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ESTUDIO DE MOLECULAS SENAL EN EL ESTRES OXIDATIVO EN PLANTAS DE
PAPA INFECTADAS POR CANDIDATUS LIBERIBACTER Y SU ASOCIACION CON
LAS RELACIONES HIDRICAS.

Ricardo Martinez Gutiérrez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto del &cido salicilico (AS),
dehidroascorbato (DHA) y perdxido de hidrégeno (H202), como moléculas sefial, en la
respuesta al estrés oxidativo en plantas de Solanum tuberosum infectadas con
Candidatus Liberibacter y en las relaciones hidricas de la planta. Etapa 1: Esquejes
nodales de papa del clon 981819 infectadas con Ca. Liberibacter fueron incubados en
H202 o DHA posteriormente fueron subcultivados en medio MS convencional exepto el
tratamiento con AS. A los 30 dias se determiné la actividad enzimatica de catalasa
(CAT), peroxidasa (POX), calosa sintetasa, concentracion de H202, acumulacién de
calosa, contenido relativo de clorofila, peso fresco y altura de la vitroplanta. Etapa 2:
vitroplantas provenientes de la etapa 1, fueron trasplantadas en condiciones de
invernadero para evaluar el efecto a largo plazo de las moléculas sefial. A los 73 dias
después del trasplante (DDT) se les determiné las mismas variables de la etapa 1, la
altura de la planta, diametro del sexto entrenudo, conductancia estomatica (gs),
potencial hidrico (Wa), peso fresco y seco. A los 120 DDT se determin6 el peso y
namero de minitubérculos. Etapa 3: vitroplantas infectadas con Ca. Liberibacter se
trasplantaron a invernadero. Las plantas se asperjaron cada tercer dia con AS, H202 o
DHA. Las variables analizadas y tiempos de evaluacién fueron las mismas de la etapa

2. Resultados: etapa 1; las vitroplantas infectadas redujeron significativamente la
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actividad de CAT, calosa sintetasa. La actividad de POX y la concentracion de H202 se
incrementaron significativamente respecto a las plantas no infectadas. Los tratamientos
con AS, DHA y H202 incrementaron significativamente la actividad de CAT en contraste
con las plantas testigos infectadas. La acumulacién de calosa y actividad de la calosa
sintetasa increment6 por efecto del H202, similares al de las plantas no infectadas. Los
tratamientos con AS, H202 y DHA incrementaron significativamente el peso fresco,
longitud del tallo y contenido relativo de clorofila. En la etapa 2, el patégeno incremento
el Wa, redujo la gs, contenido relativo de clorofila el peso fresco, nUmero y peso de
minitubérculos significativamente. Los pretratamientos incrementaron el contenido
relativo de clorofila; mientras que el AS y H202 redujeron la gs, el DHA incremento la gs
significativamente. El pretratamiento con H202 indujo un incremento significativo en la
altura del tallo, peso fresco, seco y contenido relativo de clorofila. EI H202 indujo un
incremento en el nuamero de brotes de minitubérculos provenientes de plantas
infectadas. En la etapa 3, DHA y H20:2 incrementaron significativamente la actividad de
CAT; el AS y H202, el peso fresco, seco y altura, de las plantas. Los tratamientos
incrementaron el peso de minitubérculos con respecto a las plantas testigos infectadas.
Los resultados sugieren que CAT, POX y H202 podrian estar involucrados en la sintesis
de calosa mediada por el H202 en condiciones in vitro. EI AS, DHA y H202 tuvieron
efectos a largo y corto plazo ateanuando los sintomas de la enfermedad de “Zebra chip”

asociada a Ca. Liberibacter.

Palabras clave: zebra chip, calosa sintetasa, acumulacion de calosa, antioxidantes.



SIGNAL MOLECULES STUDY IN THE OXIDATIVE STRESS ON POTATO PLANTS
INFECTED BY CADIDATUS LIBERIBACTER AND THEIR ASSOCIATION WITH
WATER RELATIONS
Ricardo Martinez Gutiérrez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of salycilic acid (AS),
dehydroascorbate (DHA) and hydrogen peroxide (H202) as signaling molecules in the
oxidative response in Solanum tuberosum to stress caused by infection with Candidatus
Liberibacter; as well as to know the effect of the pathogen on plant water relations.
Phase 1. 981819 potato clone single nodes infected with Ca. Liberibacter
solanacearum were incubated for 1 hour in H202 or DHA thereafther they were
subcultured in Murashigue and Skoog propagation medium without any treatment.
Another group of explants were cultured with MS propagation medium and added with
SA. at 30 days the enzymatic activity of catalase (CAT), peroxidase (POX), calose
synthase, H202 content, callose accumulation, chlorophyll, fresh weight and plant height
determinate. Phase 2: pretreated vitroplants from phase 1, were transplanted to pots
and grown under greenhouse conditions to evaluate the long-term effect of SA, DHA
and H202. At 73 days after transplantation (DAT) were determinated all variables like
pahse 1 experiement as well as, plant height, sixth internode diameter, stomatal
conductance (gs) and plant water potential (Ww), fresh and dry weight. At 120 DAT
minituber number and weight were determinated. Phase 3: vitroplants non- infected or
infected were transplanted to pots and grown under greenhouse conditions. Plants in

greenhouse were sprayed twice a week from 30 DAT during the next 45 days with AS;
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H202; or DHA. The enzymatic evaluation and physiological determination were similar
as describe in phase 2. Results. Phase 1: infected vitroplants reduced CAT activity
significantly as well as that callose synthase; while POX activity and H202 content
increased significantly respect to no-infected vitroplants. AS, DHA and H20:2 treatments
significantly increased CAT respect to infected-control. The callose accumulation and
callosa synthase activity significantly decreased in infected vitroplants respect to non-
infected. However, H202 treatment increased callose synthase activity and accumulation
at similar levels to non-infected vitroplants. AS, DHA and H20:2 in vitro treatments
significantly increased fresh weight, stem length and chlorophyll content. Phase 2: Ca.
Liberibacter increased Ww, reduced gs, relative chlorophyll content, fresh weight,
minitubers number and weight in a meaningful way, whereas an increase in H20:2
content was observed mediated by a reduction in CAT activity. A long-term effect of
DHA treatment in tuber weight, gs, and chlorophyll content was observed. DHA
treatment reduced H202 content and increased CAT activity in infected plants showing
an augmentation in minituber weight. Interestingly, a long term effect of H202,
significantly increased stem height, shoot fresh and dry weight, chlorophyll relative
content and minitubers weight. Phase 3: SA and H20: treatments significantly increased
fresh and dry weight, stem height and sprouting number respect to infected control
plants. It was noted that the SA, DHA and H202 had short and long-term promoted

ameliorative symptoms in Ca. Liberibacter infected plants.

Keywords: zebra chip, callose syntethas, callose acumulation, antioxidants.
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1. INTRODUCCION

El cambio climéatico, ha originado que nuevas enfermedades aparezcan o las ya
existentes se intensifiguen o se dispersen como por ejemplo el sindrome de “punta
morada. El Sindrome de Punta Morada de la Papa (SPMP) es una enfermedad grave
que afecta la produccion de tubérculos en América, Europa y Australia (Maramorosch,
1998). En México los sintomas de SPMP se han asociado con el tipo de fitoplasma
16Srl y 16Srll. El fitoplasma produce la formacion de tubérculos aéreos, pardeamiento
interno de la pulpa, formacién de muchos tubérculos pequefios y de baja calidad en
cuanto al contenido de almidén y ausencia de brotes en tubérculos (Romero-Romero y
Lépez-Delgado, 2009), estos sintomas, promueven una baja calidad comercial en la
papa. Recientemente también se ha asociado a la SPMP una nueva bacteria llamada
Candidatus Liberibacter sp, al parecer este patdgeno esta asociado al pardeamiento
interno del tubérculo conocido como “Zebra Chip” (Hansen et al., 2008). Los factores
bidticos y abidticos causan estrés oxidativo a través de la produccion y acumulaciéon de
especies reactivas de oxigeno (ERO); éstas son producidas directa o indirectamente
por diversas reacciones celulares y muchos compartimentos intracelulares estan
implicados en su generacion (Scandalios, 2005). Las ERO inhiben la funcion
enzimatica, dafian proteinas, acidos nucleicos y lipidos de la célula. Cuando las plantas
estan expuestas a condiciones ambientales adversas, el dafio oxidativo ocurre porque
el balance entre la produccion de ERO y su desintoxicacion por el sistema antioxidante
es alterado (Scandalios, 2005; Foyer y Noctor, 2005). Existen evidencias que indican
que el acido salicilico (AS) media la respuesta a estrés ambiental en plantas, y actia
como una sefial endogena que desencadena la resistencia sistémica adquirida incluso

aplicado exdgenamente en ausencia del estrés (Antoniw y White, 1980). Se ha
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demostrado el efecto del cultivo de segmentos nodales en presencia de AS en la
sobrevivencia de plantulas sometidas a termoterapia y en el nimero de plantas libres
del virus obtenidas en dicho tratamiento (Lopez-Delgado et al., 2004). El peroxido de
hidrégeno (H202) es una ERO que puede actuar como molécula sefal y un regulador de
la expresion de algunos genes en las células. Cuando se acumula en las plantas, activa
factores de transcripcion que regulan diferentes procesos fisiolégicos como el estimulo
de los mecanismos de defensa a estrés bi6tico y abiético (Hung et al., 2005). Otra
molécula sefial es el ascorbato (vitamina c); se ha demostrado que la forma oxidada del
ascorbato (dehidroascorbato) promueve tolerancia a estrés a sal en plantas de Cicer
arientinum (Salah, 2008) y en plantas de papa infectadas por fitoplasma (Romero-
Romero y Lépez Delgado, 2009); asi mismo ha sido implicado en la sefializacion de la
expresion génica contra el estrés biotico y abidtico (Foyer y Noctor 2005). Hay limitada
informacion sobre la aparicibn de sintomas de infeccion por Ca. Liberibacter
solanacearum asi como su interaccién con el estrés abidtico; al parecer, el estrés
ambiental podria ser un factor determinante en la manifestacion de los sintomas en
plantas aparentemente sanas, por lo que el conocimiento de las respuesta fisiolégicas
en la planta mediadas por moléculas sefal es importante para dar mejores alternativas

del manejo integrado del cultivo.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Estudiar el efecto del peréxido de hidrégeno, acido salicilico y dehidroascorbato
como moléculas sefializadoras, en la respuesta al estrés oxidativo y relaciones hidricas
en plantas de Solanum tuberosum infectadas con Candidatus Liberibacter
solanacearum.

2.2. Objetivos especificos

Etapa 1 Condiciones in vitro

Determinar si existen cambios en los sistemas antioxidativo (actividad enzimatica
de la catalasa y la peroxidasa) y oxidativo (concentracion de perédxido de hidrégeno)
entre plantas infectadas y no infectadas por Candidatus Liberibacter solanacearum en
condiciones in vitro.

Estudiar el efecto de los tratamientos con AS, DHA y H20:2 en los sistemas
antioxidativo (actividad enzimatica de la catalasa y la peroxidasa), oxidativo
(concentracion de perdxido de hidrogeno) y la acumulacion de calosa en tejido vascular
mediante técnicas histoldégicas en plantas infectadas con Candidatus Liberibacter
solanacearum.

Etapa 2y 3 Condiciones de invernadero

Evaluar el efecto de los tratamientos con DHA, SA y H202 a largo y corto plazo, en
la reduccion de sintomas de punta morada asociados a Ca. Liberibacter solanacearum
en invernadero y su relacion con la actividad enzimatica de catalasa y peroxidasa, asi

como, la concentracion de peroxido de hidrogeno.



Estudiar el efecto del DHA, SA y H202 en la acumulacion de calosa en tejido
vascular mediante técnicas histoldgicas, asi como la actividad enzimatica de calosa
sintetasa en plantas infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum.

Determinar el potencial de DHA, SA y H202 en la reduccion de dafios al tubérculo
(pardeamiento de la pulpa y brotacion) y el rendimiento en plantas de papa infectadas con
Ca. Liberibacter para tubérculos no destinados a semilla.

Evaluar el efecto de DHA, SA y H202 en parametros fisiolégicos como potencial
hidrico, conductancia estomética y contenido de clorofila en plantas de papa infectadas

con Ca. Liberibacter solanacearum.



3. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que las enzimas antioxidantes como catalasa, POX y la
concentracion de H202, estan asociados a la atenuacion de sintomas por la infeccion de
fitoplasma en plantas de Solanum tuberosum, efecto que es regulado por tratamientos
con AS, DHA o H202 (Romero-Romero y Lépez-Delgado, 2009; Sanchez-Rojo et al.,
2011, Martinez-Gutiérrez et al., 2012), lo anterior justifica el estudio de la fisiologia del
AS, DHA y H202 en la reduccién de sintomas por Ca. Liberibacter asi como la relacion
entre la acumulacién de calosa y las enzimas calosa sintasa, CAT, POX y la

concentracion de H202 mediada por dichas moléculas sin importar el agente causal.

4. HIPOTESIS
La infeccibn de Ca. Liberibacter que produce la enfermedad de “Zebra chip”
resulta en estrés oxidativo y en una reducciéon en el flujo del floema debido a un
incremento en la sintesis de calosa, la atenuacion de sintomas por AS, DHA y H20:2

estard asociada a una reduccidon de la acumulacidon de calosa en tubos cribosos

mediada por el sistema antioxidante.



5. REVISION DE LITERATURA
5.1. Aspectos bioldgicos de las Solanaceas

La familia Solanaceae comprende 96 géneros y alrededor de 2,300 especies
(D’Arcy 1991). Es de distribucion cosmopolita; se encuentra con mayor frecuencia en
regiones tropicales, subtropicales y zonas templadas; en un intervalo altitudinal de 0 a 3
000 m. Solanaceae incluye especies de gran importancia economica: alimenticia, como
la papa, Solanum tuberosum L.; jitomate, Solanum esculentum L.; berenjena, Solanum
melongena L.; chile, Capsicum spp.; y tomate de hoja, Physalis spp.; otras de uso
industrial como el tabaco, Nicotiana tabacum L.; Las caracteristicas principales de la
familia Solanaceae, son las de ser plantas generalmente herbaceas, aunque hay
especies arbustivas y arboreas, generalmente susceptibles a dafio por heladas y a dafio
por enfriamiento. Las hojas son alternadas y las flores pentameras perfectas, cuyos
pétalos forman una corola tubular, al menos en la base, y los estambres se alternan con
los cinco l6ébulos de la corona. El ovario generalmente es bilocular, aunque también
puede ser multilocular, con muchos o6vulos en placentas axilares, y con un estilo
terminal. Los frutos pueden ser bayas o capsulas. En varias especies existe una
reconocida produccion de alcaloides o compuestos nitrogenados aromaticos (atropina,
nicotina, solanina, tomatina, etc.) los que, en algunos casos, se usan como drogas
medicinales o estimulantes pero facilmente pueden llegar a ser toxicos para los
animales y el hombre. Esto hace que las solanaceas, en general, hayan sido
consideradas como especies venenosas y motivo de desconfianza por muchos afos

(Vargas et al., 2003).



5.1.1. Caracteristicas de Solanum tuberosum L

Solanum tuberosum se caracteriza por presentar un tallo aéreo que puede ser
ramificado, es generalmente hueco y triangular en seccion transversal; tiene
protuberancias rectas u onduladas, la parte basal es redonda y solida. El tallo se
considera principal si crece directamente del tubérculo y a las ramas laterales de éste
se les denomina tallo secundario. La formacion del estolon y del tubérculo es similar a la
del tallo principal. El tallo puede desarrollar ramas apicales durante su crecimiento
(Rubio et al., 2000). Las hojas son compuestas, formadas por un peciolo con foliolo
terminal, foliolos laterales secundarios y a veces terciarios intersticiales. La nervadura
de las hojas es del tipo reticulado y tienen generalmente una sola yema axilar latente
(Rubio et al., 2000). Las flores estan agrupadas en una inflorescencia cimosa, situada
siempre en la extremidad de un tallo. La flor es actinomorfa y pentdmera la cual es
sostenida por un pedicelo (Rousselle y Crosnier, 1999). Son de colores diversos, tienen
estilo y estigma simples y ovario supero bilocular. Las plantas que provienen de semilla
sexual desarrollan raices delgadas de donde salen las radiculas laterales. Las plantas
que crecen directamente del tubérculo desarrollan raices adventicias en los nudos del
tallo y un sistema radical a una profundidad de 40 a 50 cm (Rubio et al., 2000). El
tubérculo es un engrosamiento del estolén. Se puede considerar como una parte del
tallo adaptado para el almacenamiento de reservas alimenticias y de reproduccion. La
distancia entre la cuticula y el anillo vascular es normalmente de 0.5 cm, pero estos
estdn mas o menos unidos cerca de los ojos donde se conecta el estolon. El brote es el
inicio de un tallo y se forma en los ojos del tubérculo a partir de una yema. En un ojo
puede haber tres o0 mas yemas en las cuales se distinguen una serie de partes como:

primordios foliares enclaustrados, radiculas, estolones, lenticelas y tricomas. Las
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estructuras mencionadas anteriormente y la forma y color del brote son caracteristicas

genéticas que se emplean para identificar el clon o una variedad (Rubio et al., 2000).

