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MECANISMOS DE RESISTENCIA PARA EL MANEJO DE Monilinia fructicola EN

Prunus persica

Isabel Nativitas Lima, D. C.

Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

La pudricion café causada por Monilinia spp. es una de las enfermedades mas
destructivas en durazno. Las nuevas estrategias de manejo, incluyen la comprension de
los mecanismos de resistencia de la fruta preexistentes e inducibles. Por lo tanto, la
presente investigacion se llevé a cabo con los siguientes objetivos: 1) estudiar el impacto
de los inductores: acibenzolar-S-Methyl (ASM), fosfito de potasio y silicato de potasio en
combinacion con fungicidas en el manejo de Monilinia spp., ademas de su efecto en la
variacion en la actividad enzimética, contenido de fenoles totales y nutrimental en
durazno. 2) estudiar los mecanismos de resistencia preformados mediante la evaluacion
de la respiracion, produccién de etileno, actividad antioxidante enzimatica y no
enziméatica en las diferentes etapas de desarrollo del fruto de nectarina y su efecto en la
incidencia de Monilinia fructicola. Para el estudio de los mecanismos de resistencia
preformados se realizaron muestreos en las diferentes etapas fenoldgicas del fruto de
nectarina, y se evaluaron los cambios en la produccion de etileno, respiracion, estrés
oxidativo, sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico por medio de técnicas de
espectrofotometriay HPLC. Los resultados indicaron cambios importantes en la actividad
antioxidante en la etapa S4 de desarrollo del fruto y al emplear un modelo de regresion

de minimos cuadrados parciales (PLS), se observé una fuerte relacion negativa entre el




acido ascorbico, criptoxantina, zeaxantina e incidencia de Monilinia fructicola. Para
evaluar el efecto de los inductores se realizaron aplicaciones precosechay se evalué su
efecto en la severidad de Monilinia fructicola, en la actividad de peroxidasa,
polifenoloxidasa, catalasa y fenilalanina amonio liasa, asi como el contenido de fenoles
y andlisis nutrimental en hojas, ademas en postcosecha se evalud la efectividad de los
tratamientos contra Monilinia fructicola. De acuerdo con los resultados se observé una
disminucion de la ABCPE en un 70 y 24% en el primer y segundo afio de evaluacion,
respectivamente. Los inductores incrementaron el contenido de fenoles totales y la
actividad de las enzimas peroxidasa, polifenoloxidasa y catalasa, dicho incremento se
mantuvo en postcosecha La aplicacion de los inductores modificd los contenidos foliares
de fésforo, potasio, cobre, azufre y silicio en el primer afio de evaluacion, para el segundo

Unicamente afecto al fosforo.

Palabras clave: pudricién café, preformados, inductores, fosfito de potasio.
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ABSTRACT

The brown rot caused by Monilinia spp. it is one of the most destructive diseases
in peach. New management strategies include understanding the pre-existing and
inducible fruit resistance mechanisms. Therefore, the present investigation was carried
out with the following objectives: 1) to study the impact of inducers: acibenzolar-S-Methyl
(ASM), potassium phosphite and potassium silicate in combination with fungicides in the
management of Monilinia spp., in addition to its effect on the variation in the enzymatic
activity, content of total phenols and nutritional in peach. 2) To study the preformed
resistance mechanisms by evaluating respiration, ethylene production, enzymatic and
non-enzymatic antioxidant activity in the different development stages of the nectarine
fruit and its effect on the incidence of Monilinia fructicola. For the study of the preformed
resistance mechanisms, samplings were carried out in the different phenological stages
of the nectarine fruit, and the changes in ethylene production, respiration, oxidative stress,
enzymatic and non-enzymatic antioxidant system were evaluated by means of
spectrophotometric techniques. and HPLC. The results indicated important changes in
the antioxidant activity in the S4 stage of fruit development and when using a partial least
squares (PLS) regression model, a strong negative relationship was observed between

ascorbic acid, cryptoxanthin, zeaxanthin and the incidence of Monilinia. fructicola. To




evaluate the effect of the inducers, pre-harvest applications were carried out and their
effect on the severity of Monilinia fructicola, on the activity of peroxidase,
polyphenoloxidase, catalase and phenylalanine ammonium lyase, as well as the content
of phenols and nutritional analysis in leaves, was evaluated. in postharvest the
effectiveness of the treatments against Monilinia fructicola was evaluated. According to
the results, a decrease in ABCPE was observed by 70 and 24% in the first and second
year of evaluation, respectively. The inducers increased the content of total phenols and
the activity of the enzymes peroxidase, polyphenoloxidase and catalase, this increase
was maintained in postharvest The application of the inducers modified the foliar contents
of phosphorus, potassium, copper, sulfur and silicon in the first year of evaluation, but for
the second year of evaluation it only affected phosphorus.

Keywords: Monilinia fructicola, preformed, inducers, potassium phosphite.
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INTRODUCCION GENERAL

El durazno (Prunus persica (L.) Batsch) es el tercer cultivo fruticola mas importante
a nivel mundial dentro de la familia Rosaceas después de la manzana (Malus spp.) y
pera (Pyrus spp.). EI mayor productor es China; sin embargo, es uno de los paises que
obtiene los menores rendimientos a nivel mundial. México se encuentra en el décimo
sexto lugar en cuanto a produccién, con un rendimiento promedio nacional de 6.3 t-ha?,
entre los paises con mejores rendimientos se encuentra Egipto, Francia, Grecia,
Jordania, Chile y Suiza en el ciclo productivo 2019 (FAOSTAT, 2020). De acuerdo con el
Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2018) en México se tiene
una superficie total de 28,842.42 hectareas cultivadas, con un rendimiento promedio de

4.58 t-ha! de temporal y 11.71 t-ha* de riego.

Durante el proceso de producciéon del durazno se presentan diversos problemas
como heladas tardias, escasa precipitacion con distribucién irregular, erosion o baja
fertilidad del suelo, mal manejo de las plantaciones y presencia de plagas y
enfermedades. La pudricion café causada por Monilinia spp. es una de las enfermedades
mas destructivas en durazno, principalmente en postcosecha y causa pérdidas anuales
a nivel mundial de 1700 millones de euros (Martini y Mari, 2014). En condiciones
favorables para el patdégeno, la incidencia de la enfermedad alcanza el 80 %, lo que
ocasiona grandes pérdidas, especialmente en huertas con variedades de durazno tardias

(Gell et al., 2008).

El control de Monilinia spp. se realiza principalmente con productos quimicos que

garantizan la inhibicion del patdgeno, sin embargo, su residualidad tiene efectos




negativos al ambiente y a la salud humana, ademas de que su uso constante y
desmedido puede inducir resistencia a Monilinia spp. Ante esta problematica, se buscan
alternativas de manejo que proporcionen un control adecuado y que sean amigables con

el ambiente.

Las nuevas alternativas incluyen el estudio de los mecanismos de resistencia de
las plantas frente a patdgenos. Las plantas poseen mecanismos de resistencia tanto
estructurales como bioquimicos, estos mecanismos se pueden encontrar de manera

preformada o no preformada (inducible) (Pandey et al., 2016).

Los mecanismos de resistencia preformadas en durazno, cambian durante las
diferentes etapas de desarrollo del fruto, por lo tanto, es muy importante estudiarlas para
comprender su interaccién con Monilinia, debido a que los cambios en la fisiologia y
composicion quimica del fruto, estan sincronizados con los cambios en la susceptibilidad

a la infeccién por este patégeno (De Cal et al., 2013).

Por otro lado, los mecanismos de resistencia inducibles, implican la activacion de
diferentes vias de sefializacién, algunas de estas pueden proporcionar proteccion en el
sitio de infeccion (local), mientras que otras proporcionan resistencia sistémica en toda
la planta, incluso en tejido no infectado. Los mecanismos de sefalizacion de defensa
sistémica incluyen la resistencia sistémica inducida (ISR), que se activa en respuesta a
la colonizacion de la raiz por organismos benéficos (Van Wees et al., 2008), y la
resistencia sistéemica adquirida (SAR), la cual se activa en respuesta a la infeccion por
patdgenos (Spoel and Dong, 2012; Wendehenne et al., 2014; Gao et al., 2015). Estos

mecanismos de defensa permanecen inactivos o latentes hasta que se activan después




de la exposicion y/o el contacto con patégenos o agentes inductores (Gao et al., 2015;
Faize y Faize, 2018). La Induccion de SAR implica la generacion de sefiales moviles que
se translocan al tejido distal y prepara la planta contra futuras infecciones. Esto requiere
una comunicacién cruzada cuidadosa y equilibrada entre varias fitohormonas,

metabolitos y proteinas (Pieterse et al., 2012).

Existen varios inductores quimicos de SAR, los cuales, se traslocan
sistémicamente y activan vias de transduccion de sefiales que generalmente conducen
a la produccion de especies reactivas de oxigeno, biosintesis de fitoalexinas, refuerzo de
la pared celular de la planta asociada con compuestos fenilpropanoides, deposicion de
calosa, sintesis de enzimas de defensa y acumulacion de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR), que tienen propiedades antimicrobianas (Thakur y Sohal, 2013). Los
inductores muestran resultados satisfactorios para el manejo de los patégenos en
hortalizas, por lo que se estan utilizando en frutales evidenciando un buen control (Bektas
y Eulgem, 2015). Sin embargo, el uso de inductores no es suficiente para el manejo de
enfermedades, por lo que se puede combinar con fungicidas para obtener un efecto
sinérgico y de esta manera obtener mejores resultados (Walters et al., 2013; Romanazzi

et al., 2016).

Algunos de los inductores utilizados son acibenzolar-S-Methyl, fosfito de potasio
y silicato de potasio, los cuales disminuyen significativamente algunas enfermedades,
debido a que activan enzimas como peroxidasa (POD), quitinasa (CHT) y la fenilalanina

amonio liasa (PAL) (Datnoff et al., 2007; Walters et al., 2013; Hailey y Percival, 2014).




Objetivo general

Estudiar los mecanismos de resistencia preformados durante las diferentes etapas
de desarrollo del fruto del durazno y evaluar los mecanismos de resistencia inducibles
mediante la aplicacién en precosecha de inductores de resistencia en combinacion con
fungicidas, ademas evaluar su efecto en la incidencia de Monilinia fructicola en

postcosecha, asi como su efecto en el estatus nutrimental del arbol.

Hipotesis

Los frutos de durazno durante su desarrollo presentan diferentes mecanismos de
resistencia preformados que determinan el grado de susceptibilidad a Monilinia fructicola,
ademas los mecanismos de resistencia no preformados pueden activarse mediante la
aplicacion de inductores de resistencia y en combinacion con fungicidas proporciona un

buen control de Monilinia fructicola.
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REVISION DE LITERATURA

Importancia del cultivo

El durazno pertenece a la familia Rosaceae y es una de las especies frutales de
mayor demanda que se cultivan en las zonas templadas del mundo. China es el mayor
productor a nivel mundial; sin embargo, es uno de los paises que obtiene los menores
rendimientos a nivel mundial. México se encuentra en el décimo sexto lugar en cuanto a
produccion, con un rendimiento promedio nacional de 4.9 t-hal, entre los paises con
mejores rendimientos se encuentra Egipto, Francia, Grecia, Jordania, Chile y Suiza en el

ciclo productivo 2019 (FAOSTAT, 2020).

En México de acuerdo con datos del Sistema de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP, 2018) se tiene una superficie total de 28,842.42 hectareas con una
producciéon de 160,663.01 toneladas; para el 2018 los estados de Chihuahua,
Aguascalientes y Estado de México fueron los que obtuvieron los mejores rendimientos,

sin embargo, a nivel nacional el rendimiento promedio es de 4.90 t-ha™’.

En las ultimas dos décadas el rendimiento promedio del durazno se ha mantenido
constante, mientras que la demanda, casi se ha duplicado; por lo que resulta
indispensable elevar el rendimiento y mejorar la calidad de los frutos. El precio del
producto en el mercado nacional es aproximadamente el doble del que se registra en los
Estados Unidos y Europa. En México el precio al mayoreo oscila de los 13 a los 30 pesos

en Centrales de Abasto (Secretaria de Economia, 2017).




Importancia y manejo de la pudriciéon café

El agente causal de la pudricion café es Monilinia spp. que pertenece al grupo de
hongos necrotréficos (Ascomycota) del orden de Heliotiales (Leotiales). ElI género
teleomorfo es Sclerotinia spp. (posicion en la clasificacion: Sclerotiniaceae, Helotiales,
Leotiomycetidae, Leotiomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota). Las especies de
Monilinia se encuentran entre los principales organismos causales de pudricion café en
varios cultivos de arboles frutales incluyendo frutales de hueso como duraznos,
albaricoque, nectarinas, cerezas y ciruelas, asi como frutales de pepita como peras,
manzana y membirillos (Obi et al., 2018). De las 35 especies del género Monilinia, cuatro
son las principales especies que son patdégenas para los frutales de pepita y hueso: M.
fructicola (G. Winter) Honey, Monilinia laxa (Aderhold & Ruhland) Honey, Monilinia
fructigena (Aderhold & Ruhland) Honey y Monilinia polystroma (G. Leeuwen) (van

Leeuwen et al., 2002).

Monilinia spp. es un patdgeno policiclico debido a que producen numerosos ciclos
secundarios a través del crecimiento anual del cultivo. El hongo permanece afios en la
plantacion y durante el invierno sobrevive en diferentes estructuras como frutos
momificados, pedunculos y cancros en ramas, lo cual representa la fuente primaria del
in6culo. Cuando las condiciones ambientales son favorables, las esporas pueden infectar
flores, brotes y ramas jovenes para generar una fuente secundaria de inéculo (Kreidl et
al., 2015). De esta manera durante el periodo de madurez del fruto se pueden encontrar
esporas de Monilinia spp. en cualquier lugar; por lo tanto, es casi seguro que ocurra una
infeccion si el clima tiene periodos prolongados de humedad o si el fruto tiene algun dafio

fisico (Xu et al., 2007). El periodo de incidencia va desde la floracion hasta la




postcosecha y de acuerdo con Casals et al. (2010), mas del 80 % de los conidios viables
de M. fructicola y M. fructigena pueden germinar a 25 ° C y 0.99 del agua (aw) en 2 horas
en medio de cultivo. Segun Martini y Mari (2014), el valor anual mundial de las pérdidas
de Monilinia spp. es de 1.7 mil millones de euros. En condiciones de laboratorio, la
pudricién café puede resultar en pérdidas mayores al 60% de duraznos después de 5
dias de infeccién a temperatura ambiente. Los principales factores que causan las
perdidas por Monilinia spp. son el periodo de incidencia que va desde la floracion hasta
postcosecha, los factores climaticos, aparicion de cepas resistentes a fungicidas y la

escasa disponibilidad de variedades resistentes (Oliveira et al., 2016).

Para un manejo efectivo de Monilinia spp., se debe considerar la reduccién del
porcentaje de infeccion latente, la cual es una situacion patologica en donde el fruto
puede estar infectado, pero permanecer asintomatico y solo desarrollar sintomas visibles
durante el periodo de madurez y/o después de la cosecha. Esto se debe a que durante
el periodo de maduracién la susceptibilidad a la infeccidon por Monilinia spp. es alta (Obi

et al., 2018).

La reduccion de la infeccion latente consiste en disminuir el indéculo primario del
patdgeno, lo cual se puede lograr con un método de control cultural mediante la
eliminacion de todas las partes infectadas y toda la fruta no cosechada para evitar que
se conviertan en fuentes de indculo, minimizando asi el indculo de hibernacion, esto con

el fin de romper el ciclo de vida de Monilinia spp. (Gell et al., 2009).

Otro método de control ademas del cultural, consiste en un manejo con productos

guimicos. Los primeros fungicidas utilizados para el manejo de enfermedades fueron a




base de cobre y azufre, los cuales aun se siguen utilizando, posteriormente aparecieron
los que se caracterizan por tener varios sitios de accion (benzimidazoles, dicarboximidas,
etc.). A partir de los afios 60°s y 70°s surgieron los fungicidas que actian sobre un sitio
0 unos pocos sitios especificos en el metabolismo de los hongos, y con estos ultimos
surgieron los problemas de resistencia. Hasta la década de los 70"s s6lo habian ocurrido
casos esporadicos de resistencia; sin embargo, en la Gltima década, un gran nimero de
estudios reportan resistencia de los hongos a diversos fungicidas, tal es el caso de
resistencia a propiconazole y metil benzimidazol carbamato (Carbamatos) por Monilinia

fructicola (Lamichhane et al., 2015).

Dentro de los programas de manejo convencional y manejo integrado, los
fungicidas, ciproconazol, iprodiona y tiofanato metilico son los méas utilizados para el
control de Monilinia spp. (Eglien et al., 2015). Sin embargo, el aumento en la demanda
de frutos con baja residualidad pone en duda el uso continuo de fungicidas
convencionales, por lo tanto, se buscan estrategias de control alternativas con efecto
duradero, que tengan mayor aceptabilidad por parte del consumidor y, al mismo tiempo,

reducir los efectos nocivos al ambiente.

