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INTRODUCCION 1

1. INTRODUCCION GENERAL

Las plantas sintetizan reguladores de crecimiento enddgenos
gue influyen de modo esencial en los procesos fisioldgicos de los
vegetales. Las prdcticas agrondmicas actuales estdn orientadas en
su mayor parte a la modificacion del desarrollo de las plantas
mediante el uso de reguladores de crecimiento (Nickell, 1994). Estas
prdcticas agricolas se ven facilitadas, en parte, por la gran cantidad
de reguladores sintéticos existentes en el mercado que imitan los

efectos de las propias hormonas vegetales.

Muchos de los reguladores del desarrollo propios de las
plantas tienen como grupos funcionales compuestos como los &cidos
carboxilicos, las aminas y algunos andlogos de azlUcares. Diversos
estudios han demostrado que los compuestos de esta naturaleza
poseen la capacidad de inducir diferentes efectos tanto en plantas

como en hongos fitopatdgenos (Alexieva, 1994; Dijan et al, 1994).

Se sabe que los dcidos carboxilicos pueden actuar como
retardantes del crecimiento y refrasar los procesos de senescencia
mediante la inhibicidn de la actividad clorofilasa y peroxidasa
(Karanov y Alexieva, 1985; Alexieva y Karanov, 1987a, 1987b; Todorov
et al, 1992). En el cultivo de maiz se ha demostrado que los
tratamientos con dcidos polihidroxicarboxilicos pueden incrementar
el crecimiento de la raiz (Gur et al, 1987), induciendo el crecimiento
de pelos radiculares, lo que provocaria una mejor asimilacion de
nutrientes (Munoz, 1994). También se conoce que los tratamientos
con dcidos carboxilicos pueden inducir la sintesis de carbohidratos
(Guo et al, 1993).
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Por ofro lado, la acumulacidn de compuestos fendlicos vy
flavonoides es una respuesta habitual de las plantas ante la aparicion
de un estrés patogénico. Estos estreses suelen producir la
acumulacion de especies radicalarias oxidativas, que necesitan ser
detoxificadas mediante la acumulacién de compuestos fendlicos
(Zahringer et al, 1978; Dixon et al, 1983; Gerrish et al 1985; Ortuno et al,
1997). Apenas existen estudios sobre la acumulacion de compuestos
fendlicos o compuestos de defensa en ausencia de ataques
patogénicos. En este sentido, se conocen algunos trabajos que
ponen de manifiesto la posibilidad de inducir la acumulaciéon de
fitoalexinas como respuesta a la aplicacién de fitorreguladores
(Fuster et al, 1994; Garcia Puig et al, 1995, Del Rio et al, 1995).

Respecto al potencial fitorregulador de las aminas se sabe
qgue afectan a procesos esenciales de las plantas como la floracion,
la germinacion de semillas, el crecimiento vegetativo, la senescencia

de las hojas, etc. (Kaur-Sawhney y Galston, 1979; Shih et al, 1982).

Recientemente, han aparecido estudios en los que se
demuestra la implicacién de algunos reguladores del desarrollo
vegetal en los procesos de crecimiento de los hongos fitopatdgenos.
Se sabe que tanto las aminas (Havis et al, 1994; Havis et al, 1997)
como los andlogos de azucares (EIl Gaouth et al, 1995), pueden
interferir en el crecimiento de hongos, reduciendo la incidencia de

estos pardsitos en cultivos y en frutos en post-cosecha.

El uso creciente de fitorreguladores hormonales sintéticos ha
provocado la aparicion de normativas agricolas que restringen el uso
de aqguellos compuestos quimicos que provocan alteraciones vy
disfunciones hormonales en los cultivos. Por otro lado, el control de las

plagas tipicas de campo ha derivado en un uso abusivo de los
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pesticidas. Este hecho en muchas ocasiones induce la aparicion de
resistencia en los patdgenos haciendo cada vez mdas dificil su
erradicacién (Fujiyama et al, 2000; Raposo et al, 2000). Al mismo
tiempo, la mayoria de los pesticidas generan residuos mds toxicos si
cabe que los propios fitorreguladores. Por tanto, es interesante la
investigacion bdsica para desarrollar nuevos fitorreguladores que
promuevan alteraciones temporales encaminadas a la reducciéon de
los estreses limitantes de la produccién y mejoren la sanidad de los
cultivos mediante la induccion de defensas enddgenas, lo cual
permitiria la reduccidn del uso de hormonas sintéticas y pesticidas.
También es interesante estudiar nuevos compuestos menos toxicos
con capacidad para reducir la aparicién de podredumbres en post-

cosecha.

1.1. Reguladores de crecimiento hormonales y no hormonales

1.1.1. Hormonas vegetales

Las hormonas vegetales controlan el metabolismo y el
desarrollo vegetal. Normalmente se entiende por hormona vegetal
un compuesto orgdnico sintetizado en una parte de la planta y
fraslocado a otra (tejido diana) en la que estimula un efecto; aunque
en ocasiones una hormona vegetal puede actuar en el mismo tejido
en el que se biosintetiza, como es el caso del etileno. Las zonas diana
de las hormonas son capaces de responder a concentraciones muy
bajas de estos compuestos (entre T mM y T uM) (Salisbury y Ross,
1992).
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En general, se aceptan una serie de condiciones para afirmar
gue un compuesto determinado es una hormona vegetal. Estas
condiciones son bdsicamente tres. En primer lugar, una hormona
debe estar presente a concentraciones adecuadas y en el lugar
correcto. Segundo, se debe establecer un reconocimiento muy
especifico entre la hormona y las moléculas de respuesta. Por Ultimo,
los receptores que responden a la senal hormonal deben
desencadenar senales metabdlicas que amplifiguen el mensaje

hormonal.

El mecanismo de accién de las hormonas puede seguir dos
vias diferentes dentro de la célula vegetal. Las hormonas esteroideas
pueden atravesar membranas celulares y actuar directamente sobre
un receptor que puede entrar en el nicleo y afectar directamente a
la sintesis de mRNA. Por tanto, la accion fisioldgica de esta hormona
seria modular directamente la sintesis de mRNA (Wolfe, 1993; Arteca,
1996).

Ofro modo de actuacion de las hormonas se canaliza a
través de receptores de membrana situados en las células diana.
Estos receptores suelen ser complejos protéicos que cambian de
conformacién cuando se les une la hormona, y este cambio
desencadena una reaccidn en cascada que, generalmente,
modifica la actividad de una enzma que genera cambios
fenotipicos (Wolfe, 1993; Arteca, 1996). Como resultado de la
cascada de senal también se puede producir la modulacién de la
expresion de genes. La union de una hormona a su receptor de
membrana puede inducir cambios en procesos como: la

transcripcion, el procesado del mRNA, la estabilidad del mRNA, la
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tfraduccion y el procesado de proteinas (Salisoury y Ross, 1992;
Arteca, 1996).

La regulacién hormonal se basa en la sintesis de una hormona
concreta cuando se producen condiciones propicias y, al mismo
tiempo, la inhibicién de la hormona antagonista. Por tanto, se trata
de un equilibrio entre diferentes hormonas que causan efectos

confrarios.

Las hormonas vegetales actualmente aceptadas son las
auxinas, las giberelinas, el dcido abscisico, las citoquininas y el

etileno.

Las auxinas se sintetizan en los brotes cuando todas las células
estdn recibiendo aportes nutricionales abundantes de azicares, CO2
y O2. Contrariamente, las giberelinas se sintetizan bajo condiciones
de aportes pobres de nutrientes, especialmente bajo condiciones de
deficiencias de aziUcares, CO2, O2 o luz. Las citoquininas se sintetizan
en las raices cuando las células tienen aportes abundantes de agua
y minerales. En contrapartida, el dcido abscisico se produce cuando
el aporte radicular de agua y minerales es insuficiente. En cuanto al
etileno, se admite que se sintetiza bajo cualquier condicién de estrés,
medioambiental, patogénico o por enfermedades. Por tanto, las
hormonas aparecen integradas en un sistema confrolado por el

crecimiento, el estrés, el fransporte de nutrientes y la senescencia.

En funcién de las condiciones que provoquen la aparicién de
una u otfra hormona se pueden establecer dos grupos, el primero de
“hormonas positivas”, auxinas y cifoquininas, y el segundo de
“hormonas negativas”, etileno, dcido giberélico (AGs) y dcido
abscisico (ABA). Aunque ésto sea una visidn muy simplista, es Util para

una rdpida comprension de la regulacion hormonal vegetal.
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Las auxinas se sintetizan mayoritariamente en hojas jovenes y
en menor cantidad en hojas maduras (Sembdner et al, 1980). Si las
condiciones son favorables, las células inmaduras son capaces de
producir hormonas positivas en mayor medida que las células
maduras. Sin embargo, si las condiciones son adversas, las células
maduras producirdn mds hormonas negativas que las células jévenes
(Pruitt, 1999). Oftros investigadores han demostrado que la sintesis de
auxinas y citoquininas induce la foma de nufrientes. Este efecto
provoca en los brotes apicales la sintesis de mds auxinas y
citoguininas, puesto que se frata de un tejido joven e induce la
entrada de mds nutrientes desde los tejidos préoximos. Es una

regulacion por bucle positivo.

Por analogia, las hormonas negativas producen la salida de
los nutrientes desde las células y tejidos maduros, con lo que se
induce una regulacion positiva en las células inmaduras que reciben
el aporte de nutrientes desde los tejidos maduros. Mientras que en las
hojas maduras se genera una regulacion por bucle negativo, que es
el origen de la senescencia. Esta regulacién negativa estd

encabezada por las sintesis de etileno y ABA (Wareing vy Phillips, 1981).

Las hormonas tienen numerosos efectos en las plantas. Segin
Pruitt (1999), las hormonas pueden afectar al metabolismo de las
plantas en tres niveles diferentes en funcién de su concentraciéon. A
bajas concentraciones, las hormonas afectan a la actividad
infracelular, las hormonas positivas la incrementan y las negativas la

reducen.

A niveles de concentracion intermedios, las hormonas pueden
afectar a las dimensiones de la célula. Las hormonas positivas

incrementan el tamano medio de la célula y el crecimiento de las
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partes periféricas de los tejidos (hojas y raices externas), mientras que
no afectan tanto a las zonas cenfrales de los tejidos. Se ha
demostrado que el AGs detiene el crecimiento radicular (Mitsuhashi-
Kato et al, 1978). Asimismo, se sabe que el AGs y el efileno
incrementan el tamano celular, pero sélo en determinado tipo de
células (Burg and Burg, 1966; Engelke et al, 1973). En definitiva, las
hormonas negativas provocan un aumento del tamano celular de las
zonas medias de los tejidos, a costa de reducir el tamano celular
medio de los tejidos periféricos, como pelos radiculares o bordes de
las hojas (Pruitt, 1999).

Cuando las auxinas y las citoquininas se encuentran en
concentraciones elevadas provocan divisidén celular. Por otfro lado, el
etileno, el ABA y el AGs son necesarios para provocar la senescencia

de la célula.

Al mismo tiempo, la presencia de pequenas cantidades de
auxinas previene a la célula de la senescencia provocada por
aumentos del dcido abscisico. Mientras las hojas maduras reciben
nutrientes, carbohidratos, CO2 y O2, se mantiene un nivel basal de
auxinas que previene de la senescencia provocada por el ABA. En
las células maduras de las raices se produce una situacién similar,
aungue son las citoquininas las que previenen de la senescencia
frente al ABA.

Las hormonas positivas tienen un efecto directo sobre la
inhibiciéon de las negativas y viceversa (Pruitt, 1999). Por ejemplo, la
accién de una auxina en el meristemo apical de los brotes inhibe la

sintesis del etileno y del ABA.

En las raices, por el contrario, se ha demostrado que las

auxinas inducen directamente la sintesis de etileno, por lo tanto,
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serdn las citoquininas las que posean un efecto directo sobre la

inhibicion del efileno.

En los meristemos apicales de los broftes, un aporte de
nutrientes, agua y azlcares induce hormonas positivas, pero un
exceso de agua o de nutrientes puede ser fitotdxico. Por tanto,
cuando se producen canfidades excesivas de hormonas positivas se
pierde el confrol negativo sobre las hormonas negativas, y se
produce una induccién directa sobre las enzimas que sintetizan las
hormonas negativas. Esta sintesis de hormonas negativas evita un

exceso de sintesis de hormonas positivas.

Las hormonas positivas controlan los mecanismos diurnos de la
vida de las plantas (Jahardhan et al, 1973), ya que se producen picos
de mdxima concentracién tanto de auxinas como de citoquininas a
lo largo del dia (Hewett y Wareing, 1973). Las hormonas negativas,
etileno (Goeschl et al, 1967), AGs (Brown et al, 1975) y ABA (Lecoq et
al, 1983), regulan los mecanismos nocturnos, aunque al ABA no se

sintetiza si no hay alguna deficiencia hidrica.

Las hormonas tienen un efecto muy marcado sobre el
fransporte de nutrientes. Las auxinas se fransportan desde los
meristemos apicales de los brotes a fravés del floema hacia las
raices, redirigiendo el transporte de azUcares, CO2 y Oz desde las
hojas hacia las raices. Ademds, las hormonas negativas se encargan
de extraer los nutrientes desde las hojas maduras hacia los tejidos en
crecimiento. Las citoquininas, a través del xilema, juegan un papel
similar, arrastrando un flujo de nutrientes y agua desde las raices
hacia los tallos y los brotes. En las raices existe un balance entre
auxinas y citoquininas. Si se produce un incremento de las auxinas

procedentes de los brotes, se produce un crecimiento de nuevas
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raices laterales y ésto provoca un cambio en el equilibrio radicular
auxina/citoquinina que induce directamente la sintesis de etileno en
los brotes. Esta situacién crea un control negativo en los brotes
aéreos. De esta manera se mantiene la dominancia apical de las
raices. Por el contrario, si se producen grandes cantidades de
citoquininas en las raices se induce la sintesis del efileno y se

establece una dominancia apical de los brotes.

Por Ultimo, las auxinas se producen mds en los brotes que en
las raices debido a que hay una mayor cantidad de azdcares, CO2 y
O2 (Sembdner et al, 1980). Sin embargo, las citoquininas se producen
mds en las raices que en los brotes, debido a que hay mds
abundancia de minerales y agua (Van Staden y Smith, 1978). Las
giberelinas se producen en mayor cantidad en las raices porque hay
mds deficiencia de azucares, CO2 y O2 (Barrington, 1975) y, al mismo
tiempo, el ABA se produce mds en los brotes porque suele haber

mayor carencia de agua y minerales.

A pesar de que ofros compuestos cumplen algunas de las
caracteristicas que hemos citado no se consideran hormonas. Asi, los
iones inorgdnicos como el Ca?*y el K* pueden causar respuestas
fisioldgicas en las plantas y ser fraslocados, aungque no son
sintetizados por éstas. Otros compuestos son sintetizados por la
planta, se traslocan y, al mismo tiempo, causan efectos importantes
sobre el metabolismo de la planta. Este es el caso de los azUcares
(sacarosa, polialcoholes, etc.), pero éstos tampoco se consideran
hormonas vegetales. Este ejemplo es extensivo a compuestos como
aminodcidos, otros azlUcares, dcidos orgdnicos y ofros metabolitos,

gue suelen estar presentes en las plantas y suelen inducir respuestas
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en concentraciones que oscilan enfre 1 mM y 50 mM (Salisbury y Ross,
1992).

1.1.2. Reguladores del desarrollo no hormonales

Existen otros compuestos que pueden afectar directamente all
control de los procesos hormonales y que, sin embargo, fienen
medios de actuacion diferentes a las hormonas porque, por ejemplo,
requieren concentraciones mucho mds altas. Estamos hablando de
compuestos como brasinosteroides, jasmonatos, salicilatos vy
poliaminas. Todos ellos poseen capacidad para actuar como
potentes reguladores del crecimiento, aunque no se consideran
hormonas (Chanda et al, 1998; Dominguez y Edwards 1998; Stahl et
al, 1999; Maas, 1999; Rajasekaran y Blake 1999; Kintzios vy
Lymperopoulos, 2000).

Los brasinosteroides influyen en la elongacién de los tallos,
inhiben el crecimiento radicular y promueven la sintesis de etileno vy la
epinastia (Salisbury y Ross, 1992). Por ofro lado, los salicilatos son
intermedios de las respuestas a los ataques de patdgenos, asi como
de la produccién de proteinas de respuesta (PR). También
incrementan la longevidad de las flores, inhiben la sintesis del etileno,
la germinacion de semillas y, al mismo tiempo, bloquean las
respuestas a heridas. Los jasmonatos inhiben procesos de crecimiento
y germinaciéon, promueven la senescencia, la abscision, la
maduraciéon de frutos, etc. y también inducen la sintesis de

proteinasas durante procesos de ataques patogénicos.

Por ultimo, se encuentran las poliaminas, las cuales afectan

principalmente a procesos de crecimiento y division celular. De ellas
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que trataremos mds detalladamente en apartados sucesivos (Arteca,
1996; Salisbury y Ross, 1992; Evans y Malmberg, 1989).

Actualmente la investigacién de la aplicacién de reguladores
de crecimiento en el campo se centra en la bUsqueda de nuevos
compuestos naturales o en la obtencién de compuestos naturales
modificados quimicamente. De este modo se evitan los problemas
que conlleva el uso de hormonas vegetales. En contrapartida surge
una nueva polémica debido a la baja actividad reguladora de
crecimiento de estos nuevos compuestos, ya que es necesario usarlos
en dosis muy elevadas, cosa que no es deseable por razones
ecolégicas (Karanov et al, 1995). En este aspecto recientemente se
han estudiado las propiedades reguladoras de compuestos naturales
como el ergosterol y el isoergosterol. Introduciendo pequenas
modificaciones en su estructura puede inducir la sintesis de
betacianinas y, al mismo tiempo, emular una actividad similar a las
citoquininas. De hecho, estos compuestos estimulan la sintesis de
betacianinas en dicotileddneas, aumentan la retencion de clorofila
Jretrasando la senescencia de pldntulas) e inducen el crecimiento en

cotiledones aislados (Karanov et al, 1995).