5.1.2. Enfermedades del cultivo de papa

El cambio climatico global ha promovido la aparicion y diseminacion de
patdogenos que merman ampliamente la produccion de muchos cultivos de importancia
econdmica; también ha promovido sequias, las cuales aumentan el dafio al rendimiento
y produccion agricola. En México, como en muchos paises, el cultivo de la papa es de
importancia econOmica y alimenticia. Este cultivo es afectado por enfermedades
causadas por diferentes patdgenos y por factores ambientales que reducen la
produccion agronémica y el manejo de germoplasma en general. Actualmente, la
produccion de papa es altamente dependiente de insumos y pesticidas sintéticos para
contrarrestar el atague de plagas y patdgenos. El cultivo se ve amenazado por diversos
patdgenos, entre las principales plagas que lo atacan se encuentran las siguientes:
nematodos (Globodera rostochiensis, Meloidogyne sp. y Ditilenchus destructor), gallina
ciega (Phyllophaga spp.), gusano de alambre (Agriotes spp.), grillo (Grillus assimillis),
mosquita blanca (Trialeuroides vaporariorum), pulgones (Myzus persicae S. y
Macrosyphym euphorbiae T.) y psilido de la papa (Paratrioza cockerelli); entre las
enfermedades ocasionadas por estos y otros agentes se encuentran: la costra negra
(Rhizoctonia solani K.), rofia polvorienta (Spongospora subterranea), manchoén foliar
(Cescospora spp. pierna negra (Erwinia spp.), marchitez temprana (Pseudomonas
solanacearum), pudricion seca (Fusarium spp.), tizon tardio (Phytophthora infestans),
tizon temprano (Alternia solani), punta morada, virus del enrollamiento de la papa,

mosaico rugoso y mosaico latente (Rubio et al., 2000).
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5.1.2.1. Sindrome de la Punta Morada de la papa (SPMP)

El sindrome llamado "Punta Morada" de la Papa” (SPMP), una de las principales
enfermedades de la papa, es asociada con la incidencia de un Fitoplasma, o0 una
bacteria como Candidatus Liberibacter solanacearum, transmitidos por Bactericera
cockerelli (Sulc, chicharritas) que se presenta en las principales zonas paperas de
México y es una seria amenaza a la produccion nacional de este cultivo; afectandose el
rendimiento de un 30% al 95% y la calidad comercial de la semilla-tubérculo (Cadena el
al., 2003). Los principales sintomas son: enrollamiento apical, entrenudos cortos,
coloracién purpurea en los foliolos, clorosis, proliferacion de brotes axilares engrosados
en la base, formacion de tubérculos aéreos, pardeamiento del tubérculo y brotacién nula
o en forma de hilo (Cadena, 1993; Lee, et al., 2004). Sin embargo, no se ha demostrado
cual es la causa exacta de esta enfermedad, inclusive en este sindrome también se ha
implicado a otros patégenos como Xillela fastidiosa o Candidatus Liberibacter

solanacearum como patdégenos asociados a la enfermedad (Hansen et al., 2008).

5.1.2 .2. Enfermedad de “Zebra” chip en la papa
“Zebra chip” (ZC) en papa es reportado desde 1994 en México (Secor y Rivera-
Varas, 2004). Hasta ahora, se desconoce exactamente como es la transmision de
Candidatus Liberibacter solanacearum. Estudios realizados sugieren que el psillido del
tomate y de la papa Bactericera cockerelli es el vector de la bacteria y promueve la
“zebra chip” en papa, en otras especies y familias de plantas; sin embargo, este insecto
tiene una preferencia por las especies de la familia solanceae (Munyaneza et al., 2007).

La transmision exitosa de patdégenos hacia las plantas depende de la eficiencia de
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inoculacion del vector y de la rapidez con que el insecto transmita al patdogeno a la
planta huésped. Un ejemplo, es el psillido de la papa Bactericera cockerelli (Sulc), que
en estudios previos y recientes se ha determinado como el transmisor de “Candidatus
Liberibacter solanacearum,” una enfermedad que origina miles de millones en pérdidas
econOmicas alrededor del mundo (Munyaneza et al., 2012).

Poco se conoce sobre la epidemiologia del ZC y las capacidades de inoculacion
del vector. Hasta ahora, estudios preliminares se basan en las capacidades de infecciéon
de las ninfas e insectos en edad adulta en condiciones controladas. En estos estudios,
se pretendi6 establecer la eficiencia de trasmision del patdgeno y si éste es el
responsable de los sintomas de ZC, la severidad del dafio y la reduccion de la
productividad (Buchman et al., 2011).

Se ha demostrado que los psillidos en etapas adultas son vectores altamente
eficientes promoviendo ZC y que las ninfas son menos eficientes que los adultos en
transmitir la bacteria. También se ha determinado, que el periodo de inoculacion tiene
poca influencia en la incidencia de ZC, la severidad y en la pérdida de productividad.
Estudios previos, demostraron que un insecto portador de la bacteria puede en 6 horas
infectar la planta y mostrar los primeros sintomas de ZC; pero, aun no se han
establecido medidas adecuadas de control de esta enfermedad, siendo la eliminacion
del vector la Unica alternativa viable para evitar la incidencia de ZC (Munyaneza et al.,
2012).

El psillido Bactericera cockerelli (Sulc) es nativo del suroeste de Estados Unidos
y del Norte de México (Wallis, 1955). El psillido, responde a los cambios de temperatura
en el ambiente. Cuando se incrementa la temperatura en primavera, el insecto migra

hacia ciertas regiones mas templadas principalmente Canada y Estados Unidos.
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Historicamente el insecto estd asociado con otra enfermedad conocida como “El
amarillamiento del psillido” en Solanaceas, que es caracterizada principalmente por
clorosis en las hojas, aparicibn de una coloracion purpurea, achaparramiento,
entrenudos cortos y en caso de la papa promueve la tuberizacion aérea, reduciendo la
produccion de cualquier cultivo que este asociado con este patdgeno. La enfermedad
del amarillamiento del psillido podria estar asociada con una toxina, que probablemente
es inyectada cuando el insecto se alimenta de la planta y por la presencia de
Candidatus Liberibacter (Munyaneza et al., 2012). No obstante, aun no esta bien
identificado si es un sindrome o bien el agente causal es la toxina o el patbgeno per se.

Otro de los sintomas por Candidatus fitoplasma y Candidatus Liberibacter es el
engrosamiento del tallo que podria estar asociado con un taponamiento de los tubos
cribosos (Christensen et al., 2005), este bloqueo puede ser por un gran acumulo de

calosa promovido por la infeccién de la bacteria.

5.2. La calosa en las plantas y su funcién

La calosa es un polisacéarido en forma de -1,3-glucano con ramificaciones p-1,6
gue se encuentra en la pared celular en una amplia variedad de plantas. La calosa tiene
un papel importante en el desarrollo de la planta pero sobre todo en respuesta a
multiples tipos de estrés tanto bidticos como abidticos. Se ha observado que la
deposicion de calosa ocurre a pocos minutos del dafio mecéanico, quimico, incremento o
disminucion de temperatura y finalmente en un ataque microbiano (Stone et al., 1992).
Se han reportado que la expresion de los genes GSL5/PMR4/CalS12 son responsables

de la sintesis de calosa en respuesta al dafio mecanico o por patdgeno. La pérdida de
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la funcién de alguno de los genes GSL5/PMR4/CalS12 haga mas resistente a la planta
en vez de hacerla susceptible al ataque patogénico. La posible explicacion es que la
calosa podria impedir que la maquinaria de defensa de la planta se active contra el
patégeno; por lo tanto la remocion de calosa en el mutante gsl5 podria activar la
defensa contra éste (Jacobs et al., 2003). La calosa inducida por patégenos podria
estar regulando los mecanismos de sefalizacion del AS; se ha demostrado en el
mutante pmr4 de Arabidopsis que codifica para la sintesis de calosa, incremento la
sefal del AS reduciendo la acumulacion de calosa, resultando en mayor resistencia al

patégeno (Jacobs et al., 2003).

5.3. Aspectos hiolégicos de Candidatus Liberibacter solanacearum

El género Candidatus Liberobacter fue propuesto por primera vez por Jagoueix et
al. (1994) con dos miembros: Candidatus Liberobacter asiaticus y Candidatus
Liberobacter africanum; posteriormente fue renombrado Candidatus Liberibacter
asiaticus y Candidatus Liberibacter africanus de acuerdo con la reglas del Cdédigo
Internacional de Nomenclatura de Bacterias. En el afio 2004, una tercera especie fue
descrita por Teixeira y colaboradores en Brasil nombrandose Candidatus Liberibacter
americanus. Estas especies de bacterias, generalmente afectan citricos y otras
Rutaceas, con la enfermedad conocida como “huanglongbing” (Bové, 2006).

Se han realizado estudios a nivel de microscopia electronica por Tanaka et al.
(2007), los cuales muestran la forma alargada de este tipo de bacterias. Las especies
de Candidatus Liberibacter pertenecen a las Alfaproteobacterias, estrechamente
asociadas con el género de Bradyrhizobium, Bartonella, Agrobacterium, Brucella y

Afipia (Jagoueix et al.,, 1994). Se consideraba, que una enfermedad presente en
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Solanum lycopersicum y Capsicum annuum estaba asociada con alguna de las
especies de Candidatus antes mencionadas o bien por un hongo. Posteriormente
Liefting et al. (2009), realizé un estudio mediante microscopia electronica, determinando
que era una bacteria asociada el floema y no algun otro microorganismo patdégeno.
Posteriormente, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se usaron
iniciadores (“primers”) especificos universales 16S rRNA con diferentes combinaciones
de ADN de plantas enfermas y de plantas sanas como testigos. Las secuencias de los
productos, revelaron que el patdgeno compartia una alta similitud con las secuencias de
las especies de Candidatus Liberibacter. Posteriormente el resto del gen 16S rRNA fue
secuenciado y analizado filogenéticamente mostrando que era diferente a las tres
especies descritas anteriormente. Posteriormente, con el desarrollo de un método
especifico, mediante PCR también fue detectado el patdégeno en papa (Solanum
tuberosum), tamarillo (Solanum betaceum), grosella (Physalis peruviana) y chile
(Capsicum sp.) (Liefting et al., 2008).

Después de hacer una andlisis filogenético, basado en la secuencia del gene
16S rRNA y de aproximadamente 580 pb del operon B incluyendo parcialmente a los
genes rpld y rplL del genoma de los organismos detectados en chile, papa, tamarillo y
grosella; se encontré, que todas las secuencias eran idénticas a los de la secuencia
NZ082226 del organismo aislado de tomate. Con estos resultados se sugirié que se
nombraran a los organismos de acuerdo con la familia de plantas hospederas, mas que
por la region geografica de su primer reporte. ElI primer reporte de Candidatus
Liberibacter solanacearum fue identificado en Nueva Zelanda y posteriormente se ha
identificado como una enfermedad en Estados Unidos conocida como “Zebra Chip” en

plantas de papa (Abad et al., 2009).
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Los factores ambientales y las enfermedades asociadas a patégenos como Ca.
Liberibacter solanacearum causan estrés oxidativo a través de la produccion y
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Estas son destructivas a todos
los componentes celulares, aunque también tienen una funcidn importante como
seflales en la regulacion de la expresion genética, asi, las plantas responden a
condiciones ambientales adversas y al ataque de organismos patdgenos (Dat et al.,
2000; Foyer y Noctor, 2005) lo que puede llevar a la aclimatacion y/o tolerancia cruzada

en las plantas (Bhattacharjee, 2005).

5.4. El Estrés oxidativo

Los factores bidticos y abibticos causan estrés oxidativo a través de la
produccion y acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) tales como: oxigeno
en estado singulete (*O2), superéxido (O72), radicales hidroxilo (OH) y peréxido de
hidrégeno (H202) (Scandalios, 2005). El estrés aumenta el estado de oxidacion de la
célula, lo cual induce un incremento en la sintesis de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos para contrarrestar los efectos de dicha oxidacién. Los principales
antioxidantes enzimaticos son: peroxidasas (POX), catalasa (CAT), superéxido
dismutasa (SOD) y glutation S-transferasa. Los antioxidantes no enzimaticos mas
importantes son: acido ascoérbico (AA, vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutation y
B-carotenos y fenoles (Scandalios, 2005). Se ha encontrado que algunos compuestos
relacionados con las respuestas oxidativas y antioxidativas originadas por factores de
estrés, como el AA, acido salicilico (AS), H202, entre otros, estan involucrados en las
respuestas de tolerancia a estrés biotico y abidtico asi como el desarrollo 6ptimo de las

plantas (Mora-Herrera et al., 2005).
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5.4.1. Sintesis y funcion del peréxido de hidrogeno (H202)

El H202 es el producto de uno de los pasos en la reduccion molecular del
oxigeno (el primer paso conduce al radical O%) y tienen una vida media relativamente
mas larga en comparacion con otras moléculas ERO. La vida media (1 ms) y su tamafio
pequefio le permite difundirse a través de la membrana celular y migrar a diferentes
compartimentos, estas caracteristicas, facilitan las funciones de sefalizador. El H202 es
regulador de una multitud de procesos fisiolégicos como la resistencia adquirida,
reforzamiento de la pared celular, produccion de fitoalexinas, en la fotosintesis, apertura
estomatica, el ciclo celular y en casos extremos inducciébn de muerte celular
programada (Petrov y Breusegem, 2012).

La produccién activa del H202 ocurre principalmente en el apoplasto de la célula
y es requerido para activar el estallido oxidativo, como parte de la respuesta
hipersensitiva en respuesta a la infeccion de un patdégeno, siendo un prerrequisito para
el crecimiento, desarrollo y muerte celular (Miller et al., 2010).

El H202 es un bioproducto del metabolismo aerdbico en las plantas, puede ser
sintetizado tanto enzimaticamente como no enzimaticamente. Hay diferentes rutas de
produccion en las células, como en la fotorespiracion y cadena transportadora de
electrones. Existe evidencia de la produccion de H202 en las plantas a través de varios
mecanismos enzimaticos como las peroxidasas de la pared celular, amino oxidasas
entre otras. La nicotinamida adenina dinucleotido fosfatasa (NADPH) puede incrementar
la concentracion de H202 mediante la generacion de superoxido, el cual puede ser
convertido a H202 por una dismutacion de la enzima superoxido dismutasa (SOD).
Remans et al. (2010) observaron que la acumulacién de EROs, especialmente la

formacion de H202, esta asociada principalmente con la estimulacion de la actividad de
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NADPH oxidasa en plantas bajo condiciones de estrés por metales pesados. La
produccion de H202 mediante la NADPH oxidasa puede incrementar la acumulacion de
prolina en A. thaliana en condiciones de estrés por sal o0 manitol (Niu y Liao, 2016).

Varias reacciones no enzimaticas son conocidas en la generacion de H202. Por
ejemplo muchas reacciones estan involucradas en la fotosintesis y en la respiracion. El
H20:2 es generado continuamente en la cadena transportadora de electrones tanto en la
mitocondria como en cloroplasto (Niu y Liao, 2016).

Los peroxisomas son el sitio donde se lleva a cabo la fotorespiracion en las
células vegetales, los cuales son dependientes de la luz para tomar el Oz y liberar CO2
acompafiado con la generacion de H202. Se sugiere que la sintesis de peréxido esta
asociado con la oxidacion del glicolato en el ciclo de la oxidacion del carbono durante la
fotosintesis (Foyer y Noctor, 2003).