Mecanismos de defensa de las plantas a patdgenos.

El manejo de enfermedades mediante el uso de productos quimicos es
cuestionable debido a todos los efectos negativos a la salud humana y al ambiente, sobre
todo cuando se hace un uso indiscriminado de los fungicidas y en general de los
agroquimicos, es cuando tenemos diversos problemas como la aparicion de cepas

resistentes y, por lo tanto, menor eficiencia de los fungicidas. Las nuevas técnicas de




manejo de las enfermedades se centran en buscar alternativas a los productos quimicos;

una de estas alternativas es la activacion de mecanismos de defensa de la planta.

Los mecanismos de defensa de la planta se activan cuando el tejido vegetal tiene
contacto con un patégeno. En el primer contacto patdgeno-hospedante se inicia una serie
de procesos complejos en las interacciones fisioldgicas, los cuales originan respuestas.
Las respuestas involucran cambios celulares, histolégicos, bioquimicos y moleculares
con el fin de limitar la proliferaciébn del patégeno o la expresion de sintomas de la
enfermedad. Los mecanismos de defensa a nivel local se componen de defensas pasivas
que incluyen la cuticula, pared celular, y metabolitos antimicrobianos. Si se rompen estas
defensas pasivas, se despliegan las defensas mediadas por el sistema inmune innato de
la planta, las cuales incluyen resistencia no hospedante a patégenos, resistencia basal
a patégenos virulentos y resistencia especifica de la planta a aislados de patégenos

avirulentos (gen a gen) (Lee et al., 2017; Shine et al., 2019).

Una capa de este sistema esta regulada por receptores de reconocimiento de
patrones (PRR, Pattern Recognition Receptors), que se encuentran en la membrana
plasmatica. Los PRR reconocen moléculas que contienen patrones especificos de
patdgenos o microorganismos (PAMP/MAMP); los cuales despliegan la inmunidad
activada por PAMP/MAMP conocida como inmunidad activada por patrones (PTI, PAMP-
Triggered Immunity), sin embargo, existen patdégenos que despliegan proteinas efectoras
capaces de suprimir la PTI. En estas interacciones, la planta muestra un bajo nivel de
resistencia denominado resistencia basal. Para combatir estos patdgenos, las plantas
utilizan la segunda capa del sistema inmune innato, conocida como inmunidad activada

por efectores (ETI, Effector-Triggered Immunity) (Klessig et al., 2018).
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La resistencia especifica de la raza, o inmunidad activada por efectores (ETI) se
induce cuando las proteinas Avr especificas de la cepa del patégeno se asocian
directa/indirectamente con proteinas afines resistentes (R) a las plantas. La ETI se asocia
frecuentemente con el desarrollo de respuesta de hipersensibilidad (HR) en el tejido
inoculado. Varios dias o semanas después de estos eventos, PTI y ETI pueden inducir
respuestas de defensa en partes superiores no inoculadas de la planta, incluida la
acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), &cido salicilico (SA), y

el desarrollo de resistencia sistémica adquirida (SAR) (Mishina y Zeier 2007).

PTI y ETI estan asociados con la activacion de varias respuestas en el tejido
primario infectado, como la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
aumento de los niveles intracelulares de Ca?*, activacion de proteinas quinasas (MAPK),
sintesis de fitoalexinas, reprogramacion transcripcional (mayor expresion de genes PR
asociados a la defensa) y la acumulacién de acido salicilico (SA) (Stael et al., 2015;
Klessig et al., 2018). Ademas de los mecanismos a nivel local, la planta también activa

mecanismos de respuestas de defensa sistémica en las partes superiores no infectadas.

Hay dos tipos de mecanismos de defensa sistémica en plantas: resistencia
sistémica adquirida (SAR), que se activa en respuesta a la infeccion por patégenos (Gao
et al., 2015) y resistencia sistémica inducida (ISR), que se activa en respuesta a la
colonizacion de la raiz por microorganismos benéficos (Van Wees et al., 2008). Ambos
mecanismos pueden inducir defensas que confieren proteccion duradera contra un
amplio espectro de microorganismos y estos mecanismos son regulados por

fitohormonas, como el &cido salicilico (SA), el acido jasmonico (JA) y el etileno (ET).
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Las hormonas producidas por las plantas, para regular los mecanismos de
resistencia, varian de acuerdo con el tipo de alimentacion del patogeno. Para el caso de
patégenos biotroficos la induccion de los mecanismos de defensa esta mediada por el
acido salicilico (SA, Salicylic Acid), y por lo tanto las plantas infectadas acumulan un nivel
alto de SA en los tejidos locales y distales (Cui et al., 2017); sin embargo, en algunos
casos también es asociado a la induccién de defensa contra patdégenos necrotroficos
(Glazebrook, 2005). Las hormonas involucradas mayormente en los mecanismos de
defensa contra patégenos necrotroficos son el etileno (ET) y el acido jasmaénico (JA), las
cuales regulan de manera cooperativa la inmunidad. Los mutantes que son defectuosos
en la biosintesis o la sefalizacién de estas hormonas son susceptibles a los patdégenos
necrotroficos (AbuQamar et al.,, 2016). Las interacciones entre la sefalizacion SA y
ET/JA a menudo son antagbnicas. Sin embargo, también existen interacciones
sinérgicas (Gautam y Nandi, 2018), por lo tanto, el resultado de la activacion de los
mecanismos de defensa sistémica de la planta depende de la comunicacion cruzada

entre las vias de sefalizacion activadas por las fitohormonas (Singh et al., 2019).

De los dos tipos de induccion de resistencia sistémica, la SAR tiene mayor
importancia debido a sus aplicaciones potenciales en la proteccion sostenible de cultivos
a largo plazo. La induccion de SAR implica la generacion de sefiales moviles en el sitio
de la infeccion primaria, que se trasladan al tejido distal y preparan a la planta contra
futuras infecciones. Esto requiere una comunicacion cruzada, cuidadosa y equilibrada

entre varias fitohormonas, metabolitos y proteinas (Shine et al., 2018).
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Resistencia sistémica adquirida (SAR, Systemic Acquired Resistance)

Los primeros estudios sobre la induccion de la resistencia sistémica adquirida en
las plantas fueron realizados por Kenneth Chester en el afio 1933, quien concluyd que
las plantas también desarrollan una mayor resistencia a la reinfeccibn y que esta
inmunidad adquirida probablemente jug6 un papel importante en el control de los brotes
de enfermedades en la naturaleza. Casi 30 afios después, Ross (1961) realizé un trabajo
en el que observo que cuando las plantas de tabaco variedad Samsun recibieron una
inoculacién con el virus del mosaico del tabaco (TMV) en tres hojas inferiores y después
de 7 dias se expusieron las dos hojas superiores al virus, las lesiones formadas después
de la infeccién secundaria fueron mucho mas pequefias que las formadas en la
inoculacion primaria (inicial). A este fendbmeno lo llamoé resistencia sistémica adquirida
(SAR) y a partir de entonces se empezaron a realizar diferentes estudios en tabaco para
conocer este fenémeno. Algunos investigadores determinaron que en las variedades de
tabaco inoculadas con TMV se encontraban acumuladas varias proteinas en las hojas
del sitio de infeccion y posteriormente se encontraron en las hojas distales (Gianinazzi y
Kassanis 1974); estas proteinas, se denominaron proteinas relacionadas con la
patogenesis (PR). Posteriormente, Raymond White descubrioé que la resistencia al TMV
mediante la acumulacion de proteinas PR podrian inducirse con aplicaciones de acido
benzoico (BA), acido salicilico (SA) o el derivado de SA, acido acetilsalicilico (ASA),

mejor conocido como aspirina (Klessig et al., 2018).

La SAR es un mecanismo de defensa que se observa después de la infeccion
primaria por patdgenos virales, bacterianos y fungicos o después de la aplicacion de

inductores quimicos en las plantas (Fu y Dong, 2013). La induccion de la SAR requiere
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una sefalizacion cuidadosa y equilibrada entre varias fitohormonas, metabolitos y
proteinas. Estas sefiales de la SAR se translocan acropetalmente a través del floemay
esto puede ocurrir via apoplasto (espacio fuera de la membrana plasmatica) o simplasto
(red de citoplasma interconectado por aberturas especializadas llamadas
plasmodesmos). Existen diferentes sustancias asociadas a SAR como el &cido salicilico
(SA) y su derivado metilado MeSA, &cido azelaico (AzA), glicerol-3-fosfato (G3P), acido
pipecdlico (Pip), deshidroabietinal (DA), y los radicales libres, éxido nitrico (NO) y
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wang et al., 2014). Una o mas de estas sustancias
pueden conducir a la activacion de defensa y el efecto puede durar semanas o meses,

lo cual, protege a la planta de infecciones futuras (Jung et al., 2009).

El acido salicilico es una de las hormonas vegetales que juega un papel importante
en la SAR, el cual se sintetiza a partir del metabolito primario corismato, derivado de la
ruta del 4cido shikimico. La sintesis de SA se lleva a cabo a través de diferentes vias: la
via de la fenilalanina en donde participa la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
mediante la descarboxilacién del acido transcinamico al &cido benzoico, seguido de la
hidroxilacion a SA en el citoplasma. Alternativamente, el &cido cindmico puede
hidroxilarse a acido o-cumarico y luego descarboxilarse a SA, en esta via del
isocorismato, la sintesis de SA se llevaba a cabo con la enzima isocorismato sintasa
(ICS), en el cloroplasto. Se describe una tercera via que involucra glucésidos
cianogénicos, como la prunasina y el mandelonitrilo, los cuales estan involucrados en la

sintesis de SA en el durazno (Diaz-Vivanco et al., 2017).

Primero se sintetiza el SA en el cloroplasto y después se transporta al citosol a

través de la proteina EDS5, donde se inactivara a través de la glicosilacion o metilacion.
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La glicosilacién de SA genera 2-O-B-D glucésido (SAG), que se transporta a la vacuola
y se hidroliza para liberar SA después del ataque de patdégenos. La metilacion de SA
genera metil SA (MeSA), que se supone es la sefial de SAR mdvil que viaja desde los
tejidos infectados a los distales, donde activa la resistencia luego de su reconversion a
SA (Park et al., 2007). Tras la infeccién por patdégenos, los niveles de SA aumentan
draméticamente en las hojas infectadas, sin embargo, se convierte en MeSA
biol6gicamente inactivo por la acido salicilico carboxi-metiltransferasa (SAMT). Una vez
gue la concentracion de SA se vuelve lo suficientemente alta, se une en el sitio activo del
acido salicilico la proteina de unién 2 (SABP2) e impide su capacidad para convertir
MeSA de nuevo en SA. La metilacién de SA provoca un cambio en el potencial redox de
la pared celular del cloroplasto, facilitando su translocacion al citoplasma del tejido distal
no infectado. Dado que los niveles de SA en el tejido distal son demasiado bajos para
ser inhibidos por la SABP2, el MeSA transportado se convierte en SA activo, que luego

induce respuestas de defensa sistémicas (Yamasaki et al., 2013).

El SA es un potente inductor de la resistencia sistémica de las plantas; sin
embargo, la mayoria del SA sintetizado es convertido y guardado en derivados
biologicamente inactivos por glicosilacion, metilacién y la conjugacion de aminoacidos,
por lo tanto, su eficacia se ve reducida. Ademas, la fitotoxicidad del SA impide su
aplicacibn como compuesto para la proteccion de las plantas. Por esta razon, se han
explorado varios analogos funcionales del SA con actividades estables y efectivas
(Conrath et al., 2015). La mayoria de los compuestos sintéticos dirigidos a las vias de
SA demostraron su efectividad como inductores de defensa de las plantas y se han

clasificado estos compuestos de acuerdo con sus estructuras: compuestos de salicilato
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y benzoato; derivados del acido nicotinico; heterociclos de pirazol, tiazol y tiadiazol,

derivados de pirimidina; y compuestos neonicotinoides (Faize y Faize, 2018).

Inductores de resistencia

Los términos "inductor de resistencia” o "elicitor" se usan para moléculas que
pueden proteger a las plantas de enfermedades a través de la induccion de sus
mecanismos de defensa. Los inductores sintéticos son pequefias moléculas que inducen
respuesta de inmunidad en las plantas, los cuales son estructuralmente diferentes de los
inductores de defensa naturales de las plantas. Los inductores sintéticos activan
reacciones de defensa al imitar las interacciones de los inductores naturales o las
moléculas de sefializacion de las defensas con sus respectivos receptores o al interferir
con otros componentes de sefales de defensa. El primer activador de resistencia
qguimica, Probenazole, fue registrado en Japon como Oryzemate en 1975, y desde
entonces se desarrollaron muchos otros activadores quimicos y bioldgicos (Walters et

al., 2013).

El uso de inductores de resistencia para manipular la SAR de manera efectiva en
especies de cultivos puede proporcionar a los productores una estrategia mas amigable
con el medio ambiente para prevenir la pérdida de cultivos y reducir la dependencia de
fungicidas sintéticos (Conrath et al. 2015). Se han identificado varios compuestos
sintéticos que inducen SAR (Cuadro 1). Cuando se aplican a altas concentraciones los
analogos sintéticos o funcionales de SA pueden inducir directamente respuestas de
defensa a un amplio espectro de patégenos. Por el contrario, las bajas concentraciones

de estos compuestos estimulan la inmunidad, ya que inducen poca 0 ninguna respuesta

16



de la planta hasta la infeccion por patégenos, momento en el cual las respuestas de

defensa se desencadenan de manera mas rapida (Klessig et al., 2018).

Cuadro 1. Inductores de resistencia que reportan control de enfermedades (del 2010 al 2013).

Tipo de elicitor/inductor de

. . Cultivo Patogeno
resistencia
: . Tricothecium roseum (post-harvest)
Acibenzolar-S-methyl (ASM) Calabacita Colletotrichum lagenarium
Haba Uromyces viciae-fabae N
Orobanche crenata (parasitic plant)
Col Peronospora parasitica
Tomate Ralstonia solanacearum
Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici
Xanthomonas spp.
Chayote Phytophthora capsici
Carcuma Pythium aphanidermatum
Mango Colletotrichum gloeosporiodes (post-harvest)
Melon Alternaria alternata and Fusarium spp.
Xanthomonas oryzae
Arroz .
Magnaporthe grisea
Maiz Bipolaris maydis
Chicharo Uromyces pisi
Manzana Penicillium expansum (post-harvest)
B-Aminobutyric acid (BABA) Manzana Penicillium expansum (post-harvest)
Chicharo Uromyces pisi
Col Peronospora parasitica
Tomato Phytophthora infestans
Lechuga Bremia lactucae
Colza Leptosphaeria maculans
Probenazole Maiz Bipolaris maydis
Saccharin Frijol Phakopsora pachyrhizi
Fosfito de potasio Uva Plasmopara viticola
Arabidopsis Phytophthora cinnamomi
Tiamina Pearl millet Sclerospora graminicola
Silicio Rosa Podosphaera pannosa
Biochar Pimienta Leveillula taurica
Tomate Botrytis cinerea
Fresa Colletotrichum acutatum

Fuente: Walters et al. (2013)

Algunos de los problemas que se deben considerar al utilizar los inductores son:

una posible reduccion en la aptitud de la planta porque se requiere un elevado nivel

energético para la activacion de las respuestas de defensa y su variaciéon en los niveles
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de eficiencia que van del 20 al 85 % debido a que depende del cultivar y la dosis del

inductor (Gozzo y Faoro 2013).

Acibenzolar-S-Methyl

El éster S-metilico del acido benzo-1,2,3-tiadiazol-7-carbotionico (BTH) o ASM
(acibenzolar-S-metil) fue el primer derivado de tiadiazol comercializado. Fue registrado
con el nombre comercial de BION® (Syngenta, Bale, Suiza) en Europa en 1989 y
Actigard® (Syngenta, Bale, Suiza) en los Estados Unidos en 1990. El ASM es efectivo
contra un amplio espectro de patégenos y se tienen estudios en mas de 120

patosistemas, incluyendo manzana, pera, durazno, uva, fresa y melén (Wei et al., 2018).

El ASM es un analogo funcional del SA, es insensible a la luz e induce resistencia
contra una amplia gama de patégenos a través de activacion de SAR. Los mecanismos
de SAR inducida por ASM incluyen la estimulacién del metabolismo de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Ren et al., 2012), la regulacion de la via fenilpropanoide
(Liu et al., 2014), produccién de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Tian et

al., 2016) y modificaciéon de rutas del etileno (Li et al., 2015).

