas de la
variedad susceptible Lucero sin aplicacion de fungicida y con aplicaciéon de fungicida
establecidas en campo seguido del Clon resistente sin aplicacion y con aplicaciéon de
fungicida establecidos en presencia del patdogeno. La concentracion de AS se
incrementd de forma directamente proporcional al porcentaje de infeccibn en la
variedad susceptible Lucero establecida en campo sin aplicacion de fungicida e
inversamente proporcional en el Clon resistente establecido en el mismo ambiente de

cultivo sin aplicacién de fungicida.

A diferencia de otras especies, el cultivo de papa muestra diferencias en cuanto a la
expresion de la sefalizacion mediada por AS, como alta concentracion de AS y
expresion de genes PR de manera natural, a diferencia de estudios realizados en
tabaco y Arabidiopsis (Navarre & Mayo, 2004). Panina et al. (2005) demostraron por
medio de ensayos en porciones de tubérculos de papa inoculados con zoosporas de P.
infestans y una raza incompatible (10%/mL), que la concentracién de AS era 6 veces

mayor en la raza incompatible y ademas que por si solo no induce la SAR, pero si
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promueve la resistencia de los tejidos posteriormente al ataque de la enfermedad, luego

de generarse la muerte celular de una porcion de tejidos.

Las rutas de la resistencia sistémica adquirida (SAR), estdn mediadas por el AS, los
jasmonatos y el etileno, causando alteraciones en la expresion de genes (Glazebrook,
et al.,, 2003; Panina, et al., 2005). Ademas de estar relacionado en la expresion de
genes de resistencia (genes PR) el AS es el principal regulador de la ruta de
sefalizacion de la SAR, y a pesar que no se conoce con certeza todo su proceso, se
conoce que la gran mayoria de los genes PR se expresan durante el proceso de
resistencia e interaccion de las plantas a distintos patégenos (Maleck, et al., 2000).
Klessig and Malamy (1994), demostraron que el AS inhibe la accién de la catalasa lo
que podria conducir a un incremento en la concentracion del peréxido de hidrogeno

(H20,) y/o de otras especies reactivas de oxigeno (Figura 5).
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fatty acid p-oxidation " —— H2 H,O + 120,
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RH»
oH* SA

(o) R + 2H,0
Figura 5. Metabolismo del peréxido de hidrogeno (H.O;) en plantas.

Fuente: Klessig and Malamy, 1994.

El peroxido de hidrégeno posee una accion antimicrobiana, y ademas sus
intermediarios podrian incrementar la expresion de genes PR y por ende la cascada de
sefalizacion de resistencia sistémica adquirida (SAR), lo cual reduciria el desarrollo de
ciertos patdgenos. Ensayos en el cultivo de tabaco, han demostrado que el AS activa a
la proteina kinasa, y que dicha activacion es la responsable de diferentes respuestas de

defensa en las plantas, incluyendo la SAR (Zhang & Liu, 2001).
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Forohuar (2005) sugirié que formas del AS como el metil salicilico (MeSA), es empleado
por las plantas para la resistencia local, gracias a una mayor permeabilidad en las
membranas celulares en los tejidos cercanos, y que su forma basica (AS) si induce las
respuestas de SAR. Estudios han demostrado que el AS es transportado por el floema,
a tejidos distantes al que se ha producido la infeccion de un patégeno, y que el bloqueo
del transporte por el floema reduce las respuestas de defensa en especial la SAR
(Delaney, 2004). En otros estudios en los cultivos de pepino y tabaco, se ha
demostrado que el AS se transporta a través del floema, desde los tejidos basales
infectados por patdgenos, encontrando concentraciones similares en las diferentes

porciones de tejidos de las plantas.

El desarrollo de P. infestans, se vid reducido a pequefios porcentajes de infeccion,
ademas de encontrarse importantes concentraciones de AS en el Clon resistente a
diferencia de la variedad susceptible Lucero que presento altos porcentajes de infeccion
y menor concentracion de AS, por lo que se puede afirmar que la resistencia de la
variedad Clon a dicha enfermedad esta dada por la SAR inducida por el AS, y que
ademas se sugiere que dentro de su genoma, posee genes PR que al ser activados
intensifican la resistencia a dicho patbgeno como lo menciona Navarre & Mayo (2004).
No obstante, en la variedad susceptible Lucero, a pesar de que se encontraron
concentraciones considerables de AS luego de la infeccion del patdégeno, se puede
apuntar a que no cuenta con genes PR que limiten el desarrollo de la enfermedad,
ocasionando la muerte de todas las plantas que no recibieron aplicacién alguna de

fungicida.

Ademas se encontrdé que el fungicida Zorvec Enicade (30 g/L oxtiapripolin + 300 g/L
famoxadona) no induce la biosintesis de AS tanto en el Clon resistente como en la
variedad susceptible Lucero, en presencia y en ausencia de P. infestans, y que al
contrario reduce la concentracion del mismo al controlar el desarrollo de la enfermedad

en las hojas infectadas.
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CONCLUSIONES

La resistencia a P. infestans del Clon resistente, esta mediada por la rapida sintesis de
AS y a los posibles genes de resistencia responsables de la respuesta de defensa SAR,
mientras que la variedad susceptible Lucero a pesar de que sintetizd6 niveles
importantes de AS con y sin aplicacién de Fungicida (2.1 y 3.6 pug g*) no fue capaz de

presentar resistencia al ataque del patégeno.