Los cloroplastos son la fuente de sintesis de H202 de las plantas. Los
cloroplastos son sitios importantes de generacion de H202 durante la fotosintesis. El
H202 generado esta asociado con la reduccién del oxigeno en el cloroplasto. Mehler
(1951) descubrio que la reduccion del Oz conduce a la produccion de H202 en presencia
de luz en el cloroplasto. Por otro lado, la produccién del H202 puede ser por la
reduccion de Oz por el transporte electronico en la fotosintesis (PET) tales como los
centros Fe-S, teoredoxina reducida, ferredoxina y plastoquinona reducida (Dar et al.,
2000).

El la mitocondria el H202 se genera durante la respiracion aerobia, cuando el Oz se
produce en los complejos | y Il de la cadena transportadora de electrones, el cual es

rapidamente trasformado a H202 via enzima SOD (Niu y Liao, 2016).
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5.4.1.1. El H202 como molécula sefial en las plantas durante
diferentes tipos de estrés

El H202 como se ha mencionado, tiene una vida larga en comparacion con otras
ERO, es una molécula relativamente pequefa, lo cual le permite difundirse a través de
las de las membranas a diferentes compartimientos. El H2O2 se puede mover a través
de las células mediante canales de acuaporinas y promover traduccion de sefiales
(Garcia-Mata y Lamattina, 2013). El H202 puede regular diferentes procesos fisiolégicos
como por ejemplo como molécula sefializadora durante el estrés nitrosativo (excesiva
formacion de Oxido nitrico) activando la muerte celular en Brassicarapa var. glabra
Regel (Kim et al., 2015). Li et al. (2015) sugieren que el H202 esta involucrado en un
seflalamiento cruzado entre el oxido nitrico (NO) y sulfito de hidrégeno (H2S) para
inducir termotolerancia en plantulas de maiz. También se ha demostrado el efecto qué
tiene el H202 en la sintesis de brasinoestreroides y su participacion en el cierre
estomético regulando el movimiento de iones de las células oclusivas (Shi et al., 2015).
El H20:2 interactia con otras moléculas en la sefializacion como lo son las hormonas
(Shi et al., 2015), proteinas cinasas (Gonzalez et al., 2012). El H202 puede influenciar
otros mecanismos de sefalizacion promoviendo procesos fisioldogicos como la co-
regulacion de la division celular y la diferenciacion, el sistema antioxidante, asi como la
expresion involucrada en la defensa y desarrollo de las plantas (Shi et al., 2015).

El H202 es una molécula sefial, la cual esta asociada con diferentes mecanismos
de respuesta al estrés biotico y abidtico. Estudios previos demostraron un incremento
en la concentracion de H202 en condiciones de sequia observandose un incremento en
la actividad de SOD, POD y CAT, fenoles totales, acido ascorbico y reduccion de

azucares totales, y clorofila (Ashraf et al., 2015).
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El H202 ha demostrado efectos positivos contra el estrés abidtico mediando la
regulacion de enzimas antioxidantes como ocurre en el estrés por sal (Larkindale y
Huang, 2004), estrés por calor (Gao et al., 2010), asi como por estrés hidrico (Martinez-
Gutiérrez et al., 2012) sugiriendo que el H202 incrementa el sistema antioxidante,
siendo el primer mecanismo de proteccion contra el estrés ambiental (Bian y Jian,
2009). La acumulacion de H202 podria ser un factor endégeno que impide la
diseminacién y replicaciéon de patégenos en las hojas, inhibiendo al patégeno o bien
mediante la generacion de ERO, moléculas que podrian tener una efecto antimicrobiano
como ha sido demostrado en el dosel de arboles de manzana infectados por fitoplasma

(Musetti et al., 2004).

5.4.1.2. Removedores enzimaticos y no enzimaticos celulares del

H20:2
El sistema antioxidante que regula la concentracion de H202 es enziméatico y no
enzimatico. La via enzimatica incluyen a la CAT, POX, APX y glutatién reductasa (GR).
Algunos estudios han revelado que APX se ha encontrado en el citosol (Begara-Morales
et al.,, 2013), cloroplastos y mitocondria (Navrot et al.,, 2007). La CAT, puede
descomponer directamente el H202 en el peroxisoma y transformarlo en H20 y Oz sin
necesidad de algun intermediario o utilizacion de un cofactor como sustrato, debido a
que la CAT utiliza al H202 directamente como el sustrato (Nyathi y Baker, 2006). Es
claro que estas enzimas existen en diferentes organelos y pueden disminuir
concentracion de H20:2 eficientemente y mantener la estabilidad de las membranas (Niu

y Liao, 2016).
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El ascorbato (AA) y el glutation (GSH), son compuestos no enzimaticos, estan
constantemente participando en la regulacion de las ERO. EI AA es un antioxidante
clave para la eliminacion de H202, puede reaccionar directamente con el H202. EI GSH
es un antioxidante crucial el cual puede estar asociado con la regeneracion del AA
oxidando rapidamente los excesos de H202; de hecho el GSH esta involucrado en la
regulacion de la concentracion H20:2 y el balance redox en las células mediante el ciclo
glutation-ascorbato (Krifka et al., 2012). La homedstasis del H202 resulta en mecanismo

de sefalizacion en la traduccion de sefales (Niu y Liao, 2016).

5.5. Sintesis y funcién del &cido salicilico (AS)

El &cido salicilico es otro compuesto que se sintetiza durante algun tipo de estrés
biotico o abiotico como lo es el H20z2, cuya funcidon como molécula sefal y reguladora
de procesos fisiol6gicos, bioquimicos y estructurales es conocida. EI AS es un
compuesto fendlico, que a pesar de su amplia distribucién en la planta, llega a presentar
concentraciones basales entre especies; por ejemplo en la familia de las solanaceas
como N. tabacum contiene un nivel basal muy bajo de AS [<100 ng g de peso fresco]
en hojas, mientras que en Solanum tuberosum podria contener unos 10 pg de AS por g
1 de peso fresco (Navarre y Mayo, 2004). El AS es sintetizado mediante dos vias de
compartamentalizacion empleando diferentes precursores. La ruta fenil propanoides en
el citoplasma, inicia de la fenilalanina y la via del isocorismato que se desarrolla en el
cloroplasto. Mucho del AS sintetizado es glucosilado y/o metilado; las reacciones de
conjugacion son catalizadas por la AS-glucosiltransferasa citosolica que es inducida por
la aplicacion exdgena de AS o por el ataque de un patdégeno (Song, 2006).

Interesantemente, el AS es también convertido a metil salicilato (MeSA) por un AS-
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carboxil metiltransferasa, este compuesto es volatil y se ha demostrado que es una
molécula sefial de gran disipacion en Arabidopsis que media la resistencia sistémica
adquirida (Vlot et al., 2009).

El AS es una molécula sefial que participa como mediadora, regulando diferentes
respuestas al estrés abiotico, como sequia, frio, heladas, tolerancia a metales pesados,
etc. y abidtico, resistencia a bacterias, virus y hongos (Rivas-San Vicente y Plascencia,
2011). El AS, regula muchos de los procesos de crecimiento y de desarrollo en las
plantas. Existen evidencias que esta hormona regula procesos tales como la
germinacion de semillas, crecimiento vegetativo, fotosintesis, respiracion, formacion de
flores, produccién de semillas, senescencia, termogénesis y un tipo de muerte celular
programada que no estd asociada con la respuesta hipersensitiva (Rivas-San Vicente y
Plascencia, 2011). ElI AS, también contribuye a mantener la homeostasis celular
mediante la regulacion de enzimas antioxidantes y la regulacion de la expresién génica

(Xie et al., 2001).

5.5.1. EI AS como mediador de la proteccion contra el estrés oxidativo

El AS promueve tolerancia al estrés abidtico cuando es asperjado
exdégenamente. Estudios en plantulas de cebada y maiz asperjadas con AS
demostraron que esta molécula sefial, promovio tolerancia al paraquat (Pq) y cadmio
respectivamente (Ananieva et al., 2002; Krantev et al., 2008). EI Pq es un herbicida no
selectivo que acepta electrones del fotosistema | y los transfiere al oxigeno molecular.
Esta reaccion resulta en la acumulacion de EROs que causa un gran dafio, como la
peroxidacion de lipidos, ruptura clorofilica, pérdida en la actividad fotosintética, perdida

de la integridad de la membrana, y perdida de electrolitos (Ananieva et al., 2002).
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El AS, mejora la germinacién en condiciones de estrés abidtico. En bajas dosis
de aplicacion exégena, el AS incrementd significativamente la germinacion y el
establecimiento de la plantula en Arabidopsis en diferentes condiciones de estrés
(Rajjou et al., 2006; Alonso-Ramirez et al., 2009). En condiciones de estrés por sal, las
semillas sin AS germinaron solo el 50% de las semillas, sin embargo, en presencia de
AS se incrementd hasta en un 80% de germinacion. Aplicaciones de AS parcialmente
revirtid el efecto inhibitorio del efecto oxidativo del golpe de calor (50 °C) en la
germinacion (Alonso-Ramirez et al., 2009).

El AS es un importante regulador de la fotosintesis, participa en la formacion de
la hoja y estructura del cloroplasto (Uzunova y Popova, 2000); asi como en la apertura 'y
cierre del estoma en participacion con el H202, sintesis de clorofila y de carotenoides
(Fariduddin et al., 2003) y la actividad de enzimas importantes como la RuBisCO
(Slaymaker et al., 2002); sin embargo, altas dosis de AS causa una reduccion de la
fotosintesis (PN) y actividad de RuBisCO en plantas de cebada. El decline de la
actividad de RuBisCO fue atribuida a una reduccion del contenido de proteina soluble
(Slaymaker et al.,, 2002). Aplicaciones exdgenas de AS inducen alteraciones en la
anatomica foliar que consisten en una reduccion del grosor de la epidermis abaxial y
adaxial y tejido del mesofilo; tales cambios, se correlacionaron ultra estructuralmente
con un incremento en el volumen de los cloroplastos, de los granas tilacoides y
coagulacion del estroma (Uzunova y Popova, 2000).

Los salicilatos también han mostrado incrementar la tolerancia a bajas
temperaturas; recientemente en plantulas jovenes de maiz la aplicacion exogena de AS
y acido acetil salicilico (AAS) incrementaron la proteccion a estrés por baja temperatura

(Janda et al., 2003). Asi mismo, Senaratna et al. (2000), encontraron que estos mismos
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compuestos incrementaron la tolerancia a estrés por calor, frio y sequia en plantas de
tomate y frijol, por la funcién de estas moléculas en la sefalizacion para inducir
tolerancia y resistencia, mas que un efecto directo. Se tienen evidencias que la
induccion de tolerancia a diferentes tipos de estrés inducida por AS, ABA, o H20: esta
asociada al estrés oxidativo y a la respuesta antioxidante, (Zhou et al., 2005; Mora-
Herrera y LoOpez-Delgado, 2007; Martinez-Gutiérrez et al., 2012). Inclusive, la
aclimatacion a frio estd asociada al incremento de enzimas antioxidantes y
concentracion de H202 como se reportd en la aclimatacion a frio de plantas de maiz
(Kingston-Smith et al., 1999). En papa, el AS indujo termotolerancia para eliminar el
virus X, incremento la supervivencia un 40% en microplantas tratadas con AS con
respecto a las no tratadas. EI AS también mejoré la supervivencia en el subcultivo
posterior a la termoterapia, e incremento el numero de plantas libres de virus a un 100%

comparado con 40 a 65% en los testigos (Lopez-Delgado et al., 2004).

5.5.2. Funcion del AS en la defensa contra el estrés biotico

Las plantas tienen mecanismos de proteccion contra una gran diversidad de
organismos herbivoros, asi como de microorganismos patdgenos, mediante una
expresion de mecanismos constitutivos y defensas inducidas haciendo a la planta una
fuente limitante de comida para el depredador.
Los primeros tres mecanismos de defensa que han sido bien estudiados durante el
ataque de un patdégeno o herbivoro son los mecanismos de sefalizacion regulados por
el acido jasmonico (JA), el acido Salicilico (AS) y el Etileno (ET) (Glazebrook, 2005;
Walling, 2009). Los herbivoros y microorganismos patogenos introducen un distintivo

grupo de elicitores y efectores que son percibidos por las plantas hospederas. Estas
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sefales les permiten a las plantas mediar un mecanismo especifico para cada uno de
los patogenos (Walling, 2009).

El AS regula los mecanismos de defensa y son activados por organismos
biotroficos (patdégenos que se alimentan de las células vivas que invaden) y muchos
organismos que se alimentan via floema. Frecuentemente el AS induce sefales
antagonicas con el JAy el ET regulando sus mecanismos de sefializacion. La supresion
del JA y ET confiere susceptibilidad a muchos organismos que son dafinos a las
plantas de forma que puede influenciar la atraccion de enemigos naturales de los
herbivoros (zZhang et al., 2009). Sin embargo, aun se desconocen muchos de los
mecanismos de defensa contra los endosimbientes como Candidatus Liberibacter. Al
parecer los endosimbiontes pueden evadir el sistema de reconocimiento de las plantas,

comprometiendo los mecanismos de defensa.

5.6. Sintesis y funcion del acido ascorbico (AA)

La vitamina C (4cido ascorbico) es un antioxidante y un sustrato clave para la
detoxificacion de diferentes ERO. El citoplasma celular constituye el mayor pool de
ascorbato, transportandose cerca de un 5% a través de la membrana hacia el
apoplasto, la fraccién apapoplastica es determinante como molécula sefalizadora ante
un estrés (Foyer y Noctor, 2011).

La biosintesis del acido ascorbico (AA) en plantas superiores toma lugar en la
mitocondria mediante diferentes rutas. La ruta Smirnoff-Wheeler es la mas estudiada
(Wheeler et al., 1998) o también llamada ruta metabdlica de la D-mannosa/L-galactosa.
Durante esta ruta la D-glucosa es convertida a D-glucosa-6-fosfato por la enzima

hexoquinasa. La D-glucosa-6-fosfato es convertida a GDP-D-manosa via cuatro pasos
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reversibles catalizados por las enzimas fosfogluco-isomerasa, manosa 6-fosfato,
isomerasa, fosfomanosa mutasa y GDP-D-manosa fosforilasa. La segunda fase mayor,
involucra la conversion de GDP-D-manosa formada previamente en la GDP-L-galactosa
durante tres reacciones catalizadas sucesivamente por la GDP-D-manosa 3’,5-
epimerasa, GDP-L-galactosa fosforilasa y L-galactosa 1-P fosfatasa. La GDP-L-
galactosa es subsecuentemente convertida a L-galactosa por la reaccion de la enzima
L-galactosa deshidrogenasa y finalmente a L-galactano-1,4-lactano (precursor final del
AA). Finalmente el AA es formado del L-galactano-1,4-lactano mediante una reaccion
enzimatica llevada a cabo por la L-galactano-1,4-lactano deshidrogenasa. La segunda
ruta en la sintesis del AA involucra a las pectinas de la pared celular, la degradacion
resulta en la formacién de un compuesto llamado metil-galacturonato, el cual es
convertido a L-galactonato, finalmente es convertido por la enzima aldano-lacanasa a L-
galactano-1,4-lactano que posteriormente es usado para sintetizar AA (Smirnoff et al.,
2001).
Debido a la naturaleza regenerativa del AA es una de las moléculas con mayor
influencia fisiolégica en las plantas, el cual puede interactuar con otros compuestos
como la vitamina E para reducir la concentracién de ERO mediante catélisis enzimatica
(Noctor y Foyer, 1998). El ciclo ascorbato-glutation esta involucrado con procesos de
desarrollo de las plantas, el cual permite controlar el metabolismo oxidativo (Pignocchi y
Foyer, 2003).

El AA se oxida en muchas de sus funciones, produciendo el radical
monodehidroascorbato, el cual puede ser reducido por la monodehidroascorbato
reductasa o experimentar una dismutacién para generar dehidroascorbato (DHA), que

se puede reducir a AA por la glutation reductasa (Gillespie y Ainsworth 2007). Los
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cambios de concentracion de AA puede modular la expresion génica de proteinas de
respuesta a patogénesis (PRP), expresion génica y resistencia sistematica adquirida,
actuando como una molécula sefial de transduccién (Pastori et al., 2003). En un analisis
de microarreglos en el mutante de Arabidopsis vtcl (carente de vitamina C) y el
correspondiente tipo silvestre Col-0, un total de 171 transcriptos fueron modificados,
codificando proteinas implicadas en control del ciclo celular, la sefalizacion y los
procesos de desarrollo, la pared celular, el metabolismo de los lipidos y la sintesis
antocianinas. Los cambios mas notables de transcripcion se observaron para genes
implicados en las respuestas al estrés biotico, en particular las transcripciones de las
proteinas PRP, la translocacién y sintesis de proteinas (Pastori et al., 2003). Por otra
parte, AA también es un regulador de la division celular, elongacion celular y el

crecimiento (Kerk y Feldman 1995).