El ASM activa las vias de sefializacion dependientes de SA y puede activar los
mismos genes PR inducidos por SA; sin embargo, en un experimento se encontré que
este compuesto induce SAR en plantas transgénicas nahG, que no acumulan SA, por lo
tanto, la acumulacion de SA no se requiere para activar la SAR inducida por BTH. EI BTH
se convierte en acibenzolar por SABP2 y este producto es critico para la induccion de
SAR. Cuando se aplico BTH en plantas de tabaco con el gen SABP2 silenciado, no se

pudo inducir la expresion de proteinas PR1 y SAR. Por el contrario, cuando las mismas
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plantas fueron tratadas con acibenzolar, la SAR fue completamente inducida (Tripathi et

al., 2010).

Lin et al. (2011) encontraron que aplicaciones de ASM en mango reducen la
infeccion por Colletotrichum gloeosporiodes. Esta resistencia inducida por ASM fue
acompafiada de una mayor expresion génica y un incremento en la actividad de
peroxidasa y polifenoloxidasa, la regulacion positiva de estos genes se relacioné con la
acumulacion de compuestos fendlicos totales; también se observé que la efectividad de

ASM dependia de la variedad de mango.

El tratamiento con BTH en precosecha disminuyd significativamente la
podredumbre por Alternaria sp. y Penicilium expansum en peras durante el
almacenamiento (Cao et al., 2007). Los mismos autores informaron que las actividades
de las proteinas PR como POD, CHT y GLU se incrementaron significativamente en las
peras tratadas con BTH; también se observaron resultados similares en duraznos, en
donde al hacer aplicaciones de ASM por inmersidbn en postcosecha se redujo la
incidencia en un 50% vy la severidad en un 64 % de P. expansum en comparacién con la

fruta no tratada (Liu et al., 2005).

En fresa se observdé que el ASM y el quitosano redujeron el moho gris y la
podredumbre por Rhizopus spp. aplicados en precosecha y postcosecha, debido a que
afectan de diferentes maneras las redes celulares asociadas con las defensas de las
plantas. Los cloroplastos juegan un papel importante en la modulacién de las respuestas
de defensa, que comunican activamente estas sefiales a través de cambios en el estado

redox (Landi et al., 2017).
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Fosfito de potasio

Los fosfitos (Phi) son sales inorganicas y estériles originadas de la neutralizacion
del acido fosforoso por una base (Cohen y Coffey, 1986). El estudio con fosfitos en el
control de enfermedades comenz6 en Australia en 1983, con la pudricion de la raiz del
aguacate (Phytophthora cinnamoni). Posteriormente se incremento el interés por el uso
de los fosfitos, debido a que tiene rapida absorcion por las plantas, un alto grado de
solubilidad y alta capacidad de moverse desde las hojas hacia las raices a través del
floema, proporcionando control para algunas enfermedades radiculares e incrementado
el efecto de ciertos fungicidas. Por lo tanto, el fosfito representa un insumo agricola
eficiente para proteger los cultivos contra organismos patdgenos mediante la induccién
de mecanismos de defensa, actuando como un inductor de resistencia vegetal de
importancia para los nuevos enfoques de manejo de enfermedades (Alexandersson et

al., 2016).

El fosfito tiene un modo de accién complejo, que incluye la inhibicién directa del
crecimiento de patégenos y la estimulacién de las defensas de la planta. Eshraghi et al.
(2011) demostré que el fosfito induce en Arabidopsis una respuesta rapida contra la
infeccion por Phytophthora cinnamomi, debido a que se activaron los genes de defensa
de las vias SA y JA/ET, lo que sugiere una activacion de una amplia gama de defensas
de la planta. Las respuestas de defensa desencadenadas por Phi incluyen la
acumulacion de fitoalexinas y lignificacion de la pared celular, asi como la produccién de
enzimas liticas por la planta. El efecto de Phi en el control de patégenos depende del
tiempo de aplicacion, el cultivo, la ubicacién y la incidencia de la enfermedad (Cicore et

al., 2012).
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Aplicaciones de fosfito de potasio (2 uL-mL™) en plantulas de manzana redujeron
significativamente la severidad de la rofia hasta en un 62% y promovieron la acumulacion
de &cido salicilico, acido protocatechuico y epicatequina en hojas, especialmente

después de la inoculacién con V. inaequalis (Felipini et al., 2016).

El fosfito de potasio y ASM inyectados al tronco en arboles de manzana contra
Erwinia amylovora como parte de un manejo integrado indujeron significativamente
genes de proteinas PR-1, PR-2 y PR-8 en hojas de manzana. Por lo tanto, este fue el
primer estudio que demostrod la supresion significativa del tizon de fuego a través de la
activacion de resistencia (SAR) en condiciones de campo con la aplicacion de fosfitos

(Ac¢imovi¢ et al., 2015).

La eficacia de los fosfitos depende la formulacién que se utilice; en un trabajo
realizado por Moreira et al. (2008) se observé un control significativo de la pudricién café
en durazno con el fosfito de potasio a diferencia del fosfito de calcio que no mostré un
control significativo de la enfermedad. En otro estudio se encontrd que el fosfito de cobre
fue la formulacién con la mayor reduccion de la severidad de Venturia inaequalis en hojas
y frutos de manzana en comparacion con otras formulaciones (Harley y Percival, 2014).
La combinacion de fosfito con una dosis reducida de myclobutanil mejord
significativamente la eficiencia en el control de rofia en hojas y frutos de pera, en

comparacién con la aplicacién de cada producto por separado (Percival y Noviss, 2010).

Algunas investigaciones sefialan que la eficiencia del control de enfermedades
mediante el uso de fosfitos es menos eficaz en comparacion con el uso de los fungicidas,
por lo tanto, no estos Ultimos no se pueden sustituir por completo, sin embargo, se podria

integrar como parte de un programa de manejo integrado con el fin de disminuir el uso
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de fungicidas y reducir la posibilidad de generar resistencia de los patdégenos (Liljeroth et
al., 2016). Si la cantidad de fosfito aplicada y los niveles de fésforo de la planta son
apropiados, el fosfito puede desencadenar efectos benéficos como un bioestimulante
positivo o inductor de mecanismos de defensa contra diversos patdgenos, principalmente
hongos y oomicetos. Sin embargo, si se aplica a altas concentraciones y el contenido de
fosforo de la planta es deficiente, el fosfito puede acumularse y causar efectos

perjudiciales (Loera-Quezada et al. 2015).

Silicio

El silicio (Si) es el segundo elemento mas abundante en la litosfera de la Tierra, y
es tan importante como el fosforo y el magnesio en la biota. El silicio constituye entre
0.1% y 10% del peso seco de plantas superiores y su acumulaciéon puede variar
significativamente entre especies. Es importante destacar que las plantas con deficiencia
de Si son fragiles y susceptibles a las infecciones por hongos (Ma y Yamaji, 2006). El
silicio reduce la intensidad de multiples enfermedades de las plantas causadas por
patégenos biotréficos, hemibiotréficos y necrotréficos en muchos cultivos de gran

importancia econémica (Rodrigues y Datnoff, 2015).

El modo de accion del silicio en el control de enfermedades aun no es
completamente entendido; sin embargo, se sabe que la barrera mecanica formada a
partir de la polimerizacién de Si (0palos de silice o fitolitos) debajo de la cuticulay en las
paredes celulares fue la primera hipotesis propuesta para explicar como el Si reduce o
impide la penetracion de hongos. Otras investigaciones sugieren que el Si ademas de
formar una barrera fisica también puede activar mecanismos de resistencia en la planta

ante el ataque de patdgenos. Chérif et al. (1994) en Canada fueron los primeros en
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demostrar que las proteinas relacionadas con la patogénesis (peroxidasa,
polifenoloxidasa y quitinasa) fueron significativamente estimuladas por el Si en pepino

(Cucumis sativus) infectadas con especies de Pythium.

Se encontro que el Si puede estar influyendo en el equilibrio hormonal endégeno
defensivo de la planta, por lo tanto, las aplicaciones de Si inducen niveles mas altos de

acido salicilico, acido jasmoénico y etileno (Rodrigues y Datnoff, 2015).

Las aplicaciones de silicio aumentaron significativamente la actividad de la
fenilalanina amonio liasa, la cual es la enzima clave en la ruta del fenilpropanoide que es
responsable de la produccion de diferentes tipos de compuestos fendlicos con
propiedades antimicrobianas. La mayor actividad de esta enzima se relacioné con un
aumento en las concentraciones de fenoles, asi como el incremento de la actividad de
las enzimas relacionadas con la defensa, como la peroxidasa, polifenoloxidasa,

glucanasa y quitinasa (Schurt et al., 2014).

La combinacion de oligoquitosano y silicio tuvo un 50 % de reduccién en la
incidencia de Monilinia fructicola en postcosecha en frutos de manzana, el mecanismo
de accion del silicio puede ser dual, involucrando actividad antifingica directa e induccion
de respuestas de defensa en el fruto (Yang et al., 2010). El metasilicato de sodio aplicado
en dosis de 6 y 8 g-L? redujeron satisfactoriamente la incidencia Monilinia fructicola en
campo en comparacion con el control, debido a que se aumento la sintesis total de

polifenoles (Pavanello et al., 2016).

Polanco et al. (2014) evaluaron el efecto de las aplicaciones foliares de silicato de

potasio (KSi), tanto solas como en combinaciéon con fungicida, en el control de
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antracnosis y, posteriormente, el rendimiento del frijol. Los resultados de este estudio
sugieren la posibilidad de utilizar una aplicacion foliar de KSi en asociacion con un
fungicida para reducir la gravedad de la antracnosis en las plantas de frijol v,
posteriormente, lograr mayores ganancias en el rendimiento debido al crecimiento
mejorado de la planta. El uso de silicio mas dosis reducidas de fungicidas son tan
efectivos como dosis completas de fungicidas solo. Estos resultados sugieren que el
namero de aplicaciones y la cantidad de fungicida pueden ser reducidas. El uso de silicio
en el control de enfermedades de las plantas seria muy adecuado para su inclusion en
una estrategia integrada de manejo de enfermedades y disminuir el uso de fungicidas al

tiempo que mejora la resistencia de la planta a los patégenos.

Las aplicaciones exdgenas de inductores de resistencia de plantas son capaces
de activar las defensas de las plantas, lo cual, es interesante para implementar nuevas
practicas dentro de un manejo integrados de enfermedades. Los inductores muestran
resultados alentadores para su uso como alternativas a los fungicidas tradicionales; sin
embargo, su integracién plena en préacticas agricolas requiere de investigacién para la

optimizacién de sus aplicaciones en campo (Oliveira et al., 2016).

Durante la ultima década, varios fungicidas que a menudo tenian un amplio
espectro de control de enfermedades es postcosecha se retiraron del mercado debido a:
(i) la seleccion de aislamientos fungicos resistentes; (ii) toxicidad para los humanos y el
medio ambiente; (iii) el riesgo de residuos de pesticidas en los productos (Romanazzi et
al., 2016). Por lo tanto, existe un interés en encontrar alternativas baratas, seguras y
ecoldgicas a los fungicidas sintéticos para el manejo postcosecha de productos frescos.

La induccion de resistencia en plantas por medios biologicos, quimicos o fisicos se
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considera una estrategia sostenible para prolongar la vida de frutas y verduras después
de la cosecha. Este enfoque ha tenido mayor importancia durante los dltimos afios y
podemos ver una alta tendencia en los articulos que tratan sobre la resistencia inducida,
de unos pocos registrados hace 30 afios a mas de 800 registrados anualmente en el
periodo 2013-2015 (Gapper et al., 2014). Por lo tanto, se tiene mas conocimiento sobre
las respuestas del patdgeno a los inductores de resistencia, sin embargo, aun faltan mas

investigacion para poder conocer las respuestas de cada patosistema.

El uso de los inductores implica un desgaste energético por parte de la plantay la
teoria principal sefiala que la energia y recursos que se desvian a la sintesis de
compuestos defensivos, no se pueden usar para el metabolismo primario, provocando la
reduccién del crecimiento. Esta teoria es apoyada por los resultados negativos
observados al aplicar diferentes inductores a dosis altas o repetidamente (Llorens et al.,
2017). Entonces, el uso de los inductores como parte de un programa de manejo
integrado se deben de considerar las dosis y el nimero de aplicaciones que sean

convenientes para el cultivo en cuestion.
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CAPITULO I. USO DE INDUCTORES DE RESISTENCIA Y FUNGICIDAS EN EL

MANEJO DE Monilinia fructicola EN DURAZNO EN POSTCOSECHA

1.1. RESUMEN

La pudricion café causada por Monilinia spp. es una de las enfermedades mas
destructivas en durazno. La integracion de inductores de resistencia en combinacion con
fungicidas podria ser una opcién para reducir las pérdidas en postcosecha por este
patdgeno. El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de cuatro niveles del
factor inductor de resistencia: acibenzolar-S-Metil, fosfito de potasio, silicato de potasio
y sin inductor (agua potable) en combinacion con tres niveles del factor fungicidas: sin
fungicida, dosis reducida y dosis completa recomendada comercialmente. Los
tratamientos se aplicaron durante el desarrollo del fruto en los ciclos productivos 2017 y
2018. EIl diseiio experimental fue en bloques completos al azar. En postcosecha se
inocularon frutos con Monilinia fructicola y midié el diametro de la lesién para evaluar
area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) y determinar la tasa de
incremento. Se evalué el contenido de fenoles totales y la actividad de peroxidasa,
polifenoloxidasa, catalasa y fenilalanina amonio liasa. Se evalug el estatus nutrimental
foliar. Se observo un porcentaje de eficiencia en la reduccion del ABCPE de 47% con la
interaccion fosfito de potasio y dosis completa de fungicida con respecto al testigo. Se
incremento el contenido de fenoles y la actividad de las enzimas. La aplicacion de los
inductores incremento el contenido de calcio. La interaccién de los factores inductor y

afio modifico los contenidos de fosforo, magnesio y azufre.

Palabras clave: Monilinia fructicola, inductores, fosfito de potasio, epidemia,

actividad enzimética.
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1.2.  INTRODUCCION

La pudricion café causada por Monilinia spp. es una de las enfermedades mas
destructivas en durazno. En condiciones favorables para el patdgeno, la incidencia de la
enfermedad alcanza el 80 % especialmente en huertos con variedades tardias (Eglen
et al., 2015); con pérdidas anuales a nivel mundial de 1.7 mil millones de euros (Matrtini
y Mari, 2014). Los principales factores que causan las perdidas por Monilinia spp. son la
susceptibilidad a la infeccién que va desde la floracién hasta postcosecha, los factores
climaticos, aparicién de cepas resistentes a fungicidas y la escasa disponibilidad de

variedades resistentes (Oliveira et al., 2016).

El control de Monilinia spp. se realiza principalmente con productos quimicos que
garantizan la inhibicién del patégeno; sin embargo, su uso constante y desmedido puede
inducir resistencia de las distintas cepas de Monilinia spp. Por lo tanto, se buscan
alternativas de manejo que proporcionen un control adecuado y que sean amigables con
el ambiente. Una de estas alternativas es activar los mecanismos de defensa de la planta
conocido como resistencia sistémica adquirida (SAR), lo cual se puede lograr mediante
la aplicacién de inductores o elicitores. Los inductores, activan vias de transduccion de
sefales que generalmente conducen a la produccion de especies reactivas de oxigeno,
biosintesis de fitoalexinas, refuerzo de la pared celular de la planta asociada con
compuestos fenilpropanoides, deposicion de calosa, sintesis de enzimas de defensa
(peroxidasa, polifenoloxidasa, catalasa, superoxido dismutasa, fenilalanina amonio liasa,
etc) y acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), que tienen

propiedades antimicrobianas (Thakur y Sohal, 2013).
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Diversas investigaciones indican que cuando se combinan los inductores con
fungicidas se obtiene un mejor control de las enfermedades que cuando se utilizan cada
uno por separado (Walters et al., 2013; Romanazzi et al., 2016). Un aspecto importante
para considerar es el efecto que pueden tener los inductores en el estado nutrimental
debido a que implica un desgaste metabdlico al activar los mecanismos de defensas. Por
lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de tres inductores de
resistencia en combinacion con fungicidas en la severidad de Monilinia spp., el contenido
de fenoles totales, actividad de las enzimas polifenoloxidasa (PPO), peroxidasa (POD),

catalasa (CAT) y fenilalanina amonio liasa (PAL) y estatus nutrimental en durazno.

1.3. MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental

El experimento en campo se llevd a cabo en la comunidad de Tezontepec,
Municipio de Tepeyahualco, Puebla, localizada en la parte noreste del Estado. Sus
coordenadas geograficas son los paralelos 19° 23' 06" y 19° 42' 42" de latitud norte y los
meridianos 97° 21' 54" y 97° 21' 18" de longitud occidental a 2450 msnm. El clima del
sitio es semiseco templado con una precipitacion media anual de 392 mm, humedad
relativa de 70.21 % y temperatura media anual de 14 °C (CONAGUA, 2014). El suelo en

la regidén es Regosol eutrico (INEGI, 2000).

