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CONTENIDO DE ACIDO SALICILICO EN PAPA EN PRESENCIA DEL TIZON
TARDIO Y FUNGICIDAS

SALYCILIC ACID CONTENT IN POTATO WITH LATE BLIGHT AND FUNGICIDES

Hugo Colin-Marin, Héctor Lozoya-Saldafia, Maria Teresa Beryl Colinas-Le6n y Marcelo Acosta-
Ramos

RESUMEN

El acido salicilico (AS) es una molécula
importante de sefalizacion en las plantas en
respuesta al ataque de patégenos como el
tizon tardio (Phytophthora infestans Mont de
Bary), siendo el cultivo de papa uno de los
méas afectados por esta enfermedad. El
objetivo de este estudio fue determinar los
niveles de AS en hojas de papa en respuesta
al ataque de P. infestans con manejo quimico
del oomiceto, mediante aspersion foliar
semanal de cuatro fungicidas (fluazinam,
propamocarb clorhidrato,
cymoxanil+famoxadona y mandipropamida)
con diferente numero de aplicaciones
consecutivas (2, 4 y 6) a lo largo del ciclo del
cultivo. Se incluyé un fungicida comercial
como testigo positivo  (mefenoxam-M)
aplicado durante todo el ciclo, y uno negativo
sin proteccibn quimica. Se presentd un
incremento gradual de AS en todos los
tratamientos durante los primeros 55 a 62
dias después de la siembra, lograndose en
este periodo la maxima concentracion de este
compuesto en la planta y posteriormente
descendié o mantuvo sus niveles bajos con
variaciones, independientemente del nimero
de aspersiones de los fungicidas.
mandipropamida y mefenoxam-M fueron los

gue mejor controlaron al tizén (menor
severidad) y los que mantuvieron mas
estables los niveles de AS. Cuando la

severidad de P. infestans super6 el 30%, los
niveles del AS disminuyeron. Los fungicidas
no presentaron efecto directo en la
concentracion de acido salicilico, mas bien,
fue indirecto sobre la disminucion del grado
de severidad de P. infestans.

Palabras clave: Solanum tuberosum L., Tiz6n
tardio, fungicidas, reacciones de defensa.

ABSTRACT

Salicylic acid (SA) is an important signhaling
molecule in plants as a reaction to infection by
pathogens like late blight (Phytophthora
infestans Mont. de Bary), and the potato crop
is one of the most affected by this disease.
The objective of this study was to determine
the SA levels in potato leaves as a response
to P. infestans attack with chemical
management of the oomycete, by weekly
foliar spraying of four fungicides (Fluazinam,
Propamocarb, Cymoxanil+Famoxadone and
Mandipropamid), with a different number of
consecutive sprays (2, 4, and 6) throughout
the growing cycle of the crop. A commercial
fungicide was included as positive control
(Mefenoxam-M), applied during the whole
growing cycle, and a negative control with no
chemical protection was included as well. A
gradual SA increase was observed in all
treatments during the first 55 to 62 days after
the sowing. The maximum SA concentration
in the plant was detected in this period,
decreasing or keeping its levels low with
variations afterwards, regardless of the
number of fungicide sprayings.
Mandipropamid and Mefenoxam-M were the
best ones for controlling the blight (lower
severity) and keeping the most stable SA
levels. When P. infestans severity was over
30 % the SA levels decreased. The fungicides
did not induce a direct effect on the SA
concentration, but had an indirect effect by
lowering the level of P. infestans severity

Key words: Solanum tuberosum L., late
blight, fungicides, defense reactions.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

Phytophthora infestans (Mont) De Bary, el agente causal del “tizén tardio”,
genera la mas seria de las enfermedades de la papa, la cual se desarrolla mas
velozmente en climas templados (Agrios, 1996). ElI dramatico potencial
destructivo de este patdgeno ha ocasionado que se consuman gran cantidad de
fungicidas, entre los mas utilizados contra este patdgeno destacan el grupo de
las fenilamidas, como el mefenoxam-M, el grupo de los arométicos policlorados
como el clorotalonil y el grupo de las imidazolinonas como la fenamidona (WHO
2004), esto hace que la enfermedad sea considera una de las enfermedades
mas importantes en cultivos alimenticios de la agricultura mundial (Agrios, 1996;
Fry, et al., 1993), sin embargo, ha desarrollado resistencia a estos quimicos,
haciendo cada vez mas dificil su control (Robledo, 2014), ademas, el manejo de
plaguicidas puede generar dafios a la salud humana y al ambiente, por lo que
se estan buscando nuevas alternativas de control para disminuir el ataque de
este patdégeno haciendo uso de herramientas que aumenten las defensas
naturales de la planta, siendo el acido salicilico una importante molécula de
sefalizacion que activa la defensa de las plantas en presencia de patégenos
como P. infestans, esta molécula de autodefensa es regulada por la planta en
presencia de patdégenos o sus niveles son modificados por la aplicaciéon de

productos que activen o repriman su sintesis.



2. JUSTIFICACION

Se ha revelado la existencia de mecanismos de resistencia en las plantas
inducidos como respuesta a patogenos (Collinge et al., 1994). Acido salicilico
(AS), acido jasmonico (AJ) y etileno (ET) son importantes moléculas de
sefalizacién en respuestas de defensa a patdégenos. La activacion de estas
respuestas difiere dependiendo del tipo de patégeno invasor. Por ejemplo, la
sefalizacion mediada por AS provee proteccion contra patdogenos biotrofos
como hongos, oomicetos, bacterias, como Pseudomonas syringae,
Peronospora parasitica, y virus, como el virus del enchinamiento del nabo
(TCV) y virus del mosaico del pepino (CMV). En contraste, la sefializacién
mediada solo por AJ/ET activa la respuesta de defensa contra hongos
necrotrofos tales como Botrytis cinerea y Alternaria brassicicola (Glazebrook,
2005).

Por lo tanto, el acido salicilico es una vertiente de estudio para el control de P.
infestans, ya que esta molécula de autodefensa de las plantas es regulada por
la planta en presencia de patdégenos o mediante la aplicacion de productos a
base de este compuesto, productos que induzcan su sintesis o que regulen sus
niveles, por lo que en este trabajo se planteé cuantificar los niveles de &cido
salicilico en hojas de papa var. Gigant, susceptible al oomiceto, en presencia de

Tizén Tardio y diferentes controles quimicos de la enfermedad.



3. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de acido salicilico en hojas de papa en presencia
de Phytophthora infestans y fungicidas.

4.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar los niveles de acido salicilico en el follaje de papa, conforme
avanza el ciclo del cultivo y la severidad de P. infestans.
Explicar dichos niveles en funcion de la presencia y numero de

aplicaciones de diversos fungicidas.

5. HIPOTESIS

La presencia de P. infestans inducirA una mayor sintesis de &acido
salicilico en la planta.
La presencia de una molécula quimica de proteccion contra P. infestans

en la planta modificara los niveles enddégenos de &cido salicilico.



CAPITULO Il
1. REVISION DE LITERATURA

1.1 Mecanismos de defensa de las plantas

Durante el largo tiempo de interaccién y coevolucion con los insectos, las
plantas han desarrollado una amplia gama de mecanismos de defensa para
contrarrestar los ataques de los insectos, estos mecanismos de defensa pueden
ser de dos tipos: defensas preformadas por las plantas (constitutivas) y
defensas inducibles. Los mecanismos de resistencia constitutiva o "preformada”
se pueden dividir en mecanismos de defensa estructurales constitutivos, como
por ejemplo la presencia de capas gruesas de cuticula, presencia de tricomas,
deposicion de ceras, entre otros; y mecanismos de defensa con quimicos
constitutivos, tales como la acumulacién de compuestos téxicos en las células
vegetales. Algunos ejemplos de este tipo son las plantas cianogonicas como el
sorgo (Sorghum spp.) y la yuca (Manihot esculenta) que poseen cantidades
considerables de compuestos relacionados con el acido cianhidrico (HCN)
(Osbourn, 1996).