5.6.1. Funcién del AA en las plantas en condiciones de estrés

El AA protege tanto a los organelos como a las células de los dafios ocasionados
por sobreacumulacion de las ERO, promovidas por algun tipo de estrés (Naz et al.,
2016). El AA controla la division y expansion celular, acta como cofactor de muchas
enzimas, modula la percepcidn de sefiales, participa en la fotosintesis, en la biosintesis
de reguladores de crecimiento y regeneracion de antioxidantes. El AA es abundante en
los meristemos, células fotosintéticas y diferentes frutos (Mazid et al., 2011). Altas
concentraciones de AA se han encontrado en cloroplastos de hojas completamente
maduras. Estudios realizados con diferentes tratamientos de AA, demostraron que
funciona como una molécula sefial, mejorando la tolerancia a los diferentes tipos de

estrés, incrementa la productividad, regulando un gran numero de rutas fisio-
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bioquimicas en condiciones de no estrés y estrés tales como la salinidad, sequia y
temperaturas extremas (Akram et al., 2017). Existen varios estudios que demuestran el
efecto tanto a corto (asperjado) como a largo plazo (tratamiento en semillas) del AA.
Los tratamientos a corto plazo se han realizado asperjando diferentes concentraciones
de AA y aplicado de manera foliar en Olea europea L. observandose un incremento en
la altura de la planta, numero de hojas, area foliar (Mayi et al., 2014). Murugan et al.
(2012) demostraron que la aspersion foliar de AA de 400 a 660 mg L' en Camelia spp.
en condiciones de invernadero increment6 los pigmentos clorofilicos (clorofila a, b), la
actividad de enzimas como la polifenol oxidasa, fenilalanina amonoliasa, incrementé en
alcaloides y terpenos que le daban un mejor sabor a la infusibn. También se observé
que plantas de canola (Brassica napus) en condiciones de estrés hidrico y asperjadas
con AA incrementaron los pesos fresco y seco de la raiz y del tallo, redujo el estrés por
fotoxidacion por efecto de la falta de agua (Shafiqg et al., 2014).

El efecto a largo plazo del AA fue demostrado en Lens culinaris cuando las
semillas pre tratadas se germinaron en condiciones de salinidad, el AA mejord la
sobrevivencia y los componentes de productividad en contraste con las no tratadas
(Alami-Milani y Aghaei-Gharachorlou, 2015). En Heliantus annus en condiciones de
estrés hidrico se incrementd el porcentaje de germinacion en semillas pretratadas con
AA, asi como el peso fresco y seco del tallo (Fatemi, 2014). Interesantemente, en
plantulas pretratadas con AA y sembradas en condiciones de estrés por sal, el AA
incrementd la concentracion de prolina, incremento el contenido relativo de agua,

clorofila, actividad de enzimas antioxidantes (Agami, 2014).
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5.7. Efecto del AS, DHA y H202 en la reduccion de sintomas de SPMP

Recientemente se ha probado el efecto a corto plazo del H202, dehidroascorbato
(DHA) vy largo plazo del AS en la disminucion de los sintomas a fitoplasma (Romero-
Romero y Lépez-Delgado, 2009; Sanchez-Rojo et al., 2011) y en la tolerancia a estrés
hidrico en plantas de papa infectadas con fitoplasma (Martinez-Gutiérrez et al., 2012)
en estos trabajos se ha demostrado que existe una reduccion de los sintomas
asociados con un incremento de la actividad antioxidante y la concentracién de H202,
resultando en un incremento de la productividad y calidad del tubérculo.

Se ha demostrado que el H20:2 incrementa el contenido de clorofila en plantas
infectadas por fitoplasma resultando en un aumento en el peso y el contenido de
almidén de los minitubérculos (L6pez-Delgado et al., 2005; Romero-Romero y Lépez-
Delgado, 2009). En el cultivo de papa, se han venido estudiando nuevas alternativas
para incrementar la produccion a través de las respuestas oxidativas y antioxidativas
naturales en las plantas, para ser usadas y manipuladas en el manejo integrado

(Romero-Romero y Lopez-Delgado, 2009).

5.8. Efecto de las bacterias en las relaciones hidricas
El estatus hidrico en el tejido de las plantases determinante en la interaccion
planta-patogeno. La disponibilidad del agua, es uno de los factores que facilita la
replicacion de la bacteria tanto en la superficie como en la parte interna de las plantas
Por lo tanto, es fundamental determinar el estado hidrico en el sistema suelo planta
atmosfera para determinar su influencia en la relacion planta-patogeno (Fatima y
Senthil-Kumar, 2017). El agua como un factor limitante, es diferencialmente manipulada

tanto por la planta, como por el patégeno durante la infeccion compatible o
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incompatible. Las bacterias foliares y vasculares emplean diferentes estrategias para
alterar el estatus hidrico de la planta y eventualmente establecer la infeccién. Los
patogenos foliares, manipulan su propia maquinaria en respuesta a una limitacion de
agua por parte de la planta. Ellos también modulan la maquinaria de la planta para
promover enfermedades para promover rupturas celulares y seguir absorbiendo agua y
nutrientes. Similarmente, los patdégenos vasculares usan diferentes estrategias tales
como obstruccién y embolismo de los vasos que conduce al marchitamiento de la planta
(Fatima y Senthil-Kumar, 2017). Las bacterias patégenas asociadas al sistema vascular
estan entre las mas devastadoras debido a que dafian el xilema y elementos traqueales
gue estan involucrados en el transporte de agua y minerales desde la raiz a diferentes
organos fotosintéticos. La homeostasis de la planta se ve comprometida por el déficit de
agua por la infeccion bacteriana, por lo tanto la planta emplea energia y mecanismos de
defensa en protegerse del estrés hidrico mas que por el patdbgeno, esta accion provee
oportunidad a la bacteria de invadir otros tejidos que no eran accesibles facilmente
(Fatima y Senthil-Kumar, 2017). Las estrategias de las bacterias patégenas involucran
la produccion de polimeros higroscépicos que obstruyen las vesiculas del xilema como
se observo con Ralstonia solanacearum (agente causal del marchitamiento del tomate),
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (agente causal del cancro del tomate, y
P. stewartii subsp. stewartii (Mansfield et al., 2012).

Las plantas emplean diferentes mecanismos de defensa para evadir la invasion.
Algunas estrategias de defensa operan a través de varios rutas metabdlicas, las cuales
limitan la disponibilidad de agua, una desecacion en el sitio de infeccion, es la
estrategia mas efectiva que restringe la multiplicacion bacteriana. La conductancia

estomatica es regulada criticamente por la planta, modulando el estatus hidrico para
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restringir la replicacion de la bacteria. Las plantas cierran el estoma para limitar la
disponibilidad del agua en el apopalasto de las células que se encuentran bajo la
infeccion bacteriana (Melotto et al., 2008). Las respuestas de las plantas contra los
patdgenos involucran el cierre estomatico, la pérdida del agua del apoplasto y la
reduccion en la conductancia de agua en el xilema. Las plantas inducen el cierre
estomatico después de reconocer las moléculas efectoras producidas por las bacterias
patdogenas. Estudios previos demostraron una reduccidn en la transpiracion,
conductancia estomética y abertura del estoma en Arabidopsis después de lagunas
infiltraciones con efectores avrRpt2 y avrRpml provenientes de P. syringae,
demostrando el impacto sobre la regulacién de los estomas limitando el agua hacia el
apoplasto (Freeman y Beattie 2009). También se ha observado, que los fitoplasmas
estan asociados con cambios en los procesos fotosintéticos promoviendo alteraciones
en la conductancia estomatica en Cocos nucifera como lo sugiere Leon et al. (2012).
Hasta el momento son nulos los trabajos sobre efecto que tiene la infecciéon con Ca.
Liberibacter solanacearum en la conductancia estomatica y potencial hidrico de plantas

de papa.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Material bioldgico

Se colectaron plantas de papa en campo del clon 981819 con sintomas de punta
morada; se verificaron positivas y negativas a la amplificacién Ca. Liberibacter por PCR.
Los genotipos positivos y negativos se incluyeron al banco de germoplasma in vitro del
Programa de Papa del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) Metepec, Edo. Méx. Las microplantas con amplificacion positiva y
negativa a Ca. Liberibacter solanacearum vy libres de virus (ELISA), se propagaron in

vitro por el método descrito por Espinoza et al. (1986).

6.2. Etapa 1. Experimentos in vitro

Aproximadamente 80 esquejes provenientes de vitroplantas infectadas con Ca.
Liberibacter se subcultivaron durante 30 dias en medio MS adicionando AS 0.001 mM
(Sanchez-Rojo et al., 2011); otro grupo de 80 esquejes previamente incubados durante
una hora en una solucion de H202 0.5 mM (Mora-Herrera y Lépez-Delgado, 2007) se
subcultivaron en medio MS durante 30 dias; el tercer tratamiento consté de esquejes
previamente incubados durante una hora en una solucion de 6 uM de DHA y después
fueron subcultivados en medio MS durante 30 dias. Se utilizaron plantas de Solanum
tuberosum infectadas y no infectadas con Ca. Liberibacter sin ningln tratamiento como
plantas testigo. A los 30 dias del subcultivo y tratamiento con moléculas sefial, se
cuantifico la actividad enzimatica de CAT, POX, calosa sintetasa, concentracion de
H202 y deposicion de calosa en tubos cribosos, contenido relativo de clorofila, peso
fresco y longitud del tallo de las vitroplantas. Se realizaron tres experimentos, utilizando

tres vitroplantas por tratamiento para la determinaciéon bioquimica e histoquimica.
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6.3. Etapa 2 y 3: Experimentos en invernadero
6.3.1. Etapa 2: Efecto a largo plazo (pretratamientos con AS, DHA y H202)

Se utilizaron 15 vitroplantas por cada tratamiento de 30 dias de edad
previamente pretratadas con AS, DHA o H20: provenientes de la etapa 1. Las
vitroplantas se trasplantaron en macetas (16 cm de ancho por 12 cm de profundidad) en
una mezcla 2:1 de “peat moss” y agrolita volumen/volumen. Las macetas con plantas se
mantuvieron en un invernadero a una temperatura de 14-26 °C bajo fotoperiodo natural.
Las plantulas se dejaron crecer por un periodo de 90 dias. A los 73 dias después del
trasplante (DDT) se determind la actividad enzimatica de CAT, POX, concentracion de
H202, actividad de la calosa sintetasa, deposicion de calosa, potencial hidrico,
conductancia estomatica y contenido relativo de clorofila. Se utilizaron cinco vitroplantas
por tratamiento para determinar los parametros agronémicos a los 73 DDT como altura
del tallo, diametro del sexto entrenudo, peso seco, peso fresco. La productividad (peso
y numero de minitubérculos) de 10 plantas se determin6 a los 120 DDT. A los 120 dias

después de la cosecha se evalud la brotacién de los minitubérculos.

6.3.2. Etapa 3: Efecto a corto plazo (aspersion con AS, DHA y H202)

Esquejes provenientes de plantas infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum
se subcultivaron en medio MS, posteriormente fueron trasplantadas a invernadero y
asperjadas cada tercer dia a partir de los 30 DDT con AS 0.001 Mm (Sanchez-Rojo et
al., 2011); H202 1 mM (Romero-Romero y LoOpez-Delgado, 2009) 3.4 mM de DHA
(Romero-Romero y Lopez-Delgado, 2009) hasta los 90 DDT. El disefio utilizado fue
completamente aleatorio. Se utilizaron 15 plantas por cada tratamiento incluyendo a las

plantas testigo infectadas y no infectadas.
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Se evaluaron las mismas variables establecidas, con el mismo numero de
plantas que se utilizaron en el experimento a largo plazo y en las mismas fechas (73
DDT) para variables bioquimicas, asociadas a fotosintesis y agrondémicas, mientras que
para el nimero y peso de los minitubérculos fue a los 120 DDT. A los 120 dias de la

cosecha se evalud la brotacién de los minitubérculos.

6.4. Procedimientos de analisis

6.4.1. Extraccién de ADN por el método CETAB

Para la determinacion de Ca. Liberibacter se realiz6 la extraccion del ADN por la
técnica de CTAB. Aproximadamente 250 mg de tejido (hojas y tallo de plantas in vitro)
se molieron con 1 mL de buffer de extraccion. Las muestras se incubaron a 65 °C por
1.30 h. Se agregaron 0.75 mL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se agitaron las
muestras por inmersién. Se centrifugaron durante 5 minutos a 10 000 g. Del
sobrenadante se tomaron 0.650 mL y se agregd la misma cantidad de cloroformo
alcohol isoamilico (24:1), en este caso 0.650 mL, y se agitdé por inmersion. Se centrifugé
5 min a 10 000 g. A 0.5 mL del sobrenadante se le agregd 166.6 pyL de acetato de
amonio 7.5 M. Las muestras se incubaron 10 minutos en hielo, posteriormente se
centrifugaron 10 minutos a 14 000 g. El sobrenadante se transfirié por inversion y se le
agrego 0.6 volumenes de isopropanol frio. Por 0.4 ml de sobrenadante se agregé 0.240
mL de isopropanol. Se agité por inversion y se dejo toda la noche a 4 °C. Se centrifugo
a 10000 g por 20 minutos. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se lavo con 0.7 mL
de etanol al 70% y se agitd suavemente por inversion. Se centrifugd 10 minutos a
10000 g y se desecho el sobrenadante por vaciado. La pastilla se volvio a lavar

agregando 0.700 mL de etanol al 70% y se agitO suavemente por inversion,
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posteriormente se centrifugd a 10 000 g. Se elimino el sobrenadante y se seco el pellet
por inversion sobre papel secante (aproximadamente 30 min). La pastilla se

resuspendio en 50 pL de agua MilliQ.

6.4.2. Deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum en microplantas

El ADN obtenido, se amplificd en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
en la modalidad de PCR secuencial para detectar la presencia Ca. Liberibacter se
utilizaron los primers Lp Frag 1-(25 F)/Lp Frag 1-(427R) y Lp Frag 2-(266 F)/LP Frag 2-
(1138R) de acuerdo a Hansen et al. (2008).

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos de 0.5 mL; el volumen total de la
reaccion fue de 25 pyL [50 ng de DNA, 1X amortiguador, 12.5 picomoles de cada
iniciador, 200 uM de cada dNTP (A, T, C, G), 2.0 mM de MgClz y 1.5 Unidades de la
enzima Taq DNA polimerasa (marca Gibco). Los PCR’s se llevaron a cabo en un
termociclador MJ Research con el programa: 1 ciclo de desnaturalizacién a 94 °C de 2
min y 35 ciclos adicionales con el siguiente programa: 1 min de desnaturalizacién a 94
°C; 30 s de apareamiento a 50 °C; 1.5 min de polimerizacién a 72 °C; y una extension
final de 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se fraccionaron en geles de
agarosa al 1.5 % en amortiguador TAE 0.05 %, se tifieron con bromuro de etidio (0.5

png/ml) y se visualizaron bajo luz ultravioleta (Almeyda, et al., 2001).

6.4.3. Determinacion de la concentracion de H202
Para encontrar los rangos de concentracion de H202 en tejido de hoja, se realizd
una curva con concentraciones de 882, 441, 220, 88.2 y 44.1 uM de H202, las cuales se

diluyeron 1:6 con 5 % de TCA, esa dilucion se volvio a diluir 1:7 en 5 % de TCA, de esta
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muestra se tom6 500 pL y se agrego 500 pL de luminol (0.5 mM, diluido en NH4OH 0.2
M pH 9) y 4.5 mL de hidréxido de amonio (NH4OH, 0.2 M pH 9), de esta mezcla se tomo
450 pL para la lectura final en el luminometro. La quimioluminiscencia se inicié por
inyeccion de 50 pL de ferrocianuro de potasio (0.5 mM, disuelto en NH4OH 0.2 M pH 9)

y se registrara la emision de fotones durante 5 s (Mora-Herrera et al., 2007).

6.4.4. Determinacion de la actividad de catalasa

La actividad enzimatica de CAT se determiné en tejido de hoja, de acuerdo al
método Aebi (1984), la cual consisti6 en moler tejido vegetal en 50 mM de fosfato de
potasio pH 7.2, 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 2% PVP (1 mL 0.25 g peso fresco), se
centrifugd a 3000 g por 15 min. La reaccion se leyé a 240 nandémetros por 3 min cada
20 s con un medio de reaccion. La actividad enzimatica se calculd por el coeficiente de

absortividad 39.4 mM-1 cm.