Factores en estudio y aplicacion de tratamientos

Se estudio el efecto de dos factores: inductores de resistencia y dosis de
fungicidas. Los cuatro niveles del factor inductor de resistencia fueron: Acibenzolar-S-

Metil (ACTIGARD ® 50 GS), Fosfito Potasico (HORTIKEM PHOS K®), Silicato de Potasio
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(Silisec-K®) y sin inductor (agua potable). Los tres primeros aplicados a dosis de 75
mg-L?, 3.5 ml-Lt y 3 ml-L%, respectivamente. Los tres niveles del factor fungicidas
fueron: sin fungicida, dosis reducida y dosis completa recomendada comercialmente. Los
fungicidas utilizados fueron captan (CAPTAN 50 WP ®), clorotalonil (BRAVO® 720) y
tiofanato metilico (CERCOBIN®); se utilizaron los mismos fungicidas en todos los
tratamientos. La combinacién de ambos factores dio el total de 12 tratamientos (Cuadro
1). La primera aplicacion fue con captan, la segunda con clorotalonil, y la ultima con
tiofanato metilico. Todos los tratamientos se aplicaron a los 40, 80 y 110 dias después

de la floracion.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos aplicados en campo.

Tratamiento Inductor Fungicida

1 Silicato de potasio  Sin fungicida

5 Silicato de potasio  Dosis reducida (75% de la dosis recomendada
comercialmente)

3 Silicato de potasio  Dosis completa (100% de la dosis comercial)

4 Acibenzolar-S-Metil  Sin fungicida

5 Acibenzolar-S-Metil Dosis reducida (75% de la dosis recomendada
comercialmente)

6 Acibenzolar-S-Metil Dosis completa (100% de la dosis comercial)

7 Fosfito de potasio Sin fungicida

8 Fosfito de potasio Dosis reducida (75% de la dosis recomendada
comercialmente)

9 Fosfito de potasio Dosis completa (100% de la dosis comercial)

10 Sin inductor Sin fungicida

11 Sin inductor Dosis reducida (75% de la dosis recomendada
comercialmente)

12 Sin inductor Dosis completa (100% de la dosis comercial)

Las aplicaciones de los tratamientos se realizaron a las primeras horas del dia,

con una aspersora manual Jacto® de 20 L previamente calibrada. Todas las mezclas

llevaban adherente Inex-A®.
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Disefio experimental

El disefio experimental fue en bloques al azar con cuatro repeticiones. Los bloques
se orientaron perpendicularmente al viento predominante. La unidad experimental fue de

seis arboles, se dejaron dos hileras entre bloque y una entre tratamientos.

Manejo del cultivo

Para todos los tratamientos se realiz6 una fertilizacion por arbol como a
continuacion se indica: en febrero se aplicaron 22 g de nitrégeno, 10 g de fésforo, 64 g
de potasio, 48 g de calcio y 8 g de magnesio y en septiembre se aplicaron 44 g de
nitrégeno. Las otras practicas de manejo del cultivo se llevaron a cabo segun el manejo

convencional.

La temperatura y humedad relativa se registraron cada 5 minutos en una
microestacion meteoroldgica HOBO H21-USB (Onset Computer Corporation, Bourne,
USA), instalada en el centro de la parcela experimental. La temperatura media anual y

humedad relativa fue de 14 °Cy 73.3% en el 2017 y de 14.6 °C y 74.1% para el 2018.

Aislamiento y caracterizacién de Monilinia spp.

En primer lugar, se recolectaron frutos en campo con sintomas tipicos de Monilinia
spp., los cuales se desinfestaron por inmersion con hipoclorito de sodio al 2% (v/v) por 2
min. Posteriormente se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril; fragmentos (5
Xx 5 mm) de frutos con aproximadamente 20% de tejido sintomatico Yy
80% de tejido sano se sembraron en cajas Petri con Agar-Durazno (200 gr durazno, 20

gr Agar en 1000 mL de agua destilada). Se incubaron a temperatura ambiente (26 + 2°C),
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y se purificaron mediante la técnica de cultivo monospérico con el fin de realizar pruebas

de patogenicidad e identificacién molecular.

A partir de cajas Petri con crecimiento miceliar, se realizaron preparaciones
semipermanentes para determinar las caracteristicas morfoldégicas como: tamafio de los

conidios (largo, ancho) y apariencia de la colonia.

Para la caracterizacion molecular se realizé extracciéon de DNA a partir de aislados
de Monilinia con siete dias de crecimiento micelial. De cada aislado se raspo la superficie
usando una espétula de acero inoxidable estéril, el micelio se depositd en un mortero
estéril, se le agrego nitrégeno liquido y se macero con un pistilo, el macerado se deposito
en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL con 500 pL de buffer extraccion (Tris 100 mM,
EDTA 10 mM, 2% SDS, 0.2 mg/mL de proteinasa K), se mezclé con vértex y se incubd
por una hora a 38 °C. A cada tubo se le afiadié 70 pL de NaCl 5 M, 30 pL de CTAB 10%
y se mezclé por vértex por 10 s, después se incub6 a 65 °C durante una hora. Se agregé
700 pL de Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1v/v) se pasaron por vortex por 10 s 'y se
centrifugod (5810 R Eppendorf ® EE.UU.) a 13 000 g durante 10 minutos. El sobrenadante
se transfirio a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL, se agregaron 640 pL de
isopropanol y 60 pL de acetato de sodio 3M. Los tubos se mezclaron por inversion de
cuatro a cinco veces y se almacenaron a -20 °C durante 10 minutos, luego se centrifugo
a 13 000 g durante 10 minutos, para sedimentar el DNA. Se agrego a cada tubo 500 pL
de etanol al 70 %, se centrifugd a 13 000 g por 5 minutos y se desechd de nuevo el
sobrenadante. En papel absorbente se colocaron los tubos para secar el etanol,
posteriormente cuando la pastilla estuvo seca se agregd 100 uL de agua estéril libre de

DNAsa y RNAsa (Promega). La calidad y concentracion del ADN se cuantificé mediante
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un espectrofotometro Nanodrop Lite (Thermo Scientific ®, EE.UU.). Finalmente, el DNA

se almaceno a -20°C para su uso posterior.

Para la PCR se amplifico el espacio transcrito 2 con el uso de los primers ITS 1
(TCCGTAGGT GAACCT GCG G)y 4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) (White et al.,
1990) y mezcla de reaccion se prepar6 a un volumen final de 50 uL, buffer de PCR 1x,
2.5 mM MgClz, 0.2 mM dNTP, 0.8 uM de cada primer, 0.04 U DNA polimerasa (Promega,
EE.UU.) y 4 ng de DNA. La PCR se llevé a cabo en un termociclador C-1000 (Bio-Rad,
EE.UU.), con una desnaturalizacién inicial de 95 °C por 3 min, 35 ciclos de 95 °C por 30
S, 55°C por 30 s, 72 °C por 1 min; y una extension final de 72°C por 10 min. Los productos
amplificados se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % con buffer de
corrida TAE 1X. Se usaron 5 pL del producto de PCR y 3 uL de buffer de carga, para
llevar a electroforesis a 90 volts. ElI gel se analizé6 con luz ultravioleta en un
transiluminador M-26X usando un sistema de imagenes GelDoc-ItTM 300 (UVP,

EE.UU.).

Los fragmentos amplificados con los primers ITS 1/ITS 4, fueron purificados
mediante el protocolo de DNA clean & concentrator™-° (Zymo Research, EE. UU.).
Dichos fragmentos de DNA purificados se mandaron a secuenciar a Corea a la empresa
Macrogen®. Las secuencias obtenidas se alinearon con la base de datos en NCBI
(National Center for Biotechnology Information) con el BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). posteriormente se registraron

en la misma base de datos para obtener el nUmero de acceso.
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Patogenicidad de Monilinia spp. en frutos de durazno

El inéculo de Monilina se incrementdé en medio de cultivo durazno-agar y se
desarroll6 por un periodo de siete dias a 28 °C en condiciones de oscuridad en una
incubadora (Thermo scientific ® EE.UU.). Se prepard una suspension conidial raspando
el crecimiento micelial de las cajas Petri con Monilinia para obtener los conidios, los
cuales fueron ajustados a una concentracion de 1x10° conidios mL* mediante el uso de
una camara Neubauer. Duraznos de la variedad Atlax, previamente desinfestados con
hipoclorito de sodio al 2% fueron inoculados con la concentracion previamente elaborada
de conidios. Una vez inoculados los duraznos, éstos fueron depositados en camaras
himedas y mantenidos a una temperatura a 28 °C. La patogenicidad de los aislados
pudo ser confirmada una vez que se presentaron los sintomas caracteristicos de

Monilinia spp. en frutos.

Evaluacion del efecto de los tratamientos en postcosecha

Se colectaron 20 frutos en madurez fisiolégica (por tratamiento) de los arboles
tratados, dos dias después de la ultima aplicacion de los tratamientos en campo. Los
frutos estaban libres de dafio fisico e infecciones, se desinfestaron sumergiéndolos en

una solucion de hipoclorito de sodio al 2% (v/v).

Se prepar6 una suspension de esporas de M. fructicola inundando las cajas Petri
de cultivo monosporico de 14 dias con agua destilada estéril que contenia Tween-20 al
0.01% a concentraciéon de 1x10° conidios mL™. Los frutos previamente recolectados en

campo se desinfestaron sumergiéndolos durante 2 min en una solucién de hipoclorito de
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sodio al 2% (v/v), posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril y se dejaron

secar sobre papel secante estéril a temperatura ambiente.

Para inocular el patégeno sobre los frutos, se utilizé una aguja de diseccion
esterilizada y se hicieron dos heridas de 2 mm de profundidad y sobre dichas heridas se
depositaron 10 pL de la suspension conidial (1x10° conidios mL™?) del patégeno. Los
frutos se colocaron en cdmara himeda a temperatura de 26 + 2 °C, se midi6 el didmetro
de la lesion cada 12, 24, 36 Y 48 horas después de la inoculacion con un vernier digital

marca Truper ®.

Con los datos obtenidos de severidad se describié el desarrollo de Monilinia
fructicola en los frutos en postcosecha a través del tiempo; por dos métodos: ajuste de
modelos epidemiolégicos (Logistico, Monomolecular, Exponencial, Gompertz) (Madden
et al., 2007); y calculo de area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE),
ambos andlisis se llevaron a cabo en SAS (Statistical Analysis System) Software Version

9.0. El modelo que mejor describié el desarrollo de Monilinia fructicola fue el Gompertz:

y= exp(—BerGt) donde y= intensidad de la enfermedad; B es una constante de integracion

igual a —In(yo); yo es una constante de integracion y representa la intensidad de la

enfermedad a t =0 (t = tiempo) y rG es la tasa de incremento.

Con este modelo se obtuvieron los datos de los parametros descriptivos: la
intensidad inicial de Monilinia al tiempo 0 y la tasa de incremento del dafio de Monilinia
en mm por hora en los frutos inoculados, lo cual permitio diferenciar el desarrollo de

Monilinia en cada uno de los tratamientos.
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El ABCPE se calcul6 por el método de integracion trapezoidal (Campbell y

Madden, 1991) utilizando la siguiente ecuacion:ABCPE = Y14 (%) (Xi+1-X;) donde n

es el numero de mediciones de la enfermedad en el tiempo, (Yi+1 +Yi)/2 es el punto medio
entre Yiy Yi+1 que representa la cantidad de enfermedad en un intervalo de tiempo,
correspondiente a la altura de cada rectangulo, y Xi+1-Xi representa el tiempo entre dos

evaluaciones de la enfermedad e indica la anchura de cada trapecio.
Analisis bioquimico de los frutos

Se recolectaron 48 frutos por tratamiento a los 8 dias después de la udltima
aplicacién de los tratamientos. Las muestras se lavaron con acetona hasta obtener
polvos de acetona y el filtrado se guardo en refrigeracion (entre 2 y 5°C) bajo condiciones

de oscuridad total para el andlisis de fenoles.
Fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné por el método Folin-Ciocalteu
modicado por Waterman y Mole (1994). Se utiliz6 0.5 mL del sobrenadante de acetona
obtenido del procedimiento del polvo de acetona y se agregd 7.5 mL de agua destilada
y 0.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu posteriormente se mezcld durante 8 minutos y
se adicion6 1.5 mL de carbonato de sodio al 20 %. Se agito y se dejé reposar durante 2
horas. Transcurrido este tiempo se midio la absorbancia de fenoles totales a 760 nm en
un espectrofotdmetro (Genesys 10 Thermo Scientific®, EE.UU.). La cuantificacion se
realizo estableciendo una curva patron de acido tanico, la cual mostré un ajuste con una

r’=0.9992, la concentracién de fenoles totales se registr6 como mg-g= p.f.
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Actividad de peroxidasa (POD), polifenoloxidasa (PFO), catalasa (CAT) y

fenilalanina amonio liasa (PAL)

Todas las enzimas se extrajeron a partir de 0.1 g de polvo de acetona. Para
evaluar la actividad de la peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7), se homogeneiz6 el polvo de
acetona en 5 ml de Tris-HCI frio (pH 7.1) que contenia 1 % de polivinilpirrolidona (20
000), se homogeneiz6 por 50 s y se centrifugd por 20 min a 8500 x g a 4°C (Alia-Tejacal
et al., 2002). El sobrenadante se utilizé para el ensayo de la POD, el cual se realizé de
acuerdo con Flurkey y Jen (1978), con las siguientes modificaciones: se tomaron 0.035
mL del sobrenadante y se mezclaron con 2.3 ml de amortiguador Tris-HCI (pH 7.1), 0.025
mL de guayacol (0.1M) y 0.01ml de peroxido de hidrégeno al 0.25%, para hacer un total
de 3 mL. El cambio de absorbancia a 470 nm (mismo espectrofotometro) se evalué a los
30, 60, 120 s. La actividad enzimatica se reporté como U mg* de proteina, donde U =
unidad de actividad enzimatica la cual es igual a la formaciéon de 1 mmol min? de

tetraguayacol.

La actividad de la polifenoloxidasa (PPO, EC 1.14.18.1) se evalu6 mediante el
método propuesto por Laminkara (1995) con modificaciones, se tomd el mismo
sobrenadante y la mezcla de reaccion consistio de 2.8 ml de catecol (60 mM) y 0.02 ml
del sobrenadante, se determin6 el cambio de absorbancia en 60 s a 420 nm. La actividad
enzimatica se reporté como unidades por miligramo de proteina (U mg?) de proteina,
donde U=Unidad de actividad enzimatica y una unidad es igual a la formacién de 1 umol

de o-benzoquinona/min.

La actividad de la catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) se evalu6 con el método descrito

por Blackwell et al. (1990), con modificaciones. La enzima se extrajo a partir del polvo de
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acetona, el cual se mezcl6 con 5 mL de Tris-HCI (0.1 M) frio (pH 8.5) que contenia 1 %
de polivinilpirrolidona. Se homogeneiz6 por 50 s y se centrifugd por 20 min a 10 000 x g
a 4°C. La mezcla de la reaccion consistio en 2.5 ml de Tris-HCI (pH 8.5 10 mM), 0.1 ml
de H202, (88%), y 0.4 ml de sobrenadante para hacer un volumen final de 3 ml. El cambio
de absorbancia se evalué en 3 minutos a 240 nm en un espectrofotometro. La actividad
enzimatica se report6 como U mg?! de proteina, donde U= Unidad de actividad

enzimatica la cual representa la descomposicion de 1 umol-min=de H20>.

La extraccion de la PAL (PAL, EC 4.3.1.24) se realizé de acuerdo a lo descrito por
Martinez-Tellez y Lafuente (1997) y la actividad enzimatica se evalué segun Arz y
Grambow (1995) con modificaciones. La mezcla de reaccién contenia 1.8 mL™! borato
de sodio 0.1 M (pH 8.8), 0.9 mL™! extracto final, preincubado a 40 °C por 5 min, 0.3 mL™
L-fenilalanina 100 mM, y se midio la absorbancia a 290 nm. Simultaneamente se efectud
el ensayo de una repeticion de la muestra con 2.1 mL borato de sodio 0.1 M (pH 8.8) y
0.9 mL extracto final. Se evalu6 el cambio de absorbancia en 2 h a 290 nm a 40 °C. La
actividad enzimatica se reporta como U mg™ proteina, donde U= incremento

(absorbancia) a 290 nm h™2,

Todas las pruebas se realizaron a temperatura ambiente, entre 20-22°C. La
actividad enzimatica de la POD, PFO, CAT y PAL se expres6 como U mg* de proteina,
donde una unidad se manifesté como el incremento de la velocidad de la absorbancia
por masa de proteina por minuto, que para fines practicos se mencioné como unidades

de POD, PFO, CAT y PAL.
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La concentracion de proteina se determind de acuerdo con el método descrito por
Bradford (1976). Se emple6 albumina de suero bovino (BSA; Sigma Chemical Co.) como
estandar de calibracién y las lecturas se realizaron en un espectrofotometro a una

absorbancia de 595 nm.