De esta forma, los mecanismos constitutivos de resistencia en las plantas se
basan en los rasgos distintivos de una especie o cultivar particular y
generalmente no involucra una respuesta activa del hospedero ante la

presencia del patégeno.

A diferencia de la defensa constitutiva, los mecanismos de defensa inducida,
también conocidos como resistencia inducida, se activan solamente como una
respuesta al ataque de un patégeno (Collinge et al., 1994). La resistencia
inducida es un mecanismo activo de defensa que involucra cambios en el
metabolismo provocados por la expresion diferencial de genes. Por lo tanto,
para que ocurra la induccion de la defensa, es necesaria la mediacion de
sistemas de reconocimiento especifico, mediante los cuales la planta reconoce

la presencia del patégeno (Hutcheson, 1998).



Este tipo de defensa ha sido ampliamente estudiado y se han definido de tres
etapas: vigilancia, transduccion de sefiales y produccion de productos quimicos
defensivos (Walling, 2000; Kessler y Baldwin, 2002; Ferry et al., 2004; Dangl y
McDowell, 2006;). Algunos ejemplos de este tipo de respuesta son barreras
fisicas, refuerzo de la pared celular, reaccion hipersensible, repelente,
supresion de nutrientes esencial en el sitio de ataque, inhibicion de enzimas
digestivas del insecto, produccion de sustancias que provocan dafio fisico al

insecto, disminucion de la palatabilidad, entre otras.

Muchas plantas superiores responden al ataque de insectos produciendo
proteinas de defensa en sus hojas y tallos como respuesta al dafio causado por
estos (Green y Ryan, 1972; Ryan, 1990). Las proteinas de defensa mejor
caracterizadas son la serina, proteinas inhibidoras de la proteasa | y Il (Plunkett
et al., 1982); las cuales se detectaron en hojas de solanaceas y tienen efecto en
la interferencia de la digestion del insecto retardando su crecimiento y desarrollo
(Rehemtulla y Kaufman, 1992).

1.2 Activacion de la defensa

La activacion de la defensa en plantas supone la existencia de mecanismos de
reconocimiento mediante los cuales la planta identifica la presencia del
patdogeno. Ciertas sustancias como carbohidratos, proteinas y pequefias
moléculas son capaces de actuar como inductores de defensa. Los inductores
no-especificos son cualquier sustancia que induce la activacién de defensa de

forma no especifica (Darvill y Albersheim, 1984).

La reaccidon de defensa también se puede activar de forma no especifica por
factores abibticos como el choque térmico, la sequia, diversas sustancias
qguimicas y la luz ultravioleta. En general, este tipo de inductores abioticos
activan respuestas de defensa ya que provocan heridas y dafio fisico en los
tejidos (Collinge et al., 2001).



La induccién de la reaccién de defensa de una manera especifica ha sido
observada en las interacciones del tipo raza-cultivar, donde el proceso de
reconocimiento del patégeno por parte de la planta parece estar determinado
por genes correspondientes y presentes tanto en el patdgeno como en la
planta. La investigacion exhaustiva iniciada en los afios 40 en el cultivo del lino
y la roya de ese cultivo causada por Melampsora lini, generaron la hipotesis de
gen por gen (Flor, 1971) en la cual se evidencia la existencia de genes en la
planta que confieren resistencia a una especie particular de patégeno. Por otro
lado, la presencia o ausencia de genes de virulencia en el patdgeno le confieren
la habilidad de causar o no la enfermedad en un cultivar determinado (De Wit,
1997).

1.3 Mecanismos de defensa

Una vez que el patdgeno ha sido reconocido se activan una serie de
mecanismos de defensa mediante cascadas de sefiales que aun no han sido
completamente caracterizadas. Los mecanismos de defensa, que son inducidos
como consecuencia del reconocimiento, son los responsables de la resistencia,
actuando muchas veces en conjunto para detener el avance del patdgeno.
Estos mecanismos incluyen principalmente la muerte celular por reaccién
hipersensible, la acumulacion de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, la acumulacién de enzimas hidroliticas y la deposicién de
sustancias de refuerzo que evitan el avance del patégeno, entre otros (Collinge
et al., 1994).

1.4 Categorias generales de defensa directa

La reaccion hipersensible, en las interacciones raza-cultivar del tipo
incompatible, muchas veces ocurre una alteracion en el metabolismo de la
planta que se manifiesta con la aparicion de lesiones locales necréticas en el
sitio mismo de infeccion. Estas lesiones son el resultado de una muerte celular
programada o reaccion hipersensible (RH). La RH ademas estd asociada a la

expresion simultanea o paralela de otros mecanismos de defensa, incluyendo la



acumulacion de fitoalexinas, deposicion de lignina, suberina y proteinas ricas en
hidroxiprolina; y con la produccion y acumulacion de altas cantidades de
proteinas relacionadas con la patogénesis que se asocian con el fenomeno de
resistencia sistémica adquirida o SAR, por sus siglas en inglés (Ryals et al.,
1996).

1.5 Sustancias quimicas en las defensas directas de las plantas

Varias sustancias se han caracterizado en sistemas planta-insecto como
inhibidoras de enzimas digestivas en el insecto, tales como proteasas, lecitinas,
aminoacidos, deaminasas, polifenol oxidasas y otras proteinas de defensa,
consideradas metabolitos secundarios en plantas

1.6 Moléculas de sefializacion en defensa

La sefalizacién para la activacion de la defensa es regulada por diversas
moléculas que le permiten a la planta responder a un estimulo e involucran,

principalmente, proteinas activadas por mitogénicos (MAP cinasas),

fosfolipidos transmembranales, canales anidnicos de Cl- y NO-3, moléculas
de alcalinizacion extracelular/acidificacion-citoplasmica, especies reactivas de
oxigeno (02, H202, -OH), radicales de 6xido nitroso (ON) y sistemas de
sefalizacion por &cido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ), etileno (ET), acido
absicico (AAB) y acidos grasos (Vidhyasekaran, 2008). La principal funcién de
sefalizacion consiste en transducir los estimulos extracelulares reconocidos
por receptores de la célula a un gran niumero de moléculas blanco, que en
completa coordinacion integran respuestas intracelulares altamente

especificas al estimulo externo agresor (Vidhyasekaran, 2008).

El &cido salicilico (AS), acido jasmoénico (AJ) y etileno (ET) son las moléculas
mas reconocidas en defensa (Hammond y Parker, 2003). Estas rutas de
defensa antagonicas no funcionan independientemente y forman parte de una
red de sefalizacibn compleja que determina la respuesta de defensa de la

planta (Glazebrook, 2005). Sin embargo, existen otras hormonas como acido



abscisico (AAB), &cido giberélico (AG) y citocininas (CC) asi como
brasinoesteroides (BR) que estan implicados en la sefalizacion de defensa en

plantas (Bari y Jones, 2009).

El AS y la relacion AJ/ET son importantes moléculas de sefalizacion en
respuestas de defensa a patdgenos. La activacion de estas respuestas difiere
dependiendo del tipo de patdgeno invasor. Por ejemplo la sefializacion mediada
por AS provee proteccion contra patdgenos biétrofos como hongos, oomicetos,
bacterias, como Pseudomonas syringae, Peronospora parasitica, y virus, por
ejemplo Turnip crinkle virus (TCV) y Cucumber mosaic virus (CMV). En
contraste, la sefalizacion mediada solo por AJ/ET activa la respuesta de
defensa contra hongos necrotrofos tales como Botrytis cinerea y Alternaria
brassicicola (Glazebrook, 2005).

