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USO DE LA ESPECTROSCOPIA Y MICROSCOPIA EN EL ESTUDIO DE LAS
REACCIONES DE VICIA FABA L. ANTE FACTORES ADVERSOS

Sergio Enrique Pichon Posada, MC.
Colegio de Posgraduados, 2019

El haba (Vicia faba L.) es una leguminosa cuyo grano tiene un alto valor econémico y
nutricional. De acuerdo con el Servicio de Informacion Agropecuaria y Pesquera (SIAP) el
estado de Puebla ha sido el principal productor de haba en los dltimos 10 afios, llegando el valor
de produccion hasta 255 millones de pesos. Sin embargo, la superficie de siembra en el estado ha
disminuido hasta un 15 %, trayendo como consecuencia una pérdida de rendimiento promedio de
1.37 a 1.29 Toneladas/hectarea. Esto se debe en parte a la sensibilidad del cultivo ante diversos
factores bidticos y abidticos que limitan el desarrollo y rendimiento de la planta. La Mancha de
Chocolate (Botrytis fabae S.) y la Roya (Uromyces fabae P.) son los principales factores biodticos
que dafan al haba, que junto con la sequia provocan una rapida infeccion y la perdida de hasta
un 90 % del cultivo. Sin embargo, la planta genera diversos mecanismos de accién a nivel
quimico y estructural que permiten contrarrestar los efectos provocados por estos factores
adversos. Conocer los cambios quimicos y morfoldgicos generados por la planta permitira
implementar estrategias que permitan de manera oportuna disminuir y contrarrestar los efectos
negativos e irreversibles en el cultivo. Por ende, en este se identificaron los compuestos quimicos
de defensa de las habas ante el dafio provocado por enfermedades y factores ambientales a nivel
quimico y estructural mediante las técnicas de espectroscopia y microscopia. Los principales
resultados demuestran que durante el ataque de Botrytis fabae S. los principales compuestos
generados fueron acido aspartico, prolina, citosina, purinas y pectina, asi como la produccion de
elementos quimicos Oxigeno, Magnesio y Sodio. Para Uromyces fabae P. fueron los fosfolipidos
y la pectina, asi como la produccion de Oxigeno, Potasio, Fosforo, Silicio y Azufre. Asimismo,
se detectd que el agua, los carbohidratos, la Amida I, la glucosa, los acidos grasos, los acidos

nucleicos y la lignina los compuestos mas sensibles y afectados por la sequia.

Palabras clave: Vicia faba L. Botrytis fabae S., Uromyces fabae P., Sequia, FTIR, SEM-EDS



USE OF SPECTROSCOPY AND MICROSCOPY IN THE STUDY OF THE REACTIONS OF
VICIA FABA L. UNDER ADVERSE FACTORS

Sergio Enrique Pichon Posada, MC.
Colegio de Posgraduados, 2019

The faba bean (Vicia faba L.) is a legume whose grain has a high economic and nutritional value.
According to the Agricultural and Fisheries Information Service (SIAP), the state of Puebla has
been the main producer of faba beans in the last 10 years, with a production value of 255 million
pesos. However, the planting area in the state has decreased to 15%, resulting in an average yield
loss of 1.37 to 1.29 Tons / hectare. This is due in part to the sensitivity of the crop to various
biotic and abiotic factors that limit the development and performance of the plant. The Botrytis
fabae S. and Uromyces fabae P. are the main biotic factors that damage beans, which together
with drought cause rapid infections and loss of up to 90% of the crop. However, the plant
generates various mechanisms of action at the chemical and structural level that allow to
counteract the effects caused by these adverse factors. Knowing the changes generated by the
plant will allow the implementation of strategies that allow timely decrease and counteract the
negative and irreversible effects on the crop. In this work, the chemical defense compounds of
faba beans were identified against the damage caused by diseases and environmental factors at a
chemical and structural level by means of spectroscopy and microscopy techniques. The main
results show that during the attack of Botrytis fabae S. the main compounds generated were
aspartic acid, proline, cytosine, purines and pectin, as well as the production of chemical
elements Oxygen, Magnesium and Sodium. For Uromyces fabae P. it was phospholipids and
pectin, as well as the production of Oxygen, Potassium, Phosphorus, Silicon and Sulfur.
Likewise, it was detected that water, carbohydrates, amide I, glucose, fatty acids, nucleic acids

and lignin are the most compounds affected by drought.

Keywords: Vicia faba L. Botrytis fabae S., Uromyces fabae P., Drought, FTIR, SEM-EDS
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I. INTRODUCCION

El haba (Vicia faba L.) es una leguminosa cuyo grano aporta alrededor de un 30 % de proteinas
esenciales para la nutricion humana. Cuenta con otras bondades nutricionales como un alto
contenido de vitamina B1, fibra, fésforo y con un bajo contenido de grasas. Por otra parte, el
estado de Puebla aporta 27 mil de las 53 mil toneladas de haba producidas en México y que
hacen que el pais sea el noveno productor de este cultivo a nivel mundial (ASERCA, 2001).
Asimismo, en el estado se han destinado alrededor de 15 mil hectéreas para la produccion de este
grano, colocandose como el la segundo productor de haba a nivel nacional (Rojas-Tiempo et al.,
2012). En el presente afio la produccién de grano a alcanzado un precio minimo de $ 40.00 y un
méaximo de $ 66.00 pesos por kilogramo (SNIIM, 2019). Por consiguiente, la produccion de este

cultivo se considera un medio de sustento y alimentacion de cientos de familias en México.

1.1 Problema de investigacion

Los principales limitantes productivas en los rendimientos de haba son la presencia de factores
bidticos (enfermedades o plagas) y abidticos (sequia y heladas). Normalmente en México, el
cultivo de haba tanto bajo las modalidades de temporal y riego, se ve afectado en forma continua

por la interaccion conjunta bidtica o abidtica de dos 0 mas de los factores descritos.

La mancha de chocolate es una de las enfermedades méas destructivas que afecta al haba,
provocada por el hongo Botrytis fabae S., se caracteriza lesiones en forma de pequefios puntos
color marrén-rojizos que dafian y disminuyen el tejido sano de las plantas. Su ataque provoca
fuertes defoliaciones, colapso de tallo, necrosis y una pérdida de hasta un 90% del cultivo. El
control quimico es posible, pero costoso y dafiino para el medio ambiente, lo que reduce la

rentabilidad del cultivo.

La roya es provocada por el hongo Uromyces fabae P. es otra de las enfermedades que ataca al
cultivo, esta se caracteriza por generar puntos café-rojizos de hasta un milimetro de diametro. La
epidemia comienza en los primeros foliolos de la planta, expandiéndose por las ramas, tallos y

vainas. Sin embargo, cuando la infeccion se da durante el llenado de grano se estima una pérdida



de rendimiento de hasta un 20 % y cuando Se presenta a principios de temporada se estima una

pérdida de rendimiento de hasta un 90 % del rendimiento del cultivo.

La planta de haba, es también susceptible a los cambios climéaticos o factores abioticos. En tal
sentido, la sequia se considera como un fendmeno climatico extremo que provoca efectos en los
procesos fisiologicos, morfoldgicos y bioquimicos de un cultivo; limitando su produccion,
rendimiento, indice de cosecha y calidad de grano. El estrés hidrico generado afecta directamente
a la densidad, diametro y longitud de la raiz, disminuyendo la capacidad de adquisicion de los
recursos del suelo, limitando la expansion del area foliar, provocando senescencia de las hojas y

afectaciones durante la floracion y llenado de grano.

El ataque de las enfermedades Mancha de Chocolate y Roya junto con la sequia ademéas de
generar bajos rendimientos en el cultivo, provocan la perdida de forraje y de semilla ya que esta

se deteriora y contamina, por lo que se considera una pérdida total para el productor.

1.2 Preguntas de investigacion

De acuerdo con la problemética anterior, se formularon las siguientes preguntas:

1. ¢Cuales son los cambios a quimicos y morfoldgicos que la planta de haba genera para mitigar los

efectos de las enfermedades Mancha de Chocolate - Roya y la sequia?

2. (Existe alguna relacion entre la Mancha de Chocolate y la Roya con los efectos provocados por la

sequia?

3. Las metodologias de investigacion para el estudio de estos factores adversos ¢proporcionan
informacién adecuada que permitan identificar los cambios quimicos de la planta en tiempo real?,

¢es posible estimar el porcentaje de concentracion de cada compuesto?

4. Una vez identificados los cambios quimicos que la planta genera, ;es posible implementar el uso
de compuestos organicos 0 quimicos que permitan compensar un porcentaje compuestos perdidos
por estos factores abidticos?, ;es posible identificarlos e implementarlos de manera temprana y

asi disminuir los efectos negativos en el cultivo?



1.3 Justificacién

Si bien, la presencia de estos factores adversos ha sido estudiada mediante diferentes enfoques y
métodos, aun se necesita mas trabajo de investigacion para conocer la dimension del dafio
provocado en la planta por parte del patégeno y su relacion que esta tiene con la sequia. Por
ende, un estudio basado en los cambios quimicos y morfoldgicos que la planta genera ante la
presencia de estos factores adversos, hard posible implementar acciones que ayuden al productor
a predecir de manera temprana el efecto negativo de estos factores en el cultivo y asi evitar la
pérdida de extensiones sembradas de haba, lo cual se vera reflejado en los costos y la produccion

de grano de los agricultores.

1.4 Hipotesis general

Las plantas de haba generan distintos compuestos quimicos a diferentes concentraciones y
variaciones morfoldgicas ante los diferentes grados de dafio provocado por enfermedades y

factores ambientales.
1.4.1 Hipotesis especificas
1. Las plantas de haba generan diferentes compuestos quimicos cuando son infectadas por
los hogos de la mancha de chocolate y roya en concentraciones distintas en los diferentes

grados de infeccion.

2. Las plantas de haba presentan variaciones morfoldgicas y cambios quimicos elementales

cuando son atacadas por la mancha de chocolate y la roya.

3. Las hojas y raices de haba bajo estrés por sequia forman compuestos quimicos a

diferentes concentraciones al ser sometidas a distintos periodos de sequia.



1.5 Objetivo general

Identificar los compuestos quimicos de defensa de las habas ante el dafio provocado por
enfermedades y factores ambientales a nivel quimico y estructural mediante las técnicas de

espectroscopia y microscopia.

1.5.1 Objetivos especificos

1. Identificar y describir los compuestos quimicos generados por las plantas de haba durante
la infeccion de la mancha de chocolate y roya mediante la espectroscopia FTIR.

2. ldentificar y describir las variaciones morfologicas y cambios quimicos elementales en
las plantas de haba cuando son infectadas por la mancha de chocolate y la roya utilizando

microscopia electronica de barrido.

3. Identificar y describir los compuestos quimicos presentes en las plantas de haba bajo

estrés por sequia en hojas y raices mediante la técnica de espectroscopia FTIR.



1. REVISION DE LITERATURA
2.1 Taxonomia del haba

El haba es una especie de planta herbacea anual perteneciente al género Vicia de la familia

Fabaceae, cuyo fruto es una legumbre que se expresa en forma de vaina.

Reino: Plantae
Division: Supermatophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Género: Vicia
Especie: faba
Nombre cientifico:
Vicia faba L., 1753

2.2 Diversidad de especie y variabilidad

El haba es una especie dicotileddnea anual la cual se agrupa principalmente en tres variedades

botanicas, diferenciadas fundamentalmente por el tamafio y color de sus semillas.

a) Vicia faba L. variedad minor (Harz) Beck: semillas cilindricas de forma elipsoidal cuyo
tamafio son entre 0.7 cm de ancho y 1.3 cm de largo. Este tipo predomina como cultivo
en el norte de Europa, especialmente en Gran Bretafia, en el Valle del Nilo, India y

Norteameérica, pero su utilizacion principal es forrajera 0 como abono verde.

b) Vicia faba L. variedad esquina Pers: semillas de forma aplastada con tamafio de 1.3 cm
de ancho y 1.7 cm de largo. Este tipo, como sus nombres latino e inglés (horse bean) lo

indican, se utiliza preferentemente en la alimentacion de ganado.



c) Vicia faba L. variedad major (Harz) Beck: semillas con dimensiones de 2 cm de ancho y
3 cm de largo. Esta variedad botanica es la mas usada como haba verde en el mundo,
especialmente en Asia, América Latina y Europa. En esta variedad se distinguen los
cultivares "asiaticos" de vaina corta, gruesa y con pocos granos grandes como Jumbo y
Nintoku Giant, los cultivares "europeos"” de vaina larga, gruesa, de varios granos como
los espafioles Aguadulce y Mucha? miel, y de otros paises como Portuguesa (Portugal),

D’Aquitaine (Francia), Windsor (Inglaterra) y Witkiem (Holanda).

2.3 Morfologia (INIA, 2004)

2.3.1 Raiz

El sistema radicular es de forma pivotante, cuya raiz principal es base para el desarrollo de raices
secundarias, terciarias y hasta cuaternarias. Asimismo, permiten el anclaje, almacenamiento,
transporte de nutrientes en la planta y ayudan al enriquecimiento de nutrientes al suelo mediante
la fijacion simbidtica de nitrogeno (N) a traves de bacterias Rhizobium localizadas en los
nodulos (Fischer et al., 2019).

2.3.2 Tallo

El tallo esta formado por nudos donde se desarrollan las hojas. Presenta estructura cilindrica
cuadrangular, que tiende a crecer de manera recta hasta alcanzar una altura que varia entre los 50
cm hasta 1.8 m. Sin embargo, en ocasiones el tallo colapsa por la cantidad de hojas, ramas y

vainas producidas, por lo que es necesario tutorar la planta.

2.3.3 Hoja

Las hojas generalmente son pinnadas compuestas por 3 a 7 foliolos glabros de borde entero,
color verde intenso en el haz y menor en el envés y con el raquis bien desarrollado. Estas se unen
por medio del peciolo en el nudo del tallo. El peciolo tiene forma largada con orientacién hacia

arriba. Las estipulas nacen en la base de la hoja y protegen las yemas de la misma.



2.3.4 Flor

Las flores son de simetrias bilaterales, zigomorfas y agrupadas en racimos de entre 2 a 12 flores,
con una superficie lisa y cerosa. Son de color blanca-cremosas con manchas negras o pardas, con

un céliz color verde y en forma de tubo con cinco sépalos unidos junto con cinco lobulos.

2.3.5 Fruto

El fruto es en vaina o legumbre, gruesa, carnosa, alargada y algo comprimida, con las semillas
dispuestas en una hilera ventral. Las vainas son de color verde en estado tierno y en la madurez
se tornan coriaceas color negro. La disposicion de los frutos varia, desde erguidos, formando un
angulo muy agudo con el tallo. Las dimensiones son variables de acuerdo con las variedades,
pudiendo alcanzar desde 5 hasta 30 cm. Puede contener de 2 a 6 semillas comprimidas o grandes

de color y tamafio diferentes.

2.3.6 Semilla

Las semillas son de forma ovalada, de superficie lisa, opaca y brillante, de coloracion variada,
que va desde colores oscuros hasta los claros; asi el color puede ser negro, rojo, verde, morado,
pardo, grisaceo, blanco-cremoso o blanco; también pueden ser jaspeadas o de dos colores. La

posibilidad de germinar disminuye notablemente después de 5 6 6 afos.

2.4 Fenologia (SIAP, 2019)

2.4.1 Ciclo de madurez

La primera flor generalmente se presenta entre los 70 y 85 dias después de la siembra (dds) y el
inicio de vainas fluctta desde los 83 a los 105 dds, siendo el ciclo completo de aproximadamente
124-128 dias.

2.4.2 Adaptacion

De acuerdo a la variedad utilizada, el haba cominmente se adapta en regiones subtropicales,

templadas y tropicales de altura, con régimen subhumedo. Asimismo, tiene la posibilidad de



adaptarse a regiones aridas y semiaridas, humedas con estacion seca, calida, semi-calida,

templada y semifria.

2.4.3 Altitud

De acuerdo a la variedad utilizada, el haba puede desarrollarse desde el nivel del mar (en
latitudes medias) hasta 2700 m (en latitudes bajas). De igual manera, se puede desarrollar en
altitudes de 1800 a 3050 m. Sin embargo, la 6ptima para mayores rendimientos oscila entre 2000
y 2650 m.

2.4.4 Temperatura

Se ha demostrado que el cultivo tiene un desarrollo 6ptimo cuando se presentan temperaturas
bajas alrededor de los 16 © C. Asimismo, la temperatura 6ptima para la floracion oscila entre
19.9 - 25.4°C. De igual manera, la temperatura base para formacién de vainas y madurez
fisioldgica es de 25°C).

2.4.5 Precipitacion

El cultivo puede lograrse con precipitaciones desde 200 hasta 2600 mm de lluvia, sin embargo el
nivel 6ptimo de precipitacion esta alrededor de los 1000 mm. Cabe mencionar que el cultivo de
haba es muy sensible a la falta de agua, especialmente desde la floracion hasta la formacion de

los granos.

2.4.6 Suelo

El cultivo es poco exigente en suelo, aunque prefiere suelos arcillosos, siliceos y arcillosos
calizos ricos en humus, profundos y frescos; le perjudican los suelos humedos mal drenados, el
pH o6ptimo oscila entre 7.3 y 8.2, y es relativamente tolerante a la salinidad. Los requerimientos
nutricionales para producir una tonelada de haba son: 60-13.5-48 kg/ha de N-P-K, donde la

mayor parte de su demanda de nitrégeno la cubre mediante fijacion atmosférica.



2.4.7 Escala extendida BBCH (Bleiholder et al., 1996)

La escala BBCH es un sistema para la codificacion uniforme de identificacion fenologica de
estadios de crecimiento para todas las especies de plantas monocotiledoneas y dicotileddneas a
nivel mundial. Esta escala plantea al ciclo de desarrollo de las plantas en diez estadios
principales de crecimiento; los cuales son descritos utilizando una numeracion ascendente del O

al 9, la cual permite establecer un criterio de madurez fisiologica de una planta (Cuadro 1).

Asi mismo, los estadios principales se dividen en estadios secundarios de dos digitos, los cuales
describen de manera més precisa las fases cortas del desarrollo de la planta (Figura 1).

Cuadro 1. Estadios principales de crecimiento de haba

Germinacién, brotacion, desarrollo de la yema
Desarrollo de las hojas (brote o tallo principal)
Formacion de brotes laterales/macollamiento (ahijamiento)
Crecimiento longitudinal del tallo o crecimiento en roseta, desarrollo
de brotes (retofios)/ encafiado (tallo principal)
Desarrollo de las partes vegetativas cosechables de la planta o de
Organos vegetativos de propagacién/embuchamiento
Emergencia de la inflorescencia (tallo principal)/espigamiento
Floracion (tallo principal)
Desarrollo del fruto
Coloracion o maduracién de frutos y semillas

9 Senescencia, comienzo de la dormancia
Bleiholder et al., (1996)

w NN, O
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Sin embargo, los estadios no necesariamente deben ocurrir de manera estricta, ya que suelen
presentarse cambios en el proceso de desarrollo de la planta. Asimismo, estos cambios se deben

a las condiciones en que la planta se desarrolla, factores bidticos, abiodticos y la variedad misma.

La escala BBCH permite la comparacion entre codigos de la numeracion siempre y cuando
pertenezcan al mismo estadio de crecimiento. Para la codificacion es necesario usar criterios
fenoldgicos y no siempre estadios de desarrollo analogos, lo cual permite realizar una

descripcion de crecimiento basada en las caracteristicas de la planta.



De acuerdo con la escala BBCH el haba presenta 99 estadios secundarios de desarrollo, los

cuales abarcan desde la obtencidn de la semilla hasta la cosecha (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estadios fenologicos de desarrollo de Vicia faba L.