La actividad de POD y PFO se realizaron en muestras por cuadruplicado, para el
caso de CAT y PAL por duplicado. Se realiz6 un analisis de varianza para comparar el
efecto de los inductores en la actividad de POD, PFO, CAT y PAL, con una significancia
de «=0.05. Cuando el andlisis fue estadisticamente significativo, se realizé la prueba
LSD para la comparacion de medias (<=0.05), en ambo casos se utilizé el programa SAS

(Statistical Analysis System) Software Version 9.0.

Efecto de los inductores en el estatus nutrimental

Para la evaluacion del estatus nutrimental Unicamente se realizaron muestreos en
los tratamientos con los inductores sin considerar los que incluian fungicidas. Se
recolectaron 50 hojas sanas y completamente desarrolladas de la parte media de las
ramas de los cuatro puntos cardinales de cada unidad experimental. Las muestras se
trasladaron en bolsas de papel y se secaron en estufa de aire forzado a una temperatura

de 70 °C por 72 horas.

En la hoja se determind la concentracion de N por micro-Kjeldahl, y de P, K, Ca,
Mgy Cu, por digestion humeda con mezcla acida (HNO3-HCIO4-H2SO4). Para el caso de
S y Si, se utilizé una digestion con HNOs y HCIO4. La cuantificacion se realizo con un

espectrofotometro de emision atomica de induccion acoplada con plasma (Modelo
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Liberty Serie Il Secuencial, Marca Varian®, Alemania) (Alcantar y Sandoval, 1999). El

analisis de los elementos se realizé en muestras por cuadruplicado.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza con una significancia de P < 0.05 y cuando la
interaccion de los factores fue significativa, se realizo la prueba LSD para la comparacion
de medias (=0.05). En ambos casos se utilizd el programa SAS (Statistical Analysis

System) Software Version 9.0.

1.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion del aislado de Monilinia spp.

Se observaron conidios en cadena, caracteristicos de Monilinia que al ser medidos
tuvieron un tamafio de 8.54 - 14.81 um x 6.81 - 8.69 um, coincidiendo con M. fructicola
(Hu et al., 2011). Se obtuvieron secuencias de la region 5.8 S del RNA ribosomal, con un
tamafio de 512 pb, las secuencias obtenidas fueron registradas en la base de datos en

NCBI y se obtuvo el nimero de acceso: MW033930.

Al analizarlo con la herramienta BLASTn del NCBI, se encontré 100% de similitud
con Monilinia fructicola (nimero de acceso: MK566185), lo cual coincide con la

caracterizacion morfoldgica.
Efecto de los tratamientos en la inhibicién de Monilinia fructicola

La interaccion de los inductores con los fungicidas genero diferencias estadisticas
significativas en el ABCPE, severidad final y tasa de incremento (Cuadro 2). La

combinacion de la dosis completa de los fungicidas con el fosfito de potasio disminuyo el
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ABCPE, tasa de incremento y severidad final. La mayor ABCPE se presenté en la
combinacion sin inductor y sin fungicida (testigo) en los dos afios de evaluacién (Figura

1A).

Se observo un porcentaje de eficiencia en la reduccion del ABCPE de 47% con la
interaccion fosfito de potasio y dosis completa de fungicida con respecto al testigo;
cuando se aplicaron cada uno por separado la reduccion fue del 13 y 15.5%, con fosfito

y dosis completa, respectivamente (Figura 1A).

La combinacién de fosfito de potasio con dosis reducida de fungicida también
disminuyo los parametros epidemiolégicos tal y como lo reportaron Percival y Noviss
(2010), quienes concluyeron que la combinacioén de fosfito con una dosis reducida de
myclobutanil mejoro significativamente la eficiencia en el control de rofia en hojas y frutos

de pera, en comparacién con la aplicacién de cada producto por separado.
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Cuadro 2. Andlisis de varianza de los parametros epidemiolégicos de Monilinia fructicola, fenoles totales y actividad enzimatica en
frutos de durazno en postcosecha en respuesta a los factores de inductores de resistencia, dosis de fungicida y afios de evaluacion.

Severidad Tasa de Fenoles

Fuente de variacion gl ABCPE . Polifenoloxidasa Peroxidasa Catalasa PAL
final incremento totales

I n d u CtO r 3 *% ** ** ** ** ** ** ns
Dosis de fungicida 2 ** ** ** ns ns ns ns ns
Indu_ct_or x dosis de 6 - . - ns - - - ns
fungicida
Aﬁo 1 *% ** ** ** ** ** ns *
Inductor x afio 3 * ** ns ** ** ** ns ns
Dosis de fungicida x
afio 2 ns ns ns ns ns ns ns ns
Inductor x dosis de

6 ns ns ns ns * * * ns

fungicida x afio

*, ** diferencias significativas con P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente; ns = no significativo con P = 0.05; gl = grados de libertad. ABCPE = area

bajo la curva del progreso de la enfermedad. PAL = fenilalanina amonio liasa.
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La severidad final se redujo en un 36.6% con la combinacion fosfito de potasio
mas dosis completa de fungicida (Figura 1B) con respecto a la combinacion sin inductor
y sin fungicida. La combinacion acibenzolar con dosis completa de fungicida fue la

segunda combinacién que redujo en mayor porcentaje la severidad final.
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- 40
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1000

130
800

600 L L L . . . 20
sin fungicida dosis reducida  dosis completa sin fungicida dosis reducida  dosis completa

Figura 1. Efecto en postcosecha de las interacciones de inductores de resistencia: acibenzolar-
S-Metil (e), silicato de potasio (V), fosfito de potasio (m), sin inductor (¢) y porcentaje de
fungicidas en (A) el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) y (B) severidad
final de Monilinia fructicola en frutos de durazno. Cada punto representa la media y las barras

verticales indican la desviacién estandar de la media (n = 32).

De acuerdo con el andlisis de varianza la interaccion de los factores inductor de
resistencia y afio de evaluacion fue significativa para el ABCPE y severidad final (Cuadro
2). En el segundo afio de evaluacion se observé un incremento del ABCPE con todos los
inductores (Figura 2A), la misma tendencia se observo con la severidad final (Figura 2B).
Esto se puede deber a que la respuesta de los inductores esta influenciada por muchos
factores tales como genotipo de la planta, las etapas fenolégicas y las condiciones

ambientales (Lovatt, 2013). Sin embargo, a pesar de que el efecto de los inductores se
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vio afectado por el afo, las interacciones en donde se incluyeron los inductores fueron

las que presentaron la mayor disminucion de los parametros epidemiolégicos.
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Figura 2. Efecto en postcosecha de las interacciones de inductores de resistencia acibenzolar-
S-Metil (), silicato de potasio ('V), fosfito de potasio (m), sin inductor (¢) y los afos de evaluacion
en (A) el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) y (B) severidad final de
Monilinia fructicola en durazno. Cada punto representa la media y las barras verticales indican la

desviacion estandar de la media (n = 32).

La tasa de incremento de Monilinia fructicola disminuyé en un 28 % con la
combinacion fosfito de potasio y dosis completa de fungicidas (Figura 3A) con respecto
al testigo. La menor tasa de incremento se presentd en el afio 2017 (Figura 3B). Este
efecto se puede deber a que el fungicida reduce la concentracién de esporas que son
fuente de inéculo primario, permitiendo que el tiempo para el inicio de la enfermedad sea
desplazado por una baja concentracion de esporas de Monilina fructicola; mientras tanto
el efecto de los inductores se expresa en los frutos, el cual actia directamente en la tasa

de incremento.
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Algunas investigaciones indican, que los fosfitos representan un insumo agricola
eficiente para proteger los cultivos contra organismos patdgenos, debido a que tienen un
doble modo de accion, el cual incluye la inhibicion directa del crecimiento de patégeno y

la estimulacion de las defensas de la planta (Alexandersson et al., 2016).
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Figura 3. Efecto en postcosecha de las interacciones de (A) inductores de resistencia
acibenzolar-S-Metil (o), silicato de potasio ('V), fosfito de potasio (m), sin inductor (#) y dosis de
fungicidas en la tasa de incremento (mm por hora) de Monilinia fructicola en durazno ‘Atlax’. (B)
Tasa de incremento en los dos afios de evaluacion. Cada punto representa la media y las barras
verticales indican la desviacion estandar de la media (n = 32). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos (p <0.05).

En la literatura se reporta que el fosfito de potasio se probd en frutales como
manzana, como parte de un manejo integrado de Erwinia amylovora, se observé que
induce la expresion de genes PR-1, PR-2 y PR-8 en hojas de manzana, lo cual demostro
gue su aplicacion en condiciones de campo suprime el tizon de fuego mediante la

activacion de la SAR (A¢imovic et al., 2015).
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La aplicacion unicamente de fosfito de potasio disminuy6 el ABCPE vy tasa de
incremento. Estos resultados sugieren que el fosfito de potasio se podria utilizar solo o
en combinacion con fungicidas dentro de un programa de manejo de Monilinia fructicola.
Sin embargo, la plena integracion de los inductores de resistencia en practicas agricolas
requiere de mas investigacién para la optimizacion de sus aplicaciones en campo

(Oliveira et al., 2016).
Efecto en el contenido de fenoles

De acuerdo con el andlisis de varianza no hubo diferencias significativas en la
interaccién inductores con dosis de fungicida (Cuadro 2). Sin embargo, el factor inductor
si presentd diferencias significativas (p<0.001) para el contenido total de compuestos
fendlicos en los dos afios de evaluacion. Los valores mas bajos del contenido de fenoles

totales se observaron sin la aplicacion de inductores.

Los inductores silicato de potasio y fosfito de potasio fueron los tratamientos que
presentaron los contenidos mas altos de fenoles. El contenido de fenoles totales se
incremento un 158 y 117% el contenido de fenoles con la aplicacion del silicato y fosfito,
respectivamente, con respecto al tratamiento sin inductor en el afio 2018 (Figura 4). El
analisis de varianza indica una interaccion significativa (p<0.001) para los factores
inductor y afio. Se observo un incremento en el afilo 2018 del contenido de fenoles con

respecto al afio 2017.

Estos resultados concuerdan con Felipini et al. (2016), quienes al hacer
aplicaciones de fosfito de potasio (2 yL-mL™) en plantulas de manzana redujeron

significativamente la severidad de la rofia hasta en un 62% y promovieron la acumulacion
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de compuestos fendlicos como acido salicilico, &cido protocatechuico y epicatequina en
hojas. Asimismo, Tesfay et al. (2011), encontraron que aplicaciones postcosecha de
silicato de potasio en aguacate, increment0 la concentracion total de fenoles e

incremento en la actividad de las enzimas polifenoloxidasa y catalasa.

20

15

Fenoles totales
-
o

0.0 L
2017 2018

Figura 4. Efecto de la interaccion de los inductores de resistencia acibenzolar-S-Metil (), silicato
de potasio ('V), fosfito de potasio (m), sin inductor (#) y los afios de evaluacion en el contenido de
fenoles totales (mg g p.f.) en frutos de durazno en postcosecha. Cada punto representa la media

y las barras verticales indican la desviacion estandar de la media (n = 16).

La acumulacién de compuestos fendlicos esta asociada con la resistencia a
enfermedades en diferentes patosistemas y los altos niveles de compuestos fenélicos en
un sitio de infeccidn pueden restringir o disminuir el crecimiento de patdgenos, tal y como
se observl en esta investigacion. Los compuestos fendlicos representan una de las

clases mas importantes de metabolitos secundarios, se encuentran presentes en flores,
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hojas y frutos; juegan el papel principal en los mecanismos defensivos contra los

patégenos (Tocci et al., 2018).

Efecto en la actividad de la peroxidasa, polifenoloxidasa, catalasa y
fenilalanina amonio liasa

La actividad de la polifenoloxidasa (PPO) se acrecentdé en un 167% con la
aplicacién de silicato de potasio en el primer afio de evaluacién (Figura 5A). En el
segundo afio de evaluacion la combinacion fosfito de potasio con dosis reducida presento
la mayor actividad de la PPO (Figura 5B). Cabe resaltar que las interacciones de los
inductores con los fungicidas incrementaron la actividad de esta enzima en comparacion

con los tratamientos en los que sélo se aplico el fungicida.

La combinacién de los inductores con los fungicidas presenté diferencias
estadisticas significativas (p<0.001) en la actividad de la peroxidasa (POD). El fosfito de
potasio incremento la POD en un 144% en el primer afio de evaluacion, con respecto a
la interaccion sin inductor y sin fungicida (Figura 5C). En el segundo afio de evaluacion,
el inductor fosfito present6 la mayor actividad de la POD, y todos los tratamientos que
contenian inductores fueron superiores al testigo, con la excepcion del silicato de potasio

con dosis reducida (Figura 5D).
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significativas entre tratamientos (p <0.05).
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De acuerdo al andlisis de varianza la interaccion de los factores inductor y afio fue
significativa. Se observé una disminucion de la actividad de la enzima polifenoloxidasa
en el afio 2018 con respecto al 2017 con todos los inductores. Dicho decremento en la
actividad es mas notorio con los inductores silicato de potasio y acibenzolar en el afio
2018. Para el caso de la enzima peroxidasa también se observo una disminucién de la
actividad con la interaccion fosfito de potasio y el afio 2018. Cabe sefialar que la actividad
de las enzimas PPO y POD fue menor cuando no se aplicé inductor para los dos afios

de evaluacion.

La polifenoloxidasa y la peroxidasa son enzimas involucradas en la oxidacion de
fenoles. La PPO cataliza la oxidacion de polifenoles en quinonas (compuestos
antimicrobianos) y participa en la lignificacion de las células vegetales durante el ataque
de patégenos (Oliveira et al., 2011). La POD esta fuertemente asociada con el
fortalecimiento de las paredes celulares de las plantas al catalizar la biosintesis de lignina
(Van Loon et al., 2006), ademas participa en el sistema de defensa al neutralizar las

especies reactivas de oxigeno (ROS) y proteger a las células del estrés oxidativo.

La POD y PPO se encuentran relacionadas con la disminucién de diferentes
enfermedades, tal es el caso de Colletotrichum gloeosporioides en mango, en donde
después de hacer aplicaciones de ASM se incrementd la actividad de estas enzimas, y
por consiguiente se redujo la severidad de esta enfermedad (Lin et al., 2011), tal y como
ocurrio con la severidad de Monilinia fructicola en durazno evaluada en postcosecha en

el presente estudio.
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La interaccion de inductor y fungicida presenté diferencias estadisticas
significativas en la actividad de la CAT en los dos afios de evaluacion. Se observé que
en el primer afio de evaluacion la combinacién fosfito de potasio con dosis completa de
fungicida incremento6 un 132 % la actividad de la CAT (Figura 5E). En el segundo afio de
evaluacion la combinacion de fosfito de potasio con dosis completa de fungicidas,
acibenzolar con dosis completa y silicato de potasio sin fungicida fueron los tratamientos

con mayor actividad de CAT (Figura 5F).

La CAT participa durante la resistencia local y sistémica adquirida regulando la
actividad de las especies reactivas de oxigeno, especialmente H202, con el fin de
modular su participacibn como mensajero secundario o para eliminar las moléculas
cuando se encuentran en concentraciones altas, las cuales pueden causar estrés

oxidativo (Asghari y Soleimaniaghdam, 2010).

En esta investigacion, la actividad de la enzima PAL no presentd diferencias
estadisticas significativas con los inductores, fungicidas o su interaccién (Cuadro 2), en
desacuerdo con lo encontrado por Li et al. (2016), quienes después de inducir resistencia
con oxido nitrico en durazno, observaron un incremento en la expresion del gen PAL.
Esto puede deberse a que la sintesis del acido salicilico (SA), molécula clave en la
induccion de la SAR, no solo se realiza a través de la via de la PAL, sino también existen
otras dos rutas involucradas en su sintesis, la ruta del isocorismato y otra que involucra
glucosidos cianogénicos, como la prunasina y el mandelonitrilo (Diaz-Vivanco et al.,

2017).
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Figura 6. Contenido de fenilalanina amonio liasa (PAL) en frutos de durazno durante los dos afios
de evaluacion. Cada punto representa la media y las barras verticales indican la desviacion
estandar de la media (n = 32). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los afios
(p <0.05).

Las aplicaciones con silicato de potasio incrementaron la actividad enzimética,
estos resultados confirman que el silicio puede activar mecanismo de defensa, tal y como
lo sefialan Schurt et al. (2014), quienes al hacer aplicaciones de silicio observaron que

se incremento significativamente la actividad de las enzimas relacionadas con la defensa.