Ademas, AJ/ET actlan 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 patdgeno especifico (Devadas et al., 2002). Por lo
tanto la resistencia inducida por patdégenos es regulada por una red de
interconexiones de rutas de defensa en donde el AS y AJJET son moléculas

claves de sefializacion (Glazebrook, 2005).

1.7 Sefalizacion dependiente de acido salicilico (AS)

Una caracteristica distintiva de la respuesta SAR es la capacidad de la planta
de sintetizar AS, que activa la expresion de genes relacionados con defensa
(Loake y Grant, 2007). Aunque AS es un metabolito producido en SAR, éste no
es una molécula que se mueve a larga distancia (Attaran et al., 2009). El AS es
un compuesto que interviene en distintos procesos biol6gicos ademas de ser
sintetizado por la planta cuando es atacada por patdgenos biotrofos. Participa
ademas en la germinacion de la semilla, crecimiento celular, respiracion, cierre
de estomas, expresion de genes asociados a senescencia, respuesta a estrés

bidtico y abidtico y nodulacion en leguminosas (Vlot et al., 2008).



El AS y sus derivados biolégicos activos como el 0-B- Glucésido de AS (SAG), el
éster de saliciloil glucosa (SGE), el metil salicilato (MeSA) y el 2,5 dihidroxido
benzoéico (acido gentisico) son sintetizados cuando existe infecciébn por
patdgenos o0 son capaces de inducir la expresion de proteinas PR asi como
también actuar como sefial mévil a larga distancia en SAR (Sang et al., 2007;
Vot et al., 2008).

El AS es una molécula importante en la sefializacion de defensa a virus,
bacterias y hongos fitopatégenos (Vlot et al., 2008). Tras la infeccion viral se
encuentran altos niveles de AS y/o su compuesto volatil MeAS, se incrementa
la expresion de genes implicados en SAR (Shulaev et al., 1997). El AS es
esencial en la ruta de transduccién de sefiales 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 inhibicibn de su sintesis o
acumulacion tienen disminucion 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.

1.8 Evidencias de relacién entre acido salicilico y enfermedades

He et al. (2007) report6 en sus investigaciones que cuando se aplica arafia roja
Tetranychus urticae (Koch) en hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.), estas
incrementaron su contenido de &cido salicilico como respuesta al ataque de
esta plaga, con un maximo pico a las 24 horas después de la aplicacion y
posteriormente a este pico la concentracibn empez6 a descender. Ogawa et al.
(2010) cuando aplico dafio mecanico en hojas de Arabidopsis, estas
incrementaron la concentracion de acido salicilico en un tiempo similar y

posteriormente decrecid la concentracion.

Kojima et al. (2013) en sus investigaciones con Arabidopsis, encontré que la
inoculacion de Fusarium equiseti permiti6 que la concentracion de acido
salicilico se incrementara hasta alcanzar el pico maximo a las 18 horas

posteriores a la inoculacion para posteriormente empezar a descender. Molders



et al. (1996), encontré que al inocular virus de la necrosis del tabaco (TNV) en
Arabidopsis, la concentracion de acido salicilico se incrementé cuatro dias

después de inoculacion.

Mirjana et al. (1998) Encontré que al inocular plantas de tabaco con virus
mosaico del tabaco (TMV) el acido salicilico se increment6é pronunciadamente
en las hojas de Tabaco inoculadas y posteriormente se mantuvo en niveles
altos, en cambio, en la hoja no inoculada localizada por debajo de la inoculada
de la misma planta el incremento de acido salicilico fue gradual ascendente en

el periodo de 150 horas evaluado.

Una alternativa potencial al uso de agroquimicos es el uso de inductores de
resistencia (elicitores) que responden a agentes bidticos y abidticos (Torres et
al. 2006; Stangarlin et al. 2011). Los inductores de resistencia incluyen los
fosfitos y formulaciones basadas en extractos naturales de plantas y productos
agroquimicos. Cuando se aplican los fosfitos en las hojas de plantas, estos
pueden controlar la enfermedad por dos mecanismos separados, por efecto
directo sobre el patégeno o mediante la activacion dela respuesta de defensa
de la planta (Nojosa et al. 2009), Yoshioka et al. (2001) encontr6 que el
fungicida probenazole induce Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) en
Arabidopsis thaliana por la sefalizacion y acumulacién de &cido salicilico,
Gonzalez et al. (2015) encontré en sus resultados que el fungicida comercial
Milor® a base de Metalaxyl+Clorotalonil ademas de su efecto protectante
contra oomycetes en el cultivo de papa al ser aplicado via foliar, también actta
como un potencial activador de mecanismos de defensa de la planta mediante

la acumulacién de acido salicilico.
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2. RESUMEN

El &cido salicilico (AS) es una molécula
importante de sefializacion en las plantas en
respuesta al ataque de patégenos como el
tizon tardio (Phytophthora infestans Mont de
Bary), siendo el cultivo de papa uno de los mas
afectados por esta enfermedad. El objetivo de
este estudio fue determinar los niveles de AS
en hojas de papa en respuesta al ataque de P.
infestans con manejo quimico del oomiceto,
mediante aspersion foliar semanal de cuatro
fungicidas (fluazinam, propamocarb clorhidrato,
cymoxanil+famoxadona y mandipropamida) con
diferente numero de aplicaciones consecutivas
(2, 4 y 6) a lo largo del ciclo del cultivo. Se
incluyé un fungicida comercial como testigo
positivo (mefenoxam-M) aplicado durante todo
el ciclo, y uno negativo sin proteccion quimica.
Se presenté un incremento gradual de AS en
todos los tratamientos durante los primeros 55
a 62 dias después de la siembra, lograndose
en este periodo la maxima concentracion de
este compuesto en la planta y posteriormente
descendi6 o mantuvo sus niveles bajos con
variaciones, independientemente del numero
de aspersiones de los  fungicidas.
mandipropamida y mefenoxam-M fueron los
gue mejor controlaron al tizén (menor
severidad) y los que mantuvieron mas estables
los niveles de AS. Cuando la severidad de P.
infestans superd el 30%, los niveles del AS
disminuyeron. Los fungicidas no presentaron
efecto directo en la concentraciébn de acido
salicilico, mas bien, fue indirecto sobre la
disminucion del grado de severidad de P.
infestans.

Palabras clave: Solanum tuberosum L., Tizon
tardio, fungicidas, reacciones de defensa.

3. SUMARY

Salicylic acid (SA) is an important signaling
molecule in plants as a reaction to infection by
pathogens like late blight (Phytophthora
infestans Mont. de Bary), and the potato crop is
one of the most affected by this disease. The
objective of this study was to determine the SA
levels in potato leaves as a response to P.
infestans attack with chemical management of
the oomycete, by weekly foliar spraying of four
fungicides (Fluazinam, Propamocarb,
Cymoxanil+Famoxadone and Mandipropamid),
with a different number of consecutive sprays
(2, 4, and 6) throughout the growing cycle of the
crop. A commercial fungicide was included as
positive control (Mefenoxam-M), applied during
the whole growing cycle, and a negative control
with no chemical protection was included as
well. A gradual SA increase was observed in all
treatments during the first 55 to 62 days after
the sowing. The maximum SA concentration in
the plant was detected in this period,
decreasing or keeping its levels low with
variations afterwards, regardless of the number
of fungicide sprayings. Mandipropamid and
Mefenoxam-M were the best ones for
controlling the blight (lower severity) and
keeping the most stable SA levels. When P.
infestans severity was over 30 % the SA levels
decreased. The fungicides did not induce a
direct effect on the SA concentration, but had
an indirect effect by lowering the level of P.
infestans severity

Key words: Solanum tuberosum L., late blight,
fungicides, defense reactions.
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4. INTRODUCCION