00 Semilla seca
01 Comienzo de la imbibicion de la semilla
03 Fin de la imbibicion de la semilla
05 La radicula (raiz embrional), fuera de la semilla
07 Brote fuera de la semilla (se ve la plumula)
08 Brote crece hacia la superficie del suelo
09 Emergencia: El brote traspasa la superficie del suelo
Estadio principal 1 Desarrollo de las hojas (tallo principal)
10 Par de hojas escama, visibles (pueden perderse o ser comidas)
11 1 hoja, desplegada
12 2 hojas, desplegadas
13 3 hojas, desplegadas
19 9 0 més hojas, desplegadas
Estadio principal 2 Formacion de brotes laterales
20 No hay brotes laterales
21 Comienzo de los brotes laterales: se detecta el 1er. brote lateral
22 Se detectan 2 brotes laterales
23 Se detectan 3 brotes laterales
29 Fin de brotes laterales: 9 0 més brotes laterales
Estadio principal 3 Crecimiento longitudinal del tallo principal
30 Comienzo del crecimiento longitudinal del tallo
31 1 entrenudo alargado visiblemente
32 2 entrenudos alargados visiblemente
33 3 entrenudos alargados visiblemente
39 9 0 mas entrenudos alargados visiblemente
Estadio principal 5 Aparicion del 6rgano floral (tallo principal)

10



Botones florales, presentes, ain rodeados por las hojas

22 Pr!meros botones roraIes,_vis_ib.Ies fuera de las hoj_ag _
55 Pr!meros bgtones fl_orales individuales cerrados, V|S|_ble_s ppor fuera ge las hojas
59 Primeros pétalos, visibles; muchos botones florales individuales, ain cerrados
Estadio principal 6 Floracion (tallo principal)
60 Primeras flores, abiertas
61 Comienzo de la floracion: flores del primer racimo, abiertas
63 Flores abiertas en 3 racimos de cada planta
65 Plena floracion: flores, abiertas en 5 racimos de cada planta
67 La floracion decae
69 Fin de la floracion
Estadio principal 7 Formacion del fruto
70 Primeras vainas han alcanzado su tamafio final ("legumbre plana™)
71 10 % de las vainas han alcanzado su tamario final
72 20 % de las vainas han alcanzado su tamafio final
73 30 % de las vainas han alcanzado su tamafio final
74 40 % de las vainas han alcanzado su tamafio final
75 50 % de las vainas han alcanzado su tamafio final
76 60 % de las vainas han alcanzado su tamafio final
77 70 % de las vainas han alcanzado su tamafio final
78 80 % de las vainas han alcanzado su tamafio final
79 Casi todas las vainas han alcanzado su tamafio final
Estadio principal 8 Maduracion de frutos y semillas
Comienzo de la maduracion: semillas, verdes; rellenando la cavidad de la
80 vaina
81 10 % de las va!nas maduras; semillas, secas y duras
82 20 % de las vainas maduras y oscuras; sem!llas, secas y duras
83 30 % de las vainas maduras y oscuras; sem!llas, secas y duras
84 40 % de las vainas maduras y oscuras; sem!llas, secas y duras
85 50 % de las vainas maduras y oscuras; sem!llas, secas y duras
86 60 % de las vainas maduras y oscuras; sem!llas, secas y duras
g7 70 % de las vainas maduras y oscuras; sem!llas, secas y duras
88 80 % de las vainas mad_uras y oscuras; semillas, secas y duras
89 Madurez completa: casi todas las vainas, oscuras; semillas, secas y
duras
Estadio principal 9 Senescencia
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93 Los tallos comienzan a oscurecerse

95 50 % de los tallos marrones o negros
97 Planta, muerta y seca
99 Partes cosechadas

Codificacion BBCH (Bleiholder et al., 1996)

Figura 1. Estadios fenol6gicos de Vicia faba L. donde 09) emergencia,10) par de hojas escama,
11) 1ra. hoja desplegada, 15/35 desarrollo de las hojas, formacion de brotes laterales y crecimiento
longitudinal del tallo principal, 51) primeros botones florales, 61) comienzo de la floracion,
71) formacidn de frutos, 89) madurez completa de vainas (Bleiholder et al., 1996).
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2.5 La produccion del haba en México

El haba se considera como una de las leguminosas mas importantes del mundo, siendo su
contenido proteico y nutricional superior en comparacion con otras fuentes como el maiz y frijol.
En México, su produccion se concentra en las principales zonas de la region denominada “Valles
Altos”, la cual se sitUa principalmente en los estados de Puebla, México, Tlaxcala, Veracruz,
Michoacan, Oaxaca y Chiapas. En Puebla, la zona productora se encuentra ubicada en la regién
oriente del estado, la cual abarca los distritos de desarrollo de Tlacotepec, Chalchicomula de
Sesma (Cd. Serdan), Libres, hasta llegar a Huitzilan. En esta region, la época de siembra es
determinada por el establecimiento de la temporada de lluvias y la conservacion de humedad,
durante el mes de Noviembre y hasta el mes de Marzo. Asimismo los sistemas de produccion se
dan en la modalidad de riego y temporal, mediante siembras por monocultivo y asociada con otro

cultivo, siendo cominmente maiz (ASERCA, 2001).

En México, el estado de Puebla es considerado como principal productor de haba en grano
seguido por el estado de Veracruz y Tlaxcala. De igual manera, los rendimientos mas altos en
condiciones de temporal corresponden al estado de Morelos con un valor de 3.64 Ton/ha,
seguido del estado de Veracruz con 2.8 Ton/ha y en México con 2.16 Ton/ha (Cuadro 3).

Cuadro 3. Principales estados de México productores de haba en grano

Puebla 12,173.00 12,173.00  16,359.06 1.29 15,025.27 255,908,133.21
Veracruz 5,399.50 5,399.50 14,988.93 2.8 9,021.63  135,368,436.32
Tlaxcala 2,547.00 2,547.00 3,845.85 2.12 11,320.27  45,374,857.75

México 287 287 662.57 2.16 15,449.15 10,281,813.66

Michoacan 338 338 526.98 1.48 5,407.83 3,436,158.53

Hidalgo 326.6 326.6 438.51 1.27 11,864.58  5,385,390.00

Morelos 47.5 47.5 171.92 3.64 7,446.96 1,257,932.61

Oaxaca 30.3 30.3 34.67 1.28 7,084.36 243,729.18

Aguascalientes 15 15 9 0.6 7300 65700
21,163.90 21,163.90  37,037.49 1.85 9,991.12  457,322,151.26

Afio Agricola:2018, Modalidad: Riego + Temporal (SIAP, 2018)
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En la modalidad de riego, el estado de Veracruz es el principal productor de haba en grano,
seguido de Puebla y Tlaxcala. El estado que presenta un mayor rendimiento es el estado de

Veracruz con 3.93 Ton/ha, Tlaxcala con 2.68 Ton/ha y Oaxaca con 2.40 Ton/ha (Cuadro 4).

Cuadro 4. Principales estados de México productores de haba en grano bajo riego

Veracruz 2,362.50 2,362.50 9,489.27 3.93 9,076.88  86,123,985.00
Puebla 1,265.00 1,265.00 3,119.14 2.16 16,624.22  47,061,860.42
Tlaxcala 80.00 80.00 211.15 2.68 10,002.89  2,103,261.75
Michoacan 70.00 70.00 126.00 1.80 5,850.00 737,100.00
Hidalgo 62.60 62.60 83.70 1.36 10,675.00 919,890.00
Aguascalientes 15.00 15.00 9.00 0.60 7,300.00 65,700.00
Oaxaca 3.20 3.20 7.64 2.40 7,120.00 54,405.60
3,858.30 3,858.30 13,045.90 2.13 9,521.28  137,066,202.77

Afio Agricola:2018, Modalidad: Riego (SIAP, 2018)

En condiciones de temporal, el estado de Puebla es el mayor productor de haba en grano, seguido
de Veracruz y Tlaxcala. El estado que presenta mayor rendimiento por hectarea es el estado de
Morelos con 3.64 Ton/ha, seguido por el Estado de México con 2.16 Ton/ha y Tlaxcala con 1.89
Ton/ha (Cuadro 5).

Cuadro 5. Principales estados de México productores de haba en grano bajo temporal

Puebla 10,908.00 10,908.00  13,239.92 1.14 14,754.67 208,846,272.79
Veracruz ~ 3,037.00 3,037.00 5,499.66 1.80 8,972.53  49,244,451.30
Tlaxcala 2,467.00 2,467.00 3,634.70 1.89 11,869.18  43,271,596.00

México 287.00 287.00 662.57 2.16 15,449.15  10,281,813.66

Michoacan 268.00 268.00 400.98 1.44 5,358.70 2,699,058.53

Hidalgo 264.00 264.00 354.81 1.18 13,054.17  4,465,500.00
Morelos 47.50 47.50 171.92 3.64 7,446.96 1,257,932.61

Oaxaca 27.10 27.10 27.03 1.00 7,075.44 189,323.58

17,305.60 17,305.60  23,991.59 1.78 10,497.60 320,255,948.47

Afio Agricola:2018, Modalidad: Temporal (SIAP, 2018)
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En el estado de Puebla, los sitios con mayor produccion de haba en grano en condiciones de
temporal son los distritos de desarrollo de Libres, Zacatlan y Teziutlan. El distrito de Cholula
cuenta con el mayor rendimiento con 1.42 Ton/ha, seguido de Zacatlan con 1.27 Ton/ha'y Libres
con 1.24 Ton/ha (Cuadro 6).

Cuadro 6. Principales distritos de desarrollo de Puebla productores de haba en grano bajo temporal

Libres 6,841.50 6,841.50 8,398.18 1.24 17,676.14 162,393,079.15
Zacatlan 1,784.30 1,784.30 2,207.48 1.27 9,777.78  20,168,389.40
Teziutlan 1,517.00 1,517.00 1,767.59 1.10 11,406.70  15,252,886.48

Cholula 531.00 531.00 760.91 1.42 12,305.65  9,358,383.37
Tecamachalco 164.20 164.20 64.51 0.38 18,687.81 1,209,734.42
Tehuacén 70.00 70.00 41.25 0.58 10,969.23 463,799.97
10,908.00 10,908.00  13,239.92 1.00 13,470.55 208,846,272.79

Afio Agricola:2018, Modalidad: Temporal (SIAP, 2018)

En la modalidad de riego, los distritos de desarrollo con mayor produccién de haba en grano son
Tecamachalco con un rendimiento de 2.38 Ton/ha, seguido por Libres con 2.12 Ton/ha y
Cholula con 1.8 Ton/ha (Cuadro 7).

Cuadro 7. Principales distritos de desarrollo de Puebla productores de haba en grano bajo riego

Tecamachalco  507.00  507.00 1,605.97 2.38 12,014.46 13,706,876.32
Libres 753.00 753.00 1,504.17 2.12 19,246.14  33,246,084.10

Eholua 5.00 5.00 9.00 1.80 12,100.00  108,900.00
126500 126500  3,119.14 2.10 14,453.53  47,061,860.42

Afio Agricola:2018, Modalidad: Riego (SIAP, 2018)

En cuanto a la produccién de haba verde, el Estado de México es el principal productor, seguido
de Puebla y Tlaxcala. EI mayor rendimiento por hectarea se da en el estado de Puebla con un
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valor de 7.78 Ton/ha, seguido por el Estado de México con 7.05 Ton/ha y Durango con 6.82

Ton/ha (Cuadro 8).

Cuadro 8. Principales estados de México productores de haba verde

México 5637.65  5637.65  37,962.72 7.05 6,228.01  255395,668.22
Puebla 331771 331771  23,128.93 7.78 437032  92,685,207.39
Tlaxcala 2,078 2,078 7,961.94 3.87 6,144.63  49,648,770.16
Michoacén 860.3 860.3 5,779.48 6.3 4,668.79  25,598,573.50
Veracruz 229 229 1,206.24 5 4,865.26  5,381,835.82
Hidalgo 89.50 89.50 541.52 5.51 3,801.00  2,055,884.50
C,'\‘/Jlgii‘i gje 168.58 168.58 693.14 3.68 734167  5487,872.97
Morelos 435 435 284.85 6.44 447979  1,235,399.81
Aguascalientes 15 15 105 7 7,100.00 745,500.00
Durango 4 4 27.28 6.82 3,220.00 87,841.60
Zacatecas 2.5 2.5 8 3.2 5,800.00 46,400.00
1253524 1253524  78,240.62 6.11 556245  440,424,838.47

Afio Agricola:2018, Modalidad: Riego + Temporal (SIAP, 2018)

En la modalidad de riego, los principales estados productores de haba verde son el Estado de

México, Puebla y Tlaxcala. El estado de Puebla tiene el mayor rendimiento por hectarea con 8.3

Ton/ha, por el Estado de México con 7.69 Ton/ha y Michoacan con 7.17 Ton/ha (Cuadro 9).

Cuadro 9. Principales estados de México productores de haba verde bajo riego

México 1,541.75 1,541.75 12,393.93 7.69 6,610.08  81,660,174.85
Puebla 1,541.67 1,541.67 11,970.12 8.3 4,849.36  53,879,989.21
Tlaxcala 1,536.00 1,536.00 6,221.45 4.14 6,027.27  39,780,962.39
Michoacéan 563 563 4,077.15 7.17 4,561.77  17,176,763.19
Hidalgo 82 82 526.52 6.33 3,663.75 1,990,634.50
Aguascalientes 15 15 105 7 7,100.00 745,500.00
Durango 4 4 27.28 6.82 3,220.00 87,841.60
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Zacatecas 2.5 2.5 8 3.2 5,800.00 46,400.00

Cd. Mexico 0.3 0.3 1.5 5 7,875.00 11,812.50

5,286.22 5,286.22 35,330.95 6.18 5523.03  195,380,078.24

Afo Agricola:2018, Modalidad: Riego (SIAP, 2018)

En condiciones de temporal, el Estado de México es el principal productor de haba verde,
seguido por el estado de Puebla y Tlaxcala. EI mayor rendimiento se presenta en el estado de
Puebla con 6.95 Ton/ha, seguido por el Estado de México con 6.66 Ton/ha y Morelos con 6.44
Ton/ha (Cuadro 10).

Cuadro 10. Principales estados de México productores de haba verde bajo temporal

México  4,125.90 412590  25,712.79 6.66 6,003.65 174,502,412.89
Puebla  1,776.04 177604  11,158.81 6.95 3,610.46  38,805,218.18
Tlaxcala 542 542 1,740.49 3.34 6,37425  9,867,807.77
Michoacan  297.3 297.3 1,702.33 5.22 480256  8,421,810.31
Veracruz 229 229 1,206.24 5 486526  5,381,835.82
C;\‘jlg)"’(‘i ge 168.28 168.28 691.64 3.49 7,265.48  5,476,060.47
Morelos 435 435 284.85 6.44 447979  1,235399.81
Hidalgo 75 75 15 2.25 4,350.00 65,250.00
718952  7,18952  42512.15 4.92 5218.93  243,755,795.25

Afio Agricola:2018, Modalidad: Temporal (SIAP, 2018)

En el estado de Puebla, los distritos de desarrollo mas productores de haba verde en condiciones
de temporal son Cholula, Libres y Zacatlan. Asimismo, el distrito de Cholula tiene el mayor
rendimiento del cultivo de 10.0 Ton/ha, seguido de Zacatlan con 6.64 Ton/ha y Libres con 4.45
Ton/ha (Cuadro 11).

Cuadro 11. Principales distritos de desarrollo de Puebla productores de haba verde bajo temporal

Cholula 59750 59750  5983.33 10.00 2172.98 14,280,283.74
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Libres 861.04 861.04 3,976.35 4.45 4,926.43  19,323,580.71
Zacatlan 110.00 110.00 746.46 6.64 2,993.33  2,148,649.80
Tecamachalco 207.50 207.50 452.67 1.27 6,641.93 3,052,703.93
1,776.04 1,776.04 11,158.81 5.59 4,183.67  38,805,218.18

Afio Agricola:2018, Modalidad: Temporal (SIAP, 2018)

En la modalidad de riego, los distritos de desarrollo con mayor produccion de haba verde son
Cholula, Libres y Tecamachalco. Asimismo, el mayor rendimiento del cultivo se da en el distrito
de Cholula con un valor de 11.61 Ton/ha, seguido por Libres con 4.84 Ton/ha y Tecamachalco
con 4.02 Ton/ha (Cuadro 12).

Cuadro 12. Principales distritos de desarrollo de Puebla productores de haba verde bajo riego

Cholula 710 710 8,135.04 11.61 4,047.30 32,608,831.31
Libres 450.67 450.67 2305.16 4.84 4982.07 11,416,999.5
Tecamachalco 381 381 1,529.92 4.02 6,420.79 9,854,158.40
1,541.67 1,541.67 11,970.12 6.82 5,150.05 53,879,989.21

Afio Agricola:2018, Modalidad: Riego (SIAP, 2018)

De acuerdo con el SIAP del 2008 al 2018, en el estado de Puebla el valor de produccién de haba
verde produjo un aumento de 398.5 % (de 23.6 a 92.6 millones de pesos) y 173.1 % para la
produccion de haba en grano (147.8 a 255.9 millones de pesos). Asimismo, la superficie de
siembra para haba verde aument6 de 1,073.0 a 3,317 ha con una produccion de 4,734.40 a
23,128.93 Ton, generando un aumento de rendimiento de 4.44 a 7.78 Ton/ha en el cultivo. Sin
embargo, para haba en grano la superficie de siembra disminuy6 84.6 % por ende la produccién
bajo hasta un 85.5 % y el rendimiento del cultivo paso 1.37 al 1.29 Ton/ha. Esta_disminucién_de
superficie condujo a pérdidas millonarias de hasta 302.5 millones de pesos para el estado de

Puebla en estos ultimos 10 afios.

Este problema puede deberse a que el cultivo se comercializa en su mayoria como grano.
Asimismo, el cultivo es sensible a los factores abi6ticos como heladas y sequias; inclusive es

amenazado y devastado por la presencia de factores bidticos provocados por patdgenos externos,
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limitando el desarrollo y provocando la muerte de la planta. Como consecuencia, el productor

opta por buscar otros cultivos mas rentables y con menos problemas fitosanitarios.

2.6 Factores abiéticos adversos

Estos factores brindan las condiciones necesarias para la conformacion y desarrollo de un
ecosistema. En especial el clima es un factor que influye en la produccién de cultivos. Por ende,
los agricultores viven en la incertidumbre en cuanto a su produccion, presentando la necesidad
de predecir fechas de siembra adecuadas para evitar el encuentro con heladas o sequias y asi

obtener buenos rendimientos de sus cultivos.

2.6.1 Sequia

La sequia es un fendbmeno natural devastador que afecta directamente a las comunidades
agricolas a nivel mundial, revirtiendo los logros alcanzados en temas de seguridad alimentaria y
reduccion de pobreza (FAO, 2017). En la agricultura, la sequia se considera cuando la cantidad
de humedad del suelo no satisface las necesidades de un cultivo en particular, ocasionando la
perdida de hectareas sembradas y afectando la posibilidad de que los agricultores recuperen la

inversion hecha al cultivo.

La sequia afecta el rendimiento y productividad del haba, debido a la deshidratacién celular y a
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés reactive oxygen
species); afectando negativamente a las estructuras celulares, lipidos, proteinas, asimilacion de
CO; y al metabolismo de la planta (Siddiqui et al., 2015; Cominelli et al., 2013; Zlatev y Cebola-
Lidon, 2012).

No obstante, la planta genera como mecanismo de defensa diversos cambios quimicos para
contrarrestar los efectos provocados por este factor abiotico tales como la regulacion de genes,
proteinas y metabolitos (Cominelli et al., 2013). En el caso de la regulacion de genes, esta se
divide en genes de funcién primaria (conforman la produccién de osmolitos, proteinas y enzimas

que eliminan las ROS) y genes de funcion secundaria (responsables de la produccion de
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proteinas quinasas, proteinas fosfatasas y proteinasas) (Alamri et al., 2018;
Venekamp y Koot, 1998).