6.4.5. Cuantificacion de la actividad enzimética de la POX

La cuantificacion de la actividad enzimatica de la POX por espectrofotometria se
realiz6 de acuerdo al método descrito por Mora-Herrera y Lopez-Delgado (2007). La
extraccidon de proteina se realiz6 de la manera anteriormente descrita para CAT
(Anderson et al., 1995). La actividad enzimética de la POX se midi6 en la mezcla de
reaccion con amortiguador de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0, 3.33 mM de guaiacol, 4
mM de H202 y 0.020 mL de la muestra en un volumen final de 3 mL. La reaccion se
inicié con la adicion de la muestra a 25-28 °C. El blanco consistié en el amortiguador de
reaccion sin extracto de proteina. La oxidacion del sustrato (guaiacol) se determind por

el incremento en la absorbancia a 470 nm durante 3 minutos en intervalos de 30 s. Para
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medir la actividad de la POX se uso el coeficiente de absortividad del guaiacol €= 2.6

mmolt mm1,

6.4.6. Contenido relativo de clorofila (SPAD meter)
El contenido relativo de clorofila fue determinado con un SPAD-meter (Minolta-
Konica, Japdn). Se evaluo la sexta hoja completamente madura, seleccionada a partir

del 4pice. Las unidades fueron expresadas como unidades SPAD.

6.4.7. Potencial de agua (Wa) y conductancia estomatica (gs)

Las mediciones de potencial de agua (Wa) se hicieron con una bomba de presion
tipo Scholander (Scholander et al., 1965. La lamina se introdujo dentro de la camara,
dejando la parte basal expuesta (peciolo). La presion interior de la camara se
incrementd lentamente hasta obtener un balance de presién en la columna de agua del
xilema en la hoja, el cual se alcanz6 cuando una pequefia gota de savia aparecio en la
zona expuesta (Turner, 1988). La conductancia estomatica fue medida mediante un
porémetro de difusion (Leaf Porometer SC-1 Decagon DEVICES, Inc. U.S.A), usando la
técnica del estado estacionario. Las mediciones se hicieron en la sexta hoja contando a

partir del apice que estuviera completamente madura.

6.4.8. Parametros de productividad
Se determiné el peso fresco y seco de la parte aérea de la planta. Los tallos con
hojas se cosecharon y se pesaron en una balanza granataria al momento del corte,

posteriormente el tejido fue colocado en bolsas de papel e introducido a una estufa
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(Thelco) a temperatura constante de 60 °C hasta obtener peso constante. Las muestras
secas fueron pesadas en una balanza analitica para determinar el peso seco.

Un dia después de la cosecha, la cual se realiz6 a los 120 DDT, se evalud el
namero y el peso fresco de minitubérculos por planta. EI nimero de brotes fue
determinado a los 120 dias después de la cosecha. Tomando como tubérculo brotado

cuando el brote alcanzo mas de 2 mm.

6.4.9. Andlisis de microscopia para determinar deposicion de calosa

Para realizar la técnica deteccion de calosa por epifluoresencia, se tomaron
aproximadamente 0.5 cm? de tejido vegetal del cuarto entrenudo de la vitroplanta, éste
se fij6 en una solucion de FAA (Formol 10%, Alcohol etilico 50%, Ac. Acético glacial 5%,
Agua destilada 35%) al menos durante 48 horas. Posteriormente cada muestra de tejido
se deshidraté en diferentes soluciones de alcoholes etilicos graduales (30, 50, 70, 80,
96 y 100%) y una solucién de alcohol-xilol, xilol puro, xilol-parafina por dos horas en
cada uno. Al terminar se hizo la inclusion en parafina al 100% durante 24 h.
Posteriormente, se realizaron los cortes histoldégicos a un grosor de 10 micrémetros en
un micrétomo manual American Optical 820. Los cortes se montaron en un portaobjetos
para posteriormente ser desparafinados (LOpez et al., 2005). Para la deteccion de
calosa, los cortes se tifieron por 1 minuto en una solucion de azul de anilina 1% (w/v) y
acido acético 1% (w/v). El tejido se analizé por epifluoresencia (con filtros de 365, 395y

397 nm) usando un microscopio Axioscope (Voigt et al., 2006).
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6.4.10. Actividad de la calosa sintetasa por gel nativo de actividad

La determinacion de la actividad de la calosa sintetasa se hizo de acuerdo al
meétodo de Valluri y Soltes, (1990). El tejido usado fue de la misma zona de donde se
realizaron los cortes histolégicos. Se colectaran 100 mg de tejido el cual se lavé con
agua destilada. Posteriormente el tejido se macero en una solucion amortiguadora de
125 mM de Tris-HCL pH 6.8 que contenia 10% de glicerol y 1% de digitonin, el extracto
se centrifugd a 13000 g por 5 minutos. Al sobrenadante se le cuantificé la proteina
soluble con un nanodrop (Thermo-Scientific). Se utilizaron 50 pug de proteina del
extracto, que se usaron para cargar los pozos del gel. El gel de acrilamida (4.5%
apilamiento y 7.5% de corrida) fue corrido a 15 mA por gel durante 100 minutos.
Posteriormente los geles se colocaron en recipientes de plastico con una solucion de 10
mM Tris-HCI pH 7.5 por un periodo de 30 minutos. Posteriormente, los geles fueron
enjuagados con un lavado de agua destilada e incubado en una solucion de 50 mM
Tris-HCI pH 7.5 que contenia 3 mM de NaNs3, 5 mM de UDP-glucosa (no marcada) y
cofactores como 5 mM de CaCl3 y 10 mM de celobiosa por un periodo de 30 minutos.
Posteriormente, los geles se tifieron con 100 mL de una solucién de Tris-HCI 50 mM pH
7.5 que contenia 0.1% de calcofluor. Los geles se destifieron con una solucién de 10
mM Tris-HCI pH 7.5 durante dos horas en agitacibn continua. Las bandas se

visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta.
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6.4.11. Disefio experimental

Se utilizd un disefio completamente aleatorio. Se realizaron por lo menos tres
experimentos y cada variable se cuantificé al menos tres veces. Las variables continuas
fueron analizadas por medio de la prueba ANOVA (P = 0.05), en algunos casos los
promedios de los tratamientos se analizaron con la prueba de comparacion multiple de

medias de Tukey (P < 0.05), mediante el programa Statgraphics plus 5.0.
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7. RESULTADOS
7.1. Etapa 1. Experimentos in vitro

7.1.1. Actividad POX, CAT y concentracion de H20:2

Se determiné la actividad de la enzima POX, CAT y concentracion de H202 en
vitroplantas de 30 de dias de subcultivo infectadas y no infectadas con Ca. Liberibacter,
previo a los tratamientos con AS, DHA y H202. Se observo, que las vitroplantas
positivas a Ca. Liberibacter disminuyeron significativamente la actividad de CAT (Figura
1A), incrementaron la actividad de POX (Figura 1B) asi como la concentracién de H20:2

(Figura 1C) significativamente con respecto a las vitroplantas sanas.
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Figura 1. Actividad de la enzima CAT (A), POX (B) y concentracién de H202 (C) en
vitroplantas negativas y positivas a Ca. Liberibacter solanacearum a los 30 dias
después de subcultivarlas. Datos son promedios + ES, n=9. Barras con diferente letra
denotan diferencia significativa.
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7.1.2. Actividad de calosa sintetasa y deposicion de calosa

Se logré la visualizacién de las bandas de actividad de calosa sintetasa en plantas
positivas y negativas a Ca. Liberibacter, observandose que la actividad de la calosa
sintetasa en plantas enfermas, fue significativamente menor que en las plantas sanas
(Figura 2A, B). Se encontro en cortes de tallo menor acumulacion de calosa en tubos
cribosos en plantas infectadas con Ca. Liberibacter (Figura 3) en contraste con las
plantas no infectadas, como se observa en las micrografias tomadas con microscopio
de fluorescencia. La calosa se visualiza por coloracién verde fluorescente debido a la

epifluoresencia (Figura 3).
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Figura 2. Gel nativo de actividad de calosa sintetasa (A) y densidad Optica de las
bandas de vitroplantas del clon 981819 negativas (carril 1-3) y positivas (carril 4-6) a
Ca. Liberibacter. Datos son promedios + ES, n=9. Barras con diferente letra denotan

diferencia significativa.
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Figura 3. Micrografias con microscopio de fluorescencia del cuarto entrenudo de tallos
de vitroplantas de 30 dias de subcultivarlas tomadas a 20x. (A) plantas negativas a Ca.
Liberibacter; (B) plantas positivas a Ca. Liberibacter. x) xilema, f)floema, c) cortex.

7.1.3. Efectos de los tratamientos de AS, DHA y H202 en vitroplantas
infectadas y no infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum

7.1.4. Actividad enzimatica de CAT, POX y concentracién de H20:2

Se determind que el AS no incremento la actividad de la CAT significativamente
con respecto a las vitroplantas testigos infectadas; sin embargo, se observé un
incremento no significativo en las vitroplantas tratadas con AS en contraste con las
vitroplantas infectadas (Figura 4A). Los tratamientos con DHA y H202 incrementaron
significativamente la actividad de la CAT en contraste con las vitroplantas positivas a
Ca. Liberibacter, incluso igualando la actividad de las plantas testigo no infectadas
(Figura 4A).

En plantas no infectadas con Ca. Liberibacter, la actividad de POX fue

significativamente menor en contraste con las vitroplantas positivas; sin embargo,

ninguno de los tratamientos redujo o incremento significativamente la actividad de POX
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en las plantas infectadas (Figura 4B). El tratamiento con H202 incremento
significativamente la actividad de POX con respecto a las plantas tratadas con AS
(Figura 4B).

Las vitroplantas tratadas con AS, DHA y H202 presentaron concentraciones
similares de H202 con respecto al testigo positivo; sin embargo fueron
significativamente mas altos con respecto al testigo negativo. Se determiné una
correlacion negativa entre la actividad CAT y la concentracion de H202, los tratamientos
incrementan la actividad de CAT en plantas enfermas con respecto a las enfermas sin

tratamientos; mientras que mantienen elevada concentracién de H20:2 (Figura 4C).
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Figura 4. Actividad de CAT (A), POX (B) y concentracion de H202 (C) en vitroplantas
positivas a Ca. Liberibacter solanacearum y tratadas con AS, DHA y H20: a los 30 dias
después de los tratamientos en condiciones in vitro. Datos son promedios * ES, n=9.
Barras con diferente letra denotan diferencia significativa.

44



7.1.5. Actividad de calosa sintetasa de plantas in vitro e incubadas con AS,
DHA y H20:2

EL H202 incremento la actividad de calosa sintetasa similar a las plantas testigoS
no infectadas (Fig. 5 A, B). Se observé una reduccion en la acumulacion de calosa en el
floema del cuarto entrenudo en las microplantas infectadas y tratadas con AS y DHA
(Figura 6C, E). En éste estudio, se observdO una mayor acumulacion de calosa y
actividad de calosa sintetasa cuando las microplantas fueron incubados en H20:2 (Fig. 5
A, B). En las plantas no infectadas se observé una mayor actividad de calosa sintetasa

y deposicion de calosa (Figura 5A, B; 6A).
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Figura 5. Actividad de calosa sintetasa. (A) Gel nativo de actividad, (B) Densidad 6ptica
de las bandas por tratamiento de microplantas infectadas y no infectadas, previamente
tratadas con AS, H202, DHA. Datos son promedios = ES, n=9. Barras con diferente letra
denotan diferencia significativa.
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Figura 6. Efecto de AS, H202, DHA en la acumulacion de calosa en vitroplantas de papa
cultivadas a los 30 dias. Vitroplantas sanas (A), Vitroplantas infectadas (B), Infectadas
tratadas con AS (C), Infectadas tratadas con H202 (D), Infectadas tratadas con DHA (E).
Floema del Sistema vascular (f), Cortex (cx), xilema (x).Barra = 200pum
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7.1.6. Peso fresco, longitud del tallo y contenido relativo de clorofila de las
vitroplantas

Las vitroplantas infectadas con Ca. Liberibacter, presentaron una reduccion
significativa en el peso fresco con respecto a las plantas no infectadas. Los tratamientos
con AS, DHA y H202 indujeron un incremento en peso fresco de manera significativa
(Figura 7A) comparadas con las vitroplantas no infectadas e infectadas por la bacteria.
En este trabajo, se observé que el DHA y H20: fueron los tratamientos que mas
incrementaron el peso fresco de manera significativa en comparaciéon con el tratamiento
de AS y las vitroplantas testigo. (Figura 7A). Una de las caracteristicas asociadas con el
SPMP es la reduccion significativa en la altura de la planta producto de la infeccion
(Figura 7B). Los tratamientos con AS, DHA y H20:2 incrementaron la altura del tallo
significativamente en condiciones de in vitro comparado con las vitroplantas infectadas
(Figura 7B). Sin embargo, es importante recalcar el efecto del DHA y H20:2 debido a que
se observé que estas dos moléculas fueron las que mas incrementaron la altura del tallo
superando a las vitroplantas testigo no infectadas (Figura 7B).

Finalmente, el contenido de clorofila se redujo significativamente en vitroplantas
infectadas con Ca. Liberibacter en comparacion con las negativas. Todos los
tratamientos con las moléculas sefalizadoras incrementaron significativamente el
contenido relativo de clorofila (Figura 7C), incluso superando a los encontrados en las

plantas testigos infectadas.
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Figura 7. Peso fresco (A), altura del tallo (B) y contenido relativo de clorofila (C) en
vitroplantas positivas a Ca. Liberibacter solanacearum y tratadas con AS, DHA y H202 a
los 30 dias después de los tratamientos en condiciones in vitro. Datos son promedios +

ES, n=15. Barras con diferente letra denotan diferencia significativa.
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7.2. Etapa 2y 3: Experimentos de invernadero

7.2.1. Etapa 2: Efecto a largo plazo (pretaratamientos con AS, DHA y H202)
7.2.1.1. Actividad enzimatica de la CAT, POX y concentracion de H202
Las plantas no infectadas e infectadas no presentaron diferencias significativas
en la actividad enzimatica de POX. El pretratamiento con AS incrementd
significativamente la actividad de POX respecto a las tratadas con DHA y H202. El
pretratamiento con DHA redujo significativamente la actividad con respecto a los otros
tratamientos (Figura 8A). En plantas no infectadas, infectadas y pretratadas con AS no
se observaron diferencias significativas en la actividad enzimatica de CAT; sin embargo
los pretratamientos con DHA y H20: incrementaron significativamente la actividad de
CAT (Figura 8B). Se observaron diferencias significativas en los pretratamientos con
DHA y H202, la concentracion de H202 fue méas alta con respecto a las del testigo no
infectadas; sin embargo las plantas pretratadas con AS presentaron concentraciones de
H20:2 similares al testigo no infectadas (Figura 8C). Interesantemente podemos observar
una relacion entre la concentracion de H20:2 y la actividad de CAT entre las plantas

pretratadas con DHA y H202.
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Figura 8. Actividad de POX (A), CAT (B) y concentracién de H20:2 (C) en plantas no
infectadas, infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum y pretratadas con AS, H202y
DHA. + ES, n=9. Barras con diferente letra denotan diferencia significativa.
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7.2.1.2. Actividad de la calosa sintetasa y deposicion de calosa
No se observaron cambios significativos en la actividad de la calosa sintetasa con
ninguno de los pretratamientos (Figura 9A, B). Sin embargo, los tratamientos con DHA 'y
H202 incrementaron de manera no significativa la actividad de la calosa sintetasa
(Figura 9A, B). Se observé una deposicion de calosa en todos los tratamientos de

manera uniforme incluyendo en las plantas infectadas y no infectadas (Figura 10)
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Figura 9. Actividad de calosa sintetasa. (A) Gel nativo de actividad, (B) densidad 6ptica

de las bandas por tratamiento en plantas no infectadas, infectadas con Ca. Liberibacter

solanacearum y pretratadas con AS, DHA y H202. + ES, n=9. Barras con diferente letra
denotan diferencia significativa.
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£,

Figura 10 .Efecto de AS, H202, DHA en la acumulacion de calosa en plantas sanas (A),
infectadas (B), y pretratadas con AS (C), DHA (D), H202 (E). Floema del Sistema
vascular (f), xilema (x). Barra = 80um.