Phytophthora infestans (Mont) De Bary, es el agente causal del “tizon tardio” y genera la
mas seria de las enfermedades de la papa, la cual se desarrolla mas velozmente en climas
templados (Agrios, 1996). El dramético potencial destructivo de este patégeno ha
ocasionado que se consuman gran cantidad de fungicidas, entre los méas utilizados contra
este patdgeno destacan el grupo de las fenilamidas, como el mefenoxam-M, el grupo de los
aromaticos policlorados como el clorotalonil y el grupo de las imidazolinonas como la
fenamidona (WHO 2004), esto hace que la enfermedad sea considerada una de las
enfermedades mas importantes en cultivos alimenticios de la agricultura mundial (Agrios,
1996; Fry, et al., 1993), sin embargo, ha desarrollado resistencia a estos quimicos, haciendo
cada vez mas dificil su control (Robledo, 2014), ademas, el manejo de pesticidas puede
provocar dafios a la salud humana y al ambiente, por lo que se estan buscando nuevas
alternativas de control para disminuir el ataque de este patégeno haciendo uso de
herramientas que aumenten las defensas naturales de la planta. Se ha revelado la
existencia de mecanismos de resistencia en las plantas inducidos como respuesta a
patogenos (Collinge et al., 1994). Acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) y etileno (ET)
son importantes moléculas de sefializacion en respuestas de defensa a patdgenos. La
activacion de estas respuestas difiere dependiendo del tipo de patdgeno invasor; la
sefalizacion mediada por AS provee proteccion contra patdégenos biotrofos como hongos,
oomicetos, bacterias, como Pseudomonas syringae, Peronospora parasitica, y virus, por
ejemplo Turnip crinkle virus (TCV) y Cucumber mosaic virus (CMV). En contraste, la
sefializacion mediada solo por AJ/ET activa la respuesta de defensa contra hongos
necrotrofos tales como Botrytis cinerea y Alternaria brassicicola (Glazebrook, 2005). Por lo
tanto AS es una molécula importante en la sefializacion de defensa a virus, bacterias y
hongos fitopatégenos (Vlot et al., 2008). Tras la infeccién viral se encuentran altos niveles
de AS y/o su compuesto volatil MeAS, se incrementa la expresion de genes implicados en
SAR (Shulaev et al., 1997). He et al. (2007) reportd en sus investigaciones que, cuando se
aplicé arafna roja Tetranychus urticae (Koch) en hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.), éstas
incrementaron su contenido de acido salicilico como respuesta al ataque de esta plaga, con
un maximo pico a las 24 horas después de la aplicacion y posterior a este pico la

concentracion empezo6 a descender. Ogawa et al. (2010), cuando aplico dafio mecanico en
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hojas de Arabidopsis, estas incrementaron la concentracion de acido salicilico en un tiempo
similar y posteriormente decrecido la concentracion. Kojima et al. (2013) en sus
investigaciones con Arabidopsis, encontré que la inoculacion de Fusarium equiseti permitio
gue la concentracion de acido salicilico se incrementara hasta alcanzar el pico maximo a las
18 horas posteriores a la inoculacion, para posteriormente empezar a descender. Molders et
al. (1996), reportd que al inocular tabacco necrosis virus (TNV) en Arabidopsis, la
concentracion de acido salicilico se increment6 cuatro dias después de inoculacidon. Mirjana
et al. (1998) menciona que al inocular plantas de tabaco con virus mosaico del tabaco (TMV)
el acido salicilico se increment6é pronunciadamente en las hojas de Tabaco inoculadas y
posteriormente se mantuvo en niveles altos, en cambio, en la hoja no inoculada localizada
por debajo de la inoculada de la misma planta el incremento de &cido salicilico fue gradual
ascendente en el periodo de 150 horas evaluado. Por lo tanto una alternativa potencial al
uso de agroquimicos es el uso de inductores de resistencia (elicitores) que responden a
agentes bidticos y abioticos (Torres et al. 2006; Stangarlin et al. 2011). Los inductores de
resistencia incluyen los fosfitos y formulaciones basadas en extractos naturales de plantas y
productos agroquimicos. Cuando se aplican los fosfitos en las hojas de plantas, estos
pueden controlar la enfermedad por dos mecanismos separados, por efecto directo sobre el
patdgeno y/o mediante la activacion dela respuesta de defensa de la planta (Nojosa et al.
2009), Yoshioka et al. (2001) encontré que el fungicida probenazole induce Resistencia
Sistémica Adquirida (RSA) en Arabidopsis thaliana por la sefalizacion y acumulacion de
acido salicilico, Gonzalez et al. (2015) encontr6 en sus resultados que el fungicida comercial
Milor® a base de Metalaxyl+Clorotalonil ademas de su efecto protectante contra oomycetes
en el cultivo de papa al ser aplicado via foliar, también actda como un potencial activador de

mecanismos de defensa de la planta mediante la acumulacion de acido salicilico.

Por lo tanto, el acido salicilico es una vertiente de estudio para el control de P. infestans, ya
gue esta molécula de autodefensa de las plantas es regulada por la planta en presencia de
patdogenos o mediante la aplicacion de este compuesto, productos que induzcan su sintesis 0
gue regulen sus niveles como los fosfitos, por lo que en este trabajo se plante6 determinar
los niveles de acido salicilico en hojas de papa en presencia de Phytophthora infestans y

fungicidas.
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5.  MATERIALES Y METODOS

Bajo condiciones de temporal y de infeccion natural en el campo, el estudio se realizé entre
el 3 de Junio al 15 de septiembre del 2016, en el centro experimental ICAMEX-SEDAGRO
ubicado en el municipio de Metepec, Estado de México, a 19°14°38.38” latitud norte y
99°35'22.59” longitud oeste, a una altitud de 2613 msnm, predominando el clima C(w2)
templado subhimedo, con temperatura media anual de 12°C a 18°C. Para el establecimiento
del experimento se utilizé la variedad de papa Gigant, susceptible al tizén tardio, la cual se
establecio en 24 surcos de 80 cm. de ancho y 60 metros de largo donde se pusieron los
tubérculos de papa a una distancia de 25 cm. entre ellos, dando asi 250 plantas por surco y

obteniendo una densidad de poblacion de 50,000 plantas por hectérea.

Los tratamientos consistieron en la aspersion semanal de los fungicidas fluaziam
(Shogun®), propamorcarb clorhidrato (Previcur N®, mandipropamida (Revus®) y cymoxanil +
famoxadona (Equation Pro®) con diferente ntimero de aplicaciones semanales consecutivas
(2, 4y 6) a lo largo del ciclo del cultivo. Se agregd un tratamiento de un fungicida comercial
usado como control positivo, mefenoxam-M (Ridomil Gold Bravo®) durante todo el ciclo, y

también un testigo negativo el cual no tuvo ninguna aspersion (Cuadro 1).

Cuadro 1: Disefo de tratamientos

No. De Aplicaciones Dosis Mochila aspersora
Trat, semanales Fungicida recomendadaha- del5L (g omLde
consecutivas 1(i.a) i.a.)
1 1 fluazinam 500 ml 20 ml
2 2 fluazinam 500 ml 20 ml
3 3 fluazinam 500 ml 20 ml
4 1 propamocarb clorhidrato 20L 75 ml
5 2 propamocarb clorhidrato 20L 75 ml
6 3 propamocarb clorhidrato 20L 75 ml
7 1 mandipropamida 10L 35 mi
8 2 mandipropamida 10L 35 mi
9 3 mandipropamida 10L 35 mi
10 1 cymoxanil+famoxadona 400 g 159
11 2 cymoxanil+famoxadona 400 g 15¢g
12 3 cymoxanil+famoxadona 400 g 15¢g
13 8 mefenoxam-m-+clorotalonil 40L 150 ml
14 0 sin aplicacion ~ —eeememeeeem
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El diseifio experimental fue un bloques completos al azar, con cuatro bloques y 14
tratamientos y las variables evaluadas fueron la concentracion de acido salicilico en biomasa
fresca (50 mg de hoja) de papa y la severidad de P. infestans. La primera toma de muestras
de tejido vegetal se hizo a la semana de la aplicacion de los tratamientos (7 de julio) y
posteriormente se tomaron muestras cada 7 dias (34, 41, 48, 55, 62, 69, 76 y 83 dias
después de la siembra) hasta la cosecha o hasta que las plantas murieron. Para el caso de
severidad, solo se tomo el porcentaje de severidad con escala visual en porcentaje de 0 a
100 y se sacaron promedios por tratamiento, y para la determinacion de acido salicilico se
utilizé un protocolo de extraccion por método espectrofotométrico desarrollado por Warrier et
al. (2013).