2.7 Factores bidticos adversos

El haba es amenazada por la presencia de enfermedades y plagas que disminuyen
significativamente el rendimiento del cultivo. Estas se manifiestan por causar dafios en las
plantas desde la raiz hasta la semilla y su severidad esta en funcion de las condiciones
ambientales en las cuales se desarrolla. Entre los principales factores abidticos que afectan a este
cultivo se encuentran las enfermedades de Mancha de Chocolate y Roya.

2.7.1 Mancha de chocolate

La Mancha de Chocolate es producida por el hongo Botrytis fabae Sard. la cual es causante de la
pérdida de un 20 hasta un 90 % de los cultivos de haba cada afio; ya que este hongo puede
metabolizar y suprimir a las fitoalexinas producidas por la planta de haba, las cuales son
compuestos antimicrobianos que ayudan a limitar la expansion del patégeno
(Davidson et al., 2007)

2.7.1.1 Taxonomia
El hongo Botrytis fabae causante de la mancha de chocolate en haba se clasifica de la siguiente

manera:

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotinicaeae
Género: Botrytis

Especie: Botrytis fabae Sardifia; 1929
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2.7.1.2 Descripcion y morfologia (Sanchez-Yupangui, 2019)

Este hongo produce abundante micelio gris, conidioforos largos y ramificados que portan

racimos de conidios ovoides, unicelulares, produciéndose a menudo esclerocios de color negro.

a)

b)

d)

Hifas: son una red de filamentos cilindricos que conforman la estructura de los hongos
multicelulares. Estan constituidos por una fila de células alargadas y tubulares, envueltas

por una pared celular compuesta de quitina.

Micelio: Se conoce como micelio al conjunto de hifas que forman la parte vegetativa de
del hongo. Tienen un tamafo de 12 a 70  de longitud y sus hifas presentan de 4.9 a 15.1
M de didmetro. Las ramas con conidi6foros surgen por los estomas y a medida que se van
desarrollando los conididforos, va constituyéndose un estroma de color castafio obscuro

sobre el que quedan implantados los sucesivos aparatos conidioforos.

Conidioforo: Es la parte del hongo especializada en la produccion asexual de miles de
esporas llamadas conidios. Estas miden entre 162 a 231 p de longitud, erguidos, con 1 a 3
tabiques en su tronco principal y de 3 a 4 ramas primarias las cuales se ramifican; en sus
extremidades se encuentran insertos los conidios, estos conjuntos de conidios tienen un

didmetro de entre 38 a 63 .

Conidio: Es una espora asexual inmdvil formada directamente a partir de una hifa o un

conidioforo y sirven para dispersar al hongo a nuevos habitats.

Esclerocio: Es una masa compacta de micelio endurecido que contiene reservas
alimenticias para el hongo, la cual le permite sobrevivir a periodos ambientales extremos.
Durante las condiciones adecuadas estas germinan dando lugar a un nuevo micelio y

poseen la capacidad de producir conidiéforos.

2.7.1.3 Sintomatologia

La sintomatologia de la Mancha de Chocolate varia desde una necrosis menor hasta la

destruccion del tejido y frutos de la planta. La enfermedad se presenta en su fase no agresiva
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mediante lesiones pequefias regulares de color marron-rojizo de aproximadamente 1 a 3 mm de
diametro en las hojas. De acuerdo a las condiciones de humedad y temperatura donde se
desarrolle la planta, el hongo puede alcanzar su fase agresiva causando manchas necrosadas
color negro en toda la planta; provocando fuertes defoliaciones de hojas, flores y manchas en

vainas y semillas (Stoddard et al., 2010).

2.7.1.4 Ciclo de vida

El hongo se desarrolla rapidamente, presenta fuerte agresividad a temperaturas entre 18 y 20°C,
humedad relativa de 90 a 100%. El ciclo de vida inicia con la germinacion de esclerocios que
sobreviven en plantas infectadas, desechos de plantas y suelo. Los esclerocios producen micelios
los cuales esporulan y forman conidios ramificados o conidi6foros, los cuales invaden al tejido
sano y son dispersados por el contacto con hojas infectadas, el viento y el agua (Figura 2)
(Diaz-Ruiz,2010).
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Figura 2. Ciclo de vida del hongo Botrytis fabae S.
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2.7.1.5 Métodos de control

El uso de quimicos en la produccion agricola es una manera de controlar la enfermedad, sin
embargo ocasionan deterioro ambiental y dafio a la salud humana. EIl control de Botrytis fabae
se da mediante el uso de pesticidas como Mancozeb, Folpet, Selix o Benomyl (Espinal-Chutara
et al., 2010). Asimismo, los sistemas alternos de control comdnmente utilizados son: control
bioldgico, uso de cultivos intercalados (Ferndndez-Aparicio et al., 2011), busqueda de
variedades resistentes (Sillero et al., 2010), précticas culturales y biol6gicas (El-Sayed et al,
2011).

2.7.2 Roya

La roya es una de las principales enfermedades que atacan a las regiones productoras del estado
de Puebla, presentando dafios y pérdidas superiores al 60 % de la produccidon. Esta es causada
por el hongo Uromyces fabae Pers. y la infestacion se presenta en las etapas vegetativas y
reproductivas del haba (Diaz-Ruiz, 2010).

2.7.2.1 Taxonomia

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Subclase: Incertae sedis
Orden: Uredinales
Familia: Pucciniaceae
Género: Uromyces

Especie: Uromyces fabae Pers., 1875

2.7.2.2 Descripcion y morfologia

a) Teliosporas diploides: son esporas que permanecen en reposo durante el invierno, las
cuales permiten la emergencia y desarrollo de un basidio.

b) Basidio: estructura microscopica productora de esporas, donde ocurre la meiosis.

c) Meiosis: forma de reproduccion celular.
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d) Picniosporas: son esporas que se producen en estructuras especiales en forma de copa
Ilamadas picnias o pynidia.

e) Dicariotizacion: fendmeno de duplicacion de nucleos en los hongos, pasando de células
monocarioticas a dicaridticas.

f) Aeciosporas: encargadas de iniciar la infeccion en las hojas.

g) Urediosporas: encargadas de infectar al cultivo de forma progresiva.

2.7.2.3 Ciclo de vida

Después de pasar el invierno en el material vegetal residual, las teliosporas diploides germinan
en la primavera con un metabasidio. Después de la meiosis, esta Ultima produce cuatro
basidiosporas haploides con dos tipos de apareamiento diferentes. Estos son expulsados del
metabasidio y después de aterrizar en una hoja de un huésped, entran por las estomas,
germinando y produciendo estructuras de infeccion. Se producen picnias que contienen
picniosporas e hifas receptivas. Las picniosporas se intercambian entre las picnias y ocurre la
espermatizacion. Posteriormente ocurre una dicariotizacion produciéndo aeciosporas, las cuales
germinan e inician la infeccién de la hoja produciendo urediosporas (forma asexual del hongo)
que iran infectando al cultivo de forma progresiva mientras se den las condiciones Gptimas de
humedad y temperatura. A medida que maduran las plantas o cuando no son favorables las
condiciones ambientales, se observaran las teliosporas, las cuales se forman debajo de la
epidermis de la hoja, permaneciendo en éstas (restos de cosechas) durante el otofio-invierno,

completandose asi el ciclo de vida del hongo (Figura 3) (Voegele, 2006).

2.7.2.4 Mecanismo de infeccion

El hongo desarrolla una serie de estructuras de infeccion que permiten alcanzar el parénquima de
la hoja provocando la infeccion del hospedero. El tubo germinativo de la urediospora se
posiciona en la superficie de la cuticula de la planta y posiciona un apresorio sobre un estoma. El
hongo penetra dentro de la camara subestomatal donde produce una vesicula y una hifa de
infeccion (Figura 4a). Sin embargo, las basidiosporas desarrollan estructuras de infeccién

mediante un tubo de germinacion corto y con un apresorio poco desarrollado, adhiriéndose a la
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cuticula del hospedero, formando un gancho y creciendo a traves de la cuticula (Figura 4b). En la
epidermis celular, el hongo produce una vesicula intrapidermal y a partir de la hifa se propaga
dentro de la hoja. Ambas estructuras de infeccion pueden ser formadas en ausencia de la planta
hospedera (Diaz-Ruiz, 2010).

Verano

Figura 3. Ciclo de vida de Uromyces fabae. Inicia cuando la teliospora (T) diploide (2n) germina en la
primavera con un metabasidio (M) a partir de cuatro haploides (n) son formadas badiosporas (B) de dos
tipos de apareamientos distintos (+. -). Picniosporas haploides (P) se intercambian entre picnias de
diferente tipo (+, -) en la superficie de la hoja. Posteriormente se genera una espermatizacion
dicariotizacion (n+n) formando aeciosporas que son formadas en el envés de la hoja. De las aeciosporas
infecciosas se producen urediosporas (U). Al final del verano, de la urediospora se forma una teliospora
cerrando el ciclo (Voegele, 2006).

Figura 4. Infeccion de la hoja ocasionada por a) urediosporas y b) basidiosporas donde: S es la espora;
G es el tubo germinativo; A es el apresorio posicionado encima de un estoma; P es la penetracion donde
se produce una vesicula intrapidermal (V) y una de la hifa de infeccion (1), HM es la célula madre
hautoria; H es un haustorio (Voegele, 2006).
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Los métodos de control comUnmente utilizados son quimicos y bioldgicos, practicas culturales
como densidad de siembra, disponibilidad de nitrégeno y resistencia inducida sistémica
(Sillero et al., 2010).

2.7.3 Resistencia a enfermedades

Los cultivos estan en constante interaccion con patdgenos que ponen en juego la supervivencia
del cultivo. La planta a su vez tiene que ejercer resistencia mediante mecanismos de defensa para
que esta no perezca. El haba presenta contenidos elevados de taninos y fitoalexinas, metabolitos
que ayudan a la resistencia a las enfermedades, bacterias e insectos. Sin embargo, cabe
mencionar que los mecanismos quimicos de defensa llegan a perder su efectividad, por lo que los

patdgenos llegan a romper dicha resistencia (Diaz-Ruiz, 2010).

2.7.3.1 Defensa de las plantas contra patdgenos

Las plantas presentan mecanismos de defensa para repeler los ataques de organismos herbivoros
y patdgenos tales como la sintesis de sustancias quimicas  inorganicas
(p. €j. selenio), metabolitos primarios e intermediarios (p. ej. acido citrico, cisteina) y ciertos
aminoéacidos, entre otros. Sin embargo, la efectividad de las plantas depende de su estado de
desarrollo, pH, estructuras anatémicas de proteccion, acumulacién de metabolitos secundarios,
etc.; asi como factores ajenos a la planta como la calidad del suelo, calidad del agua, variaciones
ambientales, vida de la planta y el patégeno. Durante la defensa quimica de la planta, ésta realiza
un gasto metabolico de produccidn, que esta determinado por una distribucion de suministros de

metabolitos en la planta (Granados-Sanchez et al., 1989).

2.7.3.2 Distribucion de defensas en la planta

La formacion de compuestos secundarios de defensa no se conforma de igual manera en las
distintas partes de la planta. Estos compuestos estan heterogéneamente distribuidos dentro de la
planta. Esta distribucion difiere principalmente en su sintesis y degradacion o en la translocacion
de una parte a otra. Las defensas quimicas de la planta pueden cambiar segun sus necesidades
relativas durante su desarrollo y esto va acompafiado de las cantidades y distribucién de los
metabolitos secundarios (Granados-Sanchez et al., 1989). Por ejemplo, en el caso de las hojas

viejas (parte basal) contienen menos metabolitos que las hojas jovenes, por lo que no hay
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suficiente proteccion para todo el tejido de estas hojas. De acuerdo con lo anterior, esto puede
explicar por qué en el caso del ataque de la mancha de chocolate en el cultivo de haba, las hojas
viejas son mas susceptibles que las hojas jovenes; de igual manera la roya se hace presente en el
tercio inferior de la planta, donde inicia la propagacién en toda la planta (Diaz-Ruiz, 2010).

2.7.3.3 Compuestos quimicos de defensa

Los metabolitos secundarios determinan el establecimiento de las relaciones entre diferentes
tipos de organismos. Las defensas quimicas incluyen alcaloides, piretrinas, rotenoides,
isobutalamidas, glicosidos, fitoecdisonas, caraenolidos, saponinas, lactonas, aminoéacidos,
oxalatos, &cidos grasos, taninos, resinas y compuestos fendlicos, alcoholes aromaéticos e

inhibidores de proteinas (Granados-Sanchez et al., 1989).

La defensa quimica de las plantas puede clasificarse de la siguiente manera:
a) Constitutiva: cuando existen estos metabolitos de defensa desde antes del contacto de la
planta con el agente amenazante.
b) Inducida: cuando la acumulacion de metabolitos es provocado por las iteraciones fisicas

entre la planta y el agente amenazante.

Los compuestos quimicos pueden almacenarse en toda la planta, los cuales tienen una funcion
especifica para la proteccion de la misma (Cuadro 13). Sin embargo, en el tallo y raiz se
encuentran defensas quimicas en altas concentraciones como los taninos, flavonoides, estilbenos,

tropolones y otros compuestos.

Cuadro 13. Principales compuestos quimicos mas utilizados como defensa en la planta

- inapetencia,

- sabor amargo

- inhiben el crecimiento de insectos y
ovoposicion de otros

- Fitoalexinas: microbicidas y
fungicidas
Ptericarpanos: microbicidas y
fungicidas

- Isoflavonoides: funguicida

- Flavonoles: toxicos para insectos

Sesquiterpenlactonas hojas, tallos y flores

Flavonoides todas partes de la planta
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- Rotenoides: funcionan como

insecticidas
Glucésidos raiz, flores, tallos, - repelentes por su mal sabor
Cianogénicos semillas y hojas - toxicos especialmente para herbivoros
- propiedad astringente (insectos las
rechazan)

- inhiben la actividad alimenticia
- Evitan la accion de las hidrolasas
extracelulares de los hongos al
secuestrar proteinas, &cidos nucleicos
y polisacéridos de la misma planta en
tejidos enfermos y células muertas
- afectan al metabolismo de los
patégenos al secuestrar enzimas
esenciales para el hongo
- interfieren en la division celular de los
patégenos al  combinarse  con
polimeros de la pared celular
) - inhiben el crecimiento de hongos
Alcaloides VEEUElES B (S E2 I FS - repelente de insectos por su mal sabor
toda la planta s .
- toxico y repelente para insectos

Taninos todas partes de la planta

Granados-Sanchez et al. (1989)

2.7.3.4 Estudios realizados para defensa del haba

En la actualidad se han hecho varios estudios para conocer la iteracion quimica de defensa del
haba con respecto a factores adversos bioticos y abidticos. El estudio para conocer la resistencia
y defensas del haba generalmente se ha hecho mediante resistencia genética, marcadores
moleculares, colecta de variedades cultivadas, evaluacion de campo y metabolitos secundarios
(Diaz-Ruiz, 2010).

En caso de factores adversos abidticos, se han realizado estudios sobre la adaptacion y
mecanismos de defensa del haba ante la sequia, son comdnmente estudiados a través de los
analisis de metabolitos secundarios (Kabbadj et al., 2017), genética (Ammar et al., 2017) y

respuestas fisioldgicas de la planta (Ammar et al., 2015).

Para factores adversos bidticos, en el caso de mancha de chocolate se han realizado estudios
sobre la propagacion, mecanismos de accion y nuevas formas de control, mediante el analisis de
metabolitos secundarios (Cimmino et al., 2011), ensayos de campo en multiples ubicaciones

(Villegas-Fernandez et al., 2009), uso de encuestas de campo (Sahile et al., 2008) y por
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mecanismos de accion genética (Beyene et al., 2007). Para roya se han realizado estudios sobre
la resistencia, mecanismos de accion y nuevas maneras de control, mediante evaluaciones de
potencial genético (Kumari et al., 2018), colecciones de germoplasma en condiciones de campo
(Sillero et al., 2017) y evaluacién de nuevos fungicidas (Emeran et al., 2011).

Sin embargo, las metodologias empleadas para el estudio de estos factores adversos se basan en
métodos fisicos, empleando soluciones quimicas, equipos costosos, complejos, dificiles de
interpretar y con un tiempo de respuesta extenso. No obstante, en la actualidad la
implementacidn de métodos analiticos basados en la iteracion entre la radiacion electromagnética
y la materia ha sido una estrategia novedosa y eficaz para el estudio del comportamiento de
sistemas bioldgicos; tal es caso del uso de espectroscopia infrarroja, microcopia electronica y

analisis quimico elemental (Barraza-Garza et al., 2013).

2.7.4 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica de caracterizacion de materiales, la cual se basa
en la absorcion de radiacion IR por parte de los enlaces moleculares, provocando vibraciones o

movimientos especificos para cada molécula.

La absorcién de radicacion IR se basa en la ley propuesta por Beer-Lambert, también conocida
como la ley de Lambert-Beer. Esta ley relaciona la absorcion de la luz con las propiedades del

material que atraviesa y se puede escribir de la siguiente manera:

|

s

T = _ 10—5(1)-[8]

A=tog,, 12 = o(4).[B]-L =log, ()

Doénde:
T = Transmitancia
A = Absorbancia

lo = Intensidad de la radiacion incidente
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I = Intensidad transmitida

A = Longitud de onda

[B]= Concentracion molar del analito

L = Longitud atravesada por la luz en el medio

e(\) = Absortividad molar o coeficiente de extincion molar (cuan fuertemente una sustancia

absorbe la luz a una longitud de onda dada por unidad de masa).

La radiacidn absorbida tiene caracteristicas ondulatorias que viajan a la velocidad de la luz y se
difiere de acuerdo a su longitud de onda (distancia entre dos crestas de una onda). Esta longitud
se representa por la letra griega A (lambda) y su equivalencia se denota por la velocidad de la luz
(c) dividida entre la frecuencia V. (A = c¢/V dada en pm). La frecuencia son el nimero de ciclos
ondulatorios que pasan por un punto fijo en un segundo. Donde el inverso de la frecuencia es el
nimero de onda, representado por 1/ V. = cm™, siendo esta Gltima utilizada en la representacion

de los resultados emitidos por la espectroscopia de infrarroja (Skoog et al., 2009).

La radiacion IR forma parte de las radiaciones planteadas en el espectro electromagnético. La
cual localiza entre la region del UV-Visible y la region de microondas. La radiacion infrarroja se
divide generalmente en tres regiones: el infrarrojo cercano, medio y lejano, llamado asi por su
relacion con el espectro visible. La energia del IR cercano comprende un nimero de onda entre
14000 — 4000 cm™® (A = 0.7 a 2.5 pm), para IR medio comprende 4000 — 400 cm™
(A=2.5a25 um) y para IR lejano comprende 400 — 10 cm™ (A =25 a 1000 pm) (Figura 5).
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Figura 5. Representacion del IR dentro del espectro electromagnético.

Para moléculas diaténicas los movimientos vibraciones generan desplazamiento en los enlaces,
los cuales se conocen como vibraciones de tension o flexion (Barraza-Garza et al., 2013). Donde
las tensiones provocan estiramiento o estrechamiento del enlace y las flexiones generan la
deformacion del enlace; si el numero de atomos que forma un enlace es de tres o mas, los
movimientos pueden presentarse como simétricos o asimétricos. Los movimientos simétricos se
caracterizan porque los enlaces se desplazan en direcciones contrarias y los movimientos

asimétricos se caracterizan por un movimiento en la misma direccién o sentido (Figura 6).
c c/

Tension simétrica Tension antisimétrica Flexion simétrica  Flexion antisimétrica

L0
AW 9 0 Q)

Figura 6. Vibraciones de tensién y flexion de enlaces moleculares (Barraza-Garza et al., 2013).
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2.7.4.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Un espectro infrarrojo convencional se compone de una fuente de luz infrarroja, componentes
Opticos (espejos, lentes, divisores de luz, entre otros) constituidos por materiales adecuados no
absorbentes en el IR (sales KBr o NaCl) y un fotodetector sensible a la luz IR. La fuente de luz
IR es un filamento que se mantiene al rojo vivo mediante el paso de corriente eléctrica,

alcanzando la temperatura correspondiente a un cuerpo negro.