1.1.3. Papel de los dcidos carboxilicos como reguladores del

desarrollo

Entre ofros compuestos de origen natural con propiedades
reguladoras de crecimiento o bioestimulantes se encuentran los
aminodcidos y los dcidos carboxilicos de cadena corta (Stutte, 1990;

Cortellini y Maini, 1994; Munoz 1994; Alexieva, 1994). De estos Ultimos
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existen pocos estudios relativos a sus propiedades como reguladores
de crecimiento. Sin embargo, hay evidencias suficientes como para
afirmar que son compuestos con alto potencial regulador vy

bioestimulante.

Como hemos visto, algunas de las propiedades de los
reguladores de crecimiento se basan en modificar funciones bdsicas
del metabolismo, tales como los transportes de nutrientes y
carbohidratos, la asimilacion de nutrientes y, en definitiva, la

fenologia del crecimiento de las plantas.

Stutte (1990) demostrd que es posible incrementar la tasa de
absorcidon de agua en plantas de algoddén mediante aplicaciones de
dcidos polihidroxicarboxilicos. Al mismo tfiempo, estos dcidos
producen incrementos en la absorcion de P, Ca, Ky Mg, aumentado
la acumulacidon de materia seca en los cultivos tratados, que,
addemds, muestran una mayor tolerancia a condiciones de estrés.
Clark (1992) y Guo et al (1993) mostraron que las aplicaciones del
dcido trinidroxiglutdrico aumentaban las tasas de polioles circulantes
en hojas y tallos de algoddn y esto, posiblemente, se debia al

incremento de la tasa fotosintética observada.

Los dcidos carboxilicos también muestran cierta capacidad
para modular la respuesta a patdgenos. Muioz (1994) realizd una
experiencia en la que hizo aplicaciones sucesivas de dcidos
carboxilicos en un cultivo de algoddén, del cual se conocia que
anualmente era atacado por plagas endémicas de mosca blanca
(Bermisia tabaci (Genn.) tipo B); los resultados mostraron que las
plantas que habian sido ftratadas presentaban reducciones

poblacionales de mosca significativas.
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Stutte (1990) mostrd el efecto del dcido trinidroxiglutdrico
(TOG) sobre el ciclo de las pentosas fosfato. Las aplicaciones de TOG
provocan una estimulacién del ciclo de las pentosas fosfato, lo que
puede repercutir en un aumento de poder reductor (NADPH) y de la
sintesis  eritrosa 4-fosfato, ambos componentes esenciales en la
sintesis del polimero lignina (Salisbury y Ross, 1992), isoprenoides vy

fitoalexinas de origen fendlico y terpenoide (Taiz y Zeiger, 1991).

Munoz (1994) estudié el efecto de los dcidos dicarboxilicos
sobre la toma de nutrientes en cultivos de algodén en campo. El
dcido ftrihidroxiglutdrico incrementa la tasa de asimilacion de
nufrientes cuando se aplica conjuntamente al suelo y a las hojas.
También induce un crecimiento mds rdpido y una mayor
diferenciacién celular, promoviendo una mayor cantidad de flores y
bellotas en plantas de algoddén. Un afo mds tarde, Munoz (1995)
mostré que las aplicaciones combinadas del dcido trinidroxiglutdrico
junto con nitrato potdsico via foliar inducian un aumento en todos los
contenidos minerales foliares en un cultivo de algodén, provocando

un incremento de la cosecha.

A partir del ano 1995 aparecieron nuevas publicaciones
relacionadas con el uso de ofros dcidos carboxilicos como el
monoetiléster del dcido itacdnico, el monoeftiléster del dcido

succinico y el monoetiléster del dcido adipico.

Mediante el uso de los monoetilésteres del dcido itacdnico y
el dcido adipico es posible incrementar la superficie foliar en plantas
de cebada (Alexieva vy Karanov, 1987a). Ademds, dichos
compuestos afectan a la capacidad fotosintética de las hojas, asi
como a la apertura estomdtica en cultivos de cana de azicar

(Kudrev y Petrova, 1975), soja (Georgiev y Karanov, 1989) y maiz
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(Georgiev et al, 1991). Estos acidos incrementan la tasa fotosintética
y actlan como antitranspirantes, aumentando la actividad 1,5-
bifosfato ribulosa carboxilasa (Rubisco) en plantas de soja (Velichov
et al, 1989). Todorov et al (1992) demostraron en maiz, que entre los
monoésteres etilicos de los dcidos itacdnico, succinico y adipico, este
Ultimo poseia los mayores efectos en el retraso de la senescencia de
hojas, inhibiendo la clorofilasa e incrementando la concentracion
foliar de clorofila, igualmente se inducia un aumento en la
concentracion foliar de proteina, se reducia la actividad peroxidasa

y se aumentaba el uso eficiente del agua.

Los efectos que ejercen los dcidos dicarboxilicos sobre el
metabolismo de plantas de maiz, soja y trigo parecen centrarse en la
capacidad para retrasar la senescencia de estos cultivos, mejorando
el crecimiento y aumentando la absorcidon de nutrientes. En este
sentido, Todorov y Karanov (1995) demostraron que el dcido adipico
aplicado en dosis de 1250 ppm reduce la ratio raiz/brotes. A pesar de
qgue la mayoria de los esteres etilicos de dcidos dicarboxilicos
incrementan la asimilacion de N, P y K, el monoéster del dcido
adipico no parece afectar a la asimilacién de estos minerales en

plantas de maiz tratadas (Todorov y Karanov, 1995).

Un aspecto mds agrondmico del uso del dcido adipico en
cultivos de campo fue estudiado por Munoz (1997). El uso de este
dcido influye notablemente sobre los rendimientos de cosechas de
meldén, melocotdn y tomate de industria y en la calidad de fruto de
manzana y tomate, mejora los contenidos en azdcares, aumenta la

vida post-cosecha y reduce la presencia de fisiopatias en los frutos.

Otro aspecto destacable de los dcidos carboxilicos alifdticos

es la capacidad de actuar como compuestos anfimicrobianos, sin
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embargo, este efecto todavia no ha sido muy estudiado. Respecto a
los &cidos carboxilicos aromdticos, es decir, dcidos fendlicos del tipo
ferllico, cafeico, clorogénico, hridroxicindmico, cumdrico, etc., si
existen datos sobre su capacidad fungitdxica (Dixon et al, 1983). En
ensayos in vitro se ha podido demostrar que una solucién de dcidos
fendlicos inhibe el crecimiento de hongos fitopatdégenos (Prego et al
1997). Existen ofros trabajos en los que se ha demostrado la
efectividad de diferentes dcidos carboxilicos en la inhibicién del
crecimiento de nemdtodos (Djian et al, 1994). La toxicidad de los
dcidos carboxilicos frente a nemdtodos es superior en dcidos
aliféticos respecto a la de los dcidos aromdaticos, al mismo tiempo el
pH afecta decisivamente a la efectividad como nematocidas de los
dcidos carboxilicos, siendo superior cuanto menor es el grado de
ionizacién de los dacidos. Posiblemente debido a este efecto, los
ésteres efilicos y metilicos, en mayor medida, se muestran muy
efectivos como nematocidas, independientemente del pH, ya que su
nula capacidad para ionizarse les facilita la entrada a fravés de las
membranas de los nemdtodos (Djian et al, 1994). La presencia de
insaturaciones con una conformacién frans resulta tener una mayor
capacidad nematocida que cuando se trata de conformaciones cis
o de dcidos saturados, posiblemente debido a la esteroespecificidad
de las esterasas muy abundantes en las membranas de los
nemdatodos (Djian et al, 1994). Los dcidos dicarboxilicos se muestran
mds activos como nematocidas que los monocarboxilicos, sin que
afecte mucho el nimero de carbonos que conforman la cadena
adlifdtica del dcido carboxiico. Todo parece indicar que la
capacidad de penetraciéon de los dcidos a través de la membranas

de los gusanos es fundamental para manifestar una actividad toxica.
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La capacidad téxica se reduce cuando se utilizan derivados

hidroxilados o muy polares (MclLaren et al, 1987; Wright, 1987).

Algunos dcidos carboxilicos no ionizables presentan

propiedades téxicas frente a bacterias.

Aungue se ha demostrado la especificidad de los dcidos
carboxilicos por diferentes especies microbianas, existen derivados
como el bis(carbometoximetil)adipato, que presenta un cardcter
anfimicrobiano generalizado frente a mohos, levaduras y bacterias,

tfanto gram-positivo como gram-negativo (Bailey et al, 1988).

Sin entrar en el amplio metabolismo que los d&cidos
carboxilicos juegan en las plantas, podemos citar una de las
propiedades de estos dcidos como respuesta de defensa frente a
estreses hidricos. Timpa et al (1986) demostraron que la deficiencia
hidrica provoca una acumulaciéon de carbohidratos acompanada
por una hidrdlisis en las reservas de almidén de la planta, en un
intento de aumentar la presién osmadtica y aumentar la retencion del
agua reduciendo la transpiracion estomdtica (Eatos y Ergle, 1948;
Eatos, 1955). Al mismo tiempo, los estreses hidricos provocan un
aumento en la concentracion de dcidos dicarboxilicos vy
tricarboxilicos procedentes del ciclo de Krebs, dcidos mdlico, oxdlico
y citrico, posiblemente como consecuencia de un aumento de la

respiracion mitocondrial (Eatos et al, 1949).
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1.1.4. Papel de las poliaminas como reguladores del desarrollo

Otro campo de investigaciéon que estd mas extendido es el
estudio de las aminas y poliaminas como reguladores de
crecimiento. La mayoria de estos estudios se basan en las funciones
que las poliaminas fienen en el metabolismo vegetal. Las poliaminas
vegetales enddégenas que mds se conocen son: la putresceina, la
espermidina, la espermina y la cadaverina. Las poliaminas pueden
unirse a los dcidos nucléicos debido a su naturaleza catidnica y de
esta forma modificar su expresidén (Flink y Pettijohn, 1975). También
pueden actuar como mensajeros secundarios en procesos de

senalizacién hormonal (Davies, 1987; Galston, 1983).

La actividad de las poliaminas en las plantas puede llevarse a
cabo en forma catidnica individual o formando conjugados con
compuestos fendlicos, como la hidroxicinamoilputresceina, la
cafeoilespermidina, la feruloilputresceina, etc. (Evans y Malmberg,
1989). Su participacion en el metabolismo de las plantas estd
regulada por la actividad de enzimas degradativas de poliaminas,
gue se conocen como poliaminas oxidasas (PAQO). Es importante
destacar que tanto la espermidina, como la  espermina, por
mediacién de la PAQO, se transforman en diaminopropano, que es el
compuesto precursor de la sintesis de la alanina (Evans y Malmberg,
1989). Generalizando, las poliaminas intervienen activamente en
procesos de division celular, embriogénesis, iniciacién floral, desarrollo
de los frutos, procesos de senescencia (Evans y Malmberg, 1989;
Smith 1985) y, en colaboracién con compuestos homonales, como
parte de la cadena de trasmision de senal (Bagni, 1966). La

putresceina y la espermidina son precursores de la sintesis del etileno
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por mediacién de la S-adenosin metionina descarboxilasa que, por
descarboxilacién, sintetiza S-adenosin metionina (SAM), precursor del

dcido T-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y del etileno.

Actualmente se sabe que las poliaminas se sintetizan en las
plantas como respuesta al estrés. Algunos autores afirman que la
sintesis de putresceina tiene por objeto proteger a la planta del estrés
(Hiatt y Malmberg, 1988). Los principales factores de estrés que
inducen la sintesis de poliaminas son: las carencias nutricionales de
K+, Mg?* y SO+ (Richards y Coleman, 1952; Smith, 1985; LeRedulier y
Goas, 1975), los metales pesados (Weinstein et al, 1986), la reduccién
de furgencia en hojas y las bajas o altas temperaturas (Slocum et al,
1984).

Oftra fuente importante de estrés que puede inducir la sintesis
enddgena de poliaminas son los danos producidos por el ozono (Bors
et al, 1989). Los principales problemas que genera el ozono proceden
del aumento de radicales oxidantes en las plantas. Algunos estudios
muestran que las aplicaciones exdégenas de poliaminas pueden
suprimir los danos producidos por el ozono en plantas de tomate.
Bors et al (1989) demostraron que la aplicacién de poliaminas en la
raiz de plantas de tomate reducia la necrosis producida por el ozono

en las hojas.

Los principales compuestos poliaminicos que se inducen por
estreses oxidativos son conjugados entre dcidos fendlicos vy
poliaminas, como es el caso de la cafeoilputresceina. La capacidad
protectora de las poliaminas aplicadas exdgenamente frente al
ozono se debe a la induccidon de la sintesis de estos conjugados
poliamina-fenol, aunque no queda clara la forma en la que se

producen las reacciones en el interior celular. Por un lado, las
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poliaminas, en forma libre o conjugada, se unen fuertemente a los
dcidos nucleicos y parece ser que ejercen un papel protector a nivel
franscripcional. De forma similar, las poliaminas se unen a lipidos de

membrana proporcionando la proteccidn de los mismos.

Las poliaminas libres apenas tienen capacidad para
reaccionar con los radicales libres generados por estreses,
especialmente el ozono, por tanto, no son capaces de detoxificarlos.
Por el contrario los conjugados fenol-poliamina si poseen una
elevada capacidad para reaccionar con los radicales libres. Los
compuestos fendlicos en las plantas tienen limitados sus movimientos,
ya que representan un téxico para la propia célula. Sin embargo, los
conjugados con poliaminas son estables en la célula y no producen
ninguna toxicidad para la planta. Debido a la elevada reactividad
de los radicales que se generan por diferentes estreses, es necesario
que aqguellos detoxificantes capaces de eliminarlos estén fisicamente
préoximos en la célula. La mayoria de los radicales se producen en la
capa acuosa que rodea a las células del mesdfilo y en las paredes
celulares asociadas al plasmalema. En esta zona se ha encontrado
que las poliaminas estdn asociadas a la pared celular y a las
membranas en estado libre, como conjugados con dcido
hidroxicindmico, o incluso unidas a la fraccién péctica (judia). Todo
parece apuntar a que los conjugados poliamina-fenol protegen a las
membranas celulares de la lipoperoxidacién, de modo que aseguran

la estabilidad de la membrana (Bors et al, 1989).

Las poliaminas no son faciimente transportables a lo largo de
la planta. Algunos estudios demuestran que el efecto producido en

las hojas por las poliaminas aplicadas a la raiz, se debia mds a la
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induccién de la sintesis de poliaminas enddgenas que al propio

transporte de las poliaminas exdégenas aplicadas a la raiz.

Las poliaminas son compuestos que generalmente estdn
protonados a pH fisiolégico, esto, acompanado de su capacidad
para unirse a membranas y paredes celulares, hace pensar que su
tfransporte a lo largo de la planta es mds bién limitado (Young vy
Kauss, 1983). Sin embargo, estudios con marcaoje radiactivo
demostraron que existe un transporte de putresceina y espermidina
entre pétalos, raices y tallos (Young y Galston, 1983). Otros estudios
demostraron que existe un flujo de poliaminas en exudados
xilemdticos y en savia floemdtica. La acumulacién de putresceina en
hojas bajo condiciones de estrés salino se debe a un transporte
xilemdtico de poliaminas radiculares (Friedman et al, 1986). La
capacidad de transporte de las poliaminas depende, entre otros
factores, del grado de aminacién del compuesto (Cheng y Kao,
1983), asi pues la diaminopopano y la espermidina tienen mds

movilidad que la espermina.

Las poliaminas participan activamente en los procesos de
senescencia. La mayoria de estos procesos afectan a la estabilidad
del aparato fotosintético y a las propiedades de los cloroplastos
(Dodge, 1970; Thomas, 1975). Algunos estudios demuestran que las
citoquininas pueden retrasar la pérdida de proteinas, pigmentos
fotosintéticos y preservar la estructura de los cloroplastos y de la
cadena de transporte electrénico (Galston et al, 1978). Un efecto
similar se ha observado con el uso de poliaminas exdgenas, ya que
éstas pueden retrasar la senescencia de protoplastos aislados de
hojas (Galston et al, 1978). Del mismo modo, se ha observado que

algunos cationes divalentes inorgdnicos como el calcio y el
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magnesio retrasan la degradacion de estructuras protéicas vy
estabilizan las membranas de cloroplastos y bacterias (Harold, 1964;
Tabor, 1962; Cohen vy Zalik, 1978). Hoy se sabe que las poliaminas,
debido a su naturaleza catidnica, pueden simular, en parte, las
propiedades de estos cationes inorgdnicos en sus funciones de
retraso de la senescencia en sistemas in vitro (Cohen vy Zalik, 1978),
aungue esto entra en contradiccidn con su estado de protonacion a

pHs fisioldgicos.

La pérdida de la actividad fotosintética en procesos de
senescencia inducidos por oscuridad permanente pasa por unad
degradaciéon de los anclajes protéicos que sujetan a la clorofila a las
membranas de los tilacoides. Cohen et al (1979) demostraron que los
fratamientos sobre plantas con soluciones acuosas de poliaminas
afectan a la degradacion de la clorofila, a la ultraestructura de los
cloroplastos y a la actividad fotoquimica de discos de hojas de
cebada, debido a que las poliaminas mantienen las proteinas y la
clorofila, impidiendo la pérdida de los anclajes protéicos de la

clorofila y alargando asi la estabilidad de los complejos fotosintéticos.