7.2.1.3. Potencial hidrico (Wa) y conductancia estomatica (gs)
Las plantas infectadas con Ca. Liberibacter presentaron un mayor Wa con
respecto a las no infectadas (Cuadro 1); sin embargo, los pretratamientos con AS, DHA

y H202 incrementaron el Wa con respecto a las plantas sanas, pero fueron

significativamente mas bajos con respecto a las plantas enfermas (Cuadro 1). Las
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plantas infectadas con Ca. Liberibacter redujeron significativamente la conductancia
estomatica hasta en 64% (Cuadrol) con respecto a las plantas sanas; los
pretratamientos con AS y H202 redujeron significativamente la conductancia estomatica
en 43% y 34% respectivamente en contraste con las plantas positivas a Ca.
Liberibacter. En las plantas pretratadas con DHA hubo un incremento significativo (44%)
en la conductancia estomatica con respecto a las plantas enfermas (Cuadro 1). Las
plantas enfermas presentaron un contenido relativo de clorofila significativamente mas
bajo (35%) con respecto a las plantas no infectadas. Los pretratamientos contribuyeron
a un incremento significativo en el contenido relativo de clorofila entre un 7 y 9% con
respecto a las plantas enfermas sin tratamiento (Cuadrol).

Cuadro 1. Efecto a largo plazo del AS, DHA y H202 en algunos parametros asociados a

fotosintesis en plantas infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum a los 73 DDT en
condiciones de invernadero.

Tratamiento Potencial Conductancia Contenido relativo
hidrico (MPa) estomatica de clorofila
(mmoles m?s?) (unidad SPAD)
Plantas sanas -0.72+£0.08a 201.28+18.6b 40.08 +1.70a
Plantas enfermas -0.33+£0.04c 74.02+7.6¢C 25.97 + 0.58c

Plantas enfermas + AS -0.50+0.04b 42.40+4.8d 29.03 £ 0.89b
Plantas enfermas + DHA -0.43+0.07c 290.27 +39.5a 29.60 + 1.84b
Plantas enfermas + H202> -0.39 + 0.03¢ 49.10 + 8.6d 29.28 £+ 0.43b

Datos son de 3 experimentos n=15 + ES. Diferentes letras denotan diferencias
significativas (P<0.05)

7.2.1.4. Efecto del AS, DHA y H202 en el peso fresco y seco de las

plantas
El peso fresco de plantas infectadas fue similar al de las plantas sanas testigo;
sin embargo, los pretratamientos con AS y H202 incrementaron significativamente el
peso fresco con respecto a las plantas infectadas en un 38 y 34.16% respectivamente

(Figura 11A). Interesantemente el pretratamiento con DHA incremento el peso fresco
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(12.5%) aunque de manera no significativa respecto a las plantas control infectadas.
Resultados similares fueron obtenidos con el peso seco de la planta (Figura 11B). En
este trabajo, no se observaron diferencias significativas en el peso seco entre plantas
infectadas, sanas y pretratadas con DHA; es importante hacer mencién, que los
pretratamientos con AS y H202 incrementaron significativamente la materia seca en un

50 y 52.3% respecto a las plantas testigo infectadas (Figura 11B).
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Figura 11. Peso fresco (A), y peso seco (B) en plantas no infectadas, infectadas con Ca.
Liberibacter solanacearum y pretratadas con AS, H202 y DHA. + ES, n=15. Barras con
diferente letra denotan diferencia significativa.
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7.2.1.5. Efecto del AS, DHA y H202 en la altura y diametro del tallo
Los pretratamientos con AS, DHA y H202 no tuvieron efectos significativos en la
altura de la plantas con respecto a las plantas testigo infectadas; sin embargo, el
tratamiento con H202 incremento significativamente la altura del tallo con respecto a las
plantas tratadas con AS (Figura 12A). Las plantas testigo no infectadas fueron
significativamente mas altas en contraste con las infectadas. El diametro del sexto

entrenudo fue significativamente reducido con el pretratamiento de AS (Figura 12B).
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Figural2. Altura de la planta (A) y diametro del sexto entrenudo (B) en plantas no
infectadas, infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum y pretratadas con AS, H202y
DHA. + ES, n=15. Barras con diferente letra denotan diferencia significativa.
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7.2.1.6. Efecto del AS, DHA y H202 en la brotacion, peso y numero de
minitubérculos
Las plantas pretratadas con AS incrementaron el niamero de minitubérculos
similar al de las plantas testigo no infectadas; mientras que las plantas infectadas y
tratadas con DHA y H20:2 redujeron el nimero de minitubérculos en contraste con los
obtenidos de las plantas no infectadas (Figura 13A). Los pretratamientos con DHA y
H20:2 incrementaron significativamente el peso de los minitubérculos en contraste con
los obtenidos de plantas enfermas con Ca. Liberibacter (Figura 13B). El H202 fue el
tratamiento que indujo un mayor numero de brotes con respecto a la las plantas testigo

infectadas y no infectadas (Figura 13C).
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7.2.2. Efecto a corto plazo (aspersion con AS, DHA y H202)

7.2.2.1. Actividad enzimatica de POX, CAT y concentracion de H202

En las plantas testigo no infectadas, se observé un incremento significativo de la
actividad enzimatica de la POX en comparacion con las plantas testigo infectadas por la
bacteria (Figura 14A). Ninguno de los tratamientos incremento la actividad enzimatica
de POX en plantas infectadas con Ca. Liberibacter con respecto a las platas testigo no
infectadas. En las plantas testigo no infectadas, la actividad enziméatica de CAT se
incrementd significativamente con respecto a las plantas testigo infectadas con la
bacteria (Figura 14B). El tratamiento con SA no incrementé la actividad de la enzima;
sin embargo, los tratamientos con DHA y H20:2 incrementaron significativamente la
actividad de la CAT con respecto a las plantas testigos infectadas. El tratamiento con
H20:2 incrementd de manera significativa la actividad de la CAT con respecto a todos los
tratamientos incluyendo las plantas testigo no infectadas (Figura 14A). La concentracion
de H202 se incrementd en las plantas testigo infectadas con Ca. Liberiberibacter
comparado con el de las plantas testigo no infectadas (Figura 14C). El tratamiento con
DHA fue el que incrementé de manera significativa el H202 con respecto a todos los

tratamientos (Figura 14C).
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7.2.2.2. Actividad de la calosa sintetasa y deposicion de calosa
No se observaron cambios significativos en la actividad de la calosa sintetasa en
las plantas infectadas y asperjadas con las moléculas sefial y testigos (Figura 15A, B).
Sin embargo si se puede observar, una intensidad ligeramente mayor en las bandas de
la actividad de la calosa sintetasa con los tratamientos de DHA y H202 (Figura 15A, B).
También se observd una deposicion de calosa en todos los tratamientos de manera

uniforme (Figura 16).
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Figura 15. Gel nativo de actividad (A), actividad de calosa sintetasa (B) densidad Optica

de las bandas por tratamiento de plantas no infectadas, infectadas con Ca. Liberibacter

solanacearum y asperjadas con AS, H202 y DHA. £ ES, n=9. Barras con diferente letra
denotan diferencia significativa.
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e

Figura 16. Efecto de AS, H202, DHA en la acumulacion de calosa en plantas
sanas(A),infectadas (B), asperjadas con AS (C), DHA (D), H202 (E). Floema del
Sistema vascular (f), xilema (x). Barra = 80um.

7.2.2.3. Potencial hidrico (Wa) y conductancia estomatica (gs)
Las plantas no infectadas con el patdgeno presentaron significativamente un
menor Wa comparado con el de las plantas infectadas por Ca. Liberibacter (Cuadro 2).

Interesantemente, los tratamientos con AS, DHA y H202 no incrementaron
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significativamente el Wa en las plantas infectadas. El tratamiento con DHA redujo
significativamente el Wa a valores similares a los de las plantas testigo sanas. No se
observé un efecto a corto plazo en la conductancia estomatica y el contenido relativo de
clorofila por efecto de los tratamientos con AS, DHA y H202 (Cuadro 2) en las plantas
infectadas con Ca. Liberibacter; sin embargo, si se observo una reduccion significativa
en la gs en las plantas tratadas con H202 en contraste con las plantas no infectadas
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto a corto plazo del AS, DHA y H202 en algunos parametros asociados a

fotosintesis en plantas infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum a los 73 DDT en
condiciones de invernadero. Datos son de 3 experimentos n=15 + ES.

Tratamiento Potencial Conductancia Contenido
hidrico (MPa)  estomatica relativo de
(mmoles m2s1) clorofila
(unidad SPAD)

Plantas sanas -0.48 £ 0.02a 753.28 + 49.56a 33.22 + 1.35a
Plantas enfermas -0.37 £0.03b 653.61 £ 39.67ab 30.25 + 2.02a
Plantas enfermas + AS -0.43 +£0.03ab 638.19 +45.1ab 30.53 +2.21a
Plantas enfermas + DHA -0.50 = 0.02a 692.22 + 30.87ab 28.54 +1.78a
Plantas enfermas + H2O> -0.40 + 0.03ab 606.70 + 38.05b  30.82 + 2.05a

Diferentes letras denotan diferencias significativas (P<0.05).
7.2.2.4. Efecto del AS, DHA y H202 en el peso fresco y seco de las
plantas
El AS y el H202 incrementaron significativamente el peso fresco de las plantas
infectadas con Ca. Liberibacter con respecto a las plantas testigo positivas y negativas.
Interesantemente el DHA no incrementd el peso, observandose valores similares al
testigo positivo (Figura 17A). Resultados similares al peso fresco fueron observados con
el peso seco. El AS y el H202 incrementaron significativamente el peso seco con

respecto a las plantas infectadas y no infectadas (Figura 17B).
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Figura 17. Peso fresco (A), peso seco (B) de plantas no infectadas, infectadas con Ca.
Liberibacter solanacearum y asperjadas con AS, DHA y H202. + ES, n=15. Barras con
diferente letra denotan diferencia significativa.
7.2.2.5. Efecto del AS, DHA y H202 en la altura y el diametro del tallo

Las plantas testigo positivas redujeron la altura del tallo por efecto del patégeno.
Sin embargo, el AS y el H202 lo incrementaron, observandose diferencias significativas
con respecto a las plantas testigos infectadas (Figura 18A). Las plantas positivas testigo
presentaron un diametro significativamente mayor con respecto a todos los tratamientos
(Figura 18B). Sin embargo las tres moléculas sefial (AS, DHA y H202) redujeron el
diametro del sexto entrenudo a valores similares a los del testigo negativo (Figura 18B).
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Figura 18. Altura del tallo (A), diametro del sexto entrenudo (B) en plantas no
infectadas, infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum y asperjadas con AS, DHA y
H20:2. + ES, n=30. Barras con diferente letra denotan diferencia significativa.
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7.2.2.6. Efecto del AS, DHA y H202 en la brotacion, peso y numero de
minitubérculos
Las plantas positivas testigo produjeron significativamente menos tubérculos que
las plantas testigo negativas (Figura 19A). Los tratamientos con AS, DHA y H20:2
incrementaron aunque no de manera significativa el numero de minitubérculos (Figura
19A). Interesantemente el efecto de las moléculas sefal fue observado en el peso de
los minitubérculos incrementando significativamente el peso con respecto al testigo
positivo (Figura 19B). También se observo que la infeccion por el patégeno incremento
de manera significativa la induccién de brotes (Figura 19C); sin embargo el tratamiento
con DHA y H202 increment6 de manera significativa el nimero de brotes (Figura 19C)

respecto al control negativo y positivo.
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8. DISCUSION

8.1. Etapa 1: Experimentos in vitro

Las vitroplantas infectadas con Ca. Liberibacter, presentaron cambios
significativos a nivel de actividad de enzimas antioxidantes, concentracion de H202,
actividad de la calosa sintetasa que probablemente mediaron la acumulacién de calosa
en los tubos cribosos. En este trabajo se determind que las vitroplantas infectadas por
la bacteria, presentaron cambios diferenciales con respecto a las plantas no infectadas,
reduciendo significativamente la actividad de la CAT (Figura 1A) y de calosa sintetasa
(Figura 2A, B) mientras que un incremento significativo en la acumulacion interna de
H202 y actividad de la POX fue observado en comparacion con las vitroplantas no
infectadas (Figura 1B, C). Hasta la fecha no se han encontrados trabajos que
demuestren el efecto que tiene Ca. Liberibacter en los cambios en enzimas
antioxidantes en papa. Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los
encontrados en Ca. roseaus en condiciones de in vitro e infectadas por fitoplasma
(Leljack-Levanic et al., 2010). Estos autores reportaron que los fitoplasmas redujeron
significativamente la actividad de la CAT. La actividad de la CAT puede ser inhibida por
el AS acumulado, probablemente sintetizado como mecanismo de defensa por la
infeccion de Ca. Liberibacter, la reduccion en la actividad de la CAT incrementd la
concentracion del H202 (Figura 1C) lo que le permitié actuar como segundo mensajero
en la defensa de las plantas contra el estrés inducido por la bacteria (Klessig et al.,
2000).

La alta concentracion de H202 encontrada en plantas infectadas con Ca.

Liberibacter (Figura 4C) podria ser un factor endégeno que impide la diseminacion y

67



replicacion de Ca. Liberibacter en la planta, inhibiendo al patégeno o bien mediante la
generacion de ERO como el H202, moléculas que podrian tener una efecto
antimicrobiano como ha sido demostrado en el dosel de arboles de manzana infectados
por fitoplasma (Musetti et al., 2004). El H202 ha demostrado promover tolerancia contra
el estrés abiotico mediando la regulacion de enzimas antioxidantes como ocurre en el
estrés por sal (Larkindale y Huang, 2004), estrés por calor (Gao et al., 2010), asi como
por estrés hidrico, sugiriendo que el H202 incrementa el sistema antioxidante siendo el
primer mecanismo de proteccion contra el estrés ambiental (Bian y Jian, 2009). Los
tratamientos con H202y DHA promovieron un incremento de la actividad de POX y CAT
(Figura 4A, B) en plantas infectadas con Ca. Liberibacter en condiciones in vitro a los 30
dias del tratamiento; este incremento pudo favorecer una reduccién en la concentracion
del patégeno. Se encontré6 una correlacion negativa entre la actividad de CAT y
concentracion de H202 en vitroplantas tratadas con SA, DHA H20:2. El tratamiento con
H20: incrementd significativamente la concentracién de H20:2 en plantas infectadas con
respecto al control.

Ca. Liberibacter solanacearum podria estar blogueando los mecanismos
estructurales de defensa de las plantas de papa, evitando la sintesis y deposicién de
calosa (Figuras 5A, B; 6), como se ha observado en estudios previos con bacterias
fitopatdgenas. Estas investigaciones, demostraron la virulencia de numerosas bacterias
patogénicas incluyendo R. solanacearum, Erwinia amilovora, Erwinia stewartii, y X.
campestris; estas bacterias producen polimeros de exopolisacaridos en la planta
(Vojnov et al., 2001; Yun et al., 2006). En estudios con X. campestris pv Vesicatoria,
Keshavarzi et al. (2004) observaron que la bacteria tipo silvestre suprime alteraciones

de la pared celular, incluyendo la deposicion de calosa, que constituye la forma basal de
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resistencia para evitar la colonizacion de la bacteria. Se ha demostrado que P. syringae
inhibe la expresion de un grupo de genes en A. thaliana que codifican putativamente la
sintesis de calosa y proteinas de defensa dependientes de la ruta del AS (Hauck et al.,
2003). La expresion transgénica de un gen de avirulencia AvrPto reprime un grupo
similar de genes en Arabidopsis, comprometiendo los mecanismos de defensa como la
deposicion de calosa en la pared celular, permitiendo la multiplicacion sustancial de la
bacteria (Hauck et al., 2003).

Ca. Liberibacter parece ser una bacteria agresiva su patogenicidad podria estar
dada por el gen que posee que codifica para una enzima NahG-salicilato hidroxilasa,
esta enzima impide la acumulacion de AS en las plantas; el AS se reduce a catecol por
la actividad de la enzima, reprimiendo la respuesta sistémica adquirida (SAR),
reduciendo los mecanismos de defensa tanto moleculares como estructurales entre
ellos la deposicién de calosa en los tubos cribosos, incrementando la susceptibilidad de
las plantas a los virus y bacterias como lo sugiere Lin y Gudmestad (2013). Otras
investigaciones también proponen una correlacion positiva entre la infeccion y la
deposicion de calosa en Ca. roseus (Leljack-Levanic¢ et al., 2010); sin embargo en este
trabajo se observaron condiciones contrarias, se obtuvo una reduccién en la deposicién
de calosa en plantas infectadas con Ca. Liberibacter (Figura 3). En estudios previos en
vitroplantas infectadas con fitoplasma y con diferentes reguladores de crecimiento como
tratamientos se observdé una mayor deposicion de calosa en comparacion con las
vitroplantas sanas Leljack-Levanic et al. (2010).