Los espectrofotometros infrarrojos mas modernos son del tipo FTIR. Su sistema éptico esencial
y lo que lo diferencia es un interferdbmetro de Michelson que estd formado por divisor de haz y
dos espejos (uno fijo y uno mdvil). Cuando la luz colimada procedente de la fuente incide sobre
el divisor del haz, se divide en dos rayos que se reflejan en cada uno de los espejos y vuelven al
divisor de haz, donde se recombinan y del interferémetro para ser conducidos por los espejos a
través de la muestra y hasta el detector. El objeto de dividir el haz es conseguir la interferencia
de los dos rayos de luz infrarroja que recorren distancias distintas. Esta diferencia de distancia se
regula con la posicién del espejo movil. Proporciona a su vez una ventaja debido a su rapidez en
la adquisicion del espectro y adquiere simultaneamente todos los componentes de la frecuencia
(cm™) del espectro, permitiendo obtener un gran nimero de espectros de diferentes muestras en
poco tiempo (Figura 7) (UPO, 2019).

= Laser de
.S§ He-Ne

Espejos
Rendija

Detector

Espejo
fijo

Divisor
de haz

N

Figura 7. . Funcionamiento de espectrofotometro FTIR (UPO, 2019).

Interferometro Muestra

Espejo mavil
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El andlisis de una muestra promueve de un interferograma o también Ilamado espectro de
absorcion infrarrojo, el cual proporciona informacion acerca de la estructura y concentracion
molecular en el rango del infrarrojo medio (4000 — 400 cm™). Todas las moléculas manifiestan
una serie de bandas o picos de absorcion, la cual cada una corresponde a una vibracion de un
enlace especifico dentro de la molécula. Las bandas de absorcion pueden ser divididas en dos
regiones principales: la region que comprende 4000-1450 cm™ donde vibran la mayoria de las
muestras analizadas y 1450-400 cm™ donde se emiten las sefiales Gnicas y caracteristicas de cada

muestra o0 también llamada “huella dactilar” (Figura 8).
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Figura 8. Espectro FTIR obtenido en modalidad de Transmitancia de Vicia faba L. en comparacién con
FTIR de factores bioticos més agresivos para el cultivo.

Cada banda localizada en determinado nimero de onda corresponde a la presencia de grupos
funcionales correspondientes a un compuesto especifico presente en cada muestra. Sin embargo,
en ocasiones, la presencia de un grupo funcional puede localizarse en una 0 mas bandas en

distintas frecuencias o nimeros de onda (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Bandas de absorcién FTIR y su asignacién a grupos funcionales de Vicia faba L.
(Mecozzi y Sturchio, 2017)

3350-3450 O-H perteneciente a carbohidratos, proteinas y polifenoles
3200-3250 NH, perteneciente a los aminoacidos
3010-3020 C-H de los grupos alquenos
3020-3060 C-H de los arillos arométicos
2850-2950 CH — CH, de grupos aromaticos
2100-2500 enlaces C=C y C=C
1730-1740 C=0 éster de los acidos grasos
1700-1715 C=0 écidos grasos
1620-1670 C=0 Amida |
1670 giro B perteneciente a la Amida I
1650 a-hélice perteneciente a la Amida |
1635 lamina f perteneciente a la Amida I
1625-1630 Amida | (desnaturalizacién de proteinas)
1540-1550 C-N Amida Il
1510 Lignina
1400-1460 Estiramiento del enlace —C=0 del carbonato inorgéanico
1350-1440 Flexion del enlace C-H de grupos alifaticos
1240-1340 C-N Amida Il
1120-1160 C-0O-C de polisacaridos en ADN y ARN
1085-1080 P=0 fosfolipidos en ADN y ARN
1080-1060 C-O de carbohidratos en ADN y ARN
900-800 C=C, C=N, C-H del ADNy ARN

El FTIR tiene la capacidad de trabajar en distintas modalidades, en la cual generalmente se elige

el modo de trabajo dependiendo del tipo de muestra a analizar (Alvarez-Ordofiez y Prieto, 2012).

En la espectroscopia FTIR en la modalidad de Transmitancia, la muestra es colocada en la
trayectoria del haz IR, es atravesada por el haz y esta Gltima escaneada por el detector; es

utilizada para el estudio de muestras hiumedas, liquidas y sélidas (Figura 9 a).

En espectroscopia FTIR por reflectancia difusa (DRIFT por sus siglas en inglés), el haz IR es
proyectado hacia la muestra, donde esta es reflejado, dispersado y transmitido a través de la
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muestra. La parte de la radiacion dispersada de manera difusa dentro de la muestra y regresado al
detector dptico es considerada como reflexion difusa. Esta técnica es utilizada preferentemente

para el analisis de muestras bioldgicas liofilizadas (Figura 9 b).

En espectroscopia FTIR por reflexion total atenuada (ATR por sus siglas en inglés), la muestra
es colocada dentro de un cristal épticamente denso de indice de refraccion alto y necesita poca o
nula preparacion en la muestra. El haz IR es reflejado desde la superficie interna del cristal y crea
una onda evanescente, que se extiende mas alla de la superficie del cristal y la cual se proyecta
hacia la muestra en contacto con el cristal ATR. Parte de la energia de la onda es absorbida por la

muestra y la radiacion reflejada al detector que se encuentra en la salida del cristal (Figura 9 c).

8  Transmitancia FTIR b Reflectancia difusa FTIR
(( - I - Radiacion
Radiacion Radiacién . Radiacion  Reflexion  especular
- incidente transmitida . . incidente difusa
:-!: . > J | | " /
Muestra =
Cristal Detector Detector S e Detector
(ZnSse) Muestra
Cristal
Cc

FTIR — Reflectancia total atenuada

{( Onda
\ iacio Detector
‘ Ra(_ilacmn evanescente
incidente Muestra .

»
Reflectancia
atenuada

Figura 9. Modalidades empleadas por FTIR donde a) Transmitancia, b) Reflectancia difusa,
¢) Reflectancia total atenuada.

Se ha demostrado que mediante esta técnica FTIR es posible determinar el contenido de
sustancias y compuestos biolégicos como proteinas, carbohidratos y lipidos en células
(Wagner et al., 2013), la calidad de diferentes tipos de aceites (Chen et al., 2018), los efectos de
fertilizacion por Nitrogeno (N) en solandceas de especies Physalis L. (Leite et al., 2018), los
cambios quimicos provocados por alteraciones de humedad, envejecimiento y temperatura en el
cultivo de trigo (Aghababaei et al., 2017), el contenido de &cidos grasos en arroz
(Genkawa et al., 2016), los cambios moleculares producidos por contaminantes como arsénico
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en el cultivo de haba (Mecozzi y Sturchio, 2017), el cambio en la estructura de la proteina en las
raices de haba para su potencial aplicacion como pesticida (Mecozzi y Sturchio, 2015), entre

otros.

2.7.5 Microscopia electrénica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido es una técnica de analisis topogréafico, estructural y
composicional. EI SEM es capaz de generar imagenes mediante el impacto de un haz de
electrones de alta energia, la cual produce sefiales que son detectadas por el equipo. Estas sefiales
proveen informacién acerca de la topografia, composicién y conductividad eléctrica de la
muestra. ElI microscopio posee un poder de resolucion muy elevado que va desde los x10
aumentos hasta los x50,000 aumentos lo que permite observar detalles de aproximadamente
10 nm. Posee una profundidad de campo (distancia por delante y por detras del punto enfocado
que aparece con nitidez en una foto) mayor a la del microscopio dptico, por lo que permite la
obtencion de imagenes perfectamente enfocadas de objetos tridimensionales
(Quintana-Garcia, 2011).

2.7.5.1 Preparacion de la muestra (Quintana-Garcia, 2011)

La preparacion de la muestra depende de diversos factores: el tipo de muestra a analizar, el tipo
de observacion que se desea hacer (morfologia, analisis composicional o microandlisis), la
resolucion que se desea alcanzar y el tipo de microscopio a utilizar (microscopio ambiental, alta

resolucion o convencional .

En el SEM se pueden utilizar muestras pulverizadas o macizas pero siempre solidas. Para
alcanzar una resolucion especifica depende del tamafio de la camara, la distancia entre el detector
y la muestra; para ello se manejan portamuestras generalmente circulares de media pulgada de

didametro a una pulgada, dependiendo del tamafio de muestra.
Para muestras humedas blandas es necesaria la deshidratacion previa de la misma, asi mismo

para muestras bioldgicas. Para muestras rigidas como minerales 0 metales bastara con secarlas

con aire o estufa.
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La conductividad eléctrica de una muestra es importante, debido a que para observar una
superficie es necesario que la misma sea conductora de electricidad. Sin embargo, si un material
no lo es por su naturaleza, es necesario recubrir esta superficie con una pelicula muy fina de

material conductor, generalmente oro o grafito con unos pocos nanémetros de espesor.

En ocasiones durante la observacion, las muestras no soportan la energia que reciben del haz por
su descomposicion por el calor, lo cual causa problemas en la observacion y degradacion de la
muestra en su morfologia y composicion. Esto generalmente ocurre en superficies poliméricas y

peliculas delgadas.

2.7.5.2 Funcionamiento del SEM

Se basa mediante la incidencia de un haz de electrones de alta energia (electrones primarios
generados por el calentamiento de un filamento de tungsteno) sobre la muestra, utilizando un
sistema de lentes electromagnéticos para focalizar el haz a la zona de interés. El impacto
generado por los electrones primarios y la muestra, producen electrones secundarios (SE por sus
siglas en inglés Secondary Electrons) y retrodispersados (BSE por sus siglas en inglés
Backscattered Electrons) los cuales rebotan de la muestra y son percibidos por un detector. El
detector registra la cantidad de electrones y los convierten en una sefial digital que se interpreta
como intensidad de color, construyendo la imagen. Cabe destacar, que el interior del equipo
durante el analisis se debe de tener una atmosfera inexistente (alto vacio) para evitar obtener
interferencias en la imagen (provocadas por la iteracién entre los electrones primarios con las

moléculas del aire) (Figura 10) (Clavijo, 2013).

Los electrones secundarios y retrodispersados proporciona informacion diferente de cada
muestra. Los SE son generados por la colisién de los electrones primarios con los atomos
superficiales de la muestra y proveen informacion de la morfologia de la muestra. Sin embargo,
los electrones BSE son electrones que inciden en el interior de la muestra, proporcionando

informacidn acerca de la composicién quimica de la muestra (Figura 11).
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Figura 10. Representacion grafica del equipo y funcionamiento del SEM (Clavijo, 2013).
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Figura 10. Bombardeo de electrones primarios e identificacion de electrones secundarios para la
formacion de la imagen.

2.7.5.3 Andlisis Quimico Elemental (EDS)

Esta técnica permite detectar los rayos X emitidos por los electrones primarios originados por el
SEM. De igual manera, permite realizar andlisis cualitativos y cuantitativos de manera puntual o
por mapeo elemental sobre la superficie de la muestra. La concentracion elemental es manejada
en unidades de % en peso y son representados en forma de picos en graficas o espectros EDS
(Chavez-Rivas et al., 2014).

Se ha demostrado el uso del SEM-EDS para estudios de residuos de cultivos de arroz, paja, maiz
y trigo para la produccion de larvas Tenebrio molitor L. para consumo de insectos
(Shan-Shan et al., 2019), la evaluacion de nutrientes ante la exposicion de contaminantes en el
cultivo de arroz (Singh et al., 2018), en la obtencion de carbon vegetal para la eliminacion de
metales pesados (Sun et al., 2014), para la evaluacion fisiolégica y molecular de cultivos ante la

presencia de metales pesados (Prabhat et al., 2019).

39



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal y siembra

Fue utilizada una variedad de haba criolla de semilla color amarillo perteneciente al grupo
boténico equina. La investigacion se desarroll6 en el invernadero del colegio de Postgraduados
Campus Puebla, el cual se localiza entre los paralelos 19°04'26.9" latitud N y 98°15'40.8"
longitud O. La siembra se llevo a cabo en macetas de plastico con capacidad de 6 kg, las cuales
fueron llenadas con suelo agricola, fueron colocadas 2 semillas por maceta a una profundidad de
3 cm. Los riegos fueron aplicando un litro de agua cada tercer dia. Después de la emergencia, se
aplicd una solucion a base de jabdn para evitar cualquier tipo de contaminacién por plagas o

enfermedades.

3.1.1 Solucion a base de jabon

Se utilizé jabon potéasico marca Zote® debido a su capacidad para controlar plagas sin contaminar
ni generar problemas de toxicidad. Se pesaron 20 g de jabdn diluyéndolo en 1 litro de agua a una
temperatura de 50°C con agitacion constante durante 10 min. La solucion se vertié en una botella

de pléastico con aspersor y se evitd la presencia de grumos no disueltos.

3.2 Obtencidn de in6culos

Plantas infectadas con Botrytis fabae y Uromyces fabae fueron obtenidas de un cultivo de haba
sembrado en campo perteneciente al Instituto Tecnoldgico Superior de Ciudad Serdan cuyas
coordenadas son 18°59'59.3" latitud N y 97°27'53.1" longitud O. Las plantas se trasplantaron en
macetas de plastico llenadas con suelo agricola, fueron regadas y llevadas tanto al laboratorio e
invernadero para su conservacion de los patégenos, de esta manera se obtuvo el inéculo para

infectar plantas que sirvieron para estudiar el ciclo de infeccion de cada uno de ellos en haba.

3.2.1 Reproduccion de indculos
3.2.1.1 Reproduccion por medio de cultivo
Para Botrytis fabae y Uromyces fabae se utilizd6 Agar Papa Dextrosa (Potato Dextrose Agar,

PDA, por sus siglas en ingleés).
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I.  Se disolvieron 39 g del medio de cultivo en un litro de agua purificada a 100 °C y con
agitacion constante hasta alcanzar el punto de ebullicién durante un minuto.
Il.  Lasolucion se esterilizo en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
I1l.  Se vertieron 20 ml de agar en cajas Petri de vidrio estéril y se dejaron enfriar por 1 hora.
IV.  Hojas infectadas fueron sumergidas en alcohol al 70% por 30 segundos, trasladandolas en
agua destilada por 20 segundos y dejandolas secar sobre papel filtro.
V.  Se realizaron cortes de diferente tamafio en zonas donde se presentaba enfermedad y
posteriormente fueron sembradas en las cajas Petri con agar, selladas con Parafilm® e

incubadas a 37 °C durante 48 horas.

3.2.1.2 Reproduccion por contacto

Para Botrytis fabae y Uromyces fabae se utilizaron hojas de haba portadoras de la enfermedad,
éstas se frotaron directamente en hojas y tallos de plantas sanas. Las plantas contaminadas se
separaron de las sanas, sacandolas del invernadero y llevandolas a traspatio. Asimismo, se

colocaron bajo malla negra, a riego constante y manteniendo la humedad del lugar.

3.3 Analisis Botrytis fabae
Para el andlisis se utilizaron 8 plantas inoculadas con distintos grados de dafio en sus hojas y sus

respectivos testigos. Se denominaron los grados de dafio como: zona verde para la parte sana de
la hoja, zona amarilla para el inicio del dafio de la enfermedad, zona roja para la fase agresiva del
patdgeno y la zona necrosada para la fase destructiva del tejido causado por el hongo. Todas las
zonas se analizaron por espectroscopia FTIR y SEM - EDS. Asi mismo, los resultados se
sometieron a un andlisis de conjunto de datos para conocer de forma mas precisa el

comportamiento de la planta ante la enfermedad.

3.4 Analisis Uromyces fabae
Para el analisis se utilizaron 12 plantas inoculadas con distintos grados de dafio en sus hojas y

sus respectivos testigos. Se denominaron los grados de dafio como: zona verde para la parte sana
de la hoja, zona amarilla para el inicio del dafio de la enfermedad y zona roja para la fase
agresiva del patdgeno. Las zonas se sometieron al anélisis por espectroscopia FTIR y SEM -
EDS. Los resultados fueron examinados mediante un andlisis de conjunto de datos para conocer

el desarrollo de la enfermedad en la planta.
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3.5 Simulacién de estrés por sequia

Fue establecido un experimento en el mes de Mayo y un segundo en el mes de Octubre de 2018.
En cada uno de ellos, las plantas se mantuvieron en crecimiento hasta alcanzar una etapa
fenoldgica de 8 hojas desplegadas y evitando cualquier tipo de contaminacion por plaga o
enfermedades. Se utilizaron un total de 35 plantas para tratamientos divididas en 4 grupos de 5
macetas para el primer experimento y 3 grupos de 5 macetas para el segundo, todos los
tratamientos con su respectivo testigo. En los dos experimentos se trabajo con periodos de 10,
15, 20, 25 y 30 dias de sequia, evitando el riego durante cada periodo y sometiendo a los testigos
a riego constante. De cada maceta se eligié la planta con la etapa fenoldgica antes mencionada,
denominando a la segunda hoja desplegada como hoja madura y a la octava hoja desplegada
como hoja joven. La parte central del foliolo lateral derecho y la parte central de la raiz principal
de cada planta se sometieron a andlisis por espectroscopia FTIR. Asimismo, para cada resultado
se realizé un analisis de conjunto de datos para conocer de forma el comportamiento quimico de

estas partes de la planta en cada periodo de sequia.

3.6 Espectroscopia FTIR

Cada espectro infrarrojo fue obtenido mediante el modo de Transmitancia usando un
espectrofotometro marca BRUKER modelo VERTEX 70, equipado con un accesorio de cristal
de diamante utilizado para generar Background espectroscopico. La obtencion del espectro fue
trabajado en la region del infrarrojo medio que comprende un nimero de onda de 4000 a 400 cm”

! utilizando 8 escaneos para cada muestra a una resolucion espectral de 4 cm™.

3.7 Analisis de conjunto de datos

Los datos de los espectros infrarrojos de cada muestra fueron guardados en formato DPT y
organizados en Excel (version 2010) para Windows. Los espectros fueron graficados con el
programa Origin Pro 8, realizando acercamientos precisos a cada una de las bandas de absorcion,
obteniendo los valores de Transmitancia de cada pico. Para conocer el comportamiento de las
frecuencias durante cada periodo de sequia, los valores de Transmitancia fueron promediados y
graficados en Excel.
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3.8 Microscopia Electronica de Barrido

3.8.1 Especificaciones del equipo

Para cada analisis se utiliz6 un microscopio electronico de barrido Marca JEOL modelo
JSM-6610 LV; equipado con un cafion de filamento de wolframio, con posibilidad de
funcionamiento en alto y bajo vacio, con una resoluciéon tedrica de 3 nm (nandmetros)
permitiendo obtener micrografias por encima de los x50000 aumentos y dotado con detectores de
electrones secundarios y retrodispersados para la obtencion de imagenes morfologicas vy

composicionales.

3.8.2 Preparacion de la muestra

Se realizaron cortes de aproximadamente 1 cm? en hojas donde se presentaba enfermedad y
fueron fijadas con cinta metalica adherente sobre un portamuestras de acero inoxidable.
Asimismo, sabiendo que las muestras son poco conductoras de electricidad, se realizd
recubrimiento con una capa conductora a base de particulas de oro, mediante el uso de un equipo
de recubrimiento de oro marca Balzers modelo SCD 004. Para evitar alteraciones en las
imagenes, las muestras se estudiaron mediante la implementacién de alto vacio y se realizaron

acercamientos de acuerdo con las necesidades de estudio en cada muestra.