La espermiding, la espermina y la diaminopropano retrasan los
procesos de senescencia en oscuridad en hojas escindidas, pero en
presencia de luz todas promueven la degradacién de la clorofila.
Esta degradacién se revierte con un aporte suficiente de potasio a
los cloroplastos y también por la aplicacién de inhibidores de la
sintesis enddgena de poliaminas (Cheng et al, 1984). Estudios
posteriores demostraron que para degradar de la clorofila en
presencia de luz se requeria la conversidn de la espermidina y de la
espermina en diaminopropano (Cheng et al, 1984). Si se utiliza una

dosis muy superior a las que suelen presentan las poliaminas




INTRODUCCION 22

enddégenas (>50 mM) se produce una excesiva rigidez de la
membrana celular y se inhibe el influjo de K* y el eflujo de H* desde
los cloroplastos (Agazio et al, 1988) Posiblemente por este motivo se
provoca la degradacién de la clorofila en presencia de luz. Agazio et
al (1988) estudiaron que existe una dependencia entre los efectos de
retraso de la senecencia mediante el uso de poliaminas exdégenas y

la concentraciéon de poliaminas utilizadas.

Recientemente Zehleva y Karanov (1994), demostraron la
relacion directa entre las aplicaciones exdgenas con poliaminas a
una concentracién de 1 mM, y el incremento enddgeno de los
niveles de poliaminas, especialmente de la fraccién soluble extraida
con dcido tricloroacético (TCA). En estos trabajos se esclarece el
papel protector de las poliaminas espermidina, espermina vy
putresceina frente a aplicaciones exdgenas con antrazina. El
mecanismo de proteccion frente a la antrazina pasa por un
incremento del crecimiento, un aumento de los conftenidos de
clorofila y proteinas solubles, un incremento en la sintesis de novo de
proteinas, un aumento del intercambio gaseoso y un incremento en

la actividad fotoquimica del fotosistema ll.

Las aplicaciones de poliaminas exdgenas tienen un efecto
directo en el retraso de la senescencia debido principalmente a dos
mecanismos. Primero, incrementan la concentracién del conjunto de
poliaminas enddgenas y, segundo, inhiben la conversién del ACC en
etileno y se retrasa la sintesis de etileno (Apelbaum et al, 1981;
Apelbaum et al, 1985). Estas aplicaciones también provocan la
inhibicion de RNAsas y proteasas de un modo similar a como lo
hacen las citoquininas aplicadas exdgenamente. Las dosis de

poliaminas empleadas para conseguir este efecto son 100 veces
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superiores a las que se usan con las citoquininas (10 mM para

poliaminas, frente a 0.1 mM para citoquininas).

También se sabe que la putresceina estimula el crecimiento
radicular generando un mayor nimero de raices adventicias en
achicorias (Bais et al, 1999). El efecto que estas aminas ejercen en las
raices facilita el tfransporte de oxigeno y metabolitos a través de las
membranas mitocondriales y membranas simbidticas en nddulos de

Galea orientalis (Vassileva y Ignatov, 1999).

Ofro aspecto importante de las poliaminas es el papel que
juegan en el metabolismo de hongos fitopatdgenos. Evans vy
Malmberg (1989) describieron una serie de compuestos que son
inhibidores de la sintesis de poliominas, tales como el a-
difluorometilornitina (DFMO) y a-difluorometilarginina (DFMA). Rajam
et al (1985) y West y Wallter (1988) demostraron que los inhibidores de
la sintesis de poliaminas como el DFMO pueden controlar el desarrollo
de hongos biotrépicos. Las poliaminas son imprescindibles para el
metabolismo de los hongos y la imposibilidad de sintetizarlas produce
la muerte del mismo. Una alternativa utilizada para inhibir la sintesis
de poliaminas fungicas es la aplicaciéon de andlogos de poliaminas
(Porter y Sufrin, 1986). Foster y Walters (1993) demostraron que la
cetoputresceina, un andlogo de la putresceina, poseia propiedades
fungicidas. Mds adelante, Havis et al (1994) comprobaron que otro
andlogo de la putresceina, el (E)-1,4-diaminobut-2-eno (E-BED) es
capaz de controlar cinco patdgenos tipicos de cosechas, Erysine
graminis DC fs.p. hordei Marchal, Uromyces viciae-fabae (Pers.)
Schroet, Botrytis fabae Sardina, Podosphaera leucotricha (Ell. & Ev.)
Salm. y la Phytophthora infestans (Mont) De Bary. Fundamentalmente

los andlogos de poliamimnas aplicados sobre cultivos de hongos
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alteran la biosintesis de las poliaminas de hongos lo que pone de
manifiesto su cardcter funguicida. La actividad funguicida se
manifiesta mediante la acumulacién excesiva de putresceina
(isdbmero E-BED), por inhibicidon de la sintesis de espermidina (isdbmero
Z-BED) o bien por inactivacion de la enzima @S-
adenosilmetionindescarboxilasa (AdoMetDC). Esta alteracion tfiene
un cardcter funguicida, lo que implica que algunas poliaminas
pueden utilizarse para el control alternativo de enfermedades tipicas
de los cultivos como mildius y podredumbres de frutos (Havis et al,
1994q).

Las aminas ciclicas también poseen capacidad para inhibir el
crecimiento de hongos que causan podredumbres y mildius (Havis et
al, 1997). El mecanismo por el que logran reducir el crecimiento de los
hongos no se conoce del todo, pero se sabe que las poliaminas
ciclicas afectan al metabolismo de las aminas enddgenas del hongo.
Estas aminas no son capaces de inhibir las enzimas que estdn
implicadas en la sintesis de las poliaminas fungicas, pero, no
obstante, reducen los niveles de putresceina y esperminag, y apendas
afectan al metabolismo de la espermidina. Donde si parecen actuar
es en el proceso de reciclaje de las poliaminas, impidiendo su

catabolismo (Bitonti, 1985).

En lo referente al trabajo que se desarrollard en los apartados
siguientes, los procesos metabdlicos de las poliaminas que mds nos
inferesan son aquellos que afectan a las repuestas vegetales cuando
se hacen aplicaciones externas de poliaminas, especialmente en
relacion a los procesos de senescencia, procesos oxidativos vy
estimulacién del crecimiento, asi como las relaciones entre las

poliaminas y el metabolismo de hongos.
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1.2. Mecanismos de defensa de plantas que se desencadenan

durante ataques patogénicos

1.2.1. Comentarios generales

Las plantas superiores estdn expuestas al ataque de un gran
numero de microorganismos. Sin embargo, la mayoria de ellos son
incapaces de atacar con éxito a las plantas debido a los

mecanismos de defensa que éstas poseen.

Actualmente existen muchos estudios acerca de los
mecanismos que actiuan en la interaccion planta-patdgeno, pero
aln guedan muchos pasos metabdlicos por desculbrir, sobre todo, en
lo referente al metabolismo intracelular y a la interaccion a nivel de

tejido o superficie celular.

Se han realizado innumerables trabajos sobre la induccion de
sistemas de defensa en células vegetales (Howell et al 2000;
Bavaresco et al, 2000), pero no se conoce todo el mecanismo
debido a las numerosas variables que intervienen en esta
interaccién, variables que dependen del tipo de patdégeno y de la
variedad de la planta enfre ofros muchos factores. Las plantas
sometidas a situaciones desfavorables desencadenan una serie de
mecanismos que pueden ser incluidos como reacciones ante el
estrés (Mahboobi et al, 2000; Smith et al 2000; Blok et al, 2000). En el
presente trabajo se prestard especial atencidén a las acciones que se
desencadenan cuando se produce una ataque por hongos. Las

respuestas frente a hongos son variables y especificas de variedades,
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familias o razas. Sin embargo, también existen respuestas de defensa
generales que se activan de modo muy similar sea cual sea el

agente estresante.

En casi todos los mecanismos de defensa participa de alguna
manera la pared celular (McNeil et al, 1984). Esta constituye la
primera barrera fisica contra el ataque de microorganismos, ya que
sUs poros son demasiado pequenos para poder permitir incluso el
paso de virus. Por tanto, los patégenos se ven obligados a degradar
la pared celular para poder entrar en la célula vegetal. Esto implica
la participacion de distintas enzimas especificas y de una gran

variedad de componentes presentes en la propia pared.

Las paredes celulares presentan modificaciones estructurales
en respuesta a las infecciones. Estas modificaciones, que aumentan
su resistencia a los microorganismos, afectan tanto a los polisacdridos
como a los componentes no glucidicos de la pared (Hahn et al,
1989). Entre ellas cabe destacar la lignificacién, la acumulacion de
proteina rica en hidroxiprolina y los depdsitos de calosa. Estos
procesos se desencadenan mediante senales originadas en las
primeras fases de la interaccidén microorganismo-huésped, dando
lugar al aumento de la sintesis de los distinftos componentes. Al menos
en el caso de la lignificacion y de las proteinas ricas en hidroxiprolina,

la activacion tiene lugar a nivel de expresion génica.

La pared celular también participa en la induccidon de
mecanismos por los que se ponen en marcha las defensas activas
(Grisebach y Bdrner, 1982). Uno de los mecanismos por los que las
plantas resisten a la invasién de microorganismos es la acumulacion
de fitoalexinas en el lugar de la infeccién. Las fitoalexinas son

compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular, que se
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sintetizan y acumulan en las plantas después de la exposicion a
microorganismos. Ni las fitoalexinas ni las enzimas que las sintetizan
aparecen de modo significativo en plantas sanas, sintetizdndose de
novo cuando las plantas se someten a estrés (patdgenos u otras
condiciones ambientales adversas), aunque si pueden estar
presentes sus precursores mds directos. La produccidn de fitoalexinas
se inicia por la accién de factores conocidos como elicitores, que
pueden ser tanto exdgenos, producidos por los patdégenos, como
enddgenos, producidos por las plantas. Entre los distintos tipos de
elicitores mds conocidos, cabe destacar a los oligosacdridos que
proceden de las paredes celulares de hongos patdégenos o de las
células huésped. Estos elicitores reciben el nombre de oligosacarinas.
La figura 1 muestra un esquema de la mediacion de la pared celular

en larespuesta a elicitores.

8 Respuestas
Receptor de de defensa
elicitores _ .

LOX

PUFAs
PUFAS ___ = metabolitos

PIPs Ca’"
PK

Membranas del Sefales respuestas
huésped intfracelulares

ﬁ

Amplificacion de la sefial

Figura 1. Efectos moleculares en el dmbito de metabolismo
secundario, desencadenados por elicitores de diversa procedencia,
en el transcurso de la interaccién planta-patdégeno. AE: variaciones
en el potencial de membrana, PUFAs: acidos grasos poliinsaturados,

PIPs: fosfoinositdlidos, PK: protein quinasas, LOX : lipoxigenasasa.
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Los mecanismos activados en procesos de infeccion fungica
ademds de afectar a la pared celular, producen cambios
citoplasmdtico, mediante una cadena de transduccidn de seial que
se amplifica y tiene por funcién inducir repuestas de defensa en la
célula atacada y en las de alrededor. Los cambios dentro de la
célula consisten en sintesis de enzimas proteoliticos, de fitoalexinas y

la respuesta hipersensible.

Como Ultima generalizacion se puede decir que la reaccién
de la planta frente al patdégeno es compatible cuando ésta es
susceptible y el patdégeno virulento. Si por el contrario la planta es
resistente y el patdégeno avirulento se dice que la reaccién es

incompatible (Alfano y Collmer, 1996).

Para una mejor comprensidon de los procesos que afectan ala
interaccién planta-patégeno, describiremos los principales efectos
que se desencadenan en las plantas y en los hongos cuando se

produce un ataque patogénico por hongos.

1.2.2. Mecanismos fingicos en interacciones planta-hongo

El proceso infectivo de los hongos sigue una serie de etapas
que se denominan patogénesis, durante la cual los patdégenos
solapan sus ciclos vitales con los de la planta (Roberts y Boothroyd,
1984). En un sentido amplio, la patogénesis consta de una fase no-
asociativa, que incluye desde la produccién del inéculo fungico
sobre la fuente de indculo hasta el contacto de aquél con la zona

de penetracién de la planta, y de una fase asociativa, que
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comprende una serie de actividades del hongo sobre los tejidos
vegetales, que dan lugar al dano fisioldgico de éstos. (Ver ciclos

infectivos en el anexo ).

Knogge (1996) describe un modelo de interaccion planta-
hongo segun el cual la penetracidon activa del hongo se produciria a
fravés de la cuticula y la pared celular epidérmica. La cutinasa juega
un papel fundamental para la infeccidn puesto que si esta actividad
es inhibida no se produce infeccidon, aunque esto varia dependiendo
de la especie del hongo. El siguiente paso de la infeccidén es la
secrecién de toxinas para alterar la fisiologia hormonal de la planta

en beneficio del patdégeno.

Un aspecto destacable de la capacidad patogénica de los
hongos es que son los Unicos patdégenos para los que se han descrito
toxinas selectivas de huésped, conocidas como HSTs (Walton, 1996),
toxinas que provocan reacciones de compatibilidad en las células
vegetales. En general, las HSTs provocan la salida de los nutfrientes
del interior de la célula hacia el apoplasto, de modo que puedan ser
aprovechados por el hongo. Estas toxinas presentan movilidad en el
interior de la planta y tiene diversos modos de actuacion, lo que
implica un control genético de la susceptibiidad en el huésped
(Walton, 1996).

Otros procesos patogénicos llevados a cabo por los hongos
son las alteraciones del metabolismo hormonal en cuanto a
regulacion y crecimiento. Los hongos producen reguladores de
crecimiento, a veces por las mismas rutas biosintéticas que las

plantas.

El movimiento de los hongos en un tejido infectado es muy

limitado, por lo que su capacidad de alimentarse estd mds
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restringida que en los insectos. Por ello la Unica posibilidad que tiene
para mejorar la calidad de los alimentos es redirigir el micelio hacia
zonas mAs ricas. La ventaja de los hongos frente a insectos es que
éstos pueden adaptar sus necesidades alimenticias a la
disponibilidad del alimento. Por ejemplo, Polyporus verticolor puede
variar su ratio C/N desde 1600:1 hasta 4:1 en funcidn de la
disponibilidad de N (Leviy Cowling, 1969).

Algunas  fitoalexinas  pueden  ser  desactivadas vy
probablemente también catabolizadas por hongos generando
productos de menor toxicidad (Fig 2). La resistencia de los diferentes
patdgenos a estos biocidas permite hacer la clasificacién entre
cepas avirulentas y virulentas, siendo estas Ultimas capaces de
soportar grandes concentraciones de fitoalexinas. Un ejemplo de la
detoxificacion de fitoalexinas es la conversion de la faseolina a
hidrofaseolina. Esta fitoalexina es oxidada por el hongo Fusarium
solani, gque es un agente patogénico del guisante (Grisebach y Evel,
1978).

FASEOLINA
HIDROFASEOLINA

Figura 2. Desactivacion de fitoalexinas.

Otro mecanismo fungico puede ser la inhibicion de elicitores,
por factores competitivos o por inactivacion del elicitor previa a la

uniéon al sitio de accidén en las células de la planta. Esto se conoce
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como induccidn de susceptibilidad o supresidn de respuesta

hipersensible.

Aquellos patdgenos que no son capaces de detoxificar las
fitoalexinas vegetales sufren alteraciones cuando se exponen a su
actividad. Un ejemplo es el hongo Botrytis cinerea que es sensible al
resveratrol, mostrando alteraciones en el crecimiento micelar y en la
germinacién de conidios (Hoos y Blaich, 1990). Este hongo también es
sensible al pterustilboeno que produce la destruccién de los ribosomas
y de la membrana mitocondrial, del RE y del nUcleo (Pezet y Pont,
1990).

1.2.3. Mecanismos naturales desencadenados en la planta por la

infeccion de patégenos

Dada la similitud de respuestas que se producen en las plantas
cuando hay un ataque patogénico, una herida por insectos, una
herida mecdnica, una toxicidad por metales pesados, anoxias, luz
UV, etc., hay autores que clasifican todas estas respuestas como
respuestas frente al estrés. Estas respuestas poseen caracteristicas
metabdlicas similares en las plantas, aungue con matices

diferenciales (Ayres, 1992).

En general, cabe distinguir dos tipos de estreses: abidticos y
bidticos. Los primeros son provocados por factores ambientales fisicos
y/o guimicos, mientras que los bidticos son producidos por la accidn
de ofros seres vivos (agentes patogénicos, ofros vegetales, animales,

etc.).
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Si bien cada tipo de estrés desencadena unos mecanismos de
respuesta diferente, hay una respuesta que es comuin a ambos tipos
de estreses es la sintesis de compuestos fendlicos, por estimulacion de
la enzima fenilalanina amonio liasa, que responde a la luz UV y a

elicitores bidticos (Heath, 1991).

Los estreses abidticos desencadenan en las plantas procesos
de lignificacion, deposicidon de proteinas ricas en prolina, deposicidon

de calosa, efc (Liang et al, 1989).

Dentro de los estreses bidticos, las respuestas son muy variadas
dependiendo del patdébgeno, por lo que nos centraremos en los
mecanismos de respuesta de las plantas frente a hongos. Estos
mecanismos de respuesta pueden ser activos o pasivos. Los activos
inciden directamente sobre el metabolismo de la planta en contra

del hongo. Los pasivos son inhibidores del crecimiento del hongo.

Las principales respuestas de defensa de la planta implican la
acciéon de un sistema metabdlico multicomponente que incluye
mecanismos constifutivos, presentes en la planta sana antes de la
interaccidén con el patdégeno, y mecanismos inducidos, inducidos

como consecuencia de la infeccion (Isaac, 1992).

Los mecanismos constitutivos suelen ser de tipo estructural
(topologia de la superficie vegetal) como la estructura de la cuticula,
la cera epicuticular y la pared celular. Puede haber otros
mecanismos constitutivos de naturaleza quimica, como compuestos
sintetizados previamente que son aimacenados en compartimentos
celulares y se liberan durante las interacciones con patdgenos.
Algunos ejemplos son los compuestos fendlicos, el catecol, el dcido
protocatecuico, las saponinas, etc. Estos compuestos constitutivos

suelen estar implicados en las interacciones incompatibles con los
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hongos, ya que impiden que se llegue a producir una interacciéon

patogénica en toda su magnitud.