El H202 increment6 la actividad de la enzima calosa sintetasa en gel nativo en
plantas infectadas con Ca. Liberibacter en contraste con las plantas infectadas control,

igualando la actividad encontrada en las plantas (Figura 2A, B). Poco se sabe sobre la
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asociacion del H202 y la deposicion de calosa. Luna et al. (2011) encontré que la
acumulacion de calosa estaba asociada con la produccion de ROS, especialmente con
la alta concentracion de H202 cuando las plantas fueron sometidas a estrés por luz,
resultados similares fueron obtenidos en esta investigacion cuando vitroplantas
infectadas son tratadas con H202 incrementaron la actividad de la calosa sintetasa y la
deposicion de calosa(Figuras 5A, B, 6). Contrariamente, las vitroplantas tratadas con
AS redujeron tanto la actividad de la calosa sintetasa como la deposicion de calosa
(Figuras 5A, B, 6). Basados en estudios con elicitores bacterianos, varias vias de
biosintesis y deposicién de calosa se han identificado que dependen a su vez de la
produccion de ROS (Luna et al.,, 2011) y AS (Nishimura et al.,, 2003) o indol-
glucosinolatos (Geng et al., 2012). Sin embargo, un andlisis preciso del papel del gen
GSL5 en la resistencia basal a bacterias patogénicas, se sustenta al hecho ocurrido
cuando mutantes de este gen promueven una hiperproduccién de acido salicilico, asi
como una constitutiva expresion de genes relacionados a la defensa (Nishimura et al.,
2003). Tradicionalmente se pensaba, que la deposicion de calosa era un mecanismo
exclusivo para reforzar la pared celular y permanecer alli como respuesta de defensa,;
sin embargo, la calosa inducida por patdégenos podria regular negativamente los
mecanismos de sefializacion del AS; se ha demostrado, que en mutantes resistentes al
hongo Blumeria graminis (pmr4) carentes del gen inductor de calosa, incrementan la
sefal del AS, resultando en mayor resistencia al patdgeno mediante otros mecanismos
de defensa (Nishimura et al., 2003).

Los tratamientos con AS, DHA y H20:2 incrementaron significativamente el peso
fresco de las plantas, longitud del tallo y el contenido relativo de clorofila de las

vitroplantas en comparacion con las vitroplantas infectadas (Figura 7A, B, C); estas
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moléculas sefal, tuvieron efectos fisioldgicos en estos parametros como lo han
demostrado otras investigaciones. Estudios previos, demostraron que el AS en
plantulas de trigo asperjadas con 50 mM de AS, desarrollaron ligulas con mayor area,
también se observé un incremento en la division celular en el meristemo apical de la
raiz (Shakirova et al.,, 2003). Se sugiere, que los efectos en el crecimientos de las
plantas podrian ser debido a que el AS promueve cambios en la sintesis de reguladores
del crecimiento como las auxinas (Munné-Bosch, 2009). El acido ascérbico participa en
la sintesis de proteinas (entrecruzamiento) de la pared celular lo que podria asociarse
con la elongacion (altura) y un incremento en peso de la planta; mientras que el H202
induce la acumulacién de almidén y lignina en plantas de papa como lo observaron
Lépez-Delgado et al. (2005). ElI H202 también participa en la sintesis de lignanos que
son los precursores de la lignina como fue demostrado en Euterpe oleracea (Chin et al.,
2008). Las moléculas sefial participan en la sintesis de pigmentos clorofilicos (Davei et
al., 2000), quienes reportaron que el AA participd en la sintesis de pigmentos, debido a
gue el AA es un cofactor de la violaxantina deepoxidasa que participa en el ciclo de
sintesis de xantofilas como pigmentos de proteccidn contra la fotooxidacién; también se
determind que mutantes carente del gen vtcl que es el gen que codifica para la sintesis
del ascorbato mostraron que perdian rapidamente pigmentos clorofilicos, RuBisCO vy

tasa de asimilaciéon de CO2 como lo observo Barth et al., (2004).
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8.2. Etapa 2y 3: Experimentos de invernadero

8.2.1. Etapa 2: Efecto a largo plazo (pretratamientos con AS, DHA y H202)

Estudios previos, han demostrado el efecto a corto plazo que tienen moléculas
sefial como el DHA y el H202 en la reduccion de sintomas asociados a la incidencia de
fitoplasma en plantas de papa (Romero-Romero y Lopez-Delgado, 2009; Sanchez-Rojo,
et al, 2011). Hoy en dia existen pocos estudios con aplicacion de compuestos exdgenos
que reduzcan los sintomas por infeccibn o la concentracion del inéculo de Ca.
Liberibacter solanacearum en las plantas. Habiendo dicho lo anterior, en este estudio se
demostré un efecto a largo plazo de las moléculas sefial SA, DHA y el H202 en la
reduccion de sintomas del SPMP en plantas infectadas con Ca. Liberibacter
solanacearum mediado por cambios en la actividad de enzimas antioxidantes y
concentracion de H202 que podrian coadyuvar a las plantas a promover diferentes
mecanismos de defensa contra este estrés bidtico.

Algunas de las caracteristicas del SPMP son la reduccion significativa en la altura
del tallo, asi como un incremento en el grosor (Munyaneza, 2007). En este trabajo de
investigacion, se observé en las plantas infectadas con Ca. Liberibacter una reduccién
significativa de la altura de la planta (Figura 12A). Resultados similares fueron
encontrados por Romero-Romero y Lopez-Delgado, (2009); Sanchez-Rojo et al. (2011),
estos autores observaron una reduccion significativa en plantas de papa enfermas con
Ca. fitoplasma. Interesantemente, en este estudio no se observaron cambios
significativos en la biomasa fresca y seca de plantas infectadas con Ca. Liberibacter
respecto a las plantas sanas como fue encontrado por Romero-Romero y LoOpez-

Delgado, (2009) en plantas infectadas con Ca. fitoplasma. Dicha respuesta podria estar
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asociada al genotipo de papa estudiado, a las condiciones ambientales y a la
naturaleza fitopatégena de la bacteria.

El tratamiento a largo plazo con H20:2 incrementé significativamente la altura del
tallo, peso fresco y seco en comparacion con las plantas control infectadas (Figura 11A,
B). Romero-Romero y Lopez-Delgado (2009) encontraron que estas variables se
incrementaron significativamente en plantas infectadas con Ca. fitoplasma y asperjadas
con H202. También se ha demostrado, en trabajos recientes el efecto que tiene esta
molécula sefal en el incremento de la productividad, como un pretratamiento en las
semillas de trigo, el H202 favorecio la tolerancia de las plantulas al estrés por salinidad,
reduciendo el dafio por estrés oxidativo mediante la expresion de proteinas de estrés
(Wuahid et al., 2007), Ahmad et al. (2014), demostraron que una aplicacion primaria de
H202 en semillas de maiz, acelerdé la germinacion, favorecidé el crecimiento de las
plantulas, incrementaron su peso fresco y seco similar a los resultados encontrados en
este trabajo en plantas infectadas con Ca. Liberibacter y tratadas con H20x.

Las plantas infectadas con Ca. Liberibacter solanacearum presentaron una
reduccion significativa en el nimero y el peso fresco de minitubérculos producidos
(Figura 13A, B). Inesperadamente, las plantas con SPMP asociadas Ca. Liberibacter
promovieron una reduccidén significativa en el namero y peso fresco de los
minitubérculos producidos, contrario a lo observado en estudios previos en plantas
infectadas con Ca. fitoplasma (Romero-Romero y Lépez-Delgado, 2009; Sanchez-Rojo,
et al. 2011; Martinez-Gutiérrez et al. 2012).

Ca. fitoplasma induce un incremento significativo en el nimero de minitubérculos
(Romero-Romero y Loépez-Delgado, 2009); sin embargo, en este trabajo Ca.

Liberibacter solanacearum no solo indujo una reduccion en el numero de
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minitubérculos, también promovio una reduccion en el peso fresco similar a lo reportado
por Munyaneza et al. (2007); también se ha demostrado que Ca. Liberibacter puede
inducir la pérdida de peso fresco en los minitubérculos pero no el niumero (Rashed et
al., 2014) en plantas infectadas.
En este estudio, se observé una reduccion en el peso y numero de minitubérculos en
plantas infectadas por Ca. Liberibacter, que podria estar asociado con la disminucion
significativa del contenido relativo de clorofila (64%) en plantas enfermas; asi como, una
reduccion significativa de la gs como fue observado (Cuadro 1). También se sugiere
una posible reduccién en el contenido de proteina y una necrosis en los estolones, que
podria estar afectando la produccidon de minitubérculos en plantas infectadas
(Munyaneza, 2012). Otra posible explicaciéon en la pérdida del peso fresco de los
minitubérculos podria estar asociada a la obstruccion de los tubos cribosos
(Christensen et al., 2004; 2005) por parte del patdgeno, interviniendo en el metabolismo
de los carbohidratos (Junqueira et al., 2004; Hren et al., 2009) y por lo tanto,
promoviendo una reduccion de los fotoasimilados hacia los minitubérculos. En esta
investigacién, no se determin6é una obstruccion de los tubos cribosos por acumulacion
de calosa como se observé en las micrografias (Figura 10), por lo tanto, los sintomas de
Zebra chip, no estuvieron asociados al taponamiento de los tubos cribosos; sin
embargo, podrian estar asociados a otros mecanismos, como alguna toxina secretada
por la bacteria.

Las plantas infectadas con Ca. Liberibacter presentaron un alto WA y una
reduccion en la gs en comparacion con las plantas testigos no infectadas (Cuadro 1).
Los resultados obtenidos en esta investigacion no concuerdan con los observados por

Ledn et al. (1996); Martinez-Gutiérrez et al. (2012); estos autores reportaron que Ca.
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fitoplasma indujo una reduccion en el potencial hidrico en Cocos nucifera y Solanum
tuberosum. En este estudio, se observo una reduccién significativa de la gs (Cuadro 1)
similar a los resultados reportados por Maust et al. (2003), asociando la reduccion en gs
a la aparicién de sintomas de la infeccion por Ca. fitoplasma, un incremento en la
concentracion de ABA y una caida en los pigmentos fotosintéticos.

El efecto a largo plazo del H202 promovido en las plantas infectadas un
incremento en el peso de minitubérculos (Figura 13B) asociado con un incremento
significativo del contenido relativo de clorofila, potencial hidrico y una reduccion
significativa de la gs (Cuadro 1). En este trabajo se observé que plantas infectadas y
pretratadas con H20:2 tuvieron un potencial hidrico alto. Resultados similares fueron
encontrados por Martinez-Gutiérrez et al. (2012) quienes reportaron que plantas
infectadas con Ca. fitoplasma y asperjadas con H202 incrementaron su potencial hidrico
en condiciones de estrés hidrico. Se esperaria, que Ca. Liberibacter solanacearum y
alta concentracion de H20: estarian induciendo un incremento en la concentracion de
ABA en las plantas infectadas, similar a o que se ha reportado en plantas infectadas
con fitoplasmas como ha sido sugerido por Leodn et al. (1996), promoviendo que las
plantas infectadas con Ca. Liberibacter reduzcan la gs por el cierre estomatico y por
concerniente se mantuvieran altos potenciales de agua comparado con las plantas no
infectadas. Es bien conocido que el H202 per se induce estrés (Dat et al., 2000) y
promueve la acumulacion de ABA en los estomas. La reduccién en la gs podria estar
asociada con un efecto sinergistico entre el patogeno y el tratamiento con H202 (Zhang
et al., 2001).

La infeccion por Ca. Liberibacter en plantas de papa promovidé un incremento

significativo de H20:2 interno (Figura 10E), similar a lo reportado por Martinez-Gutiérrez
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et al. (2012) en plantas de papa infectadas por Ca. fitoplasma. Una sobreproduccion de
H202 se observo en plantas de damasco y vid infectadas con fitoplasma, los autores
hipotetizan que el decremento en los antioxidantes (scavengers), mas que un
incremento podria ser la causa del incremento en la concentracion del H202 (Musetti et
al., 2005; 2007). En este trabajo se confirmd que Ca. Liberibacter indujo una reduccion
de la actividad de CAT como se observo en condiciones in vitro, observandose también
un incremento en la concentracion de H20:2 similar a lo observado por Martinez-
Gutiérrez et al. (2012). El efecto a largo plazo del H202 incrementd la actividad de CAT
observandose también una reduccién en el contenido interno de H202 en las plantas
infectadas con respecto a las plantas no infectadas (Figura 8B).

El pretratamiento con H202 incrementd la biomasa fresca y seca de las plantas; estos
resultados pudieron estar asociados con un aumentdé en la actividad de la enzima
anhidrasa carbonica, esta enzima facilita el abastecimiento de CO:2 a la Ribulosa
bifosfato carboxilasa/oxigenasa regulando la gs, incrementando la fijacion de CO:2
(Hasan et al., 2016) reflejandose en un incremento en el peso fresco y seco de la planta
(Figura 11A, B).

El efecto a largo plazo por el tratamiento de H20: se observé en plantas
infectadas mediante un incremento significativo del contenido relativo de clorofila y un
elevado potencial hidrico, promoviendo un incremento en el peso fresco de
minitubérculos similarmente a los estudios previos realizados en plantas de papa
infectadas con Ca. fitoplasma realizados por Romero-Romero y Lépez-Delgado, (2009);
Martinez-Gutiérrez et al., 2012. El incremento en el peso de los minitubérculos
producidos por plantas infectadas y pretratadas con H202, también pudo haber estado

asociado a una acumulacion de almidon como fue observado por Romero-Romero y
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Lépez-Delgado 2009; Martinez-Gutiérrez et al. (2012) cuando asperjaron de manera
exogena H202; sin embargo, en este trabajo hubo un efecto a largo plazo del H202
como molécula sefal reduciendo los sintomas asociados a la infeccion por Ca.
Liberibacter. Se ha demostrado el efecto del H202 en el incremento de almidon y
fotoasimilados como lo reporta Osaki et al. (2009), quienes demostraron que la
aplicacion exogena de este compuesto incremento la actividad fotosintética en plantas
de meldn; también es conocido que induce acumulacién de biomasa y azucares. Estos
efectos podrian atribuirse a una mayor tasa de fijacion de CO:2 asociada a un
incremento en la actividad de las enzimas fructuosa 1-6-bifosfato cloroplastica (cp-
FBPase) que estd asociada en la regeneracién de la RuBisCO en el ciclo Calvin-
Benson, las actividades de estas enzimas son estimuladas por luz y dependientes en
las concentraciones de iones o el potencial redox. Se sabe que otras enzimas
importantes en la sintesis de azucares como la sacarosa fosfato sintetasa (SPS) son
inducidas a nivel trasncripcional por el H202 (Osaki et al., 2009), lo que facilitaria una
mayor sintesis de almidon en las plantas de papa infectadas con Ca. Liberibacter
aumentando también la biomasa fresca y seca en plantas.

El pretratamiento con DHA tuvo un efecto a largo plazo, incremento
significativamente el peso de los minitubérculos, asociado con un incremento en el
contenido relativo de clorofila, alto Wa y gs (Cuadro 1); sin embargo, en el peso fresco y
seco de la planta no presento efectos significativos con respecto a los de las plantas
testigo infectadas (Figura 11A, B), resultados similares fueron observados por Romero-
Romero y Lopez-Delgado (2009) en plantas infectadas con fitoplasma y asperjadas con
DHA. El &cido ascorbico participa en la sintesis de compuestos clorofilicos (clorofila a, b

y xantofilas y carotenoides), debido a que es un cofactor de la violaxantina deepoxidasa
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que participa en el ciclo de sintesis de xantofilas como pigmentos de proteccidn contra
la fotooxidacion (Davey et al., 2000). El acido ascorbico también esté involucrado en la
sintesis de tocoferoles y corotenoides (Noctor y Foyer, 1998), sugiriendo en este
trabajo, una asociacion con el incremento de clorofila en plantas infectadas y tratadas
con DHA.