3.8.3 Analisis quimico elemental

Se realiz6 mediante un equipo marca Inca energy-350 de la casa Oxford Instruments, con
detector de rayos X modelo X-Max 50, de 50 mm? y con una resolucién teérica de 127 eV a la
energia del pico K del Mn. En este analisis mediante el uso del cursor guiado por el raton de
computadora y haciendo clic en la imagen emitida por el SEM, se realizé la seccion del punto o
zonas de interés. Asimismo, se obtuvo de forma inmediata y precisa la composicién quimica
elemental de esos puntos y zonas, de manera cualitativa y cuantitativa a nivel superficial con una
resolucion espacial del orden de una micra. De la misma manera, el software permitié obtener
una imagen composicional de la superficie estudiada en forma de espectros de emisién de rayos
X, lo que permitio visualizar los elementos quimicos y hacer el andlisis cuantitativo a nivel de

concentracion porcentual de cada punto o zona de estudio.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Botrytis fabae
4.1.1 Espectroscopia FTIR
La obtencion de cada espectro infrarrojo permitio observar las vibraciones moleculares
representadas por bandas en distintas frecuencias (cm™), las cuales corresponden a la presencia
de grupos funcionales atribuidos a la formacién de diversos compuestos. Asimismo, se observa
la variacién de intensidad de dichos compuestos caracteristicos a las distintas etapas de avance

de la enfermedad o también conocidas como zonas de dafo.

El enlace C-H se caracteriz6 por la presencia de quince bandas, las cuales cinco corresponden a
la formacion de Amida 111 en las frecuencias: 1319 cm™ (Zhu et al., 2005), 1317 cm™ (Barraza-
Garza et al., 2013; Zhu et al., 2005), 1315 cm™ (Al-Kadhemy et al., 2016) y 1259 cm™ (Cai y
Singh, 1999); tres bandas correspondientes a lipidos en 2918-2850 cm™ (Leite et al., 2018) y
1462 cm™ (Barraza-Garza et al., 2013); dos bandas correspondientes a prolina en 1436 cm™
(Kher et al. (2007) y 1338 cm™ (Jian-Hua et al., 2011); dos bandas correspondientes a
carbohidratos de la celulosa y hemicelulosa en 1369 cm™ (Jung et al., 2018) y 1363 cm™
(Sharma y Uttam, 2017; Dai y Fan, 2011); una banda correspondiente a pentosas en 1471 cm™
(Dudek et al., 2019), una banda correspondiente a lignina en 1458 cm™ (Sharma y Uttam, 2017),
una banda correspondiente a Pectina en 1442 cm™ (Barraza-Garza et al., 2013) y una banda
correspondiente a la Citosina en 1375 cm™ (Veronezi et al., 2017).

De acuerdo con cada zona de dafio, la variacion en intensidad de Transmitancia puede aumentar
o disminuir con respecto al testigo. En la zona amarilla se presenté un aumento del 44.83 % en la
produccién de pectina (1442 cm™), asi como una disminucién de lipidos del 20.53 % (2850
cm™). La zona roja correspondiente a la fase agresiva del patégeno presenté aumento de 21.07%
en la produccion lipidica (2918 cm™), sin presentar disminucién de los demés compuestos
detectados. De igual manera en la zona necrosada definida como fase destructiva se registro
aumento del 33.03 % en la produccion lipidica correspondiente a la frecuencia 1462 cm™ y
disminucién del 22.1% en 2850 cm™ del mismo compuesto.
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Por otro lado, la produccion de Amida 11l fue registrada unicamente en la zona amarilla en la
frecuencia 1317 cm™, en la zona roja, los compuestos pentosa, citosina, prolina, lignina (1458
cm™), carbohidratos (1363 cm™) y Amida 111 (1319 y 1259 cm™) fueron localizados solamente

en dicha zona (Cuadro 15).

Cuadro 15. Frecuencias y formacion de compuestos caracteristicos del enlace C-H correspondientes a
Botrytis fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

Frecuencia Zona verde Variacion Variacion Variacion
gl Compuesto . Zona . Zona
(cm™) (Testigo) . Zona roja
amarilla necrosada
2918 Lipidos 68.67 9.39 -21.07 13.20
2850 Lipidos 63.61 20.53 -11.86 22.10
1471 Pentosas -- -- *80.24 --
1462 Lipidos 76.87 -12.68 -- -33.03
1458 Lignina -- -- *77.20 -
1442 Pectina 87.45 -44.83 -- --
1436 Prolina -- -- *77.29 --
1375 Citosina -- -- *78.79 --
1369 Carbohidrato 76.11 -1.89 -- --
1363 Carbohidrato -- -- *79.18 --
1338 Prolina -- -- *80.06 --
1319 Amida Il -- -- *79.94 --
1317 Amida Il -- *53.29 - --
1315 Amida Ill 86.68 -- -- --
1259 Amida Il -- -- *39.68 --

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafio se encuentran dadas con respecto a su
testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de la intensidad.
Asimismo, los valores con * corresponden a valores propios de la zona que no aparecen en el
testigo.

El enlace C=0 se caracterizd por la presencia de catorce bandas, las cuales ocho pertenecen a la
presencia del enlace peptidico Amida I, perteneciente a la conformacion de estructuras
secundarias a-Hélice y lamina P de la proteina en las frecuencias: 1699 cm™ (Motoyama et al.,
2018; Sharma y Uttam, 2017), 1683 cm™ (Motoyama et al., 2018), 1668 cm™ (Motoyama et al.,
2018), 1652 cm™ (Barraza-Garza et al., 2013; Movasagui et al., 2008), 1647 cm™ (Tesar et al.,
2017), 1635 cm™ (Mecozzi y Sturchio, 2015), 1625 cm™ (Sureka et al. (2005), 1618 cm™ (Tesar
et al., 2017); dos bandas correspondientes a la lignina en 1593 cm™ (Cornet et al., 2018; Barraza-

Garza et al.,, 2013) y 1508 cm™ (Sharma y Uttam, 2017; Timar et al. 2016); dos bandas
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atribuidas a la presencia de CO, en 2360 — 2340 cm™ (Leng y Hall, 2019) y una banda en 1732
cm™ correspondiente a la oxidacién proteica en 1732 cm™ (Mecozii y Sturchio, 2015).
Asimismo, en la zona amarilla se presentd un aumento en la Amida | del 39.74 % en la
frecuencia 1635 cm™. La zona roja presenté aumento en la degradacion de proteinas de 32.58 %
y una disminucion de la presencia de CO, de ambas frecuencias. La zona necrosada presento
aumento de la presencia de CO, de ambas frecuencias y una disminucion en la degradacion

proteica.

Por otra parte, las purinas, lignina y siete frecuencias correspondientes a la Amida | son
producidas Unicamente durante la fase agresiva de la enfermedad. La lignina perteneciente a la

frecuencia 1593 cm™ fue caracteristica Ginicamente de la zona necrosada de la hoja (Cuadro 16)

Cuadro 16. Frecuencias y formacion de compuestos caracteristicos del enlace C=0 correspondientes a
Botrytis fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

. Variacioén N Variacion
Frecuencia Zona verde Variacion
(cm™) Compuesto (Testigo) Zona Zona roja Zona
amarilla necrosada

2360 CO, 36.94 -13.12 22.76 -13.80
2340 CO, 36.97 -12.94 23.12 -13.51
1732 0. Proteinas 84.81 -0.03 -32.58 3.63
1716 Purinas -- -- * 84.84 --
1699 Amida | -- -- * 84,58 --
1683 Amida | -- -- *81.49 --
1668 Amida | -- -- *47.05 --
1652 Amida | -- -- *71.19 --
1647 Amida | -- -- *71.02 --
1635 Amida | 78.86 -39.74 -34.80 --
1625 Amida | -- -- *72.03 --
1618 Amida | -- -- *72.48 --
1593 Lignina -- -- -- *78.75
1508 Lignina -- -- *79.90 --

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafio se encuentran dadas con respecto a su
testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de la intensidad.
Asimismo, los valores con * corresponden a valores propios de la zona que no aparecen en el
testigo.

El enlace N-H se caracterizé por la presencia de cinco bandas, las cuales pertenecen al enlace

peptidico Amida Il, perteneciente a la conformacién de estructuras secundarias a-Hélice y
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lamina P de la proteina en las frecuencias: 1577 cm™ (Motoyama et al., 2018; Abidi et al., 2008),
1570 cm™ (Zhu et al., 2005), 1558 cm™ (Sharma y Uttam, 2017), 1541 cm™ (Barraza-Garza et
al., 2013; Sharma y Uttam, 2017), 1521 cm™ (Wu et al., 2019; Motoyama et al., 2018; Sharma y
Uttam, 2017; Barraza-Garza et al., 2013). Presentandose estas frecuencias Unicamente en la zona
roja (Cuadro 17).

Cuadro 17. Frecuencias y formacion de compuestos caracteristicos del enlace N-H correspondientes a
Botrytis fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

Frecuencia Zona verde Variacion Variacion Variacion
(cm™) Compuesto (Testigo) Zona Zonaroja _ ~Om
amarilla necrosada
1577 Amida Il - - %7661 ~
1570 Amida Il -- - * 62.25 .
1558 Amida Il -- - * 75 09 _
1541 Amida II - - *76.87 B
1521 Amida Il -- - * 79 40 .

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafio se encuentran dadas con respecto a su
testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de la intensidad.
Asimismo, los valores con * corresponden a valores propios de la zona que no aparecen en el
testigo.

El enlace O-H se present6 en la frecuencia 3317 cm™ atribuido al agua (Mecozzi et al., 2007), la
cual tuvo una presencia maxima durante en la zona roja y una disminucion maxima en la zona
necrosada. El enlace C=C se present6 en la frecuencia 1498 cm™ atribuida a la formacion de
compuestos fendlicos (Abbas et al., 2017) en la hoja, la cual Gnicamente se presento en la zona
roja. El grupo —COOH se presentd en dos ocasiones, en la frecuencia 1419 cm™ y 1396 cm™
correspondiente a la pectina y al acido aspartico respectivamente, compuestos que Unicamente se
presentaron en la zona roja. El grupo —CHO fue localizado en la frecuencia 1415 cm™ el cual fue
atribuido a la glucosa, el cual se presentd en la zona amarilla y roja. El enlace P=0 presento
sefial en las frecuencias 1240 y 1049 cm™ las cuales fueron atribuidas a la formacion de 4cidos
nucleicos, concentrandose principalmente en la zona roja. Por Gltimo, la vibracion del enlace
C-O se atribuy6 a la formacién de carbohidratos en 1147 cm™ (Barraza-Garza et al., 2013),
pectina en 1101 cm™ (Leite et al., 2018) y &cidos grasos en 1018 cm™ (Sofi et al., 2013), las
cuales presentaron aumentos en la zona amarilla y la zona roja, con excepcion de los acidos

grasos que siguio presente durante zona necrosada (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Frecuencias y formacion de compuestos caracteristicos del enlace O-H, C=C, -COOH,
-CHO, P=0y C-O correspondientes a Botrytis fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

Frecuencia Zona verde Variacion Variacion Variacion
(cm'l) Enlace Compuesto (Testigo) Zon_a Zona roja Zona
amarilla necrosada
3317 O-H Agua 70.32 4.97 -25.03 16.97
1498 Cc=C C. fendlicos -- -- *83.39 -
1419 -COOH Pectina -- -- * 75.69 -
1396 -COOH  Ac. aspartico - -- *76.45 --
1415 -CHO Glucosa 87.63 -23.29 -- -24.48
1240 P=0 Ac. nucleicos 83.87 -2.53 -34.52 -0.25
1049 P=0 Ac. nucleicos 58.41 -13.55 -21.88 -32.57
1147 C-0 Carbohidratos 80.24 -23.08 -36.30 -
1101 C-O Pectina 69.71 -38.19 -31.15 --
1018 C-0 Ac. grasos 62.43 -13.98 -31.72 -22.37

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafio se encuentran dadas con respecto a
su testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de la
intensidad. Asimismo, los valores con * corresponden a valores propios de la zona que no
aparecen en el testigo.

4.1.1.1 Zona verde

La parte sana de la hoja presentd una produccién minima (mayor al 85% de Transmitancia) de
grupos C-O (CO,), C-H (moléculas lipidicas, celulosa y Amida Ill), -CHO (glucosa); una
produccion media (entre el 70 y 85 % de Transmitancia) de O-H (Agua), C-H (lipidos,
polisacaridos y carbohidratos), C=0 (oxidacién proteica y Amida I), P=0 (acidos nucleicos) y
C-O (biomasa) una produccion maxima (menor al 70% de Transmitancia) de C-O (pectina y
acidos grasos) y P=0 (fosfolipidos, DNA y RNA) (Figura 12).

4.1.1.2 Zona amarilla

Al inicio del dafio de la enfermedad se presentd una produccion minima de C-O (CO,), C-H
(moléculas lipidicas, Amida IlIl) y —CHO (glucosa); una producciéon media de O-H (Agua),
C-H (lipidos, polisacaridos, carbohidratos y celulosa), C-O (biomasa), C=0O (Degradacion
proteica y Amida I) y P=0 (acidos nucleicos); una produccion maxima de C-O (pectina y &cidos
grasos) y P=0 (fosfolipidos, DNA y RNA) (Figura 13).
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Figura 11. Frecuencias predominantes en la parte sana de la hoja afectada por Botrytis fabae S.

Transritancia %)
g &
2 E

s

2250 I

23c0 |

Frecusneia [eml)

Zona amarilla

95,00

iU

A5.0H}

504

Tranmmitarecia (3]

F0UH

B5.00

55,00

50U}

ATERAESHE B EdREEHIRAEEcYs AR nag A8 3¢8¢8¢
Fraecuencia [cmrl)

Figura 12. Frecuencias predominantes al inicio del dafio provocado por Botrytis fabae S.
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4.1.1.3 Zona roja

Para la fase agresiva de la enfermedad se presentd una produccion minima de C-O (CO; y
biomasa); una produccién media de O-H (Agua, alcoholes aromaticos), C-H (lipidos,
polisacaridos, carbohidratos, pentosas, lignina, prolina, citosina, celulosa, hemicelulosa), C=0
(oxidacion proteica, purinas, lignina, Amida I correspondiente a la estructura secundaria proteica
lamina B y  oa-Hélice, hemicelulosa), C=C  (compuestos fenolicos), N-H
(Amina IT correspondiente a la estructura secundaria proteica lamina B y a-Hélice, Amida Il
correspondiente a la estructura secundaria proteica lamina a-Hélice), C-N (Amida Il y Amida
III correspondiente a la estructura secundaria proteica lamina a-Hélice), -COO™ (pectina,
acido aspartico) y P=0 (&cidos nucleicos) y C-O (CO, y biomasa); una produccién maxima de
C-O (pectina y &cidos grasos) y P=0 (fosfolipidos, DNA y RNA) (Figura 14).
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Figura 13. Frecuencias predominantes durante la fase agresiva provocada por Botrytis fabae S.

4.1.1.4 Zona necrosada
Para la fase destructiva del tejido causado por la enfermedad se present6 una produccién minima
de O-H (Agua), C-H (lipidos) y C-O (CO,) y C=0 (Degradacion proteica); una produccion
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media de C-H (lipidos, polisacaridos y carbohidratos), C=0 (lignina), -CHO (glucosa), O-H
(compuestos fendlicos) y P=0O (&cidos nucleicos); una produccion maxima de P=0

(DNA y RNA) y C-O (acidos grasos) (Figura 15).
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Figura 14. Frecuencias predominantes durante el final del ataque de Botrytis fabae S.
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4.1.2 Microscopia Electronica de Barrido

Esta técnica permitié observar la estructura morfolégica de la planta al ser invadida y atacada por
mancha de chocolate y roya, asi como conocer la afectacion quimica elemental en distintas zonas

de dafio.

4.1.2.1 Mancha de Chocolate en hoja sana

En este estudio se observo la iteracion de Botrytis fabae en su fase agresiva sobre la planta,
también conocida como la zona roja. Se puede observar la invasién de conidios y conidi6foros
sobre la superficie de la hoja, asi mismo la hoja ain no presenta alteracion en su superficie,

ademés de presentar estomas abiertos (Figura 16A). Ademds, mediante un acercamiento se
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observa el inicio del mecanismo de infeccion mediante la entrada de los conidios e hifas a traves
del estoma que presentan a su vez un tamafio aproximado de 30 micras 0 micrémetros (pum)
(Figura 16 B). Asimismo, se puede observar que los conidios presentan una morfologia con
hundimientos en su superficie, teniendo un tamafio promedio a 10 um y aproximadamente 1um
de ancho x 20 um de largo para cada hifa (Figura 16 C).

Figura 15. Fase agresiva de Botrytis fabae S. donde: a) conidios, b) hifas, c) estomas y d) pared celular.
Se puede observar imagenes obtenidas a A) x400, B) x1000 y C) x2000 aumentos

4.1.2.2 Mancha de Chocolate en hoja necrosada

Una vez que hongo ha invadido a hospedero, se genera la necrosis de la zona infectada. Se puede
observar que la zona dafiada, presentando fracturas y deformacion en forma de arrugamiento en
la superficie de la hoja (Figura 17 A y B); se observa el cierre total de estomas, el colapso la
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pared celular ya que presenta divisiones en la superficie con una morfologia triangular — irregular

de aproximadamente 80 um cada una, al igual se presenta la invasion de micelios y presencia de

conidios en la superficie de la hoja (Figura 17 C).

Figura 16. Fase destructiva de Botrytis fabae S. donde: a) conidios, b) micelios, c) estomas cerradas y d)
pared celular. Se puede observar iméagenes obtenidas a A) x60, B) x300 y C) x300 aumentos
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4.1.3 Analisis Quimico Elemental

4.1.3.1 Anélisis Quimico elemental de Mancha de Chocolate en hoja sana

Se realiz6 analisis en dos puntos de la hoja, se puede observar las caracteristicas morfolédgicas de
la hoja, la cual empieza a presentar arrugamiento provocado por el inicio del necrosamiento de la
hoja. Se puede apreciar conidios y conidioforos esparcidos sobre la superficie de la misma y una
parte de la cinta metalica utilizada para mejorar la conductividad de la muestra. Asimismo, se
analiz6 la composicién quimica de la zona donde se presenta la fase agresiva provocada por el
hongo Spectrum 1 (zona roja) y la zona sana o lo mas alejado posible de la zona de dafio
Spectrum 2 (Zona verde) (Figura 18).

2mm .

Electron Image 1

Figura 17. Superficie utilizada para analisis EDS donde a) cinta metalica conductora, b) zona de dafio
presentada por el hongo donde se pueden observar pequefios puntos (conidios y conidioforos), ¢) la zona
sana de la planta, d) portamuestras utilizada en el analisis

Los analisis presentaron la presencia de elementos de composicion quimica en unidades de % en
peso. Predominando los elementos quimicos carbono (C), oxigeno (O), magnesio (Mg), cloro

(CI), potasio (K) y calcio (Ca). Se puede observar que durante la fase agresiva del patogeno se
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presenta mayor produccion de carbono (2.58 %), Magnesio (0.1 %), y calcio (0.38 %) con

respecto a la parte sana de la hoja (Cuadro 19).