Los resultados obtenidos en el incremento de PPO, POD y CAT concuerdan con
investigaciones que demuestran que la induccion de la resistencia de la planta a
patdgenos puede ser atribuido a la activacion coordinada de enzimas relacionadas a la

defensa (Cao et al., 2013; Zhu et al., 2016; Jiao et al., 2018).

En todas las enzimas evaluadas se observé que no solo se aumenta su actividad

con la aplicacion de los inductores sino también cuando se combina con los fungicidas.
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Esto se debe a que las aplicaciones de algunos fungicidas también incrementan la
actividad de estas enzimas, tal y como lo sefialan Serrano-Cervantes et al. (2016),
quienes concluyeron que la aplicacion de fungicidas en ausencia de patdégenos
incrementa la actividad de enzimas como POD, CAT, SOD y fenoles, lo cual, ayuda a

explicar los resultados obtenidos.

Estatus nutrimental del durazno

En este estudio, se evalud la influencia de los factores inductores de resistencia,
afio y su interaccion en la concentracion nutrimental en arboles de durazno. Algunos
elementos minerales presentaron diferencias estadisticas significativas en los factores

estudiados inductor, afio y su interaccién (Cuadro 3).

De acuerdo al analisis de varianza se observaron diferencias estadisticas
significativas en el factor afio del nitrégeno y potasio (p<0.001), sin embargo, no se

encontraron diferencias estadisticas en el factor inductor y la interaccion inductor y afio.

Cuadro 3. Analisis de varianza de los elementos minerales foliares en respuesta a los factores
de inductores de resistencia y afios de evaluacion.

Fuente de
L gl Elementos
variacion
N (%) P (%) K (%) Ca (%)
Inductor 3 ns ns ns *k
Aﬁo 1 *%* *%* *%* nS
Inductor x afo 3 ns *k ns ns
Cv 12.08 7.4 13.3 8.7
Mg (mg-kg™?) Cu(mgkg?) S(mg-kg?) Si(mg-kg?)
Inductor 3 * ns ns ns
ARo 1 *k ns ** ns
Inductor x afo 3 *k ns *x ns
CcVv 7.2 29.8 32.1 22.7

*, ** diferencias significativas con P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente; ns = no significativo con P = 0.05;
gl = grados de libertad. CV = coeficiente de variacion.
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La mayor concentracion de nitrogeno se presentd en el afio 2017 y hubo un
decremento en el afio 2018 (Figura 7A). Ninguno de los arboles en este experimento
exhibié una deficiencia de N (% N <2.5. Childers et al., 1995). La variacion en los
resultados de un afio con respecto al otro, se puede deber a un efecto de dilucion de N
en el tejido foliar, debido a que, en el afio 2018, la produccién se disminuy6 en un 60 %

(datos no mostrados) y por lo tanto el crecimiento vegetativo fue mayor.

Nitrégeno (%)
o
w
Potasio (%)

. ‘ 0
2017 2018 2017 2018

Figura 7. Concentracion foliar de nitrégeno (A) y potasio (B) de arboles de duraznos tratados con
inductores de resistencia durante dos afios de evaluacion. Cada punto representa la media y las
barras verticales indican la desviacion estandar de la media (n = 16). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre los afios (p <0.05).

Por el contrario, el potasio presentd las concentraciones foliares mas altas en el
afio 2018 en comparacion con el afio 2017 (Figura 7B). Estos resultados se pueden deber
a gue los niveles de potasio estan altamente influenciados por la cosecha y en este caso
la cosecha fue mayor en el ciclo 2017. Cabe sefialar que los niveles de potasio en el
2017 fueron de 1 %, los cuales estan por debajo de lo recomendado (1.25-3 %) de
acuerdo con Childers et al. (1995). Sin embargo, la concentracion para el 2018 fue de

1.96 %, valor que se encuentran dentro del rango adecuado.
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El calcio presenté diferencias estadisticas significativas en el factor inductor, sin
embargo, en el factor afio y su interaccion con el inductor no presentd diferencias
estadisticas significativas (Cuadro 3). El acibenzolar fue el inductor con la mayor
concentracion de calcio en comparacion con el testigo, 1.35y 1.16 % respectivamente
(Figura 8). Estos resultados sugieren que el acibenzolar incrementé los contenidos de
calcio en un 16 % con respecto al testigo. De acuerdo con Johnson (1993) el contenido
de calcio optimo es de 1.3 — 2.68 %; el acibenzolar fue el Unico tratamiento dentro del

nivel 6ptimo.

Ademas de su papel estructural del calcio, la funcion principal del calcio radica en
su capacidad para servir como mensajero secundario en una gran variedad de procesos,
dentro de los cuales se encuentra la respuesta al estrés biodtico y abiético (Blume et al.,
2000; Lecourieux et al., 2005). El calcio estd involucrado en la sefalizacion de la
inmunidad activada por PAMP (PTI) e inmunidad activada por efectores (ETI). Estos
procesos desencadenan una cascada de eventos que involucran la entrada de Ca?* en
el citosol, la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), la sefalizacién de
MAPK vy la expresion de genes de defensa (Dodds y Rathjen, 2010; Grant et al., 2000;

Thor, 2019).
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Figura 8. Concentracion foliar de calcio de arboles de duraznos tratados con inductores de
resistencia durante dos afios de evaluacién. Cada punto representa la media y las barras
verticales indican la desviacién estandar de la media (n = 8). Letras diferentes indican diferencias

significativas entre los afios (p <0.05).

El fosforo, magnesio y azufre presentaron diferencias estadisticas significativas
en la interaccién inductor y afio (Cuadro 3). EI mayor contenido de fésforo (0.24 %) se
presentd en la interaccion sin inductor y afio 2018 (Figura 9A), sin embargo, las
concentraciones en todas las combinaciones se encontraron dentro del rango 6ptimo de
la concentracion foliar de fosforo (0.12-0.3 %) (Lippert y Campbell, 2000). La disminucién
del fésforo con el uso de los inductores puede estar relacionada con el desgaste
energético de la planta. Algunos autores sefalan que el principal inconveniente del uso
comercial de los inductores son los costos asociados a la activacion de los mecanismos
de defensa. La teoria principal sugiere que la energia y recursos que se desvian a la
sintesis de compuestos defensivos, no se pueden usar en el metabolismo primario,

provocando la reduccion del crecimiento (Heil y Baldwin, 2002). Cabe sefialar, que las
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interacciones de los inductores y el ciclo 2017, presentaron valores mas bajos con
respecto a las interacciones en el ciclo 2018. La interaccion fosfito de potasio y ciclo 2017

presentd los valores mas altos en ese afo.
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Figura 9. Efecto de la interaccién de los inductores de resistencia acibenzolar-S-Metil (), silicato
de potasio (¥), fosfito de potasio (m), sin inductor (¢) y los afios de evaluacién en la concentracién
foliar de fésforo (A) y magnesio (B) en arboles de durazno. Cada punto representa la media y las

barras verticales indican la desviacién estandar de la media (n = 8).

La interaccion silicato de potasio y afio 2017 presentd las mayores
concentraciones foliares de magnesio (Figura 9B) y azufre (Figura 10), 0.53 %y 1791.99
mg-kg?, respectivamente. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por
Mehrabanjoubani et al. (2015) quienes observaron que al aplicar Si, se incrementé el
contenido de Mg?* en canola. En naranja se observé que el silicato de potasio y el 4cido
salicilico mejoro la productividad, la calidad de la fruta y el estado nutricional (EI-Gioushy,
2016). Es importante sefialar, que tanto el magnesio como el azufre disminuyeron su

concentracion en el ciclo 2018.
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Muchos investigadores encontraron que el silicio participa en la actividad de
algunas enzimas, capacidad antioxidante, relaciones hidricas de la planta, fotosintesis,
absorcién de nutrientes, movilidad de iones dentro de los tejidos vegetales, equilibrio

hormonal y expresion génica (Zhu y Gong, 2014; Savvas y Ntatsi, 2015).
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Figura 10. Efecto de la interaccion de los inductores de resistencia acibenzolar-S-Metil (e),
silicato de potasio (V), fosfito de potasio (m), sin inductor (¢) y los afios de evaluacion en la
concentracion foliar de azufre en arboles de durazno. Cada punto representa la media y las

barras verticales indican la desviacion estandar de la media (n = 8).

El silicio no presentd diferencias significativas en ninguno de los factores de
estudio (Cuadro 3). Por lo tanto, la aplicacién de silicato de potasio no incrementé la
concentracion de silicio en los arboles tratados con este inductor. El silicio es un elemento
no esencial para la nutricion de las plantas en el sentido de los criterios clasicos
postulados por Arnon y Stout (Epstein, 1994); sin embargo, se conocen los beneficios de
la aplicacioén de silicio en el crecimiento de los cultivos y los usos potenciales del Si como
fertilizante (especialmente en monocotiledoneas), bioestimulante (especialmente en
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dicotiledéneas) o protector de plantas (tanto en monocotiledoneas como en
dicotiledéneas) (Ma y Yamaiji, 2008; Epstein, 2009; Guntzer et al., 2012; Zhu y Gong,
2014). Por lo tanto, el efecto del silicio en esta investigacién estd mas relacionado a su

uso como hioestimulante en durazno.

Debido a que la induccidn de la resistencia es una respuesta compleja de la planta,
es probable que su expresion en condiciones de campo se vea influenciada por multiples
factores, incluidos el ambiente, genotipo, nutricion del cultivo y el grado en que las plantas

ya estan inducidas (Walters et al., 2013).

1.5. CONCLUSIONES
La combinacion de los inductores con los fungicidas proporciona un buen control
de Monilinia fructicola, ya que hubo una reduccién de los parametros epidemioldgicos
que describieron el desarrollo de Monilinia en el fruto de durazno, en comparacion de
usar los inductores y fungicidas por separado. Se observé un porcentaje de eficiencia en
la reduccion del ABCPE de 47% con la interaccion fosfito de potasio y dosis completa de

fungicidas con respecto al testigo.

La aplicacion de los inductores incremento el contenido de fenoles totales en fruto
de durazno, asi como la actividad de las enzimas peroxidasa, polifenoloxidasa y catalasa
relacionadas con la patogénesis de Monilinia; este incremento se mantuvo hasta los ocho

dias después de la ultima aplicacion de los inductores.

El uso de los inductores incremento el contenido de Ca. El fosforo, magnesio y
azufre presentaron cambios en la concentracion con la interaccion de los factores

inductores y afio. Por lo que seria conveniente realizar evaluaciones del estatus
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nutrimental durante mas ciclos para realizar ajustes en la fertilizacion cuando asi se
requiera, debido a que la induccién de resistencia implica un desgaste energético y por

lo tanto mayor demanda de nutrimental.
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CAPITULO II. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DURANTE EL DESARROLLO DE

NECTARINA Y SU EFECTO EN Monilinia fructicola

2.1. RESUMEN

Los frutos del género Prunus son susceptibles a Monilinia spp. en cualquier etapa
fenologica; sin embargo, en la etapa de endurecimiento del endocarpio esa
susceptibilidad suele ser menor. El objetivo de esta investigacion fue estudiar la
respiracion, produccion de etileno, actividad antioxidante enzimatica y no enzimatica en
las diferentes etapas de desarrollo del fruto de nectarina y su efecto en la incidencia de
Monilinia fructicola. Se realizaron muestreos en las diferentes etapas fenologicas del fruto
de nectarina, para evaluar cambios en la produccién de etileno, respiracion, capacidad
antioxidante, compuestos fendlicos, acido ascorbico, estrés oxidativo, asi como la
actividad enzimatica de ascorbato peroxidasa, peroxidasa, polifenoloxidasa, catalasa,
superoxido dismutasa, mediante las técnicas de espectrofotometria y HPLC. Con el fin
de cuantificar la incidencia de Monilinia fructicola se realizaron inoculacion en las
diferentes etapas fenologicas. De acuerdo con los resultados, se presentaron cambios
en la actividad antioxidante y al emplear un modelo de regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS), se observd una fuerte relacion negativa entre el acido ascorbico,
criptoxantina, zeaxantina e incidencia de Monilinia fructicola. Asimismo, en la etapa de
maduracion (S4), la actividad enzimatica de ascorbato peroxidasa (APX) y peroxidasa

(POD) se ve reducida y se observa incremento en la incidencia de la pudricion café.

Palabras clave: acido ascorbico, pudricion café, sistema de defensa, tolerancia.
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2.2.  INTRODUCCION

Monilinia spp. causa la pudricion café en Prunus, Malus, Pyrus, Cydonia, y otros
géneros (Willetts y Bullock, 2019). Los frutos del género Prunus son infectados por
Monilinia spp. en cualquier etapa fenoldgica; sin embargo, son menos susceptible en la
fase de endurecimiento del endocarpio debido a que mdultiples factores quimicos y fisicos
asociados a los mecanismos de resistencia, determinan el éxito o fracaso de la infeccion
(Villarino et al., 2011). La defensa quimica consiste en muchos compuestos naturales
que podrian inducir sistemas (compuestos preformados) para prevenir ataques

patogénicos (Obi et al., 2018).

El desarrollo y maduracién de los frutos climatéricos son procesos oxidativos que
producen especies reactivas de oxigeno (ROS), como el radical superdxido (O2) y
peroxido de hidrogeno (H202) (Pandey et al., 2013). Para prevenir la acumulacion de
ROS hasta el nivel téxico, las plantas desarrollan enzimas y quimicos antioxidantes no

enzimaticos como una fuerza defensiva contra el exceso de ROS (Sgherri et al., 2003).

Curiosamente, aunque se pensaba que ROS actuaba como un componente téxico
en los huéspedes contra los patdégenos de las plantas, no se produce en cantidades
suficientes para superar estos patdégenos (Marroquin-Guzman et al., 2017; Samalova et
al., 2014) y, en cambio, estd emergiendo como componente de sefalizacion de la

respuesta de defensa de la planta.

Es importante sefialar que para que actuen las ROS en la célula como factores
dafinos, protectores o de sefalizacion, éstas dependen del equilibrio entre los sistemas

de generacidén y desintoxicacion en el sitio (Camejo et al.,, 2016). Para evitar la
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acumulacion de ROS al nivel toxico, las plantas tienen un sistema antioxidante que se
clasifica en enzimatico y no enzimético. En el primer grupo encontramos enzimas como
superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, las cuales, eliminan ROS, como
02y H20:2. En el segundo grupo se encuentran el acido ascérbico, compuestos fendlicos,

carotenoides, entre otros (Asada, 1999).

Entre los antioxidantes, la vitamina C (4cido L-ascorbico) es un compuesto
antioxidante multifuncional significativo y un sustrato importante para la desintoxicacion
de ROS involucradas en la tolerancia al estrés (Akram et al., 2017). Ademas, algunos
informes indican el papel positivo del acido ascérbico (AsA) y otros antioxidantes en la
regulacion de la proteccién de las plantas contra las enfermedades (Gallie, 2013); en
durazno se encontr6 una correlacion negativa entre la severidad de Monilinia fructicola y

acido ascorbico en diferentes variedades de durazno (Obi et al., 2020).

Las nuevas estrategias de manejo de Monilinia spp., incluyen la comprension de
los factores de virulencia del patégeno y los mecanismos de resistencia de la fruta. Por
lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la respiracion, produccion de
etileno, actividad antioxidante enzimatica y no enzimatica en las diferentes etapas de

desarrollo del fruto de nectarina y su efecto en la incidencia de Monilinia fructicola.

2.3. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y colecta de frutos

Se colectaron muestras de frutos libres de lesiones fisicas y pudricion café en
diferentes estados fenoldgicos de nectarina ‘Diamond Ray’ (Prunus persica var.

nectarina) de una huerta localizada en Lleida, Espafia. Los muestreos se basaron en
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dias después de la plena floracion (DDPF), considerando la plena floracion como la etapa
cuando al menos el 50% de las flores estaban abiertas. Después de cada cosecha, los
frutos fueron transportados inmediatamente a las instalaciones de IRTA (Instituto de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentarias (en catalan: Institut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries) en condiciones climatizadas (20 °C). Al llegar al laboratorio, las frutas
se separaron en tres lotes diferentes dependiendo de si se usaron para: i) analisis

fisioldgico, ii) analisis bioquimico vy iii) evaluacion de la incidencia de la pudricion café.
Produccidn de etileno y etileno

Se realizaron muestreos en cuatro etapas fenologicas del desarrollo del fruto S1
(39 DDPF), S2 (66 DDPF), S3 (94 DDPF) y S4 (121 DDPF). Se utilizaron cuatro
repeticiones y cada una de éstas se conformo de cinco frutos, los cuales se depositaron
en recipientes sellados de 2 L, en una camara climatizada a 20 °C. Luego de dos horas,
muestras de gas (1 mL) se tomaron del espacio de cabeza y se inyectaron en un
cromatégrafo de gases equipado con un detector FID (Agilent Technologies 6890,
Wilmington, Alemania) y una columna de alimina F1 80/100 (2 m x 1/8 x 2.1 mm,
Teknokroma, Barcelona, Espafia) como describieron anteriormente Giné-Bordonaba et

al. (2014). Los resultados se expresaron en pL C2Ha kgt ht.