Similarmente a lo encontrado con el pretratamiento de H202 en plantas
infectadas por Ca. Liberibacter, el pretratamiento con DHA incrementd
significativamente el peso fresco de minitubérculos con respecto a los minitubérculos
producidos por las plantas testigos infectadas con la bacteria. El efecto del DHA a largo
plazo podria estar involucrado en la formacion de ATP en el estroma del cloroplasto,
incrementando la eficiencia de la fijacion del CO:2 en el ciclo de Calvin Benson como fue
determinado por Forti y Elli (1995), reflejandose en un incremento en el peso de los
minitubérculos. EI DHA participa activamente en los procesos de envejecimiento,
regulando los genes asociados a senescencia (SAG’s). Los SAG’s son inducidos por un
incremento en la sintesis de ABA que podrian estar asociados con el patégeno (Ca.
Liberibacter), induciendo la degradacién de pigmentos fotosintéticos, de RuBisCO y por
lo tanto la tasa de asimilacion de COq. El acido ascérbico es un cofactor para sintesis
de acido giberélico (AG) que retarda los efectos de los SAG’s induciendo la sintesis de
pigmentos, por lo tanto su aplicacion exdgena podria estar incrementando la sintesis de
AG y tasa de asimilacion de CO2, reflejandose en un incremento en el peso de
minitubérculos. Se sabe que mutantes carentes del gen vtcl que es el gen que codifica
para la sintesis del ascorbato perdieron rapidamente pigmentos clorofilicos, RuBisCO y

redujeron la tasa de asimilacion de CO: (Barth et al., 2004).
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El efecto a largo plazo del pretratamiento con DHA, promovid un incremento
significativo en la actividad de CAT (Figura 8B), similar al efecto del pretratamiento con
H202 en plantas infectadas. Se ha demostrado, que Ca. Liberibacter reduce la
acumulacion de AS en la planta inhibiendo los mecanismo de defensa mediante los
antioxidantes y SAR; sin embargo, la aplicacién exdégena de acido ascorbico en plantas
deficientes de AS promovié una reduccién en sintomas por virosis, incrementando la
actividad de enzimas como CAT, SOD y APX, induciendo mayor sobrevivencia en las
plantulas de Arabidpsis y de tabaco (Wang et al., 2011). En este trabajo, las plantas
tratadas con DHA incrementaron significativamente la actividad enzimatica de CAT y
redujeron la concentracion de H202 (Figura 8B, C) reflejandose en un incremento en el
peso fresco del minitubérculo y contenido relativo de clorofila.

Estudios previos, han demostrado el efecto a largo plazo del tratamiento con AA,
pretratamientos en semillas de dos variedades de coliflor en condiciones de estrés
hidrico y cultivadas en invernadero, redujeron la concentracién del H202, incrementaron
la actividad de enzimas antioxidantes, el peso seco y fresco, el contenido relativo de
agua en las hojas, la permeabilidad de la membrana, asi como también incrementaron
la acumulacion de compuestos fendlicos (Latif et al., 2016).

En este trabajo no se observd un incremento en la actividad de calosa sintetasa
(Figura 9A, B); en plantas infectadas y tratadas con AS, DHA y H202; sin embargo, se
observa una mayor intensidad en la banda con los tratamientos (Figura 9A) con los
tratamientos con respecto a la banda obtenida de las plantas sanas. Se esperaria que
la infeccion con Ca. Liberibacter solanacearum incrementaria la acumulacion de calosa
en tubos cribosos o bien el tratamiento con H202 como se ha sugerido por Koh et al.

(2012), quienes reportaron mayor acumulacion de calosa en tubos cribosos por efecto
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de Ca. Liberibacter asiaticus en Citrus xparadisi. Es necesaria la implementacion de
técnicas mas precisas como la inmunolocalizacion que ayuden a determinar la
acumulacion de calosa de manera cuantitativa y no cualitativa. En este trabajo se
observé una acumulaciéon de calosa en todos los tratamientos incluyendo en las plantas
testigos infectadas y no infectadas (Figura 10). Existen estudios que demuestran como
algunos patdégenos son capaces de suprimir los mecanismos de defensa de las plantas,
entre ellos la acumulacion de calosa. Un ejemplo de ello es Xantomonas campestri
causante de la necrosis de raiz de diferentes cruciferas (Yun et al. 2006). Esta bacteria
produce un amplio espectro de enzimas hidroliticas como son proteasas, glucanasas y
endoglucanasas; también produce un polisacarido extracelular conocido como xantano
gue son esenciales para inducir patogenicidad. La acumulacion de calosa inhibe el
crecimiento y dispersion del patégeno en la planta, el xantano esta involucrado en la
supresion de este mecanismo de defensa. La supresion de los mecanismos de defensa,
como la deposicion de calosa, tienen un papel fundamental en las enfermedades de las
plantas (Nomura et al., 2005). Los xantanos producidos por Xantomnas campestri,
inhiben la deposicion de calosa en el mesofilo de la hoja en estadios tempranos de
infeccion (Newman et al., 1994), también se ha observado, una alta produccién de este
polisacéarido en los estadios finales de infeccién patogénica principalmente en el tejido
necrotico (Vojnov et al., 2001). Ralstonia solanacearum presenta mecanismos similares
a los de X. campestri cuando infecta Solanum lycopersicum (Kang et al.,, 1999). La
produccion de polimeros de xantano por bacterias fitopatdgenas ha sido implicado en
varios sintomas, incluyendo el marchitamiento por bacterias localizadas en el sistema
vascular y exudados foliares producto de altas concentraciones bacterianas (Denny,

1995).
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8.2.2. Etapa 3: Efecto a corto plazo (aspersion con AS, DHA y H202)

Pocos son los estudios realizados sobre el efecto de Ca. Liberibacter en el
sistema antioxidante y oxidativo en plantas de papa (Alvarado et al., 2012). En este
trabajo determinamos que la actividad de las enzimas antioxidantes POX y CAT
redujeron significativamente; mientras que un incremento significativo en la
concentracion H20:2 fue observado en plantas infectadas con respecto a las plantas
sanas; (Figura 14A, B, C), los resultados encontrados en esta investigacion, distan con
los reportados por otros autores. Kumar et al. (2017) observaron un incremento
significativo en la actividad de POX, CAT, SOD en tubérculos de papa infectados con
Ca. Liberibacter. Sin embargo, un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes
fue observado asociado a un incremento en la concentracion de H202. Los contrastes
entre los resultados obtenidos por Kumar et al. (2017) y los observados en esta
investigacién podrian deberse a las diferencias fisioldgicas entre el tubérculo y la hoja;
sin embargo, el incremento en la concentracion de H202 en tallo y tubérculo fue
observado en las dos investigaciones. En este trabajo se determindé que Ca.
Liberibacter incrementd la concentracion de H202, reduciendo la actividad de las
enzimas antioxidantes. Los cambios metabdlicos son importantes para mediar el estrés
oxidativo en las plantas infectadas, para mantener el potencial redox a nivel celular y
prevenir el dafio oxidativo a los lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Estos cambios a
nivel de antioxidantes y concentracion de H202 proveen informacion; las plantas de
papa estan sufriendo estrés oxidativo promovido por Ca. Liberibacter. El superéxido (Oz
) y el H202 son potentes agentes microbianos producidos por el hospedero como un

mecanismo de defensa contra los patdégenos (Torres et al., 2013); en respuesta a la
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infeccion las plantas generan un estallido inmediato de radicales superéxido producidos
durante la respiracion celular, la enzima que se encarga de reducir la concentracion de
los radicales es conocida como NADPH oxidasa (NOX), en tubérculos sanos es muy
baja o detectada su actividad, sin embargo en tubérculos enfermos se observo un
incremento significativo en la actividad de esta enzima (Kumar et al., 2017).

La acumulacion de H20:2 es un factor endégeno que impide la diseminacion y
replicacion de patdégenos en las hojas, inhibiendo a la bacteria como Ca. Liberibacter o
bien mediante la generacibn de ERO, moléculas que podrian tener una efecto
antimicrobiano como ha sido demostrado en el dosel de arboles de manzana infectados
por fitoplasma (Musetti et al., 2004). Se ha demostrado que el H202 promovié tolerancia
contra el estrés abiotico mediando la regulacién de enzimas antioxidantes como ocurre
en el estrés por salinidad (Larkindale y Huang, 2004), estrés por calor (Gao et al.,
2010), asi como por estrés hidrico, sugiriendo que el H202 incrementa el sistema
antioxidante siendo el primer mecanismo de proteccion contra el estrés ambiental (Bian
y Jian, 2009). Se ha demostrado que el H202 incremento el contenido de clorofila en
plantas infectadas por fitoplasma resultando en un aumento en el peso y el contenido
de almidon de los minitubérculos (Lépez-Delgado et al., 2005; Romero-Romero y
Lépez-Delgado, 2009). El tratamiento con DHA y H202 promovieron un incremento de la
actividad de CAT en plantas infectadas a los 73 DDT, (Figura 14B), este incremento
pudo favorecer efectos positivos sobre los minitubérculos infectados. La actividad de
CAT en plantas tratadas con DHA fue similar a la de las plantas sanas; sin embargo, un
incremento significativo se observo en las plantas tratadas con H202 correlacionandose
positivamente con concentracion de H20:2 (Figura 14B, C). Los tratamientos con AS,

DHA y H20:2 incrementaron significativamente la concentracion de H202 en plantas
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infectadas con respecto a las plantas testigos infectados. Tales diferencias en la
concentracion de H20:2 sugieren el papel del AS, DHA y H202 como molécula sefial que
induce efectos significativos en los minitubérculos infectados por Ca. Liberibacter, tales
efectos son el incremento del peso y nimero de brotes (Figura 19B, C). La acumulacion
de H202 podria ser un factor detonante en el incremento del numero de brotes en
minitubérculos provenientes de plantas asperjadas con DHA y H202 como lo han
demostrado Bajji et al. (2007). Estos autores, estudiaron la ruptura de la dormancia
aplicando un tratamiento con tiourea (quimico inhibidor de la actividad de CAT)
observando una ruptura de la dormancia y aceleracion la brotacion (Bajji et al., 2007).
La represion de la actividad de CAT aceleré la brotacion y fue asociada con un
incrementd en la concentracion de H202 (M"Hamdi et al., 2014). Diferentes respuestas
en la actividad de CAT se han observado por aplicaciones exdgenas de AS, DHA y
H202 en plantas de papa bajo diferentes condiciones de cultivo, tales como plantas
infectadas con fitoplasma en condiciones de invernadero (Martinez-Gutiérrez et al.,
2012) plantas in vitro (Mora-Herrera et al., 2005) y plantas infectadas con fitoplasma en
condiciones de campo (Romero-Romero, 2009).

La literatura ha documentado una relacion compleja de sefializacion entre el AS 'y
el H202; el AS puede incrementar a el H202 (Dat et al., 2000) pero también puede ser
inducido por el H202 (Chamnongpol et al., 1996). El AS se ha reportado como un
inhibidor de la actividad de CAT en plantas de papa (Lopez-Delgado et al., 1998; Mora-
Herrera et al.,, 2005). Las respuestas inducidas por estas moléculas sefial en la
brotacion del tubérculo, podrian estar asociadas a los mecanismos sugeridos por
M'Hamdi et al. (2014), en donde una inactivacion de la CAT podria conducir a un

incremento en la actividad de la APX, por lo tanto estos cambios desencadenarian la
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activacion del ciclo glutation y pentosas fosfatos y subsecuentemente en un incremento
en la ruptura de la dormancia. Los efectos por la aspersion de con estas moléculas
sobre la actividad de CAT y acumulacion de H20:2 en los tubérculos son de gran interés
para futuras investigaciones.

En este trabajo se demostr6 que el AS, DHA y el H202 son moléculas
sefalizadoras a corto plazo, debido a que incrementaron tanto el peso freso y el peso
seco de las plantas infectadas con Ca. Liberibacter (Figura 17A, B). Se ha demostrado
que el AS incrementa la productividad, el area foliar y el peso de minitubérculos en
plantas de papa infectadas con Ca. fitoplasma en plantas como lo reporté Sanchéz-Rojo
et al. (2011). Asi mismo los resultados en este trabajo concuerdan con los de Romero-
Romero y Lopez-Delgado (2009); Martinez-Gutiérrez et al. (2012), quienes demostraron
que el H202 indujo un incremento en el peso y el contenido de almidon de los
minitubérculos. Recientemente se ha probado el efecto del H202, DHA y AS en la
disminucién de los sintomas a fitoplasma (Romero-Romero y Lopez-Delgado, 2009;
Sanchez-Rojo et al.,, 2011) y en la tolerancia a estrés hidrico en plantas de papa
infectadas con fitoplasma (Martinez-Gutiérrez et al., 2012), asociados con un
incremento de la actividad antioxidante y concentracion de H202, resultando en un
incremento de la productividad y calidad del tubérculo.

Las respuestas en la induccion de tolerancia a estrés encontradas en esta
investigacion, son muy importantes en los programas de manejo integrado de cultivos y
en el sistema de produccion de semilla “in vitro-invernadero-campo”, debido a que son
potencialmente aplicables a todos los cultivos para favorecer a variedades sensibles a

estrés que tienen caracteristicas agronomicas importantes.
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En este trabajo se determiné que hubo una reduccién en el Wa en las plantas
infectadas con la bacteria y tratadas con DHA con respecto a las plantas testigo no
infectadas (Cuadro 2). Estos resultados fueron similares a los obtenidos a largo plazo
por efecto del DHA. Mientras que los tratamientos con AS y H202 no tuvieron efecto en
cambios significativos en el Wa. El H202 redujo la conductancia estomatica (Cuadro 2)
con respecto a las plantas no infectadas testigo. Es bien conocido que el H202 per se
induce estrés (Dat et al., 2000) y promueve la acumulacion de ABA en los estomas. La
reduccion en la gs podria estar asociada con un efecto sinergistico entre el patégeno y
el tratamiento con H202 (Zhang et al., 2001) como ya se ha mencionado en el efecto a

largo plazo del H20:-.
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9. CONCLUSIONES
En este estudio se demostré el efecto a corto y largo plazo de las moléculas sefal
SA, DHA 'y el H202 en la reduccion de sintomas del SPMP en plantas infectadas con
Ca. Liberibacter solanacearum mediado por cambios en la actividad de enzimas
antioxidantes y concentracion de H202 que podrian coadyuvar a las plantas a
promover diferentes mecanismos de defensa contra este estrés biotico.
Ca. Liberibacter solanacearum, modific6 el potencial hidrico y la conductancia
estomatica mediados por una acumulacion de H20:.
Los engrosamientos en los tallos de las plantas infectadas con Ca. Liberibacter, no
son debidos a la acumulacion en la deposicion de calosa; debido a que se determiné
gue la actividad de calosa sintetasa se redujo asi como la deposicién de calosa en
plantas in vitro enfermas.
Ca. Liberibacter promovié cambios diferenciales a nivel de enzimas antioxidantes,
concentracion de H202, actividad de la calosa sintetasa y deposicion de calosa en
las vitroplantas infectadas.
Las vitroplantas infectadas con Ca. Liberibacter, presentaron cambios significativos
a nivel de actividad de enzimas antioxidantes, concentracion de H202, actividad de
la calosa sintetasa y por lo tanto influyé en la acumulacion de calosa en los tubos
cribosos.
Se observo una reduccion significativa de la actividad de CAT; mientras que un
incremento significativo en la acumulacion de H202, actividad de POX fue observada
en las vitroplantas infectadas en comparacion con las vitroplantas no infectadas.
El tratamiento con H20:2 incremento la actividad de la calosa sintetasa y en la

acumulacion de calosa en los tubos cribosos de las vitroplantas enfermas.
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El AS, DHA y H20:2 tienen un efecto a largo plazo en plantas enfermas en
condiciones de invernadero, reduciendo significativamente los sintomas de SPMP
asociados a Ca. Liberibacter, incrementando la productividad y contenido relativo de
clorofila.

La conductancia estomatica se modificé por efecto de la aplicacion a largo plazo del
DHA y H20: reflejandose en un incremento del peso fresco de los minitubérculos.
Los tratamientos a corto plazo con AS, DHA y H202 atenuaron los sintomas del
SPMP asociados con Ca. Liberibacter, incrementando la concentracion de Hz202, la
actividad de CAT y favoreciendo el peso de los minitubérculos

El H202 indujo un incremento del nimero de brotes tanto a largo plazo como a corto,
mediados por el incremento en la concentracion interna de H202 siendo este un
beneficio mas para el productor.

No se observé manchado del tubérculo en ninguno de los tratamientos ni en los

provenientes de plantas infectadas.
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