Cuadro 19. Principales elementos quimicos presentes durante el ataque de Botrytis fabae S. en hoja sana

Zona roja 64.80 30.77 0.77 0.37 1.47 1.81
Zona verde 62.22 31.61 0.67 1.30 2.77 1.43
Promedio 63.51 31.19 0.72 0.84 2.12 1.62

Elementos quimicos expresados en unidades de % en Peso

4.1.3.2 Mancha de Chocolate en hoja necrosada

En la zona necrosada de la hoja, se presentd en su morfologia arrugamientos en la superficie y

formacion de estructuras irregulares y fisuras de la misma. Se realiz6 un andlisis en la zona de

inicio del ataque del patdgeno (zona amarilla) en el Spectrum 1y en la fase destructivo del

mismo (zona necrosada) en el Spectrum 2 (Figura 19).

Electron Image 1

Figura 18. Superficie utilizada para analisis EDS donde Spectrum 1 es la fase de inicio de inicio de la

enfermedad y Spectrum 2 es la zona destructiva generada por el patégeno
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Se puede observar que durante el inicio de la enfermedad, los principales elementos presentes
son el carbdn, el oxigeno y el calcio. Sin embargo, presenta sodio (Na) en una proporcion del
0.35 %. Durante la fase destructiva se presenta una disminucién de carbono (32.3%), oxigeno
(30.95 %) y magnesio (1.62 %); de igual manera presenta un incremento en silicio (Si) del
(7.07 %), cloro (2.74 %), potasio (8.9 %) y calcio (46.51 %) (Cuadro 20).

Cuadro 20. Principales elementos quimicos presentes durante el ataque de Botrytis fabae S. en hoja
necrosada

Zona 4551  39.80 0.35 3.03 0.27 0.53 080  9.72
amarilla

Zona 13.21 8.85 ; 1.41 7.34 397 970  56.23
necrosada
Promedio 29.36 24.325 0.35 2.22 3.805 1.9 5.25 32.975

Elementos quimicos expresados en unidades de % en Peso

4.2 Uromyces fabae

4.2.1 Espectroscopia FTIR
La obtencion de cada espectro infrarrojo permitio observar diferentes frecuencias caracteristicas
de la enfermedad y variaciones de intensidad en cada zona de dafio.

El enlace C-H present6 la formacion de tres bandas que corresponden a la formacion de lipidos
en las frecuencias 2918 - 2850 cm™ (Leite et al., 2018), y 1462 cm™ (Barraza-Garza et al., 2013);
dos bandas correspondientes a la Amida Il en 1321 cm™ (Hidayat et al., 2018) y 1315 cm™
(Al-Kadhemy et al., 2016); una banda correspondiente a la pectina en 1440 cm™ (Barraza-Garza
et al., 2013); una banda a la citosina en 1375 cm™ (Veronezi et al., 2017) y una a los
carbohidratos en 956 cm™ (Dudek et al., 2019; Barraza-Garza et al., 2013). De acuerdo con cada
zona de dafo, la variacion en intensidad de Transmitancia puede aumentar o disminuir con
respecto al testigo. En la zona amarilla presentd un aumento la produccion de los compuestos
mencionados, con la excepcién de la Amida 111 perteneciente a la frecuencia 1321 cm™. La zona

roja correspondiente a la fase agresiva del patdégeno presentd aumento de 1.32 % en la
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produccién de lipidos perteneciente a la frecuencia 1462 cm™, ademés de presentar una
disminucién del 5.03 % en la produccién de citosina y 5.11 % en Amida Il (1321 cm™)
respectivamente. Por otra parte, la formacién de Amida 111 en 1315 cm™ y carbohidratos en 956

cm’™ fueron frecuencias que se presentaron Ginicamente en la zona amarilla (Cuadro 21).

Cuadro 21. Frecuencias y formacién de compuestos caracteristicos del enlace C-H correspondientes a
Uromyces fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

Frecuencia Zona verde Var. Zona Var. Zona
(cm™) Compuesto (Testigo) amarilla roja
2918 Lipidos 77.23 -9.58 0.30
2850 Lipidos 83.92 -7.31 0.61
1462 Lipidos 83.09 -8.84 -1.32
1440 Pectina 84.86 -5.27 --
1375 Citosina 83.96 -6.75 5.03
1321 Amida Il 84.76 -- 5.11
1315 Amida Il -- *90.29 --

956 Carbohidratos -- *82.02 -

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafio se encuentran dadas con
respecto a su testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de
la intensidad. Asimismo, los valores con * corresponden a valores propios de la zona que no
aparecen en el testigo.

El enlace C=0 present6 la formacion de cinco bandas de las cuales dos fueron atribuidas a la
presencia de CO, en 2360 — 2340 cm™ (Leng y Hall, 2019), dos fueron atribuidas a la formacién
de Amida I correspondientes a los componentes lamina B y a-hélice de la estructura secundaria
de las proteinas en 1635 (Mecozzi y Sturchio, 2015) y 1615 cm™ (Farkas et al., 2013) y una
banda correspondiente a la oxidacién proteica en 1732 cm™ (Mecozii y Sturchio, 2015).
Frecuencias de las cuales la zona amarilla presenté aumento en la intensidad de Transmitancia en
sus compuestos con la excepcion de la Amida | de la frecuencia 1635 cm™, asimismo esta zona
presenté la Gnica presencia de Amida | en la frecuencia 1615 cm™. La zona roja solo presenté

disminucién de sus compuestos a excepcion de la Amida | en 1615 cm™ (Cuadro 22).
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Cuadro 22. Frecuencias y formacién de compuestos caracteristicos del enlace C=0 correspondientes a
Uromyces fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

Frecuencia Zona verde Var. Zona Var. Zona
(cm™) Compuesto (Testigo) amarilla roja
2360 CO; 95.87 -2.04 2.03
2340 CO, 96.37 -1.90 1.51
1732 Proteinas 86.09 -2.07 0.38
1635 Amida | 75.31 -- 3.37
1615 Amida | -- *79.27 --

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafio se encuentran dadas con
respecto a su testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de
la intensidad. Asimismo, los valores con * corresponden a valores propios de la zona que no
aparecen en el testigo

El enlace C-O present6 la formacion de cinco bandas del cual el compuesto de la frecuencia
1029 c¢cm-1 no pudo ser identificado para plantas por literatura. Se identificé una banda
correspondiente a carbohidratos en 1178 cm™ (Barraza-Garza et al., 2013), una banda en 1147
cm’* correspondiente a la pectina, una banda en 1101 cm™ correspondiente a los acidos nucleicos
(Leite et al., 2018) y una banda caracteristica a la presencia de 4cidos grasos en 1018 cm™
(Sofi et al., 2013). Para la zona amarilla de percaté que hubo un aumento del 6.95 % en la
produccion de &cidos nucleicos, ademas de presentar dos frecuencias caracteristicas de la zona en
1178 y 1029 cm™. La zona roja presentd disminucién de presencia de sus compuestos a

excepcion de las frecuencias 1178 y 1029 cm™ (Cuadro 23).

Cuadro 23. Frecuencias y formacion de compuestos caracteristicos del enlace C-O correspondientes a
Uromyces fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

Frecug?cia Compuesto Zona \_/erde Var. Z_ona Var. _Zona
(cm™) (Testigo) amarilla roja
1178 Carbohidratos -- *90.55 --
1147 Pectina 80.06 -- 4.49
1101 Ac. nucleicos 71.33 -6.95 2.42
1029 -- -- * 87.65 --
1018 Ac. grasos 65.17 -- 7.64

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafio se encuentran dadas con
respecto a su testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de
la intensidad. Asimismo, los valores con * corresponden a valores propios de la zona que no
aparecen en el testigo.
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El enlace O-H presenté la formacion de una banda atribuida a la formacion de agua en 3317 cm™
(Mecozzi et al., 2007), la cual tuvo una mayor presencia en la zona amarilla. EI grupo -COOH
atribuido a la pectina fue localizado en la frecuencia 1419 cm™ (Mohamed et al., 2011),
presentando mayor formacion en la zona amarilla. El enlace P=0 atribuido a los &cidos nucleicos
fue localizado en las frecuencias 1240 (Pistorius et al., 2008) y 1049 cm™ (Mecozzi et al., 2007),
el cual presenté mayor formacion en la zona amarilla (1240 cm™). El enlace C-C atribuido a la
presencia de ribosas en la frecuencia 879 cm™ (Dudek et al., 2019) fue Gnicamente localizada en
la zona amarilla (Cuadro 24).

Cuadro 24. Frecuencias y formacién de compuestos caracteristicos del enlace O-H, -COOH, P=0y C-C
correspondientes a Uromyces fabae y variaciones de intensidad por cada zona de dafio.

Frecue_[\cia Enlace Compuesto Zona \_/erde Var. ana Zaar:é
(cm™) (Testigo) amarilla roja
3317 O-H Agua 70.67 -9.46 -2.86
1419 -COOH Pectina 81.90 -7.65 3.42
1240 P=0 A. nucleicos 83.07 -4.56 5.18
1049 P=0 Ac. nucleicos 67.89 -- 6.38

879 Cc-C Ribosas -- * 87.67 --

Las variaciones del % de Transmitancia de cada zona de dafo se encuentran dadas con
respecto a su testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion
de la intensidad.

4.2.1.1 Zona verde

La parte sana de la hoja presenté una produccion minima de C-O (CO,) y C=0 (oxidacion
proteica); una produccion media de O-H (Agua), C-H (lipidos, polisacaridos, carbohidratos y
citosina), C=O (Amida I perteneciente a la estructura secundaria proteica lamina f§), -CHO
(glucosa) y P=0 (&cidos nucleicos) y C-O (biomasa y pectina); una produccion maxima de P=0
(los fosfolipidos, DNA y RNA) y C-O (acidos grasos) (Figura 20)

4.2.1.2 Zona amarilla

Al inicio del dafio de la enfermedad se presentd una produccion minima C-H (lipidos,
polisacaridos, carbohidratos, citosina y Amida Il1), C-O (CO,), -CHO (glucosa), C-O-C (lipidos
y carbohidratos), C=0 (Degradacion proteica), P=O (&cidos nucleicos) y C-C (ribosa); una
produccién media de O-H (Agua), C=0 (Amida | perteneciente a la estructura secundaria
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proteica lamina B), C-O (pectina) y C-H (carbohidratos y polisacaridos). Sin embargo, en esta

zona no se presento alguna produccion maxima de algun compuesto (Figura 21).
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Figura 19. Frecuencias predominantes en la parte sana de la hoja afectada por Uromyces fabae P.
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Figura 20. Frecuencias predominantes al inicio del dafio provocado por Uromyces fabae P.
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4.2.1.3 Zona roja

Para la fase agresiva de la enfermedad se present6 una produccion minima de C-O (CO,) y C=0
(degradacion proteica); una produccion media de O-H (Agua), C-H (lipidos, polisacaridos,
carbohidratos, citosina), C=0O (Amida | perteneciente a la estructura secundaria proteica lamina
B), -CHO (glucosa), P=0 (acidos nucleicos) y C-O (biomasa y acidos grasos); una produccion
méaxima de C-O (pectina) y P=0 (fosfolipidos, DNA y RNA) (Figura 22).

Zona roja
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Figura 21. Frecuencias predominantes durante la fase agresiva provocado por Uromyces fabae P.
4.2.2 Microscopia Electronica de Barrido
4.2.2.1 Roya en hoja sana
Se puede apreciar el dafio provocado por las urediosporas que han roto la epidermis de la hoja.
De igual manera, se percata la presencia de vesiculas intrapidermales y el cierre total de estomas
en toda la superficie de la hoja (Figura 23 A). Asimismo, se percata que la superficie de las

urediosporas presenta hundimientos; contando con un tamafio promedio de 20 pm (Figura 23 B).

4.2.2.2 Roya y Mancha de Chocolate en hoja sana
En esta se observa el dafio provocado por la combinacion de la fase destructiva Botrytis fabae y
fase agresiva de Uromyces fabae en parte de la superficie ain sana de la hoja. Se puede apreciar

como la mancha ha necrosado parte de la hoja y en esta zona al mismo tiempo se genera la
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ruptura de la epidermis por parte de las urediosporas de la roya (Figura 24 A). Se observa que las
estomas aun permanecen abiertas y por el mismo se observa la entrada del tubo germinativo de la
urediospora y sus vesiculas intrapidermales invadiendo la superficie de la hoja (Figura 24 B). Por
ualtimo, se observa que la urediospora presenta una morfologia ovalada con pequefios picos a su

alrededor y con un tamafio promedio de 20 um (Figura 24 C).

Figura 22. Fase agresiva de Uromyces fabae P., donde a) corresponde a la ruptura de epidermis y
produccién de urediosporas y b) corresponde a la superficie de la hoja donde se observa la presencia de
vesiculas intrapidermales del hongo. Imagenes obtenidas a A) x100 y B) x500 aumentos
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Figura 23. Interacion de la fase agresiva de Uromyces fabae P. y la fase destructiva de Botrytis fabae S.
donde a) urediosporas, b) estomas, c¢) vesiculas intrapidermales y d) tubo germinativo de la urediospora.
Iméagenes obtenidas a A) x30, B) x1000 y C) x3300 aumentos.
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4.2.2.3 Roya y Mancha de Chocolate en hoja necrosada

En esta se observa el dafio provocado por la combinacion de la fase destructiva Botrytis fabae y
fase agresiva de Uromyces fabae en parte de la superficie de la hoja totalmente necrosada. Esta
se considera como la fase més destructiva provocada por los factores bidticos sobre Vicia faba L.
Se puede apreciar como la mancha ha necrosado toda la hoja y en esta zona al mismo tiempo se
genera la ruptura de la epidermis por parte de las urediosporas de la roya con un tamafio

aproximado de 300 um (Figura 25 A y B). Asimismo, se puede apreciar un cierre estomatico

total y las zonas que corresponden al proceso de dafio provocado por la mancha (Figura 25 C).

Figura 24. Iteracion de la fase agresiva de Uromyces fabae P. y la fase destructiva de Botrytis fabae S.
donde a) urediosporas, b) zona necrosada c) estructura celular semi necrosada y d) estructura celular no
necrosada. Imagenes obtenidas a A) x65, B) x200 y C) x250 aumentos
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4.2.3 Analisis Quimico Elemental

4.2.3.1 Roya en hoja sana

Se realizaron analisis en tres zonas de la muestra. La parte agresiva de la roya (zona roja) esta
representado por el Spectrum 1, la zona de inicio del dafio dado (zona amarilla) por el

Spectrum 2 y la zona sana de la hoja dado por el Spectrum 3 (Figura 26).

-

2mm = Electron Image 1

Figura 25. Superficie utilizada para analisis EDS donde Spectrum 1 es la fase agresiva provocada por
urediosporas, el Spectrum 2 es la fase de inicio de inicio de la enfermedad y Spectrum 3 es la zona sana de
la hoja, Asimismo a) es la parte de la cinta metalica utilizada para tener una mejor conductividad eléctrica
en la muestra

La zona sana de la hoja presentdé mayor formacion de los elementos cloro, potasio y calcio. La
zona amarilla present6 un aumento de los elementos carbono (59.6 %), Oxigeno (17.47 %),
magnesio (0.43 %), fosforo (3.43 %), azufre (1.86 %), y potasio (1.31 %) y una disminucion de
elementos cloro (1.93 %) y calcio (82.18 %). La zona roja presentd un aumento de elementos
carbono (66.39 %), oxigeno (30.18 %), magnesio (0.45 %), Silicio (0.35 %), fosforo (0.24 %) y
una disminucién de elementos cloro (3.32 %), potasio (5.11 %) y calcio (89.18 %); la variacion
de % fue con respecto a la zona sana (Cuadro 25).
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Cuadro 25. Principales elementos quimicos presentes durante el ataque de Uromyces fabae P.

Roja ~ Roja  59.60 17.47 0.43 3.43 1.86 1.58 7.38 8.24
Amarilla | 66.39 = 30.18 0.45 0.35 0.24 - 0.19 0.96 1.24
Verde - = = = = - 3.51 6.07 90.42

Promedio = 63.00 23.83 0.44 0.35 1.84 1.86 1.76 4.80 33.30
Elementos quimicos expresados en unidades de % en Peso

4.2.3.2 Roya y Mancha de Chocolate en hoja sana

Se analizaron tres zonas respectivas de la muestra, un analisis en la fase agresiva de la roya
presentada por la ruptura de la epidermis de la hoja por las urediosporas representada por el
Spectrum 1; la zona de inicio de la enfermedad localizada entre la roya y la mancha de chocolate

Spectrum 2 y la zona necrosada provocada por el hongo Botrytis fabae (Figura 27).

bectrum 1

+
Spectrum 3

e
Spectrum 2
i

¥ 2mm Electron Image 1

Figura 26. Superficie utilizada para analisis EDS donde Spectrum 1 es la fase agresiva provocada por
urediosporas, el Spectrum 2 es la fase de inicio de inicio de la enfermedad y Spectrum 3 es la zona
necrosada de la hoja provocada por Botrytis fabae
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Al inicio de la enfermedad se presentd la formacion de los elementos carbono (60.71 %),
oxigeno (36.24 %), magnesio (0.55 %), cloro (0.14 %), potasio (0.49 %) y calcio (1.87 %). El
dafio provocado por Uromyces provoco un aumento en la produccion de carbono (0.69 %) y
calcio (1.81 %), se presentd el elemento fosforo (P) con un 1 % y se presentd una disminucion de
elementos oxigeno (2.4 %), magnesio (0.11 %), cloro (0.14 %) y calcio (0.85 %). El dafio
provocado por Botrytis generd un aumento en la produccion de elementos magnesio (1.09 %),
cloro (2.14 %), potasio (3.83 %) y calcio (0.86 %); se presentd la formacion de sodio (0.19 %)
solo en esta zona de dafio y se presentd una disminucion de los elementos carbono (5.19 %) y
oxigeno (2.43 %); los valores de roya y mancha de chocolate fueron con respecto a la zona

amarilla (Cuadro 26).

Cuadro 26. Elementos quimicos presentes durante el ataque de Botrytis fabae S. y Uromyces fabae P. en
hoja sana.

Zona 61.40  33.84 ; 0.44 1.00 - 230  1.02
Uromyces
Zona 5071 36.24 - 0.55 - 014 049 187
amarilla
Zona 5552 3381  0.19 1.64 ; 2.28 383 273
Botrytis

Promedio 59.21 34.63 0.19 0.88 1.00 1.21 2.21 1.87

Elementos quimicos expresados en unidades de % en Peso

4.2.3.3 Roya y Mancha de Chocolate en hoja necrosada

Se analizaron tres zonas de la muestra, la zona donde adn se preserva la estructura celular de la
hoja durante el necrosamiento provocado por Botrytis presentada por el Spectrum 1; la zona
totalmente necrosada por el ataque de Botrytis donde se presenta una estructura triangular-
irregular en la estructura celular de la hoja presentada por el Spectrum 2; la ruptura de la
epidermis provocada por las urediosporas de Uromyces presentada por el Spectrum 3
(Figura 28).
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Figura 27. Superficie utilizada para analisis EDS donde Spectrum 1 es la estructura regular presente
durante la fase destructiva provocada por Botrytis, el Spectrum 2 es la estructura irregular presente
durante la fase destructiva provocada por Botrytis y fase agresiva en la epidermis de la hoja provocada
por Uromyces

Cuando se presenta una estructura regular en la zona de necrosamiento se presenté la formacion
de elementos carbono (51.58 %), oxigeno (44.48 %), potasio (1.51 %) y calcio (2.43 %). La zona
irregular en la zona de necrosamiento aumento la produccion de los elementos carbono (4.59 %),
potasio (0.86 %) y calcio (1.65 %), presentd la formacion de magnesio (0.38 %) y una
disminucion de oxigeno (7.57 %). Durante la ruptura de la epidermis por los las urediosporas se
presentd un aumento en la produccion del potasio (16.35 %) y calcio (3.11 %), se presento la
formacion de silicio (0.68 %) y una disminuciéon de carbono (11.59 %) y oxigeno (8.54 %)
(Cuadro 27).
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Cuadro 27. Elementos quimicos presentes durante el ataque de Botrytis fabae S. y Uromyces fabae P. en
hoja necrosada.