Los mecanismos inducidos estdn relacionados con la muerte
celular hipersensible, lo que implica relaciones gen a gen (patdgeno-
planta). La reaccidon se inicia con el reconocimiento de un elicitor (el
patégeno) y continla con la estimulacion de un gen de
reconocimiento que desencadena una respuesta en cascada. Las
caracteristicas generales de la muerte hipersensible incluyen un
rdpido incremento oxidativo, un flujo idnico caracterizado por
intercambio K*/H*, una descompartimentalizacién celular (liberacién
de sustancias), reforzamiento de pared celular, produccidén de
fitoalexinas e induccidn de proteinas de defensa como glucanasas y
quitinasas (proteinas en general con altos contenidos en cisteina y

con cardcter antifungico).

Las defensas activas se han clasificado en tres grupos de
repuestas. Un primer grupo se localiza en las células que
directamente han sido atacadas por el patdégeno. Este tipo de
respuestas abarca el reconocimiento directo de moléculas
senalizadoras de patdégenos que suelen ser fundamentales para su
patogeneicidad. El resulfado de estas respuestas suele ser la muerte
celular programada también conocida por algunos autores como
respuesta hipersensible (HR). El segundo grupo de respuestas afecta
a las células que rodean la zona de la infeccidn, y estd provocada
por una senal inducida por moléculas difusibles, denominadas
elicitores (Hutchison et al, 1995; Rich et al, 1977; Dawson y Hiff, 1992).
El Ultimo grupo de respuestas se conoce como repuesta sistémica

adquirida (SAR). Esta se produce a largas distancias en la planta y
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puede llegar a tener cardcter residual (Delaney et al, 1994; Rhodes et

al, 1996; Sanchez-Casas y Klessig, 1994).

La respuesta hipersensible es una de las respuestas mds
comunes al ataque de hongos, bacterias y virus. Es una respuesta
rdpida vy localizada, producida por microorganismos avirulentos. Esta
respuesta estd asociada con reacciones locales y sistémicas (SAR)
que estdn mediadas por la deposicidn de callosa, la lignificacién, la
sintesis de proteinas ricas en hidroxiprolina y prolina y la sintesis de
quitinasas, glucanasas y fitoalexinas. Todos estos procesos, cuando se
producen de modo sistémico, estdin mediados por el dcido salicilico

o por ofro mensajero de senales de defensa (Malamy et al, 1990).

La muerte celular programada es relativamente rdpida ya
qgue normalmente dura menos de é h. Las primeras manifestaciones
se producen en las membranas celulares. En menos de una hora tras
la infeccién de un patdégeno, comienza a producirse la peroxidacion
lipidica, un eflujo de K* y un influjo de Ca?*. Esto produce la
despolarizacidén de la membrana y el desencadenamiento de los
procesos oxidativos. Al mismo tiempo, se producen cambios
morfolégicos en la célula, como la vacuolizacién del citoplasma, la
degradaciéon del RNA vy la activacidon de endonucleasas, que

producen la fragmentacion del DNA cromosémico.

La respuesta sistémica adquirida (SAR) se produce a largo
plazo en las plantas y se extiende a la totalidad de los tejidos de las
mismas. Esta respuesta puede tener incluso efectos residuales de
modo que la planta sea capaz de responder mds rdpidamente a
ataques similares que se hayan producido anteriormente (Stitcher et
al, 1997). La repuesta SAR puede ser inducida por compuestos

inorgdnicos (Gottstein y Kuc, 1989; Reuveni et al, 1994; Walters y
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Murray, 1992), por compuestos sintéticos como el propenazol
(Sekizawa y Mase, 1980) y también por compuestos orgdnicos como

dcidos grasos, dcido jasmodnico y dcido salicilico, etc.

Como se comprueba las respuestas de las plantas al ataque
de patdgenos son muy variadas, sin embargo, se pueden generalizar
puesto que los principales mecanismos implicados en la resistencia
sistémica adquirida son la creacién de barreras estructurales como la
lignificacién (Mérschbacher et al, 1990), la sintesis de proteinas de
defensa (PR) (Stifcher et al, 1997) y la acumulacién de compuestos
fendlicos (Candela et al, 1995; Redman et al, 1999; Bowers y Locke,
2000).

La transmision de la senal de respuesta a un ataque en el
tejido vegetal pasa por la respuesta a un elicitor, lo que requiere una
cadena de trasmision de senal hasta la expresidon de un gen. Algunos
ejemplos son: la sacarosa, que actia de mensajero secundario en la
estimulacion de la CHS-A de Petunia; el glutatién, que induce
fitoalexinas en guisante a concenfraciones muy bajas (0,1 a 0,01 mM)
y el Ca y el cAMP implicados en la elicitaciéon intracelular de la

sintesis de fitoalexinas (Zook et al, 1987).

Una caracteristica diferencial de las infecciones fungicas es
que son de naturaleza sistémica porque afectan a procesos

sistémicos como el movimiento del agua o el transporte del floema.

La generacién de senales sistémicas suelen implicar caidas en
el potencial de membrana. Por ejemplo, los oligogalacturdnidos
provocan un eflujo de iones K* que hace que el pH intracelular
disminuya y que el calcio extracelular se reduzca. Estas alteraciones
pueden transmitirse entre células y ademds tiene consecuencias en

la expresion de genes de defensa (Bowles, 1992).
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Cuando se produce un ataque de un hongo a una planta
(por accion de las poligalacturonasas o de enzimas hidroliticos del
hongo), los oligosacdridos desprendidos de la rotura de la pared
celular pueden inducir repuestas de defensa en la planta de modo
localizado vy sistémico. A pesar de que el elevado peso molecular de
las oligosacarinas les impide afravesar membranas celulares, son
capaces de transmitir la senal de defensa mediante el
reconocimiento especifico por receptores de membrana (Sharp et
al, 1984). Cuando el oligosacdrido se une a un receptor de
membrana se produce un cambio conformacional que
directamente, o mediante un mecanismo de quinasas/fosfatasas,
provoca la apertura de canales de iones Ca?*, lo que produce la
entrada de iones Ca?* y la despolarizaciéon de la membrana. Esta
senal activa a muchas enzimas de pared celular. Ofro modo de
senalizacién de un ataque patogénico es la sintesis del etileno, esta
hormona puede vigjar a través de paredes y membranas celulares,

transportando de manera sistémica la senal de un ataque o herida.

Los atagues patogénicos en funcidén del desarrollo de una
infeccion a lo largo del tiempo o a lo largo de los tejidos del vegetal
producen cambios que pueden afectar a diversas funciones del
metabolismo de la planta, incluyendo la fotosintesis y el trasiego

energético del vegetal (Fig 3).
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Respuesta en el espacio

Respuesta en LOCALIZADA —  EXTENDIDA

el tiempo
A CORTO *Pérdida de tejido fotosintetico
«Pérdida de solutos
PLAZO «Funciones bdsicas afectadas
A
*Incremento neto de la tasa
MEDIO fotosintética en tejidos sanos
PLAZO « Alteracién del contenido en
materia seca
*Incremento de la
susceptibilidad al estrés
A *«Cambios en la expresion
LARGO de genes
PLAZO

Figura 3. Respuestas espacio-temporales de las plantas a los ataques

patogénicos .

Generalmente la sintesis de terpenos y polifenoles, como
consecuencia de un ataque, produce un gasto exira en el consumo
de energia de la planta, pero ésto no provoca un decaimiento en la
vitalidad de la planta, puesto que se produce a expensas de un

exceso de fotosintatos (Edwards, 1989).

Un ataque patogénico produce en la planta la pérdida de
compuestos de carbono y energia metabdlica, por tanto, la planta
debe compensar esta situacidén a través de los tejidos sanos de la
planta herida (Scholes, 1992).

Los ataques patogénicos provocan cambios importantes en
la fijacidén de materia seca y en la intercepcion de radiacion. Una
posible clasificacion de los patdégenos podria basarse en la
capacidad para afectar a la intercepcion de radiacion (IR) o en la
capacidad para afectar al uso eficiente de la radiacién (RUE), que

es la relacion entre la biomasa y la intercepcidn de la luz
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(biomasa/IR). Esto se produce en aquellos patdgenos que liberan
toxinas y que provocan la pérdida de asimilados o la reduccidén de la
furgencia y de la conductancia de la hoja. Una respuesta habitual
de las plantas es la compensacion de la pérdida de biomasa en las
partes aéreas mediante el aumento de la masa seca de las raices y
el incremento en la toma de nutrientes (Paul, 1990). Por lo tanto, la
respuesta a ataques patogénicos incluye cambios morfolégicos vy

fisioldgicos en la planta (Ayres, 1991; Danell et al, 1985).

1.2.4. Importancia de la ruta del dcido siquimico y de los compuestos

fendlicos en interacciones planta-patégeno

La participacion de los metabolitos secundarios en
mecanismos de defensa se justifica por su localizacién en los tejidos
mds importantes o vulnerables de las plantas. Estos metabolitos se
sintetizan en momentos criticos del crecimiento y se almacenan y
producen en compartimentos especiales. Un factor decisivo para
evaluar su importancia en este tipo de infteracciones planta-
patdgeno es que la sintesis de estos metabolitos se incrementa

significativamente en respuesta a un ataque.

Segun Bowles (1992) los criterios que se utilizan para considerar
a un metabolito secundario como una fitoalexina (principal expresion
de los mecanismos inducibles de respuesta en plantas) son los

siguientes:
- se deben acumular en respuesta a una infeccién,

- deben inhibir el ataque de algun patdgeno,
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- el compuesto debe acumularse en concenfraciones en las
gue sean inhibidores del crecimiento del patégeno y en dreas

cercanas al ataque,

- las variaciones en la acumulacidon de la fitoalexina deben

provocar variaciones en la resistencia de la planta, y

- la variacién de la sensibiidad de un patdégeno a una
fitoalexina debe corresponderse con la variacién de su

virulencia.

Las fitoalexinas pueden sintetizarse por varias rutas en funcién
del producto final. Su origen puede ser terpénico, poliacetiénico,
isoflavonoide o dihidrofenantreno, pudiendo combinarse las rutas de
sintesis del dcido siquimico vy la via del acetato (Grisebach et al, 1978;
Goodwin et al, 1988). La sintesis de fitoalexinas, no sélo se activa en
respuesta a interacciones con patdégenos, sino que también puede
activarse por factores de estrés abidtico. En estos casos las

fitoalexinas sintetizadas no son especificas de la interaccion.

En diferentes ensayos bioldgicos se ha comprobado la
foxicidad de las fitoalexinas, tanto en hongos (Prego et al, 1997)
como en levaduras patogénicas. Las fitoalexinas en general
interfieren en la de germinacién de esporas, en el crecimiento radial
micelar, en el crecimiento germinal o en la acumulacién de tejido

micelar en cultivos (Bailey et al, 1982).

Se ha demostrado que las fitoalexinas de origen terpenoide,
poliacetilénico e isoflavonoide son las que mayor actividad
fungitéxica poseen. Las fitoalexinas poseen propiedades tanto

fungiestdticas, como fungicidas y antibacterianas (Hahn et al, 1989).
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La sintesis de fitoalexinas estd directamente ligada a la
respuesta hipersensible (HR) que conlleva la muerte celular. Cuando
las plantas responden a una infeccidén, y en consecuencia se
produce la muerte de células, se pueden distinguir dos formas de
llevar a cabo esta muerte celular. La primera es una muerte rdpida
de células hipersensibles localizadas en el sitio de la infeccidon
durante una interaccidén incompatible entre una planta resistente y
un patdégeno avirulento. La segunda clase de muerte es oftra
reacciéon mds lenta que se da entre plantas sensibles y patdégenos
virulentos. La primera de las reacciones es la que se conoce como
respuesta hipersensible HR y la segunda como respuesta

normosensible NR.

Aungue depende del tipo de planta, en general, la sintesis de
fitoalexinas se aprecia en un margen de tiempo enfre 6 y 24 h,
produciéndose una disminucidn paulatina a tfiempos mayores.
Aungue estos datos van en funcién del estimulo que provoque la
sintesis de fitoalexinas o de la enzima PAL, la méxima acumulacion
de dcido clorogénico y PAL se da a las 24 horas, y la reduccion de la
actividad y de la concentracion del dcido se produce a las 60 horas
(Zucker, 1965).

Resulta de interés conocer segun las familias vegetales las
principales fitoalexinas que se sintetizan, asi como su origen
metabdlico. Asi pues familias de interés biolégico como las
Leguminosas poseen fitoalexinas de origen isoflavonoide. Estas
principalmente son la pisantina, medicarpina, faseolina, gliceolina,
etc. (Halbrock y Scheel, 1989). Las Solandceas presentan fitoalexinas
fenilpropanoides y sesquiterpenoides como el fituberol, risiting,

capsidiol, fituberina, la quercetfina, etc. La cruciferasas confienen
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indoles sulfurados con actividad fitoalexina como la brasining,

brasilexina, arabilexina, camalexi, etc. Por Ultimo, las Malvdceas

poseen fitoalexinas de origen naftdlico y anftaldehido, algunas de

ellas son el gosipol, hemigosipol, lacinileno, etfc.

Algunas de las fitoalexinas

conocidas son las siguientes:

Pisantina

Gliceolina

de origen flavonoide mds

HO.

Faseolina

HO. 0.

N Cumestrol
i

Quercetina

Figura 4. Fitoalexinas de origen fendlico.

Las fitoalexinas mds comunes son de origen fenilpropanoide y

tienen una base estructural comuin (Fig 5), ya que todas las derivan

del dcido siquimico (chalconas, flavanonas, flavonas, flavonoles e

isoflavonas). En ocasiones las fitoalexinas aparecen con restos de

azicares, y se sabe que en estos casos se muestran mds téxicas para

los patégenos (Hedin et al, 1988).
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GLUCOSIDO—O0O

Figura 5. Estructuras mds comunes de fitoalexinas.

La principal fitoalexina del fomate es la quercetina que puede
aparecer glucosilada en las posiciones 2 & 7 (Fig é). al igual que

sucede con el gosipol (principal fitoalexina del algoddn) (Aloni, 1987).

CH20H o

GLUCOSIL TRANSFERASA 0,
—>
/\ " OH
UDPGlucosa UDP
OH

HO o OH

Figura 6. Reaccidén de glucosilacién de una fitoalexina.

Se ha demostrado que la efectividad de este tipo de
flavonoides depende de la posicidon de los grupos hidroxilados y no
del nUmero de hidroxilos (Hedin et al, 1988). Por otro lado, se sabe
que las fitoalexinas glucosiladas son mds téxicas que las que no lo
estan. Si este azUcar es ramnosa, resulta todavia mds téxico para los
hongos (Hedin et al, 1988).
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1.2.5 Principal ruta de sintesis de flavonoides

La ruta metabdlica de sintesis de estos compuestos se conoce
como ruta del dcido siquimico, ya que es el metabolito comun del

que derivan la mayoria de compuestos fendlicos en las plantas.

La ruta biosintética que origina las fitoalexinas fenilpropanoides

es la ruta del acido siquimico (Fig 7).

RUTA METABOLICA DEL ACIDO SIQUIMICO

PEP. Eritrosa-4-P

Ac-5-deshidrosiquimico

Ac siquimico

Ac. coiismico —Ac. succinilbenzoico

Antranilato ani
f Ac. prefénico Naftoguinona

Tr
;p Ac fenilfiruvico Ac p-hidroxifenilpirivico

Triptamina
L-Phe L-Tyr Xantonas y fenoles

l

Ac trans-cinamico+«—Ac p-cumarico ¢ p-hidroxibenzoico

i Flavonoides
Ac clorogénico Cumarinas ‘C halcona
Derivados cindmicos
chalconas
flavonoles

flavononas
catequinas
antocianinas
isoflavonoides
dihidroflavonoides

Alcohol cinamico

Ligninas

Lignanos

Figura 7. Esquema simplificado de la ruta del dcido siquimico.CHI:

chalcona isomerasa; CHS: chalcona cintaza; PEP: fosfoenolpiruvato
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Como se observa en la figura 7 los precursores del dcido
siquimico son el fosfoenolpiruvato (PEP) vy la eritrosa-4-fosfato (eritrosa-
4-P) (Goodwin y Mercer, 1988). Estas dos moléculas por una serie de
condensaciones y pasos metabdlicos dan lugar al dcido siquimico.
Este sufre una serie de reacciones (transaminaciones, oxidaciones,
etc.), de modo que se forma primero el corismato y después el
prefenato que origina (en funcidén de una hidroxilaciéon en la posicidon
para del anillo) la L-Phe o la L-Tyr. Estos dos aminodcidos son los
precursores del dcido p-cumdrico. En la reaccidén de desaminacion
de los aminodcidos interviene una enzima clave en el metabolismo
de fitoalexinas, la fenilalanina amonio liasa (PAL). Diversos estudios
prueban su implicacion en procesos de formacion de fitoalexinas, asi

como en mecanismos de defensa (Campbell y Brian, 1992).

El dcido p-cumdrico es un punto de bifurcacién de la ruta, por
un lado, dard lugar al dcido transcindmico. Este dcido es el precursor
de muchos compuestos fendlicos como el alcohol sinapilico, el
coniferilico, el cafeico vy el ferllico. Todos ellos pueden dar lugar a
lignanos vy ligninas, por condensaciones oxidativas (mediadas por las
enzimas peroxidasas), generando polimeros de elevado peso
molecular. Por otro lado, el dcido p-cumdrico por condensaciéon del
HSCoA, genera cumarilCoA, molécula que sufre prenilaciones por via
ruta del acetato dando lugar a cumarinas, flavonoides, xantonas,

efc.

A partir de los flavonoides, se generan en primer lugar
chalconas por mediacidn de la enzima chalcona cintaza. En
segundo lugar por ser éstos compuestos a,B-insaturados, se producen

adiciones de Michael que dan lugar a las flavanonas y éstas, por
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mediacion de la enzima chalcona isomerasa, generan isoflavonas,

precursoras habituales de fitoalexinas.