5.1 Determinacion de acido salicilico

Determinacion de la curva de extraccion: Se hicieron varios ensayos para determinar la
curva de extraccion de acido salicilico donde a concentraciones conocidas (100, 200, 300,
400 y 500 p mL™ de acido salicilico se les cuantificd la absorbancia en la region visible

mediante espectrofotometria a 540 nandémetros con cuatro repeticiones (Figura 1).
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Concentracion de Acido Salicilico (pg/mL)

Figura 1: Curva de extraccion con concentraciones conocidas de acido salicilico a en el

espectro visible a 540 nanémetros.

Obtencion de muestra vegetal: Se tom¢ la cuarta hoja contando del apice hacia abajo, las
cuales se llevaron a laboratorio, donde se mantuvieron a -12° C para su conservacion y su

posterior determinacién de acido salicilico.
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Procesamiento de muestras: Se picaron y pesaron 50 miligramos de tejido y se pusieron en
un tubo de ensaye de fondo plan, donde se adicionaron 3 ml agua (extraccion);
posteriormente se molid hasta homogenizar el agua con el tejido fresco con ayuda de un
homogeneizado; después se centrifugo a 10,000 g por 10 minutos a 10 °C y se tomaron 100
pl del sobrenadante, los cuales se pusieron en un tubo de fondo plano, donde se mezclaron
los 100 pl del sobrenadante con Cloruro Férrico 0.1% recién preparado hasta obtener 3.0 ml
de volumen de mezcla de reaccién; posteriormente se determiné la absorbancia en la region
visible (a 540 nm) con ayuda de un espectrofotometro. Se repitid este procedimiento para

todas y cada uno de los tratamientos y sus respectivas repeticiones.

De los datos obtenidos se sacaron promedios, se realiz6 un andlisis de varianza y una
prueba de medias por fungicida y por nimero de aplicaciones para determinar si existieron
diferencias significativas entre los tratamientos; también se determind la existencia de

correlacién entre la severidad y contenido de acido salicilico.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

La cuantificacion del acido salicilico se realizd a los siete dias después de la primera
aplicacién de cada tratamiento y posteriormente se tomaron muestras semanales hasta que

las plantas murieron o completaron su ciclo segun fuera el caso.

6.1.Cuantificacién de acido salicilico en hojas con dos aplicaciones.

Los tratamientos T1, T4, T7 y T10 fueron los tratamientos con dos aplicaciones consecutivas
de fungicidas en comparacion con el testigo positivo (T+) con aplicacion todo el ciclo y el
Testigo negativo (T-) sin aplicacion (Figura 2). Donde se pudo observar una tendencia similar
en los tratamientos con propamocarb clorhidrato, mandipropamida, cymoxanil+famoxadona y
el Testigo negativo en cada una de las fechas de muestreo y presentan la maxima
concentracion de acido salicilico a los 55 dias después de la siembra (dds), mientras que los
tratamientos con fluazinam y el Testigo positivo presentan su maxima concentracion a los 62

y 48 dds respectivamente y tienen variaciones de tendencia en algunas fechas de muestreo.
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Figura 2: Concentracion de 4&cido salicilico en tratamientos de fungicidas con dos
aplicaciones consecutivas (las flechas indican los momentos de aplicacion de tratamientos).

El analisis de varianza a los 34 y 41 dds mostré que no hay diferencia significativa (Pr>0.05)
en las concentraciones de acido salicilico de los tratamientos, sin embargo, a los 48, 55y 62
dds si existieron diferencias significativas (Pr<0.05) entre los tratamientos, a los cuales se les
realizo una prueba de medias de Tukey haciendo agrupamientos con letras para tratamientos
con efectos similares, esto para cada una de las fechas de muestreo, donde en la fecha de
muestreo a los 48 dds el tratamiento con propamocarb clorhidrato mostré la maxima
concentracion de &cido salicilico (1.180 pg*mg™) seguido de fluazinam (1.105 pg*mg™), los
fungicidas mandipropamida y cymoxanil+famoxadona mostraron la mas baja concentracion

(0.8309 pg*mg™); a los 55 dds cymoxanil+famoxadona mostré la mas alta concentracion
22



(1.4425 pg*mg™) mientras que el testigo positivo (T+) mostré la mas baja concentracion
(0.8050 pg*mg™), para los 62 dds fluazinam mostré el méas alto contenido de Acido salicilico
(1.3550 pg*mg™) y el mas bajo fue el testigo negativo (0.35750 pg*mg™) (Cuadro 2).

Cuadro 2: Comparaciones de medias y agrupamiento Tukey para los tratamientos con dos
aplicaciones y los testigos a los 48, 55 y 62 dias después de la siembra.

Fungicida 48 dds 55 dds 62 dds
Fluazinam 1.10500 a* 1.0800 bc 1.35500 a
Propamocarb clorhidrato 1.18000 a 1.2175 ab 0.70500 dc
Mandipropamida 0.83000 b 1.2675 ab 1.09250 ab
Cymoxanil+famoxadona 0.83000 b 1.4425 a 0.91750 bc
Testigo positivo (T+) 1.01750 ab 0.8050 ¢ 0.36750d
Testigo negativo (T-) 1.04250 ab 1.1175 bc 0.53000 d

“Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Pr>0.05).

6.2. Cuantificacién de acido salicilico en hojas con cuatro aplicaciones.

Los tratamientos T2, T5, T8 y T11 fueron de los fungicidas con cuatro aplicaciones
consecutivas en comparacion con el testigo positivo (T+) con aplicacion todo el ciclo y el
Testigo negativo (T-) si aplicacion (Figura 3). Donde se pudo observar una tendencia similar
en los tratamientos con fluazinam, Propamocarb clorhidrato, cymoxanil+famoxadona, el
testigo positivo y el testigo negativo en cada una de las fechas de muestreo, mientras que el

tratamiento con mandipropamida tiene variaciones de tendencia en las fechas de muestreo.
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Figura 3: Concentracion de acido salicilico en tratamientos de fungicidas con cuatro
aplicaciones consecutivas de los fungicidas (las flechas indican los momentos de aplicacion
de tratamientos).