Spectrum 1 51.58 44.48 - - 1.51 2.43
Spectrum 2 56.27 36.91 0.38 - 2.37 4.08
Spectrum 3 39.99 35.94 - 0.68 17.86 5.54

Promedio 49.28 39.11 0.38 0.68 7.25 4.02

Elementos quimicos expresados en unidades de % en Peso

El elemento carbono se presentd en mayor cantidad cuando se presenta la fase agresiva de
Botrytis fabae con un 64.8 %, seguido por la parte sana de la hoja con un 62.22 % y la fase

agresiva de Uromyces fabae con 60.5 % (Figura 29).
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Figura 28. Distribucion del elemento carbono en distintas zonas de dafio

El elemento oxigeno se presentd en mayor cantidad cuando en la fase agresiva de Uromyces
fabae en hoja necrosada por Botrytis fabae con 35.94 %, seguido por la zona amarilla o el inicio
de la enfermedad con 35.41 % y la parte sana de la hoja con 31.61 % (Figura 30).

69



Oxigeno (O)

40.00

35.00
30.00

25.00

20.00

% Peso

15.00

10.00

5.00

0.00
Uromyces

hoja
necrosada
[ ] 31.61 35.41 30.77 31.01 25.66 35.94

Botrytis Z. Botrytis Z. Uromyces

Zona verde |Zona amarilla . .
Roja Necrosada hoja sana

Figura 29. Distribucion del elemento oxigeno en distintas zonas de dafio

El magnesio se presentd en mayor cantidad durante el inicio de la enfermedad con 1.34 %,

seguido por la fase destructiva (1.14 %) y agresiva (0.77 %) de Botrytis fabae (Figura 31)
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Figura 30. Distribucion del elemento magnesio en distintas zonas de dafio
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El elemento cloro se presentd en mayor cantidad en la fase destructiva de Botrytis fabae con
2.78 %, seguido por la parte sana de la hoja con 2.41 % y la fase agresiva de Uromyces con
1.58 % (Figura 32).
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Figura 31. Distribucion del elemento cloro en distintas zonas de dafio

El elemento potasio predomind en la fase agresiva de Uromyces en la hoja necrosada con

17.86% Yy sana con 4.84 %, asi como la zona sana de la hoja con 4.42 % (Figura 33).
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Figura 32. Distribucion del elemento potasio en distintas zonas de dafio
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El calcio se predominé en la zona sana de la hoja con 45.93 %, la zona necrosada por Botrytis

fabae con 16.37 % y la fase agresiva de la roya en hoja necrosada con 5.54 % (Figura 34).
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Figura 33. Distribucion del elemento calcio en distintas zonas de dafio

El sodio solo se present6 en la zona amarilla con 0.35 % y en la zona necrosada (Figura 35).
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Figura 34. Distribucion del elemento sodio en distintas zonas de dafio
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El azufre solo se presento en la fase agresiva de Uromyces en hoja sana (Figura 36).
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Figura 35. Distribucién del elemento azufre en distintas zonas de dafio

El fosforo predomino en la fase agresiva de uromyces en hoja sana, seguido de la zona amarilla
(Figura 37).
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Figura 36. Distribucion del elemento azufre en distintas zonas de dafio
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El silicio predomino en la zona necrosada de Botrytis con 7.34 % seguido por la roya en hoja

necrosada con 0.68 % Yy la zona amarilla con 0.31 % (Figura 38).
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Figura 37. Distribucién del elemento silicio en distintas zonas de dafio
4.3 Sequia

Se realizd el estudio de variacion en la composicién quimica de plantas de haba al ser sometidas

a cinco periodos de sequia: 10, 15, 20, 25, y 30 dias (periodo de sequia 1, 2, 3, 4 y 5), todas con

respecto a su testigo (Figura 39).

Testigo 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias

Avance de la sequia

Figura 38. Comportamiento de la planta tras el avance de cinco periodos de la sequia
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4.3.1 Espectroscopia FTIR en hojas

La obtencion de los diferentes espectros permitio apreciar distintas frecuencias caracteristicas de
la planta y sus diversas variaciones con cada periodo de sequia. Se encontr6 una banda de
absorcion localizada en 3315 cm™ correspondiente a las vibracion de estiramiento del enlace
O-H y N-H; vibraciones atribuidas a la presencia de grupos hidroxilo, moléculas de agua,
carbohidratos, proteinas (Amida B) y lipidos (esteroles y acidos grasos) (Mecozzi et al., 2007).
Se localizaron bandas en las frecuencias en 2918 (Figura 40) y 2850 cm™ (Figura 41)
correspondientes la vibraciones simétricas y asimétricas de los enlace C-H pertenecientes a
grupos metilo (CH3z y CH,) resultado de la formacion de lipidos, polisacaridos y carbohidratos
(Leite et al., 2018). Para las frecuencias 2918 cm™ y 2850 cm™ la hoja madura presenté un
comportamiento ondulatorio, donde la disminucion del compuesto comenz6 a los 15 dias de
sequia, teniendo un la produccién maxima a los 20 dias y una perdida maxima a los 25 dias de
sequia (Cuadro 28). La hoja joven la frecuencia 2918 cm™ presentd un comportamiento lineal
hasta los 20 dias de sequia y hasta los 15 dias para la frecuencia 2850 cm™, siendo a los 25 dias
la disminucion méxima y a los 30 dias la formacién maxima de lipidos, polisacéridos y
carbohidratos (Cuadro 29).
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Figura 390. Variacion de produccion de grupos C-H durante cinco periodos de sequia
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Para la frecuencia 2850 cm™ la hoja madura presenté un comportamiento ondulatorio, teniendo
una produccion maxima del 10.45 % de enlaces C-H a los 20 dias de sequia y una perdida
méaxima del 6.29 % a los 30 dias de sequia (Cuadro 28). La hoja joven presentd el inicio de la
disminucion de compuestos de manera constante hasta alcanzar los 30 dias de sequia con un
valor de 6.99 % (Cuadro 29).
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Figura 40. Variacion de produccion de grupos C-H durante cinco periodos de sequia

En la Figura 42, se observa el comportamiento de las frecuencias 2360 y 2340 cm™, sefiales que
se le atribuyen a la vibracion del enlace C=0 correspondiente al intercambio de CO; resultado
del proceso de fotosintesis y respiracion de la planta. Ambas frecuencias presentaron un
comportamiento de campana invertida contraria al testigo. Para la frecuencia 2360 cm™ la hoja
madura solo presentd disminucion del compuesto durante todos los periodos de sequia, siendo a
los 25 dias la perdida maxima de CO; del 10.43 % (Cuadro 28). La hoja joven presentd una
produccion maxima a los 20 dias y una maxima disminucion del a los 15 y 25 dias de sequia
(Cuadro 29). Para la frecuencia 2340 cm™ la hoja madura solo presentd disminucién del
compuesto durante todos los periodos de sequia con excepcion a los 20 dias, la perdida maxima

de CO; fue del 6.24 % presentandose a los 25 dias de sequia (Cuadro 28). La hoja joven presentd
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una produccién maxima a los 20 dias y una maxima disminucion del a los 25 dias de sequia
(Cuadro 29).
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Figura 41. Variacion de produccién de grupos C-O durante cinco periodos de sequia

En la Figura 43, se observa el comportamiento de la frecuencia 1732 cm™ correspondiente a la
produccién de grupos C=0 consecuencia de la oxidacion en proteinas, formando estructuras
como pirrolidonas, aldehidos o ketonas (Mecozii y Sturchio, 2015). La hola madura hubo

disminucion degradacion de proteinas manteniéndose asi de manera constante durante el paso de
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los periodos de sequia, alcanzando una disminucion maxima de 4.51 % a los 30 dias (Cuadro
28). La hoja joven tuvo un ligero comportamiento ondulatorio en cuanto a la produccion de

compuestos, teniendo una maxima produccion del 2.54 % a los 20 dias de sequia (Cuadro 29).
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Figura 42. Variacion de produccion de grupos C=0 durante cinco periodos de sequia

En la Figura 44 se observa el comportamiento de las frecuencias 1635 cm™ correspondiente al
estiramiento del enlace del grupo carbonilo (C=0) del componente lamina B perteneciente a la
Amida | (Mecozii y Sturchio, 2017). La hoja madura solo present6 sefial a los 10 dias de sequia,
presentando una pérdida del 2.56 % con respecto al testigo; esto puede ser debido a la
sensibilidad del enlace peptidico ante el avance de la sequia (Cuadro 28). Sin embargo, la hoja
joven presentd una mayor tolerancia al estrés, estando presente hasta los 15 dias de sequia con
una diferencia de produccion del compuesto del 0.4 % con respecto al testigo (Cuadro 29).

Manteniéndose en los testigos un comportamiento ondulatorio constante durante el transcurso de
los diferentes periodos de sequia.
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Figura 43. Variacion de produccion de Amida | durante cinco periodos de sequia

En la Figura 44, se observa el comportamiento de las frecuencias 1540 cm™ correspondiente a la
flexion del enlace N-H perteneciente a la presencia de la Amida Il (Mecozii y Sturchio, 2017).
La hoja madura presenta un comportamiento ondulatorio, mientras que el testigo lo presenta de
manera lineal. La Amida Il del testigo al llegar a los 25 dias de sequia tiende a desaparecer y la
hoja bajo estrés presenta su disminucion maxima del compuesto; sin embargo, al llegar los 30
dias de sequia, la hoja bajo estrés sigue aumentando la produccién hasta alcanzar su produccion
méaxima con un valor del 76.5 % de Transmitancia (Cuadro 28).. En la hoja joven, la produccién
de Amida Il del testigo tiende a desaparecer al llegar a los 25 dias de sequia Yy la hoja bajo estrés
presenta su producciéon maxima del compuesto del 9.16 % (Cuadro 29). Por lo que se
comprende, que la produccion del compuesto Amida Il es un mecanismo de accion que la planta

genera para mitigar los efectos provocados por la sequia y asi posponer la muerte de la misma.

En la Figura 45, se observa el comportamiento de la frecuencia 1462 cm™ atribuida a la flexién
asimétrica del enlace C-H correspondiente a la produccion de lipidos (Barraza-Garza et al.
2013). La hoja madura y su testigo tienden a un comportamiento ondulatorio constante, donde la
hoja bajo estrés presenta produccion del compuesto durante el transcurso de los diferentes
periodos de sequia, presentando una produccion maxima de 10.06 % del compuesto a los 30 dias

79



(Cuadro 28). Por lo que se aprecia que la formacion del compuesto, debido a que a mayor tiempo
de exposicion a la sequia, la produccion de lipidos es mayor. La hoja joven presento un
comportamiento ondulatorio, mientras que el testigo tuvo un comportamiento constante hasta los
25 dias de sequia. Donde, la hoja bajo estrés present6é una produccion méxima de lipidos a los 20
dias de sequia con un valor del 6.75 % (Cuadro 29).

1540 cm™!

86
__ 84
S : /.,
o 82
(8]
c
£
c 78
o
" 76

74

1 2 3 4 5
Perio de sequia
== Hoja madura =ll=Hojajoven ===Testigo Hoja madura Testigo Hoja joven

Figura 44. Variacion de produccion de Amida Il durante cinco periodos de sequia
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Figura 45. Variacion de produccién de grupos C-H durante cinco periodos de sequia
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En la Figura 46, se observa el comportamiento de la frecuencia 1442 cm™ atribuida a la flexion
simétrica del enlace C-H correspondiente a la produccion de pectina (Wilson et al., 2000). Para
la hoja madura, la produc cion del compuesto es casi nula ya que solo presenta una disminucion
del 0.16 % con respecto al testigo (Cuadro 28). La hoja joven presentd mayor tolerancia al estrés,
resistiendo la pérdida constante de la pectina hasta los 15 dias de sequia (Cuadro 29). Por ende,
se comprende que la pectina es un compuesto que es facilmente afectado al presentarse estrés por
sequia en la planta.
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Figura 46. Variacion de produccién de grupos C-H durante cinco periodos de sequia

En la Figura 47, se observa el comportamiento de la frecuencia 1418 cm™, la cual se le atribuye a
la deformacion de los enlaces del grupo aldehido (-CHO) y los grupos hidroxilos (-OH)
pertenecientes a la glucosa (Mohamed et al., 2011). La hoja madura produccién de glucosa tuvo
una tendencia constante en cuanto a los periodos de sequia aumenta ban, presentando una
produccién maxima del 7.76 % a los 30 dias de sequia (Cuadro 28). La hoja joven al igual que la
madura presentd una tendencia constante en la produccion de glucosa, tendiendo a aumentar y
alcanzando una produccion maxima del 6.91 % a los 30 dias de sequia (Cuadro 29). Por lo que
se puede apreciar que la produccion de glucosa es un mecanismo de accion que la planta genera

para contrarrestar los efectos negativos provocados por la sequia y asi evitar su muerte.
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Figura 47. Variacion de produccién de -CHO durante cinco periodos de sequia

En la Figura 48, se observa la frecuencia 1368 cm™ atribuida a la deformacién del enlace C-H
del grupo CH, perteneciente al carbohidrato de la celulosa (Jung et al., 2018). La hoja madura y
la hoja joven presentaron durante todos los periodos de sequia la produccion de carbohidratos,
teniendo una produccién maxima a los 25 dias y 20 dias de sequia para la hoja madura y la hoja
joven, respectivamente. Por lo que se comprende, que la produccion de carbohidratos son

mecanismos de accion que la planta genera disminuir los efectos provocados por la sequia.
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Figura 48. Variacién de produccién de C-H durante cinco periodos de sequia
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En la Figura 49, se observa el comportamiento de la frecuencia 1315 cm™ atribuida a la
vibracién del estiramiento del enlace C-H perteneciente a la Amida Ill correspondiente a la
estructura secundaria de la pro teina (Al-Kadhemy et al., 2016). Para la hoja madura, la
produccion del compuesto es casi nula ya que solo presenta un aumento del 0.27 % con respecto
al testigo (Cuadro 28). La hoja joven presenté mayor tolerancia al estrés, resistiendo la pérdida
constante de la Amida 11 hasta los 15 dias de sequia (Cuadro 29). Por ende, se comprende que

la Amida 1l es un compuesto que es facilmente afectado al presentarse estrés por sequia en la
planta.
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Figura 49. Variacién de produccién de C-H durante cinco periodos de sequia

En la Figura 50, se observa el comportamiento de la frecuencia 1240 cm™ correspondiente al
estiramiento asimétrico del enlace P=0 atribuido a formacion de fosfolipidos, acidos nucleicos
(Mecozzi et al., 2007; Pistorius et al., 2008) y produccion de lignina (Leite et al., 2018). La hoja
madura presentd una maxima produccién de compuestos a los 25 dias de sequia con una
produccién del 2.84 % (Cuadro 28). La hoja joven presentd una produccion maxima del 5.7 % a

los 20 dias de sequia y una méaxima perdida a los 15 dias de sequia (Cuadro 29).
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Figura 50. Variacién de produccién de grupos P=0 durante cinco periodos de sequia

En la Figura 51, se observa el comportamiento de la frecuencia 1150 cm™ correspondiente a la
vibracion de estiramiento del enlace C-O perteneciente a la biomasa (Pistorius et al., 2008). Las
hojas bajo estrés presentaron un comportamiento ondular, mientras que los testigos presentaron
una tendencia mas homogénea. La hoja madura present6 una produccion maxima de 3.46 % a los
15 dias mientras que la perdida maxima de 1.73 % fue a los 10 dias sequia (Cuadro 28). La hoja
joven presentd una produccion maxima a los 25 dias y una perdida maxima a los 10 dias de
sequia (Cuadro 29).

En la Figura 52, se observa el comportamiento de la frecuencia localizada en 1104 cm™
correspondiente a la vibracion de flexion del enlace C-H o a la vibracion de estiramiento del
enlace C-O o C-C, atribuidos a la formacion de pectina y carbohidratos en la planta (Leite et al.,
2018; Lan et al., 2015). La hoja madura presento una produccion maxima de 1.1 % a los 15 dias
mientras que la perdida maxima de 4.3 % fue a los 25 dias sequia (Cuadro 28). La hoja joven
presentd una produccién maxima a los 25 dias y una perdida maxima a los 10 dias de sequia
(Cuadro 29).
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Figura 51. Variacion de produccién de C-O durante cinco periodos de sequia
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Figura 52. Variacion de produccién de C-O durante cinco periodos de sequia

En la Figura 53, se observa el comportamiento de la frecuencia localizada en 1050 cm™
correspondiente a la vibracidn del enlace P=0 perteneciente a los fosfolipidos, DNA y RNA de
la planta (Mecozzi et al., 2007). Las hojas presentan un patron ondulatorio, presentando para la

hoja madura una produccion méaxima del 4.92 % a los 20 dias y una perdida méxima de 3.13 % a
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los 10 dias de sequia (Cuadro 28). La hoja joven presentd un produccién maxima de del 7.55 % a

los 20 dias y una perdida maxima de 1.81 % a los 10 dias de sequia (Cuadro 29).

1050 cm!

80.00
78.00
76.00
74.00
7200 B
70.00
68.00
66.00

pid

Transmitancia (%)

1 2 3 4 5
Periodo de sequia

—4€—Hoja madura =fl=Hoja joven =#=Testigo Hoja madura Testigo Hoja joven
Figura 53. Variacion de produccion de ARN y ADN durante cinco periodos de sequia

En la Figura 54, se observa el comportamiento de la frecuencia 1018 cm™ asignada a la vibracién
de deformacion del enlace C-O perteneciente la produccién de acidos grasos (Sofi et al., 2013).
La hoja madura present6 un comportamiento homogéneo con respecto a su testigo, presentando
una produccion maxima a los 15 dias y una perdida maxima a los 10 dias de sequia (Cuadro 28).
La hoja joven presentd un aumenté maximo a los 25 dias de sequia con un valor de 11.55 % y
una perdida maxima a los 10 dias de sequia (Cuadro 29).
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Figura 54. Variacion de produccion de C-O durante cinco periodos de sequia
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Cuadro 28. Variaciones del % de Transmitancia en frecuencias caracteristicas de hojas maduras de
Vicia faba L. sometida a distintos periodos de sequia con respecto a su testigo.

Frigﬁ]e_?)ua 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
2918 0.51 2.61 -10.74 7.6 -5.56
2850 -0.72 1.74 -10.45 4.04 -6.29
2360 5.72 8.82 0.83 10.43 0.38
2340 4.32 5.23 -0.38 6.94 0.84
1732 -0.62 0.82 2.1 2.3 451
1635 2.56 - - -- -
1600 - *77.61 - *80.19 -
1575 *71.74 *76.2 -2.75 *81.58 *72.48
1540 -5.48 -3.19 -4.35 2.25 * 76.65
1462 -0.7 -2.66 -5.46 -0.43 -10.06
1442 0.16 - - -- -
1418 0.14 -3.65 -4.52 -5.98 -7.76
1368 -0.14 -4.17 -0.4 -4.85 -2.23
1315 -0.27 - - -- -
1240 0.27 -2.25 0.13 -2.84 -1.66
1150 1.73 -3.46 1.31 141 -3.33
1104 3.23 -1.1 2.72 4.3 1.26
1050 3.13 -4.15 -4.92 -4.22 2.71
1018 2.04 -3.52 1.83 -0.89 -0.05

Las variaciones del % de Transmitancia de la raiz se encuentra dada con respecto a su
testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucién de la
intensidad. Asimismo, los valores con * corresponden a la hoja bajo tratamiento por
sequia y que no aparecen en el testigo.

Cuadro 29. Variaciones del % de Transmitancia en frecuencias caracteristicas de hojas jovenes de Vicia
faba L. sometida a distintos periodos de sequia con respecto a su testigo.