Tanto la chalcona isomerasa como la sinfasa son enzimas muy
estudiadas en relacién con los procesos de sintesis de fitoalexinas. En
sistemas elicitados artificialmente, se ha demostrado la correlacion
existente entre la sintesis de novo de estas enzimas y el aumento de

fitoalexinas como repuesta a los mismos.

Otro de los posibles productos de esta ruta es el dcido
clorogénico. En diversos estudios se ha puesto de manifiesto su
importancia en interacciones planta-patdgeno (Perreneud, 1977;
Lindsay et al, 1992). Segin Yao et al (1995) el &cido clorogénico
puede actuar como reserva de compuestos fendlicos (fitoalexinas)
en interacciones enfre la planta de la patata y el hongo
Phytophthora infestans. En sus estudios demostraron que los niveles de
dcido clorogénico disminuian en detrimento de los compuestos
fendlicos solubles y de pared celular al producirse una infecciéon. Por
otro lado, también observaron que los niveles de dcido clorogénico
aumentan cuando se produce un dafo mecdnico (heridas,
insectos...), de modo que parte de ese dcido clorogénico puede ser
después utilizado rdpidamente para la formacidén de oftras

fitoalexinas.

1.2.6 Papel de los compuestos fendlicos en procesos oxidativos

Se sabe que los flavonoides y los dcidos fendlicos juegan un
papel muy importante en las interacciones planta-patdégeno debido,

enfre ofros motivos, a sus propiedades antioxidantes. Sin embargo,
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una faceta igualmente importante de estos compuestos es su
capacidad para eliminar radicales libres en la célula vegetal,
protegiendo a otfros orgdnulos y compuestos intermedios de ser
oxidados e inactivados (loku et al, 1995). Los estudios in vitro
realizados por loku et al (1995) mostraron la capacidad antfioxidante
de la qguercetina y sus monoglucésidos cuando en un medio de
reaccién se combinaban bicapas artificiales de fosfolipidos y un
iniciador de reacciones radicalarias (AMNVN). Uno de los principales
problemas de la existencia de radicales libres en las células
eucariotas es que los fosfolipidos son especies quimicas que se
oxidan fdcilmente, y ésto provoca la desestabilizacion de las bicapas

de las membranas celulares.

OH-+RH >+R-+H20
R-+O2>ROO-
ROO-+R1H>ROOH+R

donde Ry R son lipidos de membrana.

En los estudios realizados por loku et al (1995) se demostrd que
la presencia de quercetina en un medio oxidante evitaba la
formacion de perdxidos de fosfatidilcolina. En ese mismo trabajo se
demuestra que los glucdsidos de los flavonoides poseen una
capacidad menor para impedir la oxidacidon de fosfolipidos de

membrana.

A lo largo de los anos surgieron diferentes frabajos en los que
se ha demostrado la capacidad antfioxidante de diferentes
flavonoides (Estrada et al, 2000). Lee et al (1995) establecieron, en
orden decreciente, la capacidad antfioxidante de la luteoling,

capsaicina y quercetina en frutos de pimiento.
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Cabe destacar que uno de los mecanismos que poseen 10s
insectos para eliminar especies potencialmente prooxidantes es la
sintesis de enzimas antioxidantes tales como la superdxido dismutasa
(SOD). Esto les permite anular la toxicidad de la quercetina
sintetizada por las plantas para defenderse del ataque de insectos
(Pritsos et al, 1991)

Muchos estudios realizados in vitro han demostrado que los
flavonoides son potentes detoxificadores de grupos radicalarios
como los superdxidos (O7), los perdxidos (H202), los radicales
hidroxilos ((OH) y el oxigeno (Bors et al, 1989; Yamasaki et al, 1997). En
las plantas la principal fuente de radicales oxidantes es la fotosintesis.
Cuando la exportacion de carbohidratos desde el cloroplasto no es
suficiente, se produce un feedback que inhibe la fotosintesis por
acumulacion del producto final (Geiger, 1976). La acumulaciéon de
carbohidratos puede deberse a varios factores como la limitacién
directa de la disponibilidad de Pi (Herold, 1980; Foyer, 1987), o por la
desaparicion a largo plazo de las cantidades de proteinas necesarias
para la fotosintesis (Sheen, 1990). Lo que queda claro es que la
acumulaciéon de glucosa, almidén y fructosa provoca una
disminucion de la fotosintesis y un incremento de la respiraciéon
mitocondrial, lo que implica la incorporacion de especies oxidantes
como el Oz, este efecto suele ir acompanado por una reducciéon
significativa de la actividad Rubisco (Wong, 1979; Besford et al, 1990)

y ofros enzimas del ciclo de Calvin (Besford, 1990).

Por ello en los cloroplastos de las plantas se encuentra el
principal mecanismo de detoxificacidén de especies oxidantes que es

el ciclo ascorbato-glutation (Foyer, 1993)
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Otra via de generacién de radicales oxidantes es la respuesta
hipersensible. La aparicién de este tipo de respuestas genera la
muerte celular mediante la disfuncién de la membrana lipidica
(Slusarenko et al, 1991). Esto se produce cuando se oxidan los lipidos
de membrana tras la generacién de éxidos, superdxidos o perdxidos,
lo que provoca la peroxidacion lipidica y la activacién de enzimas
hidroliticas de membrana como las lipoxigenasas o las

lipoilacilnidrolasas (Strange, 1992).

Dentro de los procesos de detoxificacidn de especies
radicalarias, sea cual sea su procedencia, se sabe que los
flavonoides son capaces de detoxificar los superdxidos y el oxigeno,
aunque in vivo estas reacciones se producen en menor media
debido a que los radicales superdxido y el oxigeno singlete (102) no
difunden bien a través de las membranas y los flavonoides estdn en
su mayoria localizados en vacuolas y en paredes celulares. Por tanto
en las células vegetales el efecto detoxificador de los flavonoides
para estas dos especies estd limitado al lugar en el que se producen
(Yamasaki et al, 1997). Por otro lado, el H202 puede atravesar las
membranas. Estos perdxidos en las plantas se pueden producir en
situaciones de estrés y también durante el metabolismo normal de la
célula. En los tejidos en los que se produce esta situacion es habitual

la acumulaciéon de flavonoides.

Yamasaki et al (1997) demostraron que la actividad
detoxificante de los flavonoides se incrementa notablemente
cuando éstos actian conjuntamente con las peroxidasas, ya que los
flavonoides pueden actuar como donadores de electrones para las

peroxidasas (Miller y Schreier, 1985). Este potencial detoxificador
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podria hacer que los flavonoides actuasen como protectores frente

al estrés oxidativo.

Los flavonoides, una vez oxidados, pueden regenerarse en

presencia de ascorbato, de lo contrario se polimerizan (Fig 8).

H202 F AsA
H20 Fe DHA

polymer

Figura 8. Los flavonoides (F) por mediacion de las peroxidasas
vacuolares (VPX) pueden aceptar electrones procedentes de la reduccion
del agua oxigenada. Si en el medio hay ascorbato los flavonoides se
regeneran cediendo los electrones al ascorbato (AsA). Si por el contrario en
el medio no hay AsA, los flavonoides pueden polimerizarse, por reacciones
no enzimdticas originando la lignina. DHA: dcido dehidroascérbico; cDHAR:

dcido dehidroascdrbico reductasa citosdlica; (F).

Yamasaki et al (1997) describieron los mecanismos de
actuacion de estos flavonoides, en funcion de la localizacién celular

y de la presencia del sistema ascorbato glutation.

Los flavonoides también suponen una defensa mds contra los
danos producidos en las plantas por los rayos UV. En esta ocasion, los
flavonoides actUan dispersando electrones a través de su estructura
aromdtica, de modo que actuan como filtros épticos (Gould et al,
1995) vy, al mismo tiempo, detoxifican los radicales generados por los
rayos UV (Yamasaki et al, 1997) (Fig 9 y 10).
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Pared celular

Figura 9. Compartimentalizacién celular de los procesos oxidativos en

plantas.vPx peroxidasa vacuolar

hv

\' Slstema flavonoide- Y
peroxidasa

células
epidérmicas

Células del mesdéfilo

Figura 10. Procesos oxidativos inducidos por luz UV.

Por tanto, los flavonoides se consideran potentes compuestos
antioxidantes, aunque esta no es una caracteristica especifica de los
flavonoides, sino que es extensiva a los compuestos fendlicos

vegetales (Takahama, 1988; Castelluccio et al, 1995).
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A pesar de la capacidad detoxificadora de los flavonoides,
algunos autores han demostrado que la aparicidon de un estrés
oxidativo, con la consiguiente aparicion de especies oxidantes, es
necesario, pero no suficiente, para inducir la acumulacién de
isoflavonoides en el cultivo de soja (Guo et al, 1998), puesto que no
se produce una correlacion exacta entre ambos efectos cuando se

da un estrés inducido por Pseudomonas sysringae pv. Glycinea (Psg).

Los flavonoides y los compuestos fendlicos simple, ademds de
evitar la peroxidacién de lipidos de membrana se ha demostrado
que reducen la oxidacidn de proteinas. La capacidad
detoxificadora in vitro de estos compuestos en orden decreciente es:
dcido fertllico, epicatetequina, catequina, rutina, malvidina, dcido

cafeico, quercetina y propil gallato (Heinonen et al, 1998).

Lacan y Baccou (1998) demostraron que en el caso de la SOD
es mds importante que se induzcan nuevas isoenzimas que el hecho
de que se produzca un incremento neto en la actividad de la misma,
aunque, efectivamente, la aparicién de estreses oxidativos genera el

aumento de enzimas detoxificadores de radicales (Piquery, 2000).

1.3. Control de enfermedades fiungicas mediante el uso de

compuestos fungistdaticos

La utilizacion de productos quimicos es el sistema mds
extendido para el confrol de podredumbres durante el
almacenamiento en cdmaras de frutos. Este hdbito conlleva la
aparicion de nuevas cepas de patdgenos que resisten a los

fungicidas habituales, con lo que es cada vez mas dificil combatir los
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hongos mediante estas técnicas (Vinas et al, 1994). Hoy dia se
empieza a rechazar el uso de fungicidas como Unica solucién para
luchar confra enfermedades en post-cosecha (Jordan, 1973;
Sommer, 1985), debido a los diferentes inconvenientes que presentan
para la salud de las personas y a la aparicidén de resistencias en los
patdgenos (Spotts Cervantes, 1984). Se han desarrollado unos limites
mdximos de residuos (LMR) que son bastante restrictivos (BOE
4.XL.1989). Una de las alternativas mds recientes es el control
biolégico. Esta terminologia se comenzd a desarrollar en EE.UU.
durante la década de los 80 (Janisewicz, 1987; Janisievicz y Roitman,
1988). El término biocontrol o control bioldégico de enfermedades en
post-cosecha abarcan conceptos como el uso de microorganismos
antagdnicos, uso de fungistdticos o fungicidas derivados de
metabolitos de las plantas y manipulacion de la resistencia de los
productos recolectados. Los mecanismos de accién del biocontrol
pueden ser debidos a competencias por el espacio o los nutrientes,
por la secrecién de antibidticos (Janisievicz et al, 1988), por la
induccidén de procesos de resistencia en el huésped (Wilson et al,

1989) o por interaccién directa con el patdégeno (Wilson et al, 1989).

Una técnica utilizada durante mucho tiempo para alargar la
vida postcosecha de diferentes frutos ha sido realizar tratamientos
con diferentes compuestos de calcio, ya que se ha demostrado que
los tratamientos con sales de calcio, como el CaCly, pueden retrasar
la senescencia de los frutos en cdmaras, reducir fisiopatias como el
corazén amargo (bitter pit) y reducir el reblandecimiento de los frutos
(Conway, 1982). Sharples (1980) demostré que el calcio, a través del
metabolismo de la pared celular, puede conferir resistencia frente a
diversos ataques por hongos, al mismo fiempo que puede evitar

desdrdenes fisioldgicos en la célula y retrasar procesos generales de
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senescencia. Uno de los principales objetivos de los fratamientos con
calcio va encaminado a dificultar o reducir la actividad de enzimas
pécticos que destruyen la hemicelulosa y las pectinas de los frutos
(Faust, 1974).

Recientemente se ha comprobado que determinadas
sustancias quimicas, como por ejemplo polisacdridos de elevado
peso molecular, pueden tener un papel antifingico cuando se
aplican en post-cosecha y, a su vez, pueden refrasar el decaimiento

de frutos infectados en post-cosecha.

Productos como el chitosan pueden jugar un doble papel en
las interacciones planta patégeno, ya que interfieren directamente
sobre el crecimiento de hongos fitopatdgenos y activan diferentes
procesos que inducen repuestas de defensa en plantas, como por
ejemplo la acumulacién de chitinasas (Mauch et al, 1984). Como el
grado de efectividad del chitosan se ve modificado con la
concentracién (las dosis inferiores al 0.6% no se muestran efectivas),
se deduce que este compuesto tiene un efecto fungistatico mds que
fungicida. El Gaouth et al (1992) demuestran que este polisacdrido
(entre el 1y 1.5%) es capaz de inhibir la germinacion de esporas, la
elongacién del tubo germinativo y el crecimiento radial de Botrytis
cinerea y de Rizopus stolionifer. Sin embargo, la estimulacién de
mecanismos de defensa estd intimamente relacionada con la
interaccién del compuesto con los tejidos internos del vegetal, asi
pues la capacidad de algunos productos para estimular respuestas
de defensa, como es el caso del chitosan, estd en funcidn de su
interaccidén con la membrana plasmdtica. El chitosan interacciona

directamente con el DNA y el mRNA de algunos hongos, y esta




INTRODUCCION 54

interaccién es la base de su efecto antifungico (Hadwiger y Loschke,
1981).

En trabajos posteriores El Gaouth et al (1995) descubrieron que
determinados deoxiandlogos de glucosa, manosa, L-sorbosa y 2-
deoxi-D-ribosa, poseian ciertas propiedades antifungicas, siendo el
andlogo de la glucosa el que mejor propiedades muestra. Se
obtuvieron buenos resultados para los hongos Bofrytis cinerea,
Penicilium spansum y Monilia fructicola con dosis comprendidas enfre
0.01 y 1% en fratamientos en post-cosecha en frutos de manzana y

melocoton.

Actualmente existen técnicas que proponen el uso de
microorganismos antagonistas como bacterias y hongos filamentosos
para el control de hongos de podredumbres en post-cosecha
(Janisiewicz 1991b; Wilson y Wisniewski, 1989, Janisiewicz et al, 2000).
Hoy se sabe que existe una relacion directa entre la concentraciéon
del microorganismo antagdénico y la cantidad de patdégeno a
controlar (Janisievicz, 1987; Janisievicz y Roitman, 1988; Janisievicz,
1991a). La combinacién de técnicas de biocontrol (uso de
antagonistas) y la aplicacién de compuestos derivados de la glucosa
que no son fungicidas estdn dando buenos resultados en el control
de diferentes patdégenos como Penicilium spansum (Janisiewicz,
1994). El uso de compuestos como la 2-deoxiglucosa (2-DOG), que
no son agresivos para los organismos antagonistas, junto con
tratamientos de diferentes microorganismos que por si mismos
controlan a los hongos patégenos, como Pseudomonas syringae,
permite reducir notablemente la canfidad de microorganismo
antagonista a utilizar y también mejora mucho su efectividad

(Janisiewicz, 1994).
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Salzman et al (1998) desarrollaron nuevos compuestos
basados en azUcares para el control de hongos patdgenos. En estos
trabajos se demuestra que la acumulacién de elevadas
concentraciones de azUcares es una forma natural de defensa
contra patdégenos en uvas maduras. Salzman et al (1998)
demostraron que la acumulacion de azlcares viene acompanada
por la sintesis de diferentes proteinas PR en el fruto de uva como
chitinasas y andlogos de thaumatina. La acumulacién de los
azUcares y de las proteinas PR son efectivas frente a Botrytis cinerea.
La efectividad de las proteinas PR y los azicares es complementaria,
aungue ambos fipos de compuestos son efectivos iguaimente en
cultivos in vitro de este hongo (Salzman et al, 1998). En contrapartida
existe el problema del aumento de sensibilidad a hongos por un
efecto del tipo sumidero-inducido (VanderPlank, 1984). Esto significa
que la acumulacion leve o insuficiente de azUcares en frutos
maduros, tales como el tomate o el maiz, puede tener un efecto
confrario al descrito en uva, es decir, gue aumente la sensibilidad a
las infecciones vy, por tanto, se incremente el crecimiento de hongos
patdgenos mediante estas concentraciones de azlUcares (Horsfall,
1975; Holbert et al, 1935).

En cualquier caso se deduce que la interaccion entre
azUcares modificados o naturales y hongos es un equilibrio que
manipulado adecuadamente puede suponer una herramienta para

el control de infecciones en post-cosecha o en plantas cultivadas.
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Phytopthora infestans (hongo inferior). Division:
Eumycota. Subdivision: Mastigomycotina. Clase: Qomycetes.
Orden: Peronosporales. Familia Phytiaceae.
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1. OBJETIVOS

En la actualidad hay gran interés porque la agricultura
moderna sea capaz de obtener productos de calidad, saludables
para productores y consumidores, salvaguardando a la vez el medio
ambiente utilizando las mejores prdécticas posibles.