En el caso del andlisis de varianza a los 34 y 41 dds mostr6 que no hay diferencia
significativa (Pr>0.05) en las concentraciones de acido salicilico de los tratamientos (mismo
resultado que se encontrd en el analisis para dos aplicaciones anterior), sin embargo, para
las de los 48, 55, 62 y 69 dds si existieron diferencias significativas (Pr<0.05) entre los
tratamientos, a los cuales se les realiz6 una prueba de medias de Tukey haciendo
agrupamientos con letras para tratamientos con efectos similares, esto para cada una de las
fechas de muestreo (Cuadro 3). Para el caso del Testigo negativo (T-) y fluazinam no se
pudieron incluir en el andlisis a los 69 dds debido a que las plantas murieron y no fue posible
tomar el dato. A los 48 dds las plantas del fungicida propamocarb clorhidrato y el Testigo

Negativo fueron los que presentaron la mas alta concentracion de acido salicilico (1.1175 y
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0.0425 pg*mg™ respectivamente) y la mandipropamida la mas baja concentracién (0.7425
nug*mg™); a los 55 dds propamocarb clorhidrato presento nuevamente la mas alta
concentracion (1.33 pg*mg™), seguido de cymoxanil+famoxadona (1.1425 pg*mg™) y el
Testigo positivo presento la mas baja concentracién (0.805 pg*mg™); a los 62 dds la el
fungicida mandipropamida presento la méas alta concentracion (1.3675 pg*mg™) muy superior
al resto de los tratamientos, donde la mas baja concentracion la presento el testigo positivo
(0.3675 pg*mg™); para los 69 ddsel tratamiento con mandipropamida volvié a presentar la
mas alta concentracién (1.355 pg*mg™), superior al resto de los tratamientos donde

cymoxanil+famoxadona presento la menor concentracion (0.455 pg*mg™).

Cuadro 3: Comparaciones de medias y agrupamiento Tukey para los tratamientos con
cuatro aplicaciones y los testigos a los 48, 55, 62 y 69 dias después de la siembra.

Fungicida 48 dds 55 dds 62 dds 69 dds
Fluazinam 1.0300 ab* 1.0425 b 0.7050 b -
Propamocarb clorhidrato 1.1175a 1.3300 a 0.6675 b 0.5300 b
Mandipropamida 0.7425 b 1.0050 b 1.3675a 1.3550 a
Cymoxanil+famoxadona 0.9425 ab 1.1425 ab 0.5550 b 0.4550 b
Testigo positivo (T+) 1.0175 ab 0.8050 ¢ 0.3675Db

0.6675 b
Testigo negativo (T-) 1.0425 a 1.1175b 0.5300 b -

“Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Pr>0.05).

6.3. Cuantificacion de acido salicilico en hojas con seis aplicaciones.

Los tratamientos T3, T6, T9 y T12 fueron de los fungicidas con seis aplicaciones
consecutivas en comparacion con el testigo positivo (T+) con aplicacién todo el ciclo y el
Testigo negativo (T-) si aplicacion (Figura 4). Donde se puede observar una tendencia similar
en los tratamientos propamocarb clorhidrato, mandipropamida, cymoxanil+famoxadona y el
Testigo Negativo en las primeras cinco fechas de muestreo, mientras que el tratamiento con
fluazinam tiene variaciones de tendencia en algunas fechas de muestreo, siendo mas alta la
concentracion de &cido salicilico en este tratamiento (1.42 pg/mg) a los 55 dds, para las
Ultimas tres fechas de muestreo ya hay variaciones mas marcadas en los tratamientos,
donde el tratamiento con mandipropamida muestra el mas alto contenido de acido salicilico
seguido del Testigo Positivo y el tratamiento con propamocarb clorhidrato muestra el mas
bajo contenido, seguido de cymoxanil+famoxadona.
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Figura 4: Concentracion de Aacido salicilico en tratamientos con seis aplicaciones
consecutivas de los fungicidas (las flechas indican los momentos de aplicacion de
tratamientos).

En el caso del analisis de varianza no existieron diferencias significativas (Pr>0.05) a los 34 y
41 dds, para el resto de las fechas de muestreo si existieron diferencias significativas entre
los tratamientos, a los cuales se les realizé una prueba de medias de Tukey haciendo
agrupamientos con letras para tratamientos con efectos similares, donde los 48 dds
fluazinam fue el que mostré la mayor concentracion de &cido salicilico (1.2925 pg*mg™),
seguido de los Testigo Negativo y Positivo (1.0175 y 1.0425 pg*mg™ respectivamente),
propamocarb clorhidrato mostré la menor concentracion (0.855 pg*mg™); para los 55 dds
fluazinam volvi6 a mostrar la méas alta concentracién (1.4175 pg*mg™) seguido de
Cymoxanil+Famoxadon y el Testigo Negativo (1.1925 y 1.1175 ug*mg™ respectivamente), la
menor concentracion la presento el Testigo Positivo (0.805 pg*mg™); a los 62 dds fluazinam
presento nuevamente a mayor concentracion ( 1.1675 pg*mg™) y el Testigo Positivo mostro
la menor concentracion (0.3675 pug*mg™); para los 69 dds, fluazinam nuevamente fue quien
presento la mayor concentracién (1.105 pg*mg™) y la cymoxanil+famoxadona la menor
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concentracion (0.5925 pg*mg™) (Cuadro 4), cabe mencionar que para esta fecha, el Testigo
Negativo habia perecido debido al severidad de P. infestans por lo que no se incluy6 en esta
y posteriores fechas de muestreo; para los 76 dds mandipropamida fue quien mostro la
mayor concentracién de &cido salicilico (1.1675 pg*mg™) y Propamocar Clorhidrato la menor
concentracién (0.33 pg*mg™), a esta fecha, fluazinam habia perecido y no se contemplé en
este y posteriores analisis; a los 83 dds, mandipropamida mostr6é la mayor concentracion
(0.995 pg*mg?) , seguido del Testigo Positivo (0.705 pg*mg?) y al final

cymoxanil+famoxadona (0.4245 pg*mg™).

Cuadro 4: Comparaciones de medias y agrupamiento Tukey para los tratamientos con seis
aplicaciones y los testigos a los 48, 55, 62, 69, 76, y 83 dias después de la siembra.

Fungicida 48 dds 55 dds 62 dds 69 dds 76 dds 83 dds

Fluazinam
1.2925a* 1.4175 a 1.1675 a 1.1050 a - -

Propamocarb clorhidrato
0.8550c 0.9550 bc 0.6300ab 0.5800 b 0.3300 b -

Mandipropamida
0.9050 bc 0.9050 bc 0.6925ab 0.9050ab 1.1675 a 0.9550 a

Cymoxanil+famoxadona
0.9050c 1.1925ab 05175 b 05925 b 04925 b 0.4425 b

Testigo positivo (t+)

1.0175b 0.8050 ¢ 0.3675 b 0.6675 b 0.7550ab 0.7050 ab
Testigo negativo (t-)
1.0425b 1.1175ab 0.5300 b - - -

*Medias con la misma letra producen efectos similares (Pr>0.05).

De acuerdo a los resultados obtenidos es este ensayo, se pudo ver que las moléculas de
fungicida si influyen en la concentracibn de acido salicilico en la planta, pudiendo
incrementarse o disminuirse dependiendo del tipo de molécula, esto pudiera deberse no al
efecto directo de la molécula sobre el acido salicilico, sino por su actividad sobre P. infestans
(efectividad y residualidad), ya que el &cido salicilico es sintetizado e incrementa sus niveles,
solo cuando la planta es atacada por patdgenos biotrofos o por algun estrés abidtico como
salinidad, dafilo mecanico, temperatura, entre otros (Vlot et al., 2008) o cuando se aplica
inductores de resistencia (elicitores) que responden a agentes bidticos y abidticos (Torres et
al. 2006; Stangarlin et al. 2011), sin embargo, ninguno de estos fungicidas esta catalogado

como inductor de resistencia en sus fichas técnicas de los desarrolladores, aunque Gonzélez
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et al. (2015) reporto que el metalaxyl+clorotalonil (Milor®) incrementa la concentracion de

acido salicilico en la planta de papa al ser aplicado via foliar.

En el caso de fluazinam cuando se realizaron seis aplicaciones, este tratamiento mostré los
mas altos contenidos de &cido salicilico, lo cual pudiera no deberse a un efecto directo sobre
la induccion de sintesis de este compuesto, mas bien que este producto causo intoxicacion
(quemaduras al follaje) y pudiera ser éste dafio (estrés) el que incremento los niveles de acido
salicilico ya que este compuesto incrementa sus niveles en situacion de estrés abidtico como

salinidad, temperatura, dafio mecanico, entre otros (Vlot et al., 2008).