La concentracion de AS, se vid incrementada tanto en el Clon resistente como en la
variedad susceptible Lucero cultivados en condiciones de campo en presencia de P.
infestans, en comparacion de aquellas plantas cultivadas en invernadero y en ausencia

del patégeno.

Las aplicaciones de fungicida Zorvec Enicade (30 g/L oxtiapripolin + 300 g/L
famoxadona), redujeron la concentracion de AS significativamente en los dos
materiales, debido al control del patdégeno P. infestans. Esto pudiera deberse a que al
eliminarse la amenaza y la presencia del tizon en la planta, ésta no sintetiz6 AS por

ausencia de infeccion.
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APENDICES

Apéndice 1. Limites de confianza de medias de cuadrados minimos

Cuadro 5. Limites de confianza de medias de cuadrados minimos, para variable

concentracion de AS del factor Variedad.

Variedad Estimacion Errgr t valor Pr > |t| Alfa Inferior Superior
estandar

Clon 4.756 0.2206 21.56 <.0001 0.05 4.321 5.190

Lucero 2.396 0.2206 10.87 <.0001 0.05 1.962 2.831

*Significancia estadistica p valor <0.0001

Cuadro 6. Limites de confianza de medias de cuadrados minimos, para variable

concentracion de AS de la interaccion de los factores Ambiente*Variedad.

Ambiente Variedad Estimacion E(ror Pr>|t| Alfa Inferior  Superior
estandar  valor
Campo Clon 6.850 0.311 2196 <.0001 0.05 6.235 7.465
Campo Lucero 2.853 0.311 9.15 <.0001 0.05 2.238 3.468
Invernad Clon 2.661 0.311 8.53 <.0001 0.05 2.046 3.276
Invernad Lucero 1.939 0.311 6.22 <.0001 0.05 1.325 2.554

*Significancia estadistica p valor <0.0001

Cuadro 7. Limites de confianza de medias de cuadrados minimos, para variable

concentracion de AS de la interaccion de los factores Ambiente*Variedad*Fungicida.

Ambien Variedad Fun Estimacién esi;rnodrar vatlor Pr>|t| Alfa Inferior Superior
Campo Clon Con 6.015 0.441 13.64 <.0001 0.05 5.146 6.885
Campo Clon Sin 7.686 0.441 17.42 <.0001 0.05 6.817 8.556
Campo Lucero Con 3.603 0.441 8.17 <0001 0.05 2.734 4.472
Campo Lucero Sin 2.105 0.441 477 <.0001 0.05 1.235 2.974
Invern Clon Con 2.826 0.441 6.41 <0001 0.05 1.956 3.695
Invern Clon Sin 2.498 0.441 566 <.0001 0.05 1.628 3.367
Invern Lucero Con 1.816 0.441 412 <.0001 0.05 0.947 2.685
Invern Lucero Sin 2.064 0.441 4.68 <.0001 0.05 1.194 2.933

*Significancia estadistica p valor <0.0001
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Cuadro 8. Limites de confianza de medias de cuadrados minimos, para variable
porcentaje de infeccion del factor Variedad.

Error

Variedad Estimacion . t valor Pr > |t| Alfa Inferior Superior
estandar

Clon 5.263 1.700 3.1 0.0022 0.05 1.913 8.614

Lucero 20.937 1.700 12.32 <.0001 0.05 17.587 24.287

*Significancia estadistica p valor <0.0001

Cuadro 9. Limites de confianza de medias de cuadrados minimos, para variable

porcentaje de infeccion de la interaccion de los factores Ambiente*Variedad.

Ambiente Variedad Estimacion E(ror t Pr > |t| Alfa Inferior Superior
estandar valor
Campo Clon 10.5268 2.404 4.38 <.0001 0.05 5.789 15.265
Campo Lucero 41.8741 2.404 17.42 <.0001 0.05 37.136 46.612
Invernad Clon -2.66E-15 2.404 0 1 0.05 -4.738 4,738
Invernad Lucero 2.66E-15 2.404 0 1 0.05 -4.738 4,738

*Significancia estadistica p valor <0.0001

Cuadro 10. Limites de confianza de medias de cuadrados minimos, para variable
porcentaje de infeccion, de la interaccion de los factores Ambiente*Variedad*Fungicida.

Ambien Variedad Fun Estimacion Efror t Pr>|t| Alfa Inferior Superior
estandar valor

Campo Clon Con 5.017 3.400 148 0.1414 0.05 -1.683 11.719

Campo Clon Sin 16.035 3.400 472 <.0001 0.05 9.335 22.736

Campo Lucero Con 23.125 3.400 6.8 <0001 0.05 16.424 29.826

Campo Lucero Sin 60.6232 3.400 17.83 <.0001 0.05 53.923 67.324
Invern Clon Con 6.92E-16 3.400 1 0.05 -6.701 6.701
Invern Clon Sin -6.02E-15 3.400 1 0.05 -6.701 6.701
Invern Lucero Con  -4.24E-15 3.400 1 0.05 -6.701 6.701
Invern Lucero Sin 9.57E-15 3.400 1 0.05 -6.701 6.701

o O O o

*Significancia estadistica p valor <0.0001
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