Frecuencia

1 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
(cm™)
2918 -1.17 -1.57 -2.88 0.04 -6.71
2850 -1.03 -0.33 -4.01 -2.63 -6.99
2360 5.16 9.94 -0.78 9.92 -0.33
2340 2.9 5.82 -0.78 6.46 -0.48
1732 -0.87 0.29 -2.54 -1.49 0.41
1635 1.32 -0.41 -- -- --
1600 -- -- -- *77.6 --
1575 -0.69 2.41 -7.63 *70.57 *77.26
1540 -2.43 5.13 -6.79 -9.16 *77.54
1462 0.05 0.24 -6.75 -3.5 -5.85
1442 0.2 0.58 -- -- --
1418 0.07 -0.12 -6.88 -7.6 -6.91
1368 0.16 -1.15 7.1 -6.66 -3.35
1315 0.22 -0.32 -- -- --
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1240 -0.09 0.31 -5.7 -5.16 -1.27

1150 0.41 -0.54 -3.48 -5.33 -3.41
1104 1.6 -0.87 -3.52 -5.39 -2.01
1050 1.81 -1.4 -7.55 -6.05 0.17
1018 1.27 -1.04 -1.63 -11.55 -3.7

Las variaciones del % de Transmitancia de la raiz se encuentra dada con respecto a su
testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de la
intensidad. Asimismo, los valores con * corresponden a valores en la hoja y que no
aparecen en el testigo.

4.3.1.7 Formacion al inicio de sequia

Durante los periodos de sequia la maxima formacién de compuestos se genera durante los
primeros 10 dias de sequia. En la hoja madura los compuestos que cumplen este
comportamiento es la oxidacién de proteinas, Amida Il y Amida Ill. La hoja joven no presenta

formacion de compuestos.

4.3.1.8 Formacion en sequia intermedia

Durante los periodos de sequia la maxima formacion de compuestos se genera cuando la sequia
se pronuncia de manera moderada a los 20 dias de sequia. Para la hoja madura los compuestos
que tienen dicho comportamiento son la lipidos y los &cidos nucleicos; para la hoja joven las
frecuencias que cumplen con este comportamiento son los lipidos, la oxidacién proteica, la

amida 11, los carbohidratos y los acidos nucleicos.

4.3.1.9 Formacion en sequia intensa

Durante los periodos de sequia existen frecuencias tienen una expresion maxima cuando la
sequia se pronuncia de manera intensa a los 30 dias de sequia. En la hoja madura los compuestos
que tienen este comportamiento son los lipidos y la glucosa; para la hoja joven los compuestos

que tienen este comportamiento son los lipidos.

4.3.1.10 Formacion en testigos o tratamientos

Durante los periodos de sequia existen frecuencias que solo se expresan en testigos 0 en
tratamientos de acuerdo al transcurso de los dias. Los compuestos que suelen expresarse en
ambos testigos durante los periodos 20, 25 y 30 dias de sequia son la Amida I, Amida Ill y

pectina. Las frecuencias en la hoja madura son la Amida | en el periodo 15 y 25 dias de sequia,
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Amida | los 25 y 30 dias de sequia; para la hoja joven en la Amida Il a los

a los 25 y 30 dias de sequia.

4.3.2 Espectroscopia FTIR en raices

Las raices permiten el anclaje, almacenamiento, transporte de nutrientes en la planta y ayudan al
enriquecimiento de nutrientes al suelo mediante la fijacién simbiotica de nitrogeno (N>) a través
de su nodulacién (Fischer et al., 2019). Sin embargo al igual que el vastago, la raiz se ve afectada
por estrés hidrico afectando directamente a su densidad, didmetro y longitud, disminuyendo la
capacidad de adquisicion de los recursos del suelo (Figura 55). No obstante, la raiz genera
distintos mecanismos quimicos de defensa para contrarrestar los efectos provocados por la

sequia.

Testigo 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias

Avance de la sequia

Figura 55. Comportamiento de raices tras el avance de la sequia

Los espectros infrarrojos arrojaron diferentes frecuencias caracteristicas a la formacion o

desaparicion de grupos funcionales correspondientes a diferentes compuestos dentro de la raiz.
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Se encontrd la banda de absorcién en la frecuencia 3315 cm™ (Figura 56) correspondiente a la
vibracién de estiramiento del enlace O-H atribuido a las moléculas de agua (Mecozzi et al.,
2007). Asimismo, se observa que a los 10 y 15 dias de sequia no hay diferencia en la presencia
de agua con respecto al testigo, empezando su disminucidn a los 20 dias. Sin embargo, existe una
pérdida maxima de alrededor de 29 % cuando se alcanza el periodo de 30 dias de sequia (Cuadro
30). La presencia de esta frecuencia fue reportada anteriormente bajo estrés por sequia en el
cultivo de maiz (Zea mays L.) (Ogbaga et al., 2017), sorgo (Sorghum spp.) (Ogbaga et al., 2016)
y chicharo (Psiumsativum L.) (Lahlali et al., 2014); asimismo, se ha detectado también en raices

de haba bajo presencia de contaminantes como el arsénico (As) (Mecozzi y Sturchio, 2017).

3315 cm!

1 2 3 4 5
Periodo de sequia

—=@—RAiZ —l=—TESTIGO RAIZ

Figura 56. Variacion de produccion de grupos O-H durante cinco periodos de sequia

Las bandas en 2360 y 2340 cm™ (Figura 57) corresponden a la vibracién de enlace C=0, las
cuales fueron atribuidas a la absorcion y asimilacion de carbono (CO,) resultado del proceso de
fotosintesis (Leng y Hall, 2019). En ambas frecuencias, no presentan diferencias significativas a
los 10 y 20 dias de sequia, presentandose una disminucion maxima del CO; a los 15 dias con un
valor aproximado del 6% para 2360 cm™ y 5% para 2340 cm™ (Cuadro 30). La pérdida constante
de CO, fue a partir de los 25 dias de sequia con respecto al testigo. Estas frecuencias han sido
reportadas en raices de Sesuvium portulacastrum L. bajo estrés salino (Nikalje et al., 2019) y en
raices de Coleus blumei bajo estres por plomo (Pb) (Huy Yuan, 2018).
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Figura 57. Variacion de produccién de grupos C-O durante cinco periodos de sequia

La banda en 1635 cm™ (Figura 58) corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace C=0, la
cual fue atribuido al enlace peptidico Amida I del componente ldmina B perteneciente a la
estructura secundaria de la proteina (Mecozzi y Sturchio, 2015), no se detectd diferencia en la
produccidn de este enlace entre los periodos 10 y 15 dias. Sin embargo, empez6 a disminuir a los

20 dias manteniéndose de manera constante hasta alcanzar la maxima disminucién a los 30 dias
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de sequia con un valor aproximado del 14 % de Transmitancia (Cuadro 30). La frecuencia ha
sido reportada en raices de maiz y trigo (Meinen y Rauber, 2015), avena y chicharo (Naumann
et al., 2010) en condiciones de estrés por sequia; en raices de arroz en situacion de estrés por
Aluminio (Al) (Lu et al., 2019) y Cadmio (Cd) (Xie et al., 2015) ; en raices de Sesuvium
portulacastrum L. bajo estrés salino (Nikalje et al., 2019); en raices de cafia de azucar bajo
estrés por exceso de cadmio (Yu et al., 2018), en raices de Mirabilis jalapa L. (Wang et al.,

2018) y Coleus blumei (Hu y Yuan, 2018) cuando crecen bajo estrés por plomo.

1635 cm!

90.00
85.00
80.00

75.00

70.00

Transmitancia (%)

65.00

60.00

10 15 20 25 30

Periodo de sequia
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Figura 58. Variacion de produccion de grupos C=0 durante cinco periodos de sequia

La banda en 1442 cm™ (Figura 59) correspondiente a la flexién simétrica del enlace C-H fue
atribuido a la formacion de grupos CH; pertenecientes a la pectina como lo reporta Wilson et al.
(2000) en cebolla al estudiar sus hojas bajo hidratacion. La frecuencia se presentd en el
tratamiento Unicamente a los 10 dias de sequia con un valor del 87 % de Transmitancia. Sin
embargo, en el testigo se registro a los 10, 15, 20 y 25 dias. La presencia maxima del compuesto
fue a los 20 dias y la perdida méaxima a los 25 dias de sequia (Cuadro 30). La ausencia del enlace
a partir de los 15 dias de sequia es probable que se deba al efecto de la intensidad de la sequia.
Asimismo, esta frecuencia ha sido reportada en raices de Abelmoschus esculentus cuando es

dafiada por nematodos (Sharma et al., 2018), sin embargo presentd sensibilidad a la sequia.
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Figura 59. Variacion de produccién de grupos C-H durante cinco periodos de sequia

La banda en 1418 cm™ (Figura 60) correspondiente a la deformacién de los enlaces del grupo
aldehido (-CHO) fue atribuido a la presencia de glucosa como lo cataloga Mohamed et al.
(2011). EI compuesto tuvo mayor presencia a los 10 dias con un aumento del 1.5 % y una
disminucion maxima del 2.28 % a los 30 dias de sequia con respecto al testigo (Cuadro 30). De
igual manera, esta frecuencia ha sido reportada en raices de arroz bajo condiciones de estrés por
Aluminio (Lu et al., 2019), en raices de Abelmoschus esculentus bajo estrés por nematodos
(Sharma et al., 2018) y en raices de Coleus blumei cuando esta en estrés por plomo (Hu y Yuan,
2018).

La banda en 1368 cm™ (Figura 61) correspondiente a la deformacién del enlace C-H fue
atribuido a la formacion de grupos CH, pertenecientes a las moléculas de carbohidratos de la
celulosa (Jung et al., 2018). Los cambios de produccion del compuesto empezaron a diferenciar
desde los primeros 10 dias, presentdndose un aumento maximo de 4.62 % a los 25 dias y una
disminucion méxima a los 30 dias de sequia (Cuadro 30). De igual manera, esta frecuencia ha
sido encontrada en raices de arroz bajo condiciones de estrés por Aluminio (Lu et al., 2019), en
raices de platas medicinales como Physalis peruviana y Physalis angulata (Leite et al., 2018), en
raices de Abelmoschus esculentus bajo estrés por nematodos (Sharma et al., 2018), en raices de

cafia cuando esta en estrés por exceso de cadmio (Yu et al., 2018), en raices de Mirabilis jalapa
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L. (Wang et al., 2018) y Coleus blumei (Hu y Yuan, 2018) cuando crecen en presencia de plomo
y en las raices de arroz bajo estrés por cadmio (Xie et al., 2015).
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Figura 60. Variacion de produccién de grupos -CHO durante cinco periodos de sequia

1368 cm!

91.00
90.00
89.00
88.00
87.00
86.00
85.00
84.00
83.00

Transmitacia (%)

10 15 20 25 30
Periodo de sequia

—=@—RAiZ =E=TESTIGO RAI{Z

Figura 61. Variacion de produccion de grupos C-H durante cinco periodos de sequia

La banda en 1315 cm™ (Figura 62) correspondiente a la vibracién de estiramiento del enlace C-H

fue atribuido al enlace peptidico Amida Il perteneciente a la estructura secundaria (Al-Kadhemy
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et al., 2016). La formacion de Amida Ill no tuvo diferencia significativa a los 10 y 20 dias con
respecto al testigo, teniendo una perdida méxima a los 15 dias de sequia (Cuadro 30). De igual
manera, esta frecuencia ha sido detectada en raices de arroz bajo condiciones de estrés por
Aluminio (Lu et al., 2019), en raices de plantas medicinales Physalis peruvianay Physalis
angulata (Leite et al., 2018), en raices de Abelmoschus esculentus cuando es dafiada por
nematodos (Sharma et al., 2018), en raices de Coleus blumei bajo estrés por plomo (Hu y Yuan,

2018) y en raices de arroz bajo estrés por cadmio (Xie et al., 2015).
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Figura 62. Variacion de produccion de grupos C-H durante cinco periodos de sequia

La banda en 1240 cm™ (Figura 63) correspondiente al estiramiento asimétrico del enlace P=0
fue atribuido a la formacion de acidos nucleicos (Pistorius et al., 2008) y/o produccion de lignina
(Leite et al., 2018). Se puede observar que la presencia de los compuestos no presenta
diferencias significativas durante los primeros cuatro periodos de sequia. Sin embargo, la raiz
presentd una pérdida constante hasta alcanzar los 30 dias con respecto al testigo, presentandose
una perdida maxima del 3 % (Cuadro 30). De igual manera, esta frecuencia ha sido reportada en
raices de arroz bajo condiciones de estrés por Aluminio (Lu et al., 2019), en Sesuvium
portulacastrum L. bajo estrés salino (Nikalje et al., 2019), plantas medicinales como Physalis
peruviana y Physalis angulata (Leite et al.,, 2018), en Abelmoschus esculentus cuando es
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atacada por nematodos (Sharma et al., 2018) y en Coleus blumei bajo estrés por plomo
(Huy Yuan, 2018).
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Figura 63. Variacion de produccion de grupos P=0 durante cinco periodos de sequia

La banda en 1018 cm™ (Figura 64) correspondiente a la deformacion del enlace C-O fue
atribuido a la formacion de acidos grasos (Sofi et al., 2013). La presencia del compuesto fue la
misma a los 10 y 15 dias tanto en sequia como en el testigo, empezando en la raiz un aumento
aproximadamente del 13 % en la formacién de &cidos grasos a los 20 dias y presentandose una
pérdida maxima de la misma a los 30 dias (Cuadro 30). A partir de que la sequia fue mas intensa
(25 y 30 dias) el tratamiento tendio a aumentar los &cidos grasos. La frecuencia ha sido reportada
en raices de platas medicinales como Physalis peruviana y Physalis angulata (Leite et al., 2018)

y en raices de Abelmoschus esculentus bajo estrés por nematodos (Sharma et al., 2018).

La banda 912 cm™ (Figura 65) correspondiente a la vibracién del enlace C-H fue atribuido a la
formacion de carbohidratos (Vodnar et al., 2012). Se puede observar que la formacion del
compuesto se mantuvo de manera contante durante los periodos de sequia, donde la produccion
méaxima fue a los 20 dias y la perdida méaxima a los 30 dias con un valor de 12.9 y 20.6 %

respectivamente (Cuadro 30). Asimismo, esta frecuencia ha sido reportada en raices de Sesuvium
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portulacastrum L. bajo estrés salino (Nikalje et al., 2019), en raices de Abelmoschus esculentus

bajo estrés por nematodos (Sharma et al., 2018) y en raices de Coleus blumei bajo estrés por
plomo (Hu y Yuan, 2018).
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Figura 64. Variacion de produccién de grupos C-O durante cinco periodos de sequia
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Figura 65. Variacion de produccion de grupos C-H durante cinco periodos de sequia
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Cuadro 30. Variaciones del % de Transmitancia en frecuencias caracteristicas de la raiz de Vicia faba L.

sometida a distintos periodos de sequia con respecto a su testigo.

Frtzgrli]e_?)c 1a 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
3315 0.26 0.36 13.09 18.97 28.55
2360 1.22 6.25 -0.85 3.29 4.02
2340 0.91 4.66 -0.74 2.38 3.2
1635 -0.28 -0.66 -3.16 5.84 13.85
1442 0.07 - -- -- --
1418 -1.5 1.24 -1.21 0.4 2.28
1368 -2.09 1.22 -0.29 -4.62 2.05
1315 -0.17 2.58 -0.82 1.25 2.47
1240 -0.16 -0.18 0.76 0.54 3.31
1018 -0.61 -0.22 -12.42 7.16 14.26
912 0.01 2.96 -12.89 9.01 20.61

Las variaciones del % de Transmitancia de la raiz se encuentra dada con respecto a
su testigo, donde los signos negativos (-) representan aumento y (+) disminucion de
la intensidad

98



V. CONCLUSIONES

Con relacion a los objetivos planteados en este trabajo de investigacion se concluye que estos
fueron alcanzados, ya que se identificaron los compuestos quimicos de defensa de las habas ante
el dafio provocado por enfermedades y factores ambientales a nivel quimico y estructural

mediante las técnicas de espectroscopia y microscopia.

De igual manera, se identificaron y describieron los compuestos quimicos generados por las
plantas de haba durante la infeccion de la mancha de chocolate y roya mediante la espectroscopia
FTIR. Asimismo, se identificaron las variaciones morfolégicas y cambios quimicos elementales
en las plantas de haba cuando fueron infectadas por la mancha de chocolate y la roya utilizando
microscopia electronica de barrido. Ademas, de haber sido identificados los compuestos
quimicos presentes en las plantas de haba bajo estrés por sequia en hojas y raices mediante la

técnica de espectroscopia FTIR.

Por otro lado, con relacién a las hipotesis planteadas se concluye que estas no son rechazadas
debido las plantas de haba generaron distintos compuestos quimicos a diferentes concentraciones
y variaciones morfoldgicas ante los diferentes grados de dafio provocado por enfermedades y por

la sequia.

Se identificd que las plantas de haba generan diferentes compuestos quimicos cuando son
infectadas por los hongos de la mancha de chocolate y roya en concentraciones distintas en los
diferentes grados de infeccion. Para Botrytis fabae S. mediante FTIR se identificé que durante el
inicio de la enfermedad, la planta tuvo una disminucion en la produccién de glucosa, lipidos y
enlaces peptidicos Amida Ill; durante la fase agresiva del patdgeno se generd la produccion de
acido aspartico, prolina, citosina, purinas y pectina. Para Uromyces fabae P. se identifico que
durante el inicio de la enfermedad, la planta tuvo una disminucion en la produccion de lipidos,
carbohidratos, polisacaridos, glucosa, polisacaridos y citosina, afectando a su vez en la absorcion
de CO; vy a la degradacion proteica; sin embargo, se generd la produccién de Amida Il y ribosas.
Durante la fase agresiva de la enfermedad se aumento la produccién en los fosfolipidos y en la

pectina
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Se identificd que las plantas de haba presentan variaciones morfoldgicas y cambios quimicos
elementales cuando son atacadas por la mancha de chocolate y la roya. Para Botrytis fabae S.
mediante SEM-EDS se observé que las plantas generan el cierre de estomas y conforme al
avance del dafo la pared celular de la hoja tiende a corrugarse. Asi mismo, durante el inicio de la
enfermedad predomind la produccion de elementos quimicos Oxigeno, Magnesio y Sodio;
durante la fase agresiva predomind el elemento Carbono. Para Uromyces fabae P. se observo que
las plantas generan el cierre de estomas y durante el ataque de la enfermedad las partes
infectadas en la hoja tienden a desgarrarse. Ademas, durante el inicio de la enfermedad
predomind la produccion de elementos quimicos Magnesio y Sodio; durante la fase agresiva

predomind la produccién de Oxigeno, Potasio, Fésforo, Silicio, y se generé Azufre.

Se identifico que las hojas y raices de haba bajo estrés por sequia forman compuestos quimicos a
diferentes concentraciones al ser sometidas a distintos periodos de sequia. En hojas los
compuestos mas afectados por la sequia fueron la Amida I, Amida Ill, pectina y el agua. Sin
embargo, los compuestos Amida Il, lipidos y glucosa son los compuestos que aumentan su
concentracion al aumentar el cada periodo de sequia. Por otro lado, en las raices los compuestos
maés afectados fueron los lipidos, la celulosa, la pectina, los carbohidratos, la glucosa, la lignina,

los &cidos nucleicos, los acidos grasos y el agua.
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ANEXO A. Frecuencias correspondientes a Botrytis fabae con respecto a cada zona de dafio
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ANEXO B. Frecuencias correspondientes a Uromyces fabae con respecto a cada zona de
dafo
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ANEXO C. Fotografias de plantas de haba infectadas con Botrytis fabae S.
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ANEXO D. Fotografias de plantas de haba infectadas con Uromyces fabae S.
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