En los Ultimos anos se ha comenzado a trabajar en la
aplicaciéon de técnicas de cultivo proximas a la lucha integrada, que
sean respetuosas con el medio ambiente y reduzcan el uso de
pesticidas. Entre las estrategias que se estdn elaborando, cabe
destacar la aplicacidén de tratamientos con compuestos naturales
biodegradables, que mejoren el desarrollo de la planta e induzcan su
resistencia nafural a distintfos fipos de estreses. El uso de
fitorreguladores es una prdctica habitual en agricultura. La
aplicacion de estos productos, junto con fertilizantes e inhibidores del
crecimiento, modula el estado fisiolégico de las plantas promoviendo
el crecimiento, la floracion, el cuajado de frutos, la resistencia a
condiciones adversas y patdégenos, lo que puede conducir a un
aumento de la cosecha. Sin embargo, el uso de estos productos estd
limitado por la aparicidén de desdrdenes fisioldgicos

Una alternativa al uso de los fitorreguladores es el uso de
moléculas que contengan parte de la estructura de las fitohormonas
naturales, como son dcidos carboxilicos, azicares, aminas o
poliaminas, de tal manera que produzcan los efectos beneficiosos
sobre la planta y sobre el control de hongos patdgenos, sin ocasionar
los problemas antes mencionados.

Con esta idea se disenaron distintos tratamientos:
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FGA: mezcla en disoluciobn acuosa de los compuestos
furfurilamina, 1.2,3,4-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa y
monoéster etilico del dcido adipico. El éster se eligié porque
este compuesto es la base de los productos comercializados
por la empresa Codiagro, con el objetivo de potenciar el
desarrollo de las plantas. La glucosa modificada se incluyd
con objeto de infroducir grupos acetilo, precursores de
diferentes rutas metabdlicas, y la amina se incorpord porque
se habia comprobado su efecto antisenescente, y para que
al mismo tiempo constituyera una reserva de grupos amino

que promoviera la sintesis de proteinas.

Con objeto de mejorar la absorcién de la mezcla FGA,
y que se pudiera facilitar o incluso potenciar el efectos de sus
componentes, se planted sintetizar un compuesto que
englobase los principios activos de la glucosa modificada y
del éster. Para ello se sintetizd el adipato de etilo y 1,2,3,4-
tetra-O-acetil-D-glucopiranosa, que se denominé TOGE. A
este compuesto se le anadié la furfurilamina, componente de
la mezcla FGA y se le denomind TOGE-1. Asi mismo a TOGE se
le anadié otra amina, la 1,3-diaminopropano, para la que se
habian descrito efectos beneficiosos sobre el desarrollo de las

plantas, y a la mezcla se le denomind TOGE-2.

Los objetivos concretos que se han estudiaodo en este

frabajo han sido los siguientes:

1)

Estudio del efecto de las mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2, de
naturaleza no hormonal como  biocestimulantes o

reguladores del desarrollo.
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2) Estudio del efecto de las mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2

sobre la induccidn de mecanismos naturales de defensa en

planta.

3) Estudio del posible efecto fungicida de las mezclas FGA,
TOGE-1 y TOGE-2.

2.2. PLAN DE TRABAJO

El plan de frabajo que se ha seguido en esta investigacion puede

concretarse en los siguientes puntos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Estudio del efecto de los tratamientos sobre el desarrollo de
los cultivos

Estudio de la capacidad de los compuestos utilizados para
refrasar la senescencia de plantas de pimiento y tomate,
estudiando la actividad de las enzimas clorofilasa, peroxidasa
y proteasas.

Estudio del la posible estimulacion del metabolismo de ambos
cultivos mediante el andlisis de clorofila, proteina y los
diferentes pardmetros de intercambio gaseoso.

Estudio del efecto sobre las defensas mecdnicas (azucares
de pared celular) y activas (fitoalexinas y compuestos
fendlicos) en ambos cultivos.

Estudio de la respuesta de las plantas tratadas frente a
hongos patégenos.

Estudio del efecto que ejercen los compuestos utilizados sobre
el crecimiento in vitro de Alternaria solani, Phytophthora
capsici, Phytophthora citrophthora y Botrytis cinerea.

Estudio comparativo de la efectividad de los diferentes

tratamientos utilizados.




MATERIAL Y METODOS 62

3. METODOLOGIA GENERAL

3.1. Material vegetal

Se utilizaron semillas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill)
y pimiento (Capsicum annuum L.). Las semillas se germinaron en
cdmaras de cultivo con una temperatura de 25 °C y una humedad
relativa del 80%. Cuando las pldntulas alcanzaron una altura de 20
cm se fransplantaron a macetas de 5 L con soporte de perlita y se
colocaron en invernadero. Las femperaturas fueron de 16-18 °C
durante la noche y de 25-27 °C durante el dia, con un fotoperiodo de
16 h. La humedad relativa se mantuvo entorno al 80%. Las plantas se
irigaron con solucién de Hoagland modificada (Tabla 1) (Hoagland y
Arnon, 1950).

Las plantulas de citricos utilizadas procedian de semillas de
citrange Carrizo (hibrido de C. sinensis (L) x P. ftrifoliata (L) Raf.)
germinadas en cdmara en bandejas con arena. A los tres meses de
edad se fransplantaron a macetas de 5 L con soporte de perlita y se
colocaron en invernadero. La temperatura fue de 16-18 °C durante la
noche y 24-28 °C durante el dia. La humedad relativa fue del 80% vy el
fotoperiodo de 16 h.
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3.2 Fertilizacion

Los cultivos de tomate y pimiento se irrigaron con la solucién
hidropdnica de Hoagland modificada como se describe en la tabla
1.

Las soluciones de riego se obtuvieron mediante disolucién de las
siguientes sales inorgdnicas: Ca(NOs)2, KNOsz, NH4NO3, KH2PO.4, KaSOs,
MgSOs4. Los micronutrientes se aportaron en forma quelatada, a
excepcion del B que se aporté como H3BO3z y el Mo que se aportdé como
MoOQO:s.

El pH de la solucién hidropdnica se mantuvo en torno a 6.5.

Tabla 1. Solucidn hidropdnica empleada para el riego de

fomate y pimiento.

conductividad
Semana N(NOz) N(NH4) P K Ca Mg Fe In Cu B Mo

(uS/cm)

1 11 8 230 285 114 25 0.7 0.2 0.04 0.13 0.006 1400

204 159 1138 229 115 41 0.7 02 004 0.13 0.006 1800
5a8 170 6 50 306 114 50 0.7 0.2 0.04 0.13 0.006 2000
9al0 181 4 63 389 98 60 07 02 0.04 0.13 0.006 2200
Nal2 121 4 50 509 84 50 0.7 02 0.04 0.13 0.006 2500
13a14 97 4 50 600 84 50 0.7 02 0.04 0.13 0.006 2800
15-final 58 2 36 435 69 40 07 02 0.04 0.13 0.006 2200

Unidades expresadas en ppm sobre la solucién final de riego.

El riego de los citricos se realizé con la solucion de Hoagland

modificada para citricos (Legaz, 1993) con un pH de 5.8-6.2 (Tabla 2).
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Tabla 2. Solucién nutritiva de Hoagland (1950) modificada para

citricos por Legaz (1993).

Macronutrientes KNOa 0.40 a/l
Ca(NOs)2 0.82 g/l
MaS0O4.7H20 0.40 a/I
HsPOs4 0.07 g/l

Micronutrientes HsPOxz 2.86 ma/l
InSO4.7H20 2.20 ma/I
MoOs 0.09 mg/I
CuS04.5H0 0.11 ma/I
MnSO4 92.15 ma/I
Fe-EDDHA 6% 67.0 mg/I

La frecuencia de riego para las plantas de pimiento y tomate fue

diaria con el reparto por planta y dia que se especifica en la Tabla 3.

Tabla 3. Reparto del riego por planta y dia.

Semana 1 204 5a8 9a10 11al1213a 14 15-final

Litros/planta/dia 0.6 0.6 0.8 1 1 0.8 0.4

El riego de los citricos se efectud tres veces por semana con 0.5 1

por planta/riego.
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3.3 Tratamientos

3.3.1 Compuestos utilizados para los experimentos

Los compuestos empleados en los experimentos han sido los

siguientes:

1,2,3,4-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa, (T).

Acido 6-etil-O-hexanoico (monoester etilico del dcido
adipico), (E).

Furfurilamina, (F).

1,3-diaminopropano, (D).

Adipato de etilo y 1,2,3,4-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa
(TOGE).

FGA, es la mezcla en disolucidon acuosa de los compuestos F,
TyE.

TOGE-1, adipato de etilo vy 1,234-tetra-O-acetil-D-
glucopiranosa  (ver sintesis apartado 3.5.9) adicionado en
solucién acuosa con el compuesto F.

TOGE-2, que es el adipato de etilo y 1,2,3,4-tefra-O-acetil-D-
glucopiranosa adicionada en solucidn acuosa con el

compuesto 1,3-diaminopropano.

Los tratamientos se realizaron por pulverizacion sobre las hojas de

las diferentes disoluciones de los compuestos a ensayar.
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3.4 Experimentos

3.4.1 Efecto de la aplicacién de reguladores del desarrollo sobre el

crecimiento de plantas de pimiento y tomate

Plantas de tomate se trataron 5 veces cada 15 dias,
empezando a los 15 dias después del fransplante. Los tratamientos se
hicieron con FGA que contenia 5 ppm de T, 2.5 ppm de E y 0.5 ppm
de F. Para los tratamientos se utilizaron fres concentraciones
diferentes. La dosis 1 corresponde a la disolucidn inicial de los
principios activos de la mezcla FGA, la dosis 2 es 2x y la dosis 3 es 3x.
En plantas de tomate se determind la altura a los 50 y 70 dias después
transplante, el didmetro de la base y del dpice, asi como el niUmero
de entrenudos. Al final del experimento, aproximadamente a los 100
dias después del transplante, se midieron los pesos frescos y secos de

la raiz y del follaje, asi como el nUmero de frutos.

Plantas de pimiento se trataron 5 veces cada 15 dias,
empezando a los 15 dias después del tfransplante. Los tratamientos se
hicieron con FGA que contenia una disolucién de 2.5 ppm de T, 1.25
ppm de E y 0.25 ppm de F. Para los tratamientos se utilizaron cuatro
concentraciones diferentes. La dosis 1 corresponde a la disolucién
inicial de los principios activos de la mezcla FGA, la dosis 2 es 2x, la
dosis 3 es 3x y la dosis 4 es 4x. A lo largo del crecimiento vegetativo se
midid la altura de las plantas, el indice foliar, las estructuras fructiferas,

incluyendo flores y frutos cuajados, y el nUmero de entrenudos.
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3.4.2 Efecto de la aplicacién de reguladores del desarrollo sobre la

interaccién planta-hongo en diferentes sistemas

Plantulas de tomate se dividieron en cuatro grupos que fueron
tratadas como sigue: el primer grupo se traté con FGA (5 ppm T; 2.5
ppm E; 0.5 ppm F), el segundo con TOGE-1 (2.5 ppm TOGE; 0.5 ppm
F), el tercero con TOGE-2 (2.5 ppm TOGE; 0.5 ppm D) y el cuarto con
agua destilada (control). Las aplicaciones se hicieron 3 veces cada
15 dias, empezando a los 15 dias después del transplante. A los 15
dias de la tercera aplicacion se inocularon las pldntulas y las hojas

segun se describe en los apartados siguientes.

Pldntulas de pimiento se dividieron en cuatro grupos que
fueron fratados como sigue: el primer grupo se traté con FGA (2.5
ppm T; 1.25 ppm E; 0.25 ppm F), el segundo con TOGE-1 (1.25 ppm
TOGE; 0.25 ppm F), el tercero con TOGE-2 (2.5 ppm TOGE; 0.25 ppm
D) y el cuarto con agua desfilada (confrol). Las aplicaciones se
hicieron 3 veces cada 15 dias, empezando a los 15 dias después del
fransplante. A los 15 dias de la tercera aplicacién se inocularon las

pldntulas y las hojas segun se describe en los apartados siguientes.

Plantulas de citricos se dividieron en cuatro grupos que fueron
tratados como sigue: el primer grupo se traté con FGA (5 ppm T; 2.5
ppm E; 0.5 ppm F), el segundo con TOGE-1 (2.5 ppm TOGE; 0.5 ppm
F), el tercero con TOGE-2 (2.5 ppm TOGE; 0.5 ppm D) y el cuarto con
agua destilada (conftrol). Las aplicaciones se hicieron 3 veces cada
15 dias, empezando a los 15 dias después del transplante. A los 15
dias de la tercera aplicacién se inocularon las pldntulas segin se

describe en los apartados siguientes.
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Las pldntulas de tomate, pimiento y citricos se inocularon con
un disco de 0.5 cm de micelio activo de un cultivo de Phytophthora
citrophthora (R.E. & E.H. Smith) Leonian (tomate y citricos) vy
Phytophthora capsici Leonian (pimiento). Para la inoculacion de las
plantas de tomate y pimiento se practicd una herida en el dpice del
tallo de la pldntula (Candela et al, 1995) v para los citricos se hizo una
herida en la base del tallo (Philips, 1994). En todos los casos se
depositd en la herida el disco del hongo v se sujetd con film eldstico
y papel de aluminio para preservarlo de la luz. Una vez terminada la
inoculacion, se hizo un tratamiento con los respectivos compuestos
de las mezclas (FGA TOGE-1 y TOGE-2). El progreso de la infeccidon se

siguié durante 15 dias.

Hojas aisladas de pimiento y tomate procedentes de plantas
fratadas con FGA, TOGE-1, TOGE-2 y plantas control, con una edad
aproximada de 15 dias, se esterilizaron con hipoclorito sédico (2%), se
hirieron e inmediatamente después se trataron con los
correspondientes compuestos de las mezclas (FGA, TOGE-1, TOGE-2 y
agua estéril para hojas procedentes de plantas control). A
continuacion, se infectaron con 10 pl de una solucién de esporas (3 x
105 esporas/ml) de Alternaria solani (Ellis & Martin) Sorauer. El progreso

de la infeccidn se siguidé durante 15 dics.

Para los experimentos con pldntulas y con hojas se hicieron
diferentes grupos: a) tratadas con agua estéril y no infectadas, b) no
tfratadas e infectadas, c) tratadas y no infectadas y d) tratadas e
infectadas. En aqguellas plantas y hojas que no fueron infectadas no
se observd la aparicién de ninguna lesién fungica por lo que no se

han incluido en tablas y gréficas.
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En un ensayo posterior se comprobd que los tratamientos
realizados antes de la inoculacién sobre hojas no tratadas no tenian

ningun efecto directo sobre el desarrollo de la infeccion.

3.4.3. Caracterizaciéon bioquimica de los efectos producidos por la

aplicacién de reguladores del desarrollo

Plantas de tomate y pimiento se trataron 5 veces cada 15 dias
con FGA, TOGE-1 y TOGE-2, empezando a los 15 dias después del
fransplante. Las dosis utilizadas fueron: para el FGA, la dosis 1 descrita
en el apartado 2.4.1 y para TOGE-1 y TOGE-2, las dosis descritas en el
apartado 2.4.2.

Durante el desarrollo vegetativo se determind el intercambio
gaseoso en plantas de pimiento y tomate, 56, 86 y 100 dias después
del transplante. A los 100 dias después del transplante se aislaron
hojas maduras y se almacenaron a -80 °C hasta la realizacion de los

diferentes andlisis.

En hojas de pimiento y tomate tratadas con FGA, TOGE-1 y
TOGE-2 se midié la actividad de las enzimas: fenilalanina amonio
liasa, chalcona isomerasa, proteasas dcidas, peroxidasas totales y
clorofilasas. También se cuantificd la concentracion de compuestos
fendlicos, de clorofila, el contenido en proteina y la concentracion
de los carbohidratos de pared celular (sélo en plantas tratadas con
FGA). Se estudid el perfil de bandas de proteina de pimiento en un

gel desnaturalizante de SDS-poliacrilamida.
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3.4.4 Efecto de la aplicacion del monoéster etilico del dcido adipico

y furfurilamina en plantas

Plantas de tomate se frataron 5 veces cada 15 dias,
empezando a los 15 dias después del transplante. Para los
fratamientos se utilizaron tres concentraciones diferentes. La dosis 1
fue de 0.250 ppm de furfurilamina (F), la dosis 2 fue de 0.5 ppm vy la
dosis 3 fue de 0.75 ppm. A lo largo del desarrollo vegetativo se
determiné el intercambio gaseoso, la floracién y el crecimiento. A los
100 dias después del transplante se aislaron hojas maduras y se
almacenaron a -80 °C hasta la realizacion de los diferentes andlisis.
En estas hojas se determind la actividad de la enzima PAL vy la

concentracion de los compuestos fendlicos.

Plantas de tomate y pimiento se trataron 5 veces cada 15 dias
con el compuesto E, empezando a los 15 dias después del
fransplante. Las plantas de fomate se trataron con una dosis de 2.5

ppm vy las de pimiento con 1.25 ppm .

A lo largo del desarrollo vegetativo de las plantas de tomate
se determind la altura, el didmetro de la base y del dpice y el nUmero
de entrenudos. En las plantas de pimiento se determind el
crecimiento, la calidad de los frutos, el porcentaje de destrio y los

grados de azUcar del fruto.




MATERIAL Y METODOS 71

3.4.5 Efecto de la aplicacién de reguladores del desarrollo de plantas

sobre el crecimiento de hongos fitopatégenos

Discos de micelio activo de 0.5 cm de didmetro de los hongos
Alternaria solani, Phytophthora citrophthora y Bofrytis cinerea Pers.:Fr.
se cultivaron en un medio agar dexirosa de patata (PDA) que

contenia 0 (control), 0.01, 0.1y 0.5% (p/v) del compuesto T.

Discos de micelio activo de 0.5 cm de didmetro de los hongos
Alternaria solani, Phytophthora citrophthora, Phytophthora capsici y
Botrytis cinerea se cultivaron en un medio agar dextrosa de patata
(PDA) que contenia 0 (control), 0.01, 0.1 y 0.5% (p/v) de los
componentes de las mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2. El crecimiento

del micelio se siguidé durante 7-15 dias a 23 °C en oscuridad.

Antes de la readlizacion de estos ensayos se comprobd la
estabilidad de todos los compuestos en condiciones de autoclavado
(121 °C a 1 kg/cm?). Para ello se utilizaron técnicas de resonancia

magnética nuclear (RMN).