6.4.Cuantificacién de acido salicilico en los tratamientos por fungicidas

Para el ingrediente activo fluazinam, se puede observar que la tendencia de la concentracion
de &cido salicilico en lo que respecta al nUmero de aplicaciones y a los testigos a través del
tiempo se comporté de una manera similar en cada una de las fecha de toma de muestra, a
excepcion del tratamiento con dos aplicaciones, el cual muestra una tendencia siempre
ascendente (Figura 5), esto se puede deber a que con forme la planta se desarrolla, su
metabolismo es mas acelerado y es hasta que llega a un estado de madurez, que baja este
metabolismo y comienza a mover los fotosintatos hacia sus érganos de reserva (tubérculo),
lo que puede provocar que deje de sintetizarse acido salicilico hasta que esta que muere por
el ataque de P. infestans, ya que se observa en las primeras cuatro fechas de muestreo que
la concentracién de acido salicilico se incrementa, y a partir del quinto muestreo esta
concentracion tiende a disminuir en la mayoria de los tratamientos, y a los 62 dias después
de la siembra (dds), Aproximadamente a los dos meses de edad de la planta es cuando la

tuberizacidbn comienza a ser mas intensa.
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Figura 5: Comparacion de la concentracion de &cido salicilico en los tratamientos con
fungicida fluazinam con 2, 4 y seis aplicaciones y los testigos en el tiempo.

Para el caso del ingrediente propamocarb clorhidrato para el numero de aplicaciones y los
testigos, se observo una tencencia muy similar entre los tratamientos, lo que generd que su
correlacion no fuera significativamente diferente (alfa=0.05), lo que puede indicar que si
puede haber una relacion entre la concentracion-tendencia del acido salicilico y la edad de la

planta, ya que se repite la tendencia en esta molecula fungicida (Figura 6).
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Figura 6: Comparacion de la concentracion de &cido salicilico en los tratamientos con
fungicida propamocarb clorhidrato con 2, 4 y seis aplicaciones y los testigos en el tiempo.

En cuanto a la molécula mandipropamida la concentracién presenta una tendencia similar en
las primeras cuatro fechas de muestreo (55 dds), para los 62 dds se observo que los
tratamientos con cuatro y seis aplicaciones se mantiene ascendentes, mientras que los
tratamientos con dos aplicaciones desciende y muere la planta, en comparacion el
tratamiento con seis aplicaciones presenta una tendencia similar en la concentracién de
acido salicilico con el testigo positivo (T+) pero con una mayor concentracion de este (Figura
7), se puede observar algo similar a las anteriores moléculas, donde a partir de la quinta
fecha de muestre se pierde la tendencia ascendente y cambia descendente o en algunos

tratamientos se mantiene.
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Figura 7: Comparacion de la concentracion de &cido salicilico en los tratamientos con
fungicida mandipropamida con 2, 4 y seis aplicaciones y los testigos en el tiempo.

Para las moléculas cymoxanil+famoxadona, se muestra una tendencia similar en todos los
tratamientos y en el tratamiento con seis aplicaciones se muestra una similitud con el testigo

positivo (T+) hasta la fecha ocho de muestreo (Figura 8).
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Figura 8: Comparaciéon de la concentracion de acido salicilico en los tratamientos con fungicida
Cymoxanil + Famoxadona con 2, 4 y seis aplicaciones y los testigos en el tiempo.

31



Los resultados obtenidos en este ensayo sugieren que el nUmero de aplicaciones de un
fungicida pudo tener un efecto en la concentracion de &cido salicilico en la planta. Se pudo
observar que entre mas sean las aplicaciones del producto fungicida, la concentracion de
acido salicilico fue ligeramente menor durante el periodo de aplicacion y posteriormente,
aunque esto no se repitié en todas las fechas de muestreo; esto pudiera deberse a que la
planta recibi6 menos presion del patégeno debido a la proteccién de la molécula fungicida,
por lo tanto pudo haber bajado ligeramente sus niveles del compuesto. Para el caso de
fluazinam, al aplicar seis veces se mostré un incremento superior de la concentracion de
acido salicilico, dicho incremento adjudicado anteriormente a la toxicidad que causo el

producto.

Cabe mencionar que en la ultima fecha de muestreo, previa a la muerte de las plantas por
efecto de P. infestans, el 4cido salicilico bajoé sus niveles en la mayoria de los tratamientos,
esto pudiera deberse a que el acido salicilico también esté relacionado con la expresion de

genes de senescencia de la planta (Vlot et al., 2008).

6.5.Concentracion de acido salicilico y severidad de P. infestans

En el caso de la relacién entre la concentracion de acido salicilico y la severidad de P.
infestans, en los tratamientos con fluazinam para dos aplicaciones consecutivas,
estadisticamente si existié correlacion (r), entre la cantidad de acido salicilico y la severidad,
la cual fue positiva, siendo significativa solo para los tratamientos con dos y seis aplicaciones
(0.707 y 0.506 respectivamente), con un alfa=0.05, mientras que para cuatro aplicaciones no
fue significativa (NS) esta correlacion (0.104), que se pudo apreciar de manera visual (Figura
9), donde se observd en la mayoria de las comparaciones que la concentracion de acido
salicilico aumenta con la severidad de la enfermedad, cabe mencionar que la aplicacién de
este fungicida causo6 algunos problemas de intoxicacion en la planta y la severidad de P.

infestans siempre fue elevada.
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Figura 9: Comparacion de tenencia y correlacion (r) entre la severidad y la concentracion de
acido salicilico en los tratamientos con fungicida fluazinam con dos (A), cuatro (B) y seis
aplicaciones (C) consecutivas (las flechas indican los momentos de aplicacion de

tratamientos).
* Significativo con alfa=0.05, ™ No significativo con alfa=0.05

En el caso de los tratamientos con propamocarb clorhidrato, estadisticamente existio
correlacién entre la concentracion de acido salicilico y la severidad de la enfermedad, siendo
negativa y significativa con alfa=0.05 solo para el tratamiento con seis aplicaciones (-0.457),
y no significativas para el tratamiento con dos y cuatro aplicaciones (0.17 y -0.1396
respectivamente), lo que indica que la concentracion de &acido salicilico disminuye cuando la
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severidad de la enfermedad aumenta y se aplica mayor numero de veces el fungicida, cabe
mencionar que los niveles de 4cido salicilico se abaten cuando la enfermedad sobrepasé el
30% de severidad (Figura 10).
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Figura 10: Comparacion de tenencia y correlacion (r) entre la severidad y la concentracion
de &cido salicilico en los tratamientos con fungicida propamocarb clorhidrato con dos (A),
cuatro (B) y seis (C) aplicaciones consecutivas (las flechas indican los momentos de
aplicacion de tratamientos).