La respiracion fue determinada de los mismos recipientes usados para la
evaluacion de etileno. Después de 2 horas de incubacion a 20 °C, la composicion del gas
del espacio de cabeza se cuantifico utilizando un analizador de gases portatil
(CheckPoint 02/CO2, PBI Dansensor, Ringsted, Denmark). Los resultados fueron

expresados como mg COz2 kg h2.
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Incidencia de pudricion café

Se realizaron muestreos en cuatro etapas fenologicas del desarrollo del fruto S1
(39 DDPF), S2 (66 DDPF), S3 (94 DDPF) y S4 (121 DDPF), 50 frutos sin signos visibles
de infeccién por M. fructicola fueron colectados y trasladados al laboratorio. La
evaluacion de la incidencia a la pudricion café se realizé con 4 réplicas de 10 frutos cada
una, evaluando asi 40 frutos por cada etapa fenoldgica y el resto de los frutos se utilizaron
como control. Los duraznos fueron desinfestados con hipoclorito de sodio al 0.5 % (v/v)
durante 2 minutos. Una vez secos los frutos, se inocularon por inmersion durante 60
segundos en una solucién con Monilinia fructicola a una concentracién de 10° conidios

mL-1,

Los frutos que se utilizaron como control se sumergieron en agua estéril. Los frutos
se colocaron en cajas de plastico, que contenian agua en el fondo con una malla para
evitar el contacto directo con la muestra, se taparon y se mantuvieron en una camara

durante 10 diasa 20 ° C.

Después de 5, 7 y 10 dias de almacenamiento, se registré el porcentaje de la
incidencia de Monilinia fructicola considerando el nimero de frutos con el primer sintoma
visual de mancha café con respecto al total de frutos para cada estapa fenolégica. Con
los datos de incidencia, se calculo el area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE) con el método de integracion trapezoidal (Campbell and Madden, 1991); que
como parametro integrativo del desarrollo de la enfermedad permite una mejor

comprension de su comportamiento en las diferentes etapas fenologicas del durazno.
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Anélisis bioquimico
El analisis bioquimico se realiz6 con 4 repeticiones de 5 frutos cada una, 20 frutos
por cada estado fenoldogico (39, 66, 94 y 121 DDPF). Para las mediciones bioquimicas,

se tomo muestra de los frutos y se congelaron inmediatamente con nitrogeno liquido a -

80 °C hasta su analisis.
Sistema antioxidante no enzimatico

Capacidad antioxidante total (TAC) y contenido fendlico total (TPC). La
capacidad antioxidante y la concentracion de fenoles totales de las muestras se
cuantificaron a partir de material fresco congelado, mezclando 1.5 g de muestra con 5
mL de metanol al 79.5 % (v/v) y 0.5 % (v/v) de HCI en agua grado HPLC. La extraccion
de la muestra se mantuvo en un cuarto oscuro a 25 °C con agitacion constante durante
2 h y mezclando las muestras cada 15 min. Luego, las muestras se centrifugaron a
24,000 x g durante 5 minutos a 20 ° C. Los sobrenadantes de cada muestra fueron
recuperados y utilizados para la determinacion espectrofotométrica (Giné-Bordonaba y

Terry, 2016).

Finalmente, las muestras se filtraron a través de una unidad de filtro accionada
por jeringa de 0.2 um (Millipore Corporation, MA) y se analizé el extracto transparente. A
partir del mismo extracto, se midieron los compuestos fenolicos totales (mg equivalentes
de &cido gdlico (GAE) g FW) mediante el método Folin-Ciocalteu a 765 nm vy la
capacidad antioxidante total (mg Fe?*por g* FW) medida por el método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) se midié a 593 nm como se describe en trabajos recientes

de Giné-Bordonaba y Terry (2016).
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Determinacion de acido ascérbico. La extraccion del acido ascérbico total (AsA)
se realizo disolviendo 300 mg de muestras en 4 mL de una solucién acuosa que contenia
acido metafosforico al 3 % y &cido acético al 8% (p/v). Las muestras se agitaron en vortex
durante 1 minuto y se centrifugaron adicionalmente a 43,000 x g durante 22 minutos a 4
°C. Los sobrenadantes de cada muestra se filtraron a través de un filtro de 0.45 um para
cromatografia liquida (HPLC) (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.) como lo describen
Collazo et al. (2018). Las concentraciones se calcularon utilizando curvas estandar
generadas inyectando soluciones estandar de concentraciones conocidas de AsA y

DHASA. Los contenidos de AsA y DHASA se expresaron en mg kg™ de peso seco.

Cuantificacién de carotenoides y clorofilas. Se extrajeron los carotenoides de
muestras liofilizadas de frutos de nectarina (150 mg) mediante la adicion de 800 pl de
buffer de extraccion que contenia acetona—ethyl acetato (6:4, v/v), se mezcld en vortex
durante 60 s, posteriormente se adiciono la misma cantidad de agua grado HPLC y se
mezcld por inversion tres veces. Los tubos se centrifugaron por 5 min a 21 000 g a 4 °C
y se transfiri6 el supernadante a un tubo nuevo, este proceso se repitié6 dos veces. Se
afiadié cantaxantina (0.04 pg) como patron interno. Los carotenoides se separaron en
una columna C30 YMC (250 x 4,6 mm, 3 um; Waters Corp., Milford, MA, EE. UU.)
Mediante el uso de HPLC Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies France) que
estaba equipado con un detector de matriz de fotodiodos. Se generaron cromatogramas

a 454 nm.

El disolvente A consistido en 100 % metanol. El disolvente B consistié en 100% de
metil terc-butil éter, con el siguiente gradiente: 0 min, 95% A / 5% B; 12 min, 75% de A/

25% de B; 30 min, 35% de A/ 65% de B; 35 min, 0% de A/ 100% de B; 45 min, 95% de
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A / 5% de B; a un flujo de 1 mL/min. Para la cuantificacion, se obtuvieron curvas de
calibracion trazando cuatro concentraciones diferentes de patrones de carotenoides de

acuerdo con las relaciones de area de pico usado.
Actividad de enzimas antioxidantes

Peroxidasa (POD) y polifenoloxidasa (PPO). Peroxidasa total (POD, EC
1.11.1.7) y polifenoloxidasa (PPO, EC 1.14.18.1) se extrajeron de 5 g de pulpa fresca
congelada segun lo descrito por Giné-Bordonaba et al. (2017) La actividad de POD se
midié como la densidad Optica a 470 nm después de la reaccion del extracto con 10 mmol
L't de guaiacol y 10 mmol L** H202, de acuerdo con el método descrito por Lurie et al.
(1997). La actividad PPO se determin6 a 400 nm en una mezcla de reaccion que contenia
0.1 mol de L de tamp6n fosfato de potasio (pH 6) y 65 mmol L de pirocatecol junto con

el extracto enzimatico correspondiente como se describe por Vilaplana et al. (2006).

Superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). Para la extraccion de
superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y catalasa (CAT, EC 1.11.1.6), se
homogeneizaron 5 g de pulpa fresca congelada en 15 mL de tampdn de fosfato de
potasio 0.1 mol L™ (pH 7.8), 2 mmol L™ ditiotreitol (DTT), 50 g L™ de PVP, 0.1 mmol L™
de EDTA y 1.25 mmol L™ de polietilenglicol. EI homogeneizado se filtr6, centrifugé y
purific6 como se describe por Giné-Bordonaba et al. (2017). A su vez, la actividad SOD
se determind midiendo su capacidad para inhibir la reduccion fotoquimica de

nitrobluetetrazolium (NBT) a 560 nm siguiendo el método de Gianopolitis y Ries (1977).

L-ascorbato peroxidasa (APX). Para la extraccion de L-ascorbato peroxidasa

(APX, EC 1.11.1.11), se homogeneizaron 2.5 g de pulpa fresca congelada en 7.5 mL de
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0.1 mol L tampén base fosfato (pH 7.5) que contenia 0.8 mmol Lt HCI, 1 mmol L*
EDTA, sefiltr6 a través de dos columnas de Miracloth y centrifugado a 10 000 x g durante
15 min a4 °C. La actividad APX se determin6 a 290 nm durante 10 minutos monitoreando
la descomposicién del ascorbato dependiente de H202 en una mezcla que contiene 20
uL del sobrenadante recuperado y 280 uL de una solucién de reaccion (0.22 mmol L™

de acido ascorbico, 1 mmol L™t EDTA, 1 mmol L™ H202) (Nakano y Asada, 1981).

El contenido de proteinas de todos los extractos se determiné por el método de
Bradford (1976) a 595 nm utilizando un kit de andlisis de proteinas (Bio-Rad, Minchen,
Alemania). El reactivo proteico se mezclo con el tampdn fosfato correspondiente a cada
enzima evaluada (pH 6, 7 o 7,8) utilizado para cada extraccion enzimatica. Se utilizd
como estandar albumina de suero bovino (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).
La actividad de la enzima se expreso en unidades de actividad enzimatica por miligramo
de proteina (U mg?). Para SOD, 1 U representa la cantidad de enzima requerida para
inhibir la reduccion de NBT en un 50% de la cantidad inicial. Para el resto de las enzimas
analizadas, 1 U representa la cantidad de enzima responsable de un cambio en 1 unidad

de absorbancia por minuto.
Evaluacién del estrés oxidativo

Produccion de peroxido de hidrégeno (H202) y contenido de
malondialdehido (MDA). El malondialdehido (MDA) se cuantific6 como un indice de
peroxidacion lipidica utilizando el ensayo de sustratos reactivos de acido tiobarbitarico
(TBARS) como describen Giné-Bordonaba et al. 2017. El tejido se homogeneiz6 en 4 mL

de 1 g L ! de solucién de acido tricloroacético (TCA). El homogeneizado se centrifugé a
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15000 g durante 20 minutos y se afiadieron 0.5 mL del sobrenadante a 1.5 mlde 5gL"
lde Acido tiobarbitarico (TBA; Fluka Analytical, Steinheim, Alemania) en 200 g L'* TCA.
Se afiadié una segunda alicuota (0.5 mL) del sobrenadante a una mezcla que contenia
solo 200 g L* TCA como control. La mezcla se incub6é a 90 °C durante 20 minutos
posteriormente se detuvo la reaccion colocando los tubos de reaccién en un bafio de
agua con hielo. Luego se centrifugaron las muestras a 23 300 g durante 10 minutos a 4
°C, y se leyo la absorbancia del sobrenadante a 532 nm y se restd el valor para la
absorcion no especifica a 600 nm. La cantidad de complejo MDA-TBA (pigmento rojo) se
calculé utilizando el coeficiente de extincion 155 mmol Lt cm™ y los resultados se

expresaron como nmol g ht,

Para determinar los niveles de H202, se homogeneizaron muestras de 5 g de tejido
en 20 ml de 50 g L* de acido tricloroacético (TCA; Panreac, Barcelona, Espafia), se
filtraron a través de dos capas de Miracloth y se centrifugaron a 20,000 g durante 15 min.
a 4 °C. El contenido de H20:2 se determind utilizando el ensayo colorimétrico Bioxytech
H202-560 de OXIS International Inc (Portland, OR EE. UU.), siguiendo las instrucciones
del fabricante. El contenido de H202 se expres6 como pumol kg de peso fresco (FW),

cada valor representa la media de cuatro determinaciones.
Disefio Experimental y Analisis Estadistico

El experimento se realizé en un diseiilo completamente al azar. Los datos se
analizaron estadisticamente con el software JMP® version 13.1.0 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EE. UU.). Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de los datos expresados.

Cuando el analisis indico diferencias significativas, se realizo la prueba HSD de Tukey
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en el nivel p <0.05 para la comparacion de medias. También se realizé un analisis de
minimos cuadrados parciales (PLS), utilizando el mismo software descrito anteriormente,
para encontrar los rasgos fisiol6gicos y bioquimicos (factores X) que explican la mayor
parte de la variacion en la incidencia de la pudricion café (respuesta Y) considerando las
diferentes etapas fenoldgicas de desarrollo de la nectarina. La matriz de datos
correspondiente incluia 16 muestras (los valores por cuadruplicado de cada muestra en
las etapas S1, S2, S3 y S4) y 15 variables (etileno, respiracion, RQ, AsA, DHASA, AA
Total, TPC, AC, APX, POD, PPO, SOD, CAT, MDA y H20z2). Para realizar el analisis
quimiométrico se centraron y escalaron automaticamente los datos, esto con el fin de
proporcionar pesos similares para todas las variables. Se utilizé algoritmo de minimos
cuadrados parciales iterativos no lineales (NIPALS) con 2 factores para estimar los

parametros del modelo.

2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Produccién de Etileno y respiracién durante el desarrollo del fruto

La produccibn mas alta de etileno se presentd en las etapas S1 y S4,
posteriormente se redujo considerablemente en la etapa S2 y en la etapa S3 se observo
nuevamente un incremento; ésta misma tendencia se observo en la respiracion (Figura

1).

Algunas de las principales funciones del etileno se encuentran en procesos como
maduracion, senescencia, germinacion y floracion; sin embargo, también se ha
encontrado un papel importante como un modulador de la red de sefializacién inmune

de la planta (van Loon et al., 2006). Se considera que el acido jasmodnico y el etileno
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desempefian papeles fundamentales en la regulacion de la respuesta de la planta hacia

la infeccion por hongos necrotroéficos (Glazebrook, 2005; Pandey et al., 2016). En el caso

del patosistema durazno-Monilinia spp., Baro-Montel et al. (2019) encontraron que a los

49 DDPF se redujo la produccion de etileno, a niveles poco detectables, sin embargo, a

los 126 DDPF se increment6 su produccion junto con la severidad de Monilinia spp.; sus

resultados sugieren gque en etapas tempranas Monilinia spp. suprime la biosintesis de

etileno para modificar las defensas de la fruta e infectar con éxito por el contrario en las

etapas finales de desarrollo induce el incremento de etileno para poder beneficiarse del

ablandamiento de la pared celular. Por lo tanto, concluyeron que el etileno es un factor

clave para determinar la resistencia o susceptibilidad por parte del durazno a la pudricion

café, en las diferentes etapas de desarrollo.
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Figura 1. Cambios en la produccion de etileno (uL kg™ h?), respiracion (mg Kg* h* CO,) durante

el desarrollo de frutos de nectarina "Diamond Ray’. Cada punto representa la media y las lineas

delgadas verticales indican la desviacion estandar de la media (n = 4).
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Incidencia de Monilinia fructicola

A los cinco dias después de la inoculacion con Monilinia fructicola se observaron
diferencias estadisticas significativas, los porcentajes mas bajos de incidencia fueron de
las etapas fenoldgicas S1 al S3. Después de diez dias de inoculacion no se observaron
diferencias estadisticas significativas del porcentaje de incidencia entre las etapas
fenologicas, sin embargo, la menor area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE) se observo en la etapa fenoldgica S3 y la mayor en la S4. Lo cual indica que el
progreso de Monilinia fructicola en las primeras etapas de desarrollo se ven limitadas por
multiples mecanismos que dificultan el proceso de infeccion, en comparacion con la
etapa S4 (Figura 2). Estos resultados concuerdan con diversos autores que indican que
en la etapa de endurecimiento de endocarpio se observan los menores porcentajes de

incidencia de la enfermedad (Guidarelli et al., 2014; Keske et al., 2011).
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Figura 2. (a) Incidencia y (b) area bajo la curva del progreso de la enfermedad de Monilinia
fructicola en frutos de nectarina "Diamond Ray” en diferentes etapas fenolégicas de su desarrollo.
Etapa S1 (e) etapa S2 (V), etapa S3 (m), etapa S4 (¢). Las medias con la misma letra en la
misma columna son estadisticamente iguales (LSD a=0.05). ABCPE: area bajo la curva del

progreso de la enfermedad.
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Sistema antioxidante no enziméatico

De acuerdo con los resultados mostrados en el cuadro 1, la capacidad
antioxidante total (TAC) y contenido fendlico total (TPC), presentaron diferencias
estadisticas significativas entre las etapas fenologicas. La concentracion mas alta se
observo en la etapa S1 y la mas baja en la etapa S4. Se observé una disminucion muy
notable del 64.6 % y 63.13 %, de TAC y TPC respectivamente en el estado S4 con
respecto al S2. En la etapa fenologica S2, los compuestos fendlicos se acumulan en el
epicarpio del durazno, la catequina y &cido clorogénico son los mas abundantes
(Andreotti et al., 2008). En estudios previos, la presencia de estos compuestos se asocid
a la reduccion de la susceptibilidad a Monilinia spp. (Villarino et al., 2011), tal es el caso
de la variedad resistente como Bolinha, que contiene una mayor concentracién de
compuestos fendlicos con respecto a las variedades susceptibles a la pudricion café

(Bostock et al., 1999).