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Estudio de la fotosintesis

La fotosintesis de las plantas se midié con “licor” modelo LCA-
4 con detector de infrarrojos. Las medidas se realizaron de forma
automdtica en intervalos de 1 minuto durante un tiempo de 5
minutos. Para las medidas se seleccionaron hojas de 10 dias de edad

aproximadamente. Los pardmetros determinados fueron: la tasa
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fotosintética (umol-m2-1), el CO2 diferencial (umol-mol-), la tasa de
franspiracién (mol'm=2+s1), el uso eficiente del agua (umolmol)
(Turner, 1986; Todorov, 1992) y el P.A.R. (photon flux density) (umolm-

2.5—])‘

3.5.2 Determinacién de la actividad peroxidasa total

La actividad total peroxidasa (TPOx) (E.C. 1.1.1.1.7) se
determind segun el método de Boyarkin (1951). Aproximadamente
2.5 g de material fresco se homogeneizaron con 25 ml de tampdn
borato (100 mM, pH 8.5), 0.5 g de polivinilpirrolidona, 0.025 ml de
ditiofreitol (0.5 M) y 0.035 ml de 2-mercaptoetanol 14 M. El extracto
crudo enzimdtico se obtuvo por centrifugacion a 8000 g durante 30
minutos. Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4 °C. El medio de
ensayo enzimdtico contiene 0.5 ml de tampdn acetato 0.2 M (pH
4.7), 0.7 ml de benzidinadiclorhidrato 5 mM, 0.3 ml de H2O2 40 mM y
0.1 ml de exifracto crudo enzimdtico. La reaccion se inicia
inmediatamente cuando se anade el H202 a temperatura ambiente.
El blanco de la reaccién se preparé con todos los componentes
excepto el perdxido de hidrégeno. La actividad enzimdtica se
expresa como unidades cataliticas/mg proteina total, donde una
unidad catalitica es la cantidad de extracto enzimdtico capaz de
producir un incremento de absorbancia de 0.01 en 1 minuto a 600

nm.
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3.5.3 Extraccién y cuantificacion de la proteina total. Determinacion

de la actividad proteasa

Se homogeneizaron aproximadamente 2.5 g de material
fresco con 25 ml de tampdn borato (100 mM, pH 8.5), 0.5 g de
polivinilpirrolidona, 0.025 ml de ditiotreitol (0.5 M) y 0.035 ml de 2-
mercaptoetanol. El extracto crudo enzimdtico se obtiene por
centrifugacién a 8000 g durante 30 minutos. Todas las operaciones se
llevaron a cabo a 4 °C. Tras la dilucidn adecuada, la proteina se
cuantificd por el método de Bradford (1976). A 100 ul de extracto
crudo enzimdtico se le anadieron 5 ml de reactivo de Bradford y se
leyd la absorbancia a 595 nm. El contenido total de proteina se

expresa como mg proteina/g peso fresco.

Para determinar la actividad proteasa se incubaron 0.4 ml de
extracto crudo con 0.4 ml de tampdn NazHPO4 0.5 M y dcido citrico
0.054 M (pH 4) durante 20 minutos a 30 °C. Tras la incubacién de
determind la concentracion de proteina por el método de Bradford
(1976). La actividad se expresa como pg proteina degradada/g

proteina total - minuto.

3.5.4 Determinacion del contenido de clorofila total y actividad

clorofilasa

Para la determinacion del contenido de clorofila total en hoja
se utilizd el método descrito por Toivonen y Sweeney (1998). Se
homogeneizd 1 g de material fresco con 20 ml de acetona al 80% (a
4°C). La muestra se filtré en muselina y el sobrenadante se llevd hasta

un volumen de 100 ml con acetona al 80% (a 4 °C). La proteina se
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elimind por precipitacion con polietilenglicol y centrifugacién a 10000
g durante 10 minutos. La concentracién de clorofila se determind

midiendo la absorbancia a 663 y 645 nm.

Para determinar la actividad de la enzima clorofilasa
(E.C.3.1.1.14) se homogeneizaron 2.5 g de material fresco de hojas
con 37.5 ml de acetona fria al 80%, 0.075 ml de ditiotreitol 0.5 M y
0.0525 ml de 2-mercaptoetanol. El extracto se filtrd en placa filtrante y
se lavd con acetona fria al 80% hasta eliminar la clorofila. El extracto
seco se utilizé para el ensayo de la actividad clorofilasa. A 50 mg de
este extracto se le anaden 0.75 ml de tampdn fosfato 100 mM a pH
7.2 y como sustrato de la reaccién, 0.5 ml de una solucidén en
acetona 80% de clorofila (10 mg/ml) (Sigma C-54753). El ensayo
enzimdtico se lleva a cabo en oscuridad a 30 °C durante 10 minutos.
Tras una centrifugaciéon a 4500 g durante 5 minutos se midid la
absorbancia del sobrenadante a 663 y 645 nm. La actividad se
expresa por diferencia entre el contenido de clorofila sin incubar vy
después de la incubacion. Los resultados se expresan en pg clorofila

degradada/g extracto seco - minuto.

3.5.5 Cuantificacién de los compuestos fendlicos

Para la determinacién de los compuestos fendlicos de pared
celular en hoja se siguid el método descrito por Yao et al (1995) y
para la cuantificacién de la fraccidn soluble de compuestos

fendlicos se empled el método de Weiss et al (1997).

Para extraer fenoles de hoja se homogeneizd 1 g de material

fresco con 5 ml de MeOH/H20 (80:20). Tras una centrifugaciéon a 8000
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g durante 7 minutos el sobrenadante (fraccion fendlica soluble) se
llevd a sequedad y se redisolvid en MeOH/HO (30:70) para la
cuantificacién de los fenoles por HPLC. El residuo de la centrifugaciéon
(aproximadamente 0.1 g) se lavé con MeOH/H20 (50:50) y se hidrolizd
con 2 ml NaOH 1 N (fraccién fendlica de pared celular). Tras una
centrifugacién a 12000 g durante 15 minutos el sobrenadante se
acidificd y se extrajo con acetato de etilo. La fraccién orgdnica se
evapord hasta sequedad y se redisolvié en MeOH/H20 (30:70) para

cuantificar los fenoles por HPLC.

El equipo cromatrogrdfico empleado consistid en un
autoinyector 233 y software confrolador 720, v 2.01 Gilson (Villiers-le-
Bel, Francia), una bomba de baja presidn modelo 402 de Gilson y
dos bombas de alta presion, modelos 305 y 306 de Gilson. El detector
utiizado fue un detector de barrido, modelo 1100 de Hewlett
Packard (Waldbronn, Alemania), con un procesado de la senal en
estacién de trabajo de sistemas de cromatografia liquida de HP con
soffware G2170AA, conjuntamente con un procesado de la senal de
3D con software version G2180AA de HP.

La fase moévil empleada fue TFA 0.05% en agua y metanol. El
gradiente para la fase movil utilizado fue el siguiente: a t=0 (min)
80:20, a t=5 min 65:35, a t=7 min 20:80, a t= 7.5 min 10:90, a t=8.5 min
10:90, a t=9 min 80:20. La columna analitica fue de 12.5 x 4 mm d.i.

modelo Hypersil Cis de 5 um de Hewlett Packard.

La programacién para el equipo detector fue de 328 nm a los
0 min, 350 nm a los 7.90 min y de 375 a los 8.17 min. Las senales de los
dcidos fendlicos simples y del dcido clorogénico se integran a 350

nm, mientras que las senales de los flavonoides se infegran a 375 nm,
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ya que muestran mdaximos de absorbancia a esas longitudes de

onda.

Para la integracién de los picos se emplearon patrones
comerciales de dcido clorogénico, dcido cafeico, dcido ferllico,
quercetina aglicona y quercitina. Los tiempos de elucidon de estos
compuestos fueron los siguientes (por orden de mds a menos polar):
4.88 min para el dcido clorogénico, 5.65 min para el dcido cafeico,
7.60 min para el dcido fervlico, 8.10 min para la guercitina y 8.31 min
para la quercetfina aglicona. Los resulfados se expresan como ug
compuesto fendlico/g peso fresco para el caso de los fenoles
solubles y pg compuesto fendlico/g extracto seco para el caso de los
fenoles de pared celular. Los compuestos fendlicos se expresan como
dcido clorogénico, fenoles libres totales (que agrupan la suma del
dcido cafeico vy el acido ferulico) y flavonoides (cuantificados como
equivalentes de quercitina) tal como se describe en el frabajo de
Yao et al (1995).
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Figura 1. Cromatograma de los patrones utilizados para cuantificar

los fenoles de pared celular.
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3.5.6 Extracciéon y cuantificaciéon de los azdcares de la pared celular

vegetal

La pared celular se extrajo de las hojas de plantas de fomate
y pimiento y, posteriormente, el extracto de pared se fracciond en
azucares celuldsicos y en azicares no celuldsicos. En la fraccidn no
celulésica se determinaron los azicares no celuldsicos totales, los

dcidos urdnicos y los azdcares neutros.

Se homogeneizaron 2 g de material fresco con 25 ml de
MeOH (100%) durante 15 minutos. El residuo sdélido se lavd
secuencialmente con MeOH; acetona:H20 (8:20) y MeOH:CHCls

(1:1). El homogenato se filtrd y secd a temperatura ambiente.

La pared celular obtenida (4 mg) se hidrolizd con 2 ml de
dcido ftrifluoroacético (2 N) durante 1 hora. El precipitado obtenido
fras una centrifugacion a 3500 g durante 10 minutos, se considera la
fraccién de azlUcares celuldsicos, y el sobrenadante, la fraccién no
celuldsica. Los azucares celuldsicos se cuantificaron mediante el
método del fenol-sulfUrico (Dubois et al, 1956). La fraccién celuldsica
se hidrolizd con 0.2 ml de H2SO4 (72%) durante 1 hora. A continuacion
se le anadieron 5.8 ml de H20 y se rehidrata a 121 °C durante 1 hora.
A 1 ml del sobrenadante se le anadieron 5 ml de PhOH 5% y 5 ml de
H2SO4 concentrado. A los 30 minutos se determind la absorbancia a

490 nm, usando glucosa como estdndar.

La concentracidn de azUcares no celuldsicos totales se
determind por el método fenol-sulfUrico en una alicuota de 0.4 ml del
sobrenadante de azicares no celuldsicos. Otfra alicuota se empled
para determinar los &cidos urdnicos por el método de Blumenkratz y

Absoe-Hansen (1973). A 0.4 ml de sobrenadante se le anadieron en
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frio 2.4 ml de tetraborato sédico 12.5 mM en H2SO4 concentrado. La
muestra se mantuvo en ebullicidn 5 minutos y se posteriormente enfrié
en hielo, tras lo cual se anadieron 40 pl de m-hidroxibifenol al 0.15%
en NaOH 0.5%. La concentracién de dcidos urdnicos se determind a

520 nm usando como estédndar el dcido galacturdnico.

La concentracién de azlcares se expresa en mg azicar/g

extracto seco de pared celular.

Los azUcares neutros se determinaron por cromatografia de
gases. Alicuotas de 0.5 ml se llevaron a sequedad bajo corriente de
aire a 50 °C. A continuacién se anadieron 0.5 ml de borohidruro
sédico (20 mg/ml) disuelto en amoniaco 1 Ny se mantuvo durante 1
hora a temperatura ambiente. Tras anadir unas gotas de dcido
acético glacial hasta la desaparicion de la efervescencia, se
anadieron 1 ml de anhidrido acético y se incubd la reaccidén 3 horas
a 121 °C. Después se extrajeron los azUcares neutros con 1 ml de
diclorometano, se llevaron a sequedad y se redisolvieron en 0.3 ml de
hexano, tras lo cual se analizaron por cromatografia de gases (CGL).
La concentracidén de azUcares se expresa en mg azicar/g extracto

seco de pared celular.

El equipo cromatogrdfico empleado fue el siguiente: un
cromatégrafo de gases HP 5890 Series I, equipado con detector
selectivo de masas MSD 5971, con ionizacién por impacto electrénico
(70eV) vy filtro de masas tipo cuadrupolo. Condiciones de trabajo:
columna cromatogrdfica HP Ultra 2 (cross linked 5% phenyl-methyl-
silicone, 25 m x 0.20 mm i.d., 0.33 um espesor de fase), temperatura

del inyector: 250 °C, temperatura de la linea de transferencia al MSD:
280°C, programa de temperaturas: 20 °C (1 min), rampa 30 °C min-!

hasta 180°C, rampa 4 °C min~! hasta 270 °C (5 min), el gas portador
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fue He en condiciones de flujo constante a 0.5 ml min-!, inyeccién en
modo sin divisién de 2 pl con un tiempo de purga cerrada de 0.75 min
utilizando inyector automdtico HP 7673a. La cuantificacién se realizé
mediante una calibracién de nivel simple por estdndar externo.
Como patrones externos se utilizaron los azUcares comerciales:
manosa, glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa, a los que

se sometié a un proceso de derivatizacién igual al de las muestras.

Abundance ARABINOSA A
XILOSA
120000
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90000 1 GALACTOSA
60000 7 RAMNOSA
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Figura 3. A Cromatograma de los acetatos de alditoles utilizados como
patrones para la cuantificacién de los azicares de pared. B Cromatograma de

azucares de pared vegetal extraidos y derivatizados segun describe el método.
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3.5.7 Electroforesis de proteinas

La electroforesis de proteinas se llevé a cabo en un gel
desnaturalizante de acrilamida y bisacrilamida. El equipo utilizado fue

un kit miniprotean de Bio-Rad.

El gel de electroforesis se prepard con una solucién al 30% en
acrilamida y al 0.8% en bisacrilamida denominada solucion A. A 4.16
ml de esta solucidn se le anadieron 2.5 ml de otra solucidn que
contenia tris-HCI 1.5 M a pH 8.8, al 0.4% en SDS. Ambas soluciones se
aforaron hasta 10 ml con agua bidestilada. A la soluciéon final se le
anadieron 50 pl de persulfato amdnico al 10% (p/v) preparado en el
momento y 5 ul de TEMED para catalizar la gelificacién. Una vez
gelificado el gel de electroforesis se prepard el gel de soporte con 2.3
ml de agua bidestilada, 0.67 ml de solucidon A, 1 ml de una solucién
gue contenia tampdn tris-HCI 0.5 M y SDS al 0.4% , 30 ul de persulfato
amoénico al 10% y 5ul de TEMED. Se anadié el gel de soporte en la
cubeta (sobre el gel de electroforesis ya gelificado), se introdujo el

peine y se dejo gelificar unos 90 min.

A 100 pl de extracto de proteina debidamente diluida se le
anadieron 43 yl de una solucién que contenia tris-HCI 0.25M a pH 8, 2-
mercaptoetanol 2 M, SDS al 6.6%, glicerol al 31.1% y azul de
bromofenol al 0.1%. Los pocillos se cargaron con 25 pl de la solucién
anterior, de modo que cada pocillo contenia como minimo 12 ug de

proteina.

Los geles se montaron en la cubeta de electroforesis que se
llend con un tampdn de 0.3% de tris a pH 8.3, 1.44% de Gly y 0.1% de

SDS. Una vez montados los geles se cargaron los pocillos con 25 ul de
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muestra y 5 ul de un patrén de bandas. Se emplearon dos patrones,
uno para bandas de bajo peso molecular y otro para bandas de alto
peso molecular. El patréon de bandas de bajo peso molecular
contenia: citocromo C (12.3 KDa), mioglobulina (16.94 KDa),
anhidrasa carbdénica (30 KDa), ovoalbUmina (42.7 KDa) vy
ovotransferasa (78 KDa). El patrén de bandas de alto peso molecular
contenia: alcohol deshidrogenasa (39.8 KDa), BSA (66 KDa), B-
galactosidasa (116 KDa) y miosina (205 KDa).

La electroforesis se corrid unos 90 minutos con una corriente
de 2 mA por pocillo. Posteriormente, tineron los geles con un tampdn
de 0.1 % de azul de Coomasie serie-R250, 45% (v/v) de metanol y un
10% (v/v) de dcido acético glacial. Y luego se destineron con
MeOH:HACc:H20 (25:5:70).

3.5.8 Actividad chalcona isomerasa

La extraccion de la enzima CHI (E.C.5.5.1.6) y el ensayo se
llevaron a cabo segin el método descrito por Dixon et al (1982). El
sustrato de la reaccidén se prepard segin el método de Geissman y
Clinton (1946).

Se homogeneizaron 2 g de material fresco con 5 ml de
tampdn fosfato 50 mM, 50 ul de 2-mercaptoetanol 14 M. El extracto
crudo se obtuvo por centrifugacién a 12000 g durante 30 min a 4 °C.
La reaccion enzimdtica se llevd a cabo colocando en un vial 0.45 ml
de tampdn fosfato 50 mM a pH 7.5, 0.4 ml de KCN 0.112 M y 0.1 ml de
extracto crudo. La reaccion comienza cuando se anaden 0.05 ml de

2',4,4'-frinidroxichalcona. La actividad se determind midiendo la
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cinética de desaparicion del sustrato a 400 nm durante 1 h. La
actividad se expresa como unidades arbitrarias. Una unidad arbifraria
es la cantidad de extracto enzimdtico capaz de producir un

incremento de absorbancia (a 400 nm) de 0.01 en un minuto.

La 2'.4,4'-trihidroxichalcona se obtiene por condensacién
alcalina de una cetona y un aldehido en medio etanol alcalino. La
sintesis se llevdé a cabo en ambiente inerte (N2) con cantidades
equimolares de 2,4- dibenzoiloxiacetofenona y 2-
benzoiloxibenzaldehido, anadiendo la cantidad minima de etanol
necesaria para la solucién de ambos compuestos. Seguidamente se
anadié KOH (2 g por 2 g de cetona). La reaccién se mantuvo en
bano de arena a 50 °C. Una vez transcurridas 20 h se acidificé con
HCl 6 N y se recristalizé en hielo. Los cristales se purificaron por
recristalizaciéon vy, posteriormente, se identificaron, por técnicas de
RMN, como 2'4,4'-trinidroxichalcona. Este compuesto se empled
como sustrato de la CHI.