* Significativo con alfa=0.05, ™ No significativo con alfa=0.05
Para los tratamientos con cymoxanil+famoxadona, estadisticamente existié correlacion entre
la concentracion de acido salicilico y la severidad para todos los tratamientos, sin embargo

solo fue significativa y negativa (-0.441) para el tratamiento con seis aplicaciones
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consecutivas con alfa=0.05 y no significativa para los tratamientos con dos y cuatro
aplicaciones (0.239 y -0.216 respectivamente), lo que indica que la concentracion de &cido
salicilico disminuye cuando la severidad de la enfermedad se incrementa y se aplica mayor
numero de veces el fungicida, también se observo que los niveles de &cido salicilico se

abaten cuando la enfermedad sobrepasa el 30% de severidad (Figura 11).
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Figura 11: Comparacion de tenencia y correlacion (r) entre la severidad y la concentracion
de &cido salicilico en los tratamientos con fungicida cymoxanli+famoxadona con dos (A),
cuatro (B) y seis (C) aplicaciones consecutivas (las flechas indican los momentos de

aplicacion de tratamientos).
* Significativo con alfa=0.05, ™ No significativo con alfa=0.05

Para los tratamientos con mandipropamida, estadisticamente existi6 relacion entre la
concentracion de acido salicilico y la severidad de la enfermedad siendo positiva para todos
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los tratamientos con dos, cuatro y seis aplicaciones consecutivas (0.524, 0.419 y 0.523

respectivamente), esto también se pudo observar de manera visual donde la concentracion

de acido salicilico aumenta cuando se incrementa la severidad de la enfermedad y el nimero

de aplicaciones (Figura 12).
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Figura 12: Comparacion de tenencia y correlacion (r) entre la severidad y la concentracion
de acido salicilico en los tratamientos con fungicida mandipropamida con dos (A), cuatro (B)
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y seis (C) aplicaciones consecutivas (las flechas indican los momentos de aplicacion de

tratamientos).
* Significativo con alfa=0.05, ™ No significativo con alfa=0.05

En el caso de los testigos, para testigo negativo (sin aplicacion), estadisticamente existio
relacion entre la concentracion de acido salicilico y la severidad de la enfermedad siendo
negativa y no significativa (-0.108) para el testigo positivo (siempre aplicacion de mefenoxam-
M-M), y positiva no significativa (0.187) para el testigo negativo sin aplicaciones (Figura 13),
ademas se puede observar que en el testigo positivo (mefenoxam-M-M) hubo mejor control
de P. infestans y los niveles de &cido salicilico son variantes en el periodo de evaluacion,
mientras que en el testigo negativo como no hubo control, la severidad fue mayor y provoco

la muerte de la planta a los 62 dds.
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Figura 13: Comparacion de tenencia y correlacion (r) entre la severidad y la concentracion
de acido salicilico en el testigo positivo (A) y el testigo negativo (B) (las flechas indican los

momentos de aplicacion de tratamientos).
* Significativo con alfa=0.05, NS No significativo con alfa=0.05
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Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron que en los tratamientos con fungicida
mandipropamida con dos, cuatro y seis aplicaciones, existi6 una correlacion entre la
severidad de P. infestans y la concentracion de &cido salicilico dentro de la planta, que
aunque no fue alta, si fue significativa, lo cual no sucedio para el resto de los fungicidas, sin
embargo, en la mayoria de los tratamientos, se pudo apreciar que, en las primeras etapas de
infeccion del patégeno (primeros 55 a 62 dias después de la siembra) la planta presentd un
incremento de acido salicilico (tendencia ascendente) hasta alcanzar un maximo a los 55 a
62 dias después de la siembra, para posteriormente presentar un descenso o variaciones de
aumento y descenso, esto pudiera deberse a que al infectar P. infestans la planta tiende a
activar sus mecanismos de defensa mediado por &cido salicilico, ya que, una caracteristica
distintiva de la respuesta de la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR), es la capacidad de la
planta de sintetizar acido salicilico, que activa la expresion de genes relacionados con
defensa (Loake y Grant, 2007) y generalmente esto sucede posterior a la infeccion por alguin
patdgeno. Esto lo han demostrado Kojima et al. (2013), que en sus investigaciones con
Arabidopsis, encontraron que la inoculacion de Fusarium equiseti permiti6 que la
concentracion de acido salicilico se incrementara hasta alcanzar el pico maximo a las 18

horas posteriores a la inoculacién para posteriormente empezar a descender.

Molders et al. (1996), encontraron que al inocular virus de la necrosis del tabaco (TNV) en
Arabidopsis, la concentracion de &cido salicilico se incrementd cuatro dias después de
inoculacion, pero en este estudio, no se observo un incremento en el corto tiempo como lo
reportaron estos autores, ya que las evaluaciones se realizaron semanalmente, pero se
observd que el acido salicilico se incrementd de forma gradual, esto pudiera deberse a que
la mayoria de las hojas muestreadas no tenian dafio por P. infestans al momento de la
evaluacion, lo que pudo provocar que este incremento se diera de esta manera, resultados
similares fueron encontrados por Mirjana et al. (1998) en sus estudios con plantas de
tabaco, donde al inocular las hojas con virus mosaico del tabaco (TMV) el acido salicilico se
incrementd pronunciadamente en las hojas de tabaco inoculadas y posteriormente se
mantuvo en niveles altos, en cambio, en las hojas no inoculadas localizadas por debajo de la
inoculada de la misma planta, el incremento de &cido salicilico fue gradual ascendente en el

periodo de 150 horas evaluado.

38



Este incremento y posterior descenso de acido salicilico igualmente, pudiera deberse a que
una vez que la severidad aumenta por arriba del 30%, las defensas naturales de la planta
son superadas por la enfermedad y se aprecia este abatimiento del acido salicilico ya que en
la mayoria de los tratamientos este descenso se presentd cuando la severidad de P.
infestans supero este porcentaje. También se observd que en los tratamientos con
propamocarb clorhidrato y cymoxanil+famoxadona cuando se aplicaron dos veces, la
correlacion fue positiva, pero al aplicarse cuatro y seis veces consecutivas la correlacion se
volvié negativa, esto es que a mayor numero de aplicaciones menor fue el contenido de
acido salicilico y la severidad siguié su incremento, siendo mayor la correlacion, negativa y
significativa cuando se aplicaron seis veces consecutivas, mismo que sucedi6 en el testigo
positivo (mefenoxam-M) con ocho aplicaciones, pudiendo deberse esto a que la presencia
de estos fungicidas en la planta hace que la panta disminuya sus defensas, dependiendo de
la actividad de estas moléculas sobre P. infestans y sobre el metabolismo de la planta, ya
gue para el caso de mandipropamida, esta presentd el mejor control de P. infestans y una
mayor correlacion entre los niveles de acido salicilico y la severidad de la enfermedad,
pudiéndose deber a que no interfiere en la sintesis de acido salicilico y mantiene en optimas
condiciones a la planta (menor severidad) para que tenga activo su mecanismo de defensa
ante el constante ataque de la enfermedad. El fluazinam presenté variaciones de correlacion
y de significancia, pero cabe mencionar que pudiera deberse a la intoxicacién que causo6 en

la planta, provocando estas variantes y alternando el resultado.

7. CONCLUSIONES

El &cido salicilico aparte de ser sintetizados de manera constante en la planta debido que
forma parte de muchos procesos, sus niveles pueden ser modificados por la presencia de

una enfermedad, en este caso por P. infestans.

El 4cido salicilico en la planta, presentd un incremento en sus niveles en las primeras etapas
de infeccién de P. infestans (primeros 55 a 62 dds) y cuando la enfermedad superé mas del

30% de severidad sus niveles se ven abatidos.
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Existe correlacion entre la severidad de P. infestans y la concentracion de acido salicilico en
la planta, y cuando hay una molécula fungicida esta correlacién se ve modificada por efecto

de ésta.

Los fungicidas influyen indirectamente en la cantidad de acido salicilico que sintetiza la
planta, ya que su efecto directo es al controlar la enfermedad, donde la severidad de P.
infestans se ve regulada por efecto de estos y por lo tanto la sintesis de acido salicilico varia

dependiendo del fungicida.

Existen fungicidas como el propamocarb clorhidrato, cymoxanil+famoxadona y mefenoxam-
M, que al ser aplicados cuatro 0 mas veces consecutivas pueden reprimir la sintesis de acido

salicilico en la planta.

El fungicida mandipropamida fue el que generdé un mejor control de la enfermedad y mantuvo
elevados y constantes los niveles el acido salicilico, lo que indica que no reprime la sintesis

de acido salicilico.

Cuando la planta entra en senescencia o0 esta cercana a la muerte por efecto de P. infestans,

los niveles de acido salicilico se ven abatidos.
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