En este estudio, el contenido total de vitamina C (AA Total), se expresé como la
suma de los contenidos de acido ascérbico (AsA) y acido dehidroascoérbico (DHASA). Los
niveles mas bajos de DHASA y &cido ascérbico total se observaron en la etapa S4.
Algunos autores demostraron que son varios los antioxidantes involucrados en la
resistencia contra Monilinia fructicola en lugar de un compuesto fendlico especifico, por
ejemplo, antioxidantes como el glutatién y el acido lipoico atentan significativamente la
produccion de cutinasa (Wang et al., 2002). Por lo tanto, se podria sugerir que una
combinacion de diferentes compuestos antioxidantes no enzimaticos puede conferir
inmunidad parcial en las primeras etapas de desarrollo del fruto, en lugar de un solo

compuesto antioxidante no enzimatico.
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Clorofilas y carotenoides

Los resultados indican que los niveles mas altos de clorofila se presentaron en la
etapa S1 y S2, los cuales fueron estadisticamente mas altos en comparacion con las
otras etapas; y carotenoides los niveles mas altos se presentaron en la etapa S1 (Figura
3a), y posteriormente descendieron sus contenidos, esto se debe a que los frutos de la
nectarina, en las etapas iniciales de desarrollo presentan un metabolismo parcialmente
fotosintético. En las etapas iniciales se tienen concentraciones muy altas de carotenoides
totales, sin embargo, el color de la pulpa de las frutas jovenes es verde debido a la
presencia de clorofila. En frutos de cultivares de pulpa amarilla, la clorofila se
descompone en la etapa tardia del desarrollo del fruto, el color verde desaparece y el

color amarillo se hace visible (Ma et al., 2014).

Los resultados concuerdan con los reportados por Chen et al. (2018), quienes
observaron un mayor contenido de clorofila y carotenoides en las etapas iniciales,
ademas observaron que los cloroplastos en la piel de la fruta cambiaron a cromoplastos
a medida que cambié el color de la fruta. La conversion de cloroplasto a cromoplasto
caus6 cambios ultraestructurales debido a la aparicibn de un plastidio eliptico con
tilacoides estromales paralelos desordenados y tilacoides granulares alterados, también
observaron que los cloroplastos se transformaron en cromoplastos a 68 DDPF, esto
coincide en la etapa de desarrollo S2. Ma et al. (2014) observaron una disminucion de
carotenoides en la etapa S2 y un posterior incremento de estos compuestos, esta misma
tendencia se observO en estos resultados aunque no se observaron diferencias

estadisticas significativas entre las etapas S2, S3y S4 (Figura 3a).
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Figura 3.(a) Cambios en los contenidos de pigmentos totales (ug-g?) y (b) carotenoides durante
el desarrollo de frutos de nectarina "Diamond Ray’. Cada punto representa la media y las barras

verticales indican la desviacién estandar de la media (n = 4).

Los carotenoides son divididos en dos grupos: carotenos y xantofilas. De acuerdo
con los resultados se observd que los principales carotenoides presentes durante el
desarrollo del fruto fueron carotenos (B-caroteno) y xantofilas (luteina, criptoxantina y
zeaxantina) estos resultados concuerdan con los reportados por Cao et al. (2017),
guienes encontraron que los principales pigmentos presentes en cultivares de pulpa
amarilla y blanca fueron los mismos reportados en esta investigacién. La mayor cantidad
de B-Caroteno y luteina, se encontré en la etapa S1 (Figura 3b) y posteriormente se
observo una disminucion, caso contrario sucedid con criptoxantina y zeaxantina, estos
compuestos se incrementaron en la etapa S4, la cual presentd los contenidos

estadisticamente mas altos.

Los carotenoides en los érganos no fotosintéticos, tienen diferentes funciones
importantes y con recientes investigaciones se han encontrado mas funciones, algunas

de ellas son: actian como fotoprotectores, antioxidantes, atrayentes de color y
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precursores de las hormonas vegetales (ABA) (Maoka, 2020). Por lo tanto, la disminucion
en estos compuestos afecta la capacidad antioxidante y otros metabolismos en los frutos

de nectarina.

Sistema antioxidante enzimatico

En esta investigacion, el sistema antioxidante enzimatico presentd diferencias
significativas entre las diferentes etapas fenolégicas en las enzimas peroxidasa (POD),
polifenoloxidasa (PPO) y ascorbato peroxidasa (APX); pero no se observaron diferencias
estadisticas significativas en las enzimas catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD).
La mayor actividad de la peroxidasa se present6 en la etapa S2 y la mas baja en la S4,
una tendencia similar se observoé con la enzima polifenoloxidasa (Cuadro 1). Por lo tanto,
la actividad de la POD y PPO pueden tener un impacto en la patogénesis de Monilinia
spp. En relacion con esto hay estudios que indican la influencia de la actividad enzimatica
con la patogénesis, como es el caso del patosistema algodoén - X. campestris, donde se
identific6 que la peroxidasa unida a la pared estda fuertemente involucrada en la

produccion de Oz durante el estallido oxidativo (Delannoy et al, 2003).

Otro estudio en plantas de arroz, report6 la importancia de peroxidasa apoplastica
en defensa contra una infeccion por Xanthomona (Hilaire et al., 2001). La supresion de
las respuestas inmunes de la planta durante la interaccion con el patdogeno se atribuye a
las proteinas efectoras secretadas como Pepl (proteina esencial durante la penetracion),
la cual funciona como un inhibidor de la explosion oxidativa impulsada por las
peroxidasas de las plantas y, como consecuencia, suprime las respuestas inmunes

tempranas (Hemetsberger et al., 2012).
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Las enzimas CAT, POD y APX son las encargadas de la descomposicion de H202,
la APX es la enzima primaria que participa en la desintoxicacion de ROS en cloroplastos
y el citosol de las células vegetales (Mittler, 2002). En los resultados de la presente
investigacion se observé la actividad més baja de APX en el estado fenolégico S4
(Cuadro 2), esta actividad reducida podria estar desequilibrando el metabolismo ROS en

la fruta de durazno, por lo que la incidencia de Monilinia spp se ve incrementada.

Cuadro 1. Cambios en la actividad de compuestos antioxidante y estrés oxidativo de frutos de
nectarina "Diamond Ray” cosechados en diferente estado fenoldgicos.

Compuestos
antioxidantes no S1 S2 S3 S4
enzimaticos
AsA (mg 100 g1)* 0.09C 3.66 AB 2.25B 4.25 A
DHASA (mg 100 g?) 13.39 A 45B 2.39BC 0.70C
AA Total (mg 100 g1) 1349 A 7.70B 4.95B 4.83B
TPC (mg GAE g?) 3.27A 1.84 B 1.25 BC 0.65C
AC (mg Fe** g?) 3.34 A 2.17B 1.61C 0.80D
Compuestos
antioxidantes S1 S2 S3 S4
enzimaticos
APX (U mg protein) 3.72 A 1.59B 1.47 B 1.3B
POD (U mg protein) 181.8 A 230.6 A 184.8 A 39.7B
PPO (U mg* protein) 16.96 B 47.59 A 27.64 AB 22.78 B
SOD (U mg? protein) 576.8 A 461.8 A 549.3 A 544.8 A
CAT (U mg* protein) 1.47 A 1.07 A 1.26 A 143 A
Estrés oxidativo S1 S2 S3 S4
MDA (umol gt h?) 105C 119C 18.3 B 25.3 A
H202 (umol g1) 14.7 B 29.3 B 39.5B 77.4 A

AsA: acido ascorbico; DHAsA: acido dehidroascérbico; AA Total: contenido total de vitamina C; TPC:
compuestos fendlicos totales; AC: actividad antioxidante; APX: ascobato peroxidasa; POD: peroxidasa,
PPO: polifenoloxidasa; SOD: sUpero oxido dismutasa; CAT: catalasa; MDA: malondialdehido; H20::
peroxido. *Las medias con la misma letra en la misma fila son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Estrés oxidativo

Los resultados obtenidos (Cuadro 1), indican que la generacion de H20:2 se
incrementd en cada estado fenoldgico, subsecuente; no obstante, las tres primeras
etapas fenologicas no presentaron diferencias estadisticas significativas entre ellos, pero
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en el estado S4 se presentd el mayor incremento significativo de H202. Este incremento
se puede explicar por la mayor actividad metabdlica del fruto durante el proceso de
maduracion y la disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes en esa misma
etapa fenoldgica. La acumulacion de altos niveles de H202, induce un incremento en la
peroxidacion de lipidos, de tal modo que aumenta el contenido de MDA y provoca dafio
en membranas (Tian et al., 2016). Lo anterior se observo en los resultados de la presente
investigacion, donde la concentracion de MDA no aumenté de la etapa S1 a la S2, pero
presentd un incremento significativo con tendencia lineal hacia las etapas S3 y S4, con

los niveles méas altos de MDA.

Estudios han encontrado que algunos agentes patdgenos biotréficos son inhibidos
por el H202, mientras que los agentes patdgenos necrotroficos fueron favorecidos por la
acumulacion de H202 (Mellersh et al., 2002). En el caso de Monilinia, que es un hongo
necrotréfico, se observdé un incremento en la incidencia al mismo tiempo que se
incrementd la acumulacion de H202. El desarrollo y la maduracion de las frutas
climatéricas son procesos oxidativos, que producen especies reactivas de oxigeno
(ROS), como el radical superoxido (O2) y el peroxido de hidrogeno (H202) (Pandey et al.,
2013). Por lo anterior, resulta primordial tener un buen equilibrio entre el sistema
antioxidante y la presencia de ROS en los frutos de nectarina para disminuir la incidencia

de Monilinia fructicola.
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Relacion de parametros fisioldégicos y bioquimicos con la incidencia de
Monilinia fructicola en las diferentes etapas de desarrollo de nectarina "Diamond

,

Ray

El grafico de las cargas correspondientes con los dos primeros factores represento
el 65.3 % de la variacion observada (Figura 4). Lo valores del Grafico de Importancia
Variable (VIP) varian a lo largo de la literatura, pero existe cierto acuerdo en que los
valores superiores a 1.0 indican predictores que son importantes (Wold, 1995) dentro del
modelo. Con base en este criterio, (Figura 3, inserto), AsA, PPO, MDA, etileno, clorofila,
luteina, criptoxantina y [-caroteno fueron las variables mas influyentes en la
determinacién del modelo de proyeccion PLS y explicando la susceptibilidad de Monilinia
fructicola durante el desarrollo del fruto de nectarina, en términos de cambios fisiol6gicos
y de composicién. Se observé que el AsA fue el parametro mas negativamente

relacionado con la incidencia de Monilinia fructicola.

Entre los antioxidantes, el acido L-ascérbico, es un compuesto antioxidante
multifuncional significativo y un sustrato importante para la desintoxicacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) involucradas en la tolerancia al estrés (Akram et al., 2017).
De acuerdo con el modelo obtenido se observa que una mayor cantidad de &cido
ascorbico en la fruta de nectarina puede generar condiciones que limitan el desarrollo de
la enfermedad en la etapa S3, debido a que se mantiene un Optimo balance entre el

sistema antioxidante y la produccion de ROS; influyendo significativamente el AsA.

Los resultados obtenidos concuerdan con Obi et al. (2020), quienes encontraron

una correlacion negativa del contenido de AsA con la severidad de Monilinia fructicola,
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inoculada artificialmente, en diferentes variedades de durazno. Un caso similar se
observo en el patosistemas papa - Phytophtora infestans, en dicho experimento se utilizé
papa transgeénica con niveles mejorados de L-ascorbato celular, con lo cual se redujeron
los sintomas causados por el hongo oomiceto Phytophthora infestans y mostraron
tolerancia a varios tipos de estrés abioticos debido a la actividad mejorada de eliminacion

de ROS (Chung et al., 2019).

También se observd que los carotenoides: criptoxantina y zeaxantina se
relacionaron negativamente con la incidencia de Monilinia fructicola. Los carotenoides
son importantes antioxidantes y podrian absorber oxigeno singlete, radicales anién
superoxido y radicales hidroxilos mediante la formacion de endoperéxido o epodxido

(Maoka, 2019).

Algunos patdégenos como Sclerotinia sclerotiorum inducen la disfuncion del ciclo
de xantofila para regular la abertura estomatica. La reduccion en el grupo de precursores
de xantofila limita la biosintesis de ABA (Zeng et al., 2020). La reduccién de ABA
aparentemente debilit6 las respuestas de defensa del tejido, incluida la induccién de ROS
y el depdésito de calosa, lo que resultd en una mayor susceptibilidad de las plantas a

esclerotinia (Zhou et al., 2015).

ROS podria actuar aumentando o disminuyendo varias cascadas de sefializacion
y el alcance de su acumulacion determina su papel en la célula porque podrian actuar
como moléculas de transduccion de sefiales importantes (a niveles bajos) o como
moléculas toxicas (a niveles altos) con un fuerte poder oxidante (Miller et al., 2010). Por

lo tanto, el AsA y compuestos carotenoides influyen significativamente para mantener los
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niveles bajos de ROS y de esta manera participar en la activacion de las vias de
sefalizacion relacionadas con la respuesta de defensa del huésped a los patégenos

necrotroficos (Hammond- Kosack y Jones, 1996).

10
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Figura 4. Correlacién de minimos cuadrados parciales (PLS) que representa la contribucién de
cada factor fisioldgico y bioquimico (letras verdes) a la incidencia de Monilinia fructicola (letras
azules) de nectarina ‘Diamond Ray’ en diferentes etapas de crecimiento fenoldgico. El inserto
representa la grafica de importancia variable (VIP). El numero de VIP> 0.8 (linea roja discontinua)
indica que los predictores son importantes para determinar los dos factores utilizados en el
modelo PLS.
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El etileno mostro una relacion positiva con incidencia de la enfermedad. El etileno
induce la maduracién de la fruta, asi como la senescencia de las plantas y muchos otros
procesos de desarrollo que pueden estar relacionados con una mayor susceptibilidad a

los hongos patogenos (Mengiste et al., 2010).

2.5. CONCLUSIONES
Existen cambios importantes en la actividad antioxidante enzimatica y no
enzimatica durante las diferentes etapas de desarrollo, lo cual afecta significativamente

la produccion de malondialdehido (MDA) y peréxido de hidrogeno (H20x2).

El menor grado de susceptibilidad se presenté durante las primeras etapas de
desarrollo del fruto. Los compuestos antioxidantes no enzimatico mas importante que se
correlacionaron negativamente con el desarrollo de Monilinia fructicola fueron el
contenido de acido ascorbico y algunos carotenoides. Por lo tanto, estos compuestos
son muy relevante para mantener un Optimo sistema de defensa y por su papel

antioxidante que confiere tolerancia a la pudricion café.

Durante la etapa fenoldgica S4 (etapa climatérica y de maduracion) la actividad
de las enzimas ascorbato peroxidasa (APX) y peroxidasa (POD) se ve reducida, lo cual
sugiere que podria estar desequilibrando el metabolismo de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en los frutos de durazno y nectarina, por lo que se incrementa la

incidencia de Monilinia spp.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se presentaron cambios importantes en la actividad antioxidante enzimética y no
enzimética durante el desarrollo de los frutos de nectarina, lo cual afecta
significativamente la produccion de malondialdehido (MDA) y peréxido de hidrogeno
(H202). La mayor incidencia de Monilinia fructicola se presento en la etapa final de
desarrollo de nectarina. Durante la etapa fenologica S4 (etapa climatérica y de
maduracion) la actividad de las enzimas ascorbato peroxidasa (APX) y peroxidasa (POD)
se ve reducida, lo cual sugiere que podria estar desequilibrando el metabolismo de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en los frutos de durazno y nectarina, por lo que se

incrementa la incidencia de la pudricién café.

La combinacion de los inductores con los fungicidas proporciona un buen control
de Monilinia fructicola, ya que hubo una reduccién de los pardmetros epidemioldgicos
gue describieron el desarrollo de Monilinia fructicola en el fruto de durazno, en
comparacién de usar los inductores y fungicidas por separado. Se observé un porcentaje
de eficiencia en la reduccién del ABCPE de 47 % con la interaccion fosfito de potasio y
dosis completa de fungicidas con respecto al testigo. El uso de los inductores incremento

la actividad de las enzimas peroxidasa, polifenoloxidasa y catalasa.

El uso de los inductores incremento el contenido de Ca. El fésforo, magnesio y
azufre presentaron cambios en la concentracién con la interaccion de los factores
inductores y afio. Por lo que seria conveniente realizar evaluaciones del estatus
nutrimental durante mas ciclos para realizar ajustes en la fertilizacién cuando asi se
requiera, debido a que la induccién de resistencia implica un desgaste energético y por

lo tanto mayor demanda de nutrimental.
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