3.5.9 Sintesis del adipato de etilo y 1,2,34-tetra-O-acetil-D-

glucopiranosa

La reaccidén de sintesis del adipato de etilo y 1,2,3,4-tetra-O-
acetil-D-glucopiranosa consiste en la esterificacion de la glucosa
1,2,3,4-tetra-O-acetilo con el monoéster etilico del dcido adipico,
utilizando diciclohexilcarbodiimida (DCC) y DMAP sobre un disolvente
orgdnico. La solucién se mantuvo en agitacidén durante 24 h y la
mezcla de reaccion se filtra. El filtfrado se lavd con éter efilico. Los
diferentes lavados se combinaron y se evaporaron, el aceite

resultante se purificd por columna de cromatografia, usando como
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eluyente una mezcla de hexano:acetato de efilo

obtiene con un rendimiento aproximado del 93.25%.

Las tablas 4 y 5 muestran el espectro

magnética nuclear del compuesto TOGE
Tabla 4.- Espectro de 13C RMN de TOGE (6).

. El producto de

de resonancia

3 (pPm) C

173.0 -OCOCH-
172.6 COOCH:CHs
169.8 CHsCOO-
169.1 CH3COO-
168.9 CHsCOO-
168.6 CHsCOO-
91.3 C-1

72.4 C-2,C-3

69.9 C-4

67.5 C-5

61.1 C-6

59.9 COOCHCHs
33.6-33.2 C-2',C-5
24.0-23.8 C-3', C-4’
20.7 CHsCOO-
20.6 CHsCOO-
20.5 CHsCOO-
20.4 CHsCOO-
13.9 COOCH:CHs
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Tabla 5.- Espectro de 'H RMN de TOGE (6).

d (oom)  Multiplicidad  J (Hz) H Intearacién
5.5 d H-1 1H
52 m H-3 1H
5.1 m H-2 1H
4.2 dd 12.7, 4.6 H-6 H
4.1 m H-6', CHCHs 3H
3.8 m H-5 1H
2.3 m H-2 4H
2.0 2s CH3COO- 12H
1.6 m H-3,H-4 2H
1.2 t 7.1 CH2CHs 3H

3.5.10 Extracciéon y cuantificacion de la actividad de la enzima

Fenilalanina amonio liasa, PAL

Para la extracciéon de la enzima PAL (E.C.4.3.1.5) en plantas
de pimiento y tomate tratadas con furfurilamina se utilizé el método
de Zucker (1965) y el ensayo enzimdtico se llevd a cabo segin Lamb
et al (1979). Para la extraccién y cuantificacion de la enzima en
plantas de tomate tratadas con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 se utilizé el
método y Redman (1999).

Se homogeneizaron 1.2 g de material fresco de hojas con 25
ml de acetona fria, anadiendo 35 pl de 2-mercaptoetanol y 50 ul de
DTT 0.5 M. Después se filtré a vacio y se lavd con acetona fria (Zucker
1965). Al residuo seco (50 mg) se le anadieron 5 ml de tampdn borato
100 mM, manteniéndose en agitacién a 4 °C durante 15 minutos.

Seguidamente se filtré con muselina y se centrifugd a 1000 g durante
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10 minutos a 4 °C. A 0.4 ml del sobrenadante se le anadieron 1.6 ml
de tampdn borato 50 mM y 1.5 ml de L-fenilalanina. La actividad de
la enzima se ha expresado siguiendo la cinética de aparicion del
producto de la reaccion durante 50 minutos a 290 nm. La actividad
de la enzima se expresa como unidades cataliticas, donde una
unidad catalitica es la cantidad de extracto enzimdtico capaz de
producir un incremento de absorbancia de 0.01 en 1 minuto a 290
nm (Lamb et al, 1979).

Por ofro lado, 2.5 g de material fresco se homogeneizaron con
12.5 ml de tampdn fosfato 0.01 M a pH 6, 0.025 ml de ditiotreitol y
0.0175 ml de 2-mercaptoetanol. A continuaciéon, se centrifugd la
mezcla a 8000 g durante 30 minutos. EI medio de reaccién
enzimdtico contenia 1 ml de tampdn Tris-HCI 0.5 m a pH 8, 0.2 ml de
extracto crudo enzimdtico y 6 uM de L-Phe. La reaccidén se incubd
durante 24 h a 37 °C, tras lo cual se anadieron 0.05 ml de HCL 5 N
para detener la reaccién y se midd la absorbancia a 290 nm. La
concenfracion del dcido cindmico formado en la reaccion se
obtuvo interpolando el valor de la absorbancia obtenido en la recta
de calibrado (Redman et al, 1999). La actividad de la enzima se

expresa como UM de dcido cindmico/g peso fresco - h.

3.6 Estadistica

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el
programa informdtico Statgraphics Plus versién 2.1. Las medias se han
expresado con sus desviaciones estdndar. Estas medias se

compararon con un fest de LSD con un nivel de confianza del 95%.
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Las medias, cuyas desviaciones estdndar no se superponen, indican
que los valores son significativamente diferentes con P<0.05. Todos los

experimentos se repitieron como minimo tres veces.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudio de la aplicaciéon de distintos principios activos como

reguladores del desarrollo en plantas

4.1.1 Tratamiento con los compuestos de la mezcla FGA

4.1.1.1. Plantas de fomate

a) Sobre el desarrollo

La figura y tabla 1 muestran los resultados de los diferentes
fratamientos con FGA en plantas de tomate. A lo largo del desarrollo
vegetativo se ha encontrado que a los 50 dias después del
fransplante desde el inicio de la experiencia, el tfratamiento con los
compuestos de la mezcla FGA (dosis 1) no ha incrementado
significativamente la altura del tallo respecto los controles. Resultados
similares se han observado para el resto de tratamientos con FGA
(dosis 2 y 3) (Fig 1 A). El mismo efecto ha sido encontrado cuando se
ha determinado el didmetro del tallo. El didmetro de la base del tallo
se ha incrementado un 12.5% con el tratamiento con los compuestos
de la mezcla FGA (dosis 1) (Fig 1 B). Asi mismo se ha observado que
este tratamiento ha incrementado un 40% el nUmero de entrenudos

cuando se compara con los controles (Fig 1 C).

La tabla T muestra los valores del peso fresco y peso seco de
las plantas tratadas con FGA y plantas control. Se puede observar
gue todos los fratamientos han incrementado el peso fresco y seco

de las raices y de la parte aéreq, siendo el tratamiento con FGA
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(dosis 1) el mds eficaz. Este tratamiento ha incrementado el peso
fresco y seco de la parte aérea de las plantas un 43 y 13%,
respectivamente, asi mismo el nUmero de frutos se ha incrementado
un 32% con el fratamiento con FGA (dosis 1), sin embargo, no se han
observado diferencias significativas para el tratamiento con FGA
(dosis 3) respecto de los controles (LSD, P<0.05).

Tabla 1. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre el peso fresco y seco de plantas de tfomate.
Incidencia de los tratamientos sobre el nUmero de frutos (datos
obtenidos a los 100 dias después del transplante). Letras distintas

indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

peso fresco (g) peso seco (g)
fratamiento n° de frutos
raiz hoja raiz hoja
control 152.9£10.2a 712.5240.3a  23.5+4.3° 143.5t5.6a 32.0£1.3a
dosis 1 135.8+6.8a 1019.4+56.3b 28.2+2.1b 159.3+1.2b 42.3+2.5b
dosis 2 185.5425.7b  994.9+26.7c  39.1£3.7c 150.7+2.3c 36.0+2.2Cc
dosis 3 165+8.9ab 900.3£70.3c  34.2+1.1bc 148.5t4.6ac 34.5+5.1ac

b) Respuesta frente a patégenos (planta entera y hojas aisladas)

Para comprobar la respuesta de las plantas de tomate al
tratamiento con FGA frente al ataque de patdgenos se utilizé la dosis
1 para estimar el crecimiento de las plantas por ser, en conjunto, la
que ha incrementado los diferentes pardmetros utilizados. A los 60
dias después del transplante plantas tratadas con FGA y plantas
confrol se infectaron con Phytophthora citrophthora. Se ha
observado que la longitud de la lesidn se ha desarrollado mds

rdpidamente en las plantas control que en las plantas tratadas (Fig 2
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A). Después de un periodo de 12 dias la respuesta de las plantas
tfratadas y control ha sido significativamente diferente (LSD, P<0.05).
Durante este periodo el tamano de la lesion ha sido menor en las
plantas fratadas. En la figura 2A se puede observar que el
fratamiento con FGA retrasa la apariciéon de la infeccién desde los 6
dias después de la infeccién, siendo efectivo hasta los 18 dias. La
infeccion se ha reducido al final de la experiencia respecto de los

controles un 30%.
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Figura 1. Efecto del tratamiento con los compuestos de la mezcla
FGA sobre el desarrollo de plantas de tomate. (A) altura, (B) didmetro del
tallo principal (80 dias después del transplante), (C) nUmero de entrenudos
(50 dias después del transplante). Desviaciones estdndar no superpuestas
indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).
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Las plantas tratadas con FGA y confrol que no fueron
inoculadas no han mostrado ninguna infeccién en la zona de la

herida.

Las hojas aisladas procedentes de plantas tratadas con FGA y
plantas control que se inocularon con Alternaria solani han mostrado,
a los 12 dias después de la inoculacion, una reduccidn de la

infeccidn de un 83% respecto de las controles (Fig 2 B).
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dias después de la inoculacion

w
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—@®—FGA

didmetro de la lesion (cm)
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7 9 1" 13

dias después de la inoculacion

w
o

Figura 2. Efecto del tratamiento con los compuestos de la mezcla
FGA sobre el crecimiento de hongos fitopatdgenos inoculados en plantas de
tomate: (A) % de inhibicién del crecimiento de la infeccién producida por
Phytophthora citrophthora a lo largo del tallo respecto de los controles. (B)
Didmetro de la lesidon (cm) en hojas aisladas de 15 dias de edad infectadas
con Alternaria solani. Desviaciones no superpuestas indican diferencias
significativas con P<0.05 (test LSD).
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4.1.1.2 Plantas de pimiento

a) Sobre el desarrollo

En plantas de pimiento al igual que se ha realizado en plantas
de tomate se utilizaron 4 tratamientos diferentes con FGA. Ningun
fratamiento ha incrementado a los 40 dias después del tfransplante la
altura del tallo de las plantas, ni el indice foliar (Fig 3 A y B), sin
embargo si que se ha observado un incremento de las estructuras
fructiferas (frutos y flores) cuando se ha aplicado el fratamiento con
FGA (dosis 1), (Fig 3 C). Se ha observado que este tratamiento
también  ha incrementado el nUmero de entrenudos
aproximadamente un 70% respecto las plantas confrol. Resultados

similares se han encontrado para el tratamiento con FGA (dosis 2)
(Fig 4).

b) Respuesta frente a patégenos (planta entera y hojas aisladas)

En plantas de pimiento se ha aplicado el mismo tratamiento
gue en plantas de tfomate para ver la respuesta del tratamiento con
los principios activos de la mezcla FGA frente al ataque de
patégenos.

Cuando plantas de pimiento han sido inoculadas con
Phytophthora capsici la aparicion de la lesidon se ha desarrollado mdas
rédpidamente en plantas control que en plantas tratadas (figura 5 A).
Se puede observar que durante el proceso de infeccién el

fratamiento reduce el crecimiento del hongo respecto de los
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conftroles. Este efecto ha sido menos pronunciado a partir de los 6
dias después de la infeccion (Fig 5 A). Sin embargo la inhibicién del
crecimiento del hongo ha resultado menos efectiva que en el cultivo

de tomate.

En hojas aisladas procedentes de plantas tratadas con FGA
que se infectaron con Alternaria solani se ha observado que durante
los primeros 12 dias de la infeccién, el tratamiento con FGA ha
reducido el didmetro de la infeccién un 90% respecto de los
conftroles, sin embargo a partir de este dia la inhibicidon ha resultado

ser menos acusada (Fig 5 B).
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Figura 3. Efecto del tratamiento con los compuestso de la mezcla
FGA sobre el desarrollo de plantas de pimiento (datos obtenidos a los 40 dias
después del transplante). (A) altura, (B) indice foliar, (C) n° de estructuras
fructiferas. Desviaciones estdndar no superpuestas indican diferencias
significativas con P<0.05 (test LSD).
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Figura 4. Efecto del tratamiento con los compuestos de la mezcla
FGA sobre el nUmero de entrenudos de plantas de pimiento (datos obtenidos

a los 100 dias después

del

fransplante).

Desviaciones estandar

superpuestas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

no




RESULTADOS 98

35 -

30 4

25
[=4
he]
3 20
= —4&—FGA
o 15
hel
=

10

54
0 T T T T T |
0 2 4 6 8 10 12
dias después de la inoculacion

: B
€
A
5 21
73
% —&—control
] ——FGA
i<}
5 14
£
©
el

0 T T T T T |

4 6 8 10 12 14 16
dias después de la inoculacion

Figura 5. Efecto del tfratamiento con los compuestos de la FGA sobre
el crecimiento de hongos fitopatdégenos inoculados en plantas de pimiento.
(A) % de inhibicion del crecimiento de la infeccién producida por
Phytophthora capsici a lo largo del tallo respecto de los controles. (B)
Didmetro de la lesidon (cm) en hojas aisladas de 15 dias de edad infectadas
con Alternaria solani. Desviaciones estédndar no superpuestas indican
diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).
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4.1.1.3 Plantas de citricos

a) Respuesta frente a patégenos (planta entera)

En este experimento, las pldntulas de citrange Carrizo fueron
fratadas con los principios activos de la mezcla FGA (dosis 1),
fratamiento similar al que se ha utilizado para plantas de pimiento.
Los resultados han mostrado que en las plantas infectadas con
Phytophthora citrophthora, al igual que ha ocurrido en culfivos
herbdceos (tomate y pimiento), se ha retrasado la aparicidon de la

infeccion, siendo ésta mds acusada en plantas de citricos.

En la figura 6 se puede observar que durante los 15 primeros
dias después de la inoculacién, el tfratamiento con FGA ha reducido
la infeccidon hasta un 65% respecto de los controles, manteniéndose

esta inhibicién a lo largo de la experiencia.
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Figura 6. Efecto del tratamiento con los principios activos de la
mezcla FGA sobre el crecimiento de hongos fitopatdégenos inoculados en
plantas de citricos. % de inhibicién del crecimiento de la infeccion producida
por Phytophthora citrophthora a lo largo del tallo respecto de los confroles.
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4.1.2 Tratamiento con los compuestos de las mezclas TOGE-1 y
TOGE-2

4.1.2.1. Plantas de tomate

a) Sobre el desarrollo

Los tratamientos con los compuestos de las mezclas TOGE-1 y
TOGE-2 no han afectado significativamente a la longitud de los
entrenudos respecto de los controles (Tabla 2). A partir de los 50 dias
después del transplante, el tratamiento con TOGE-2 ha aumentado la
altura de las plantas y ambos tratamientos (TOGE-1 y TOGE-2) han
incrementado el nUmero de entrenudos. A los 65 dias después del
fransplante, se ha enconfrado un incremento de un 12.5% del
numero de entrenudos para el fratamiento con TOGE-1 y de un 26.8%

para el tfratamiento con TOGE-2 (Tabla 2).

Los resultados han mostrado que los tratamientos con TOGE-1
y TOGE-2 no han modificado el nUmero de flores respecto de los
controles no encontrdndose diferencias significativas respecto de los
controles (Tabla 3). Sin embargo, se ha producido un incremento
significativo del peso fresco del follaje y del peso seco de la raiz en
plantas tratadas con ambos compuestos respecto de las plantas
control (LSD, P<0.05) (Tabla 4).
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Tabla 2. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las

mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre la longitud media de los entrenudos,

la altura de las plantas y el nUmero de entrenudos. Letras distintas

indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

longitud media de los entrenudos

dias después del transplante control TOGE-1 TOGE-2
20 6.9+1.0a 6.6+1.50 7.7+0.8a
35 9.4+0.8a 9.4+2.0a 8.2+1.0a
50 9.7+1.5a 9.1+£1.9a 7.9+0.4b
65 10.0+1.3a 8.9+1.4b 9.2+1.0ab
80 8.7+1.1a 8.7+1.1a 9.6x0.50

altura media de las plantas

dias después del transplante control TOGE-1 TOGE-2
20 41.6+6.1a 45.9+10.2a 49.6+13.4a
35 84.9+19.8a 78.1£16.7b 91.3+18.7a
50 131.5£12.3a0  140.1+#17.3a  158.8+14.9b
65 159.2+3.4a0  156.8+19.50  187.5+20.6b
80 173.6£8.50  182.9+19.30 216.9+13.7b

numero de entrenudos

dias después del transplante control TOGE-1 TOGE-2
20 6.0+0.0a 7.0+0.0b 6.7+0.6a
35 9.0+1.7a 8.3+0.6a 11.0+1.0b
50 13.7+£2.1a 15.7+£1.5b 18.0+2.6Cc
65 16.0+2.0a 18.0+2.0b 20.3+0.6c
80 20.0+2.0a 21.0+1.0a 22.740.6b
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Tabla 3. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre el niUmero de flores. Letras distintas

indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

) ] n° de flores
dias después del transplante
confrol TOGE-1 TOGE-2
35 29.2+4.4a 26.245.3a 26.6£5.0a
50 42.843.4a 43.0+2.1a 40.8+4.2a
65 46.0+6.7a 45.849.2a 54.8+7.6b
80 41.0+7.3a 52.2+4.1b 45.8+6.2a

Tabla 4. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre el peso fresco y seco de plantas de
tfomate. Letras distintas indican diferencias significativas con P<0.05
(test LSD).

peso fresco (g)
fratamiento

hoja tallo raiz
control 600.0+66.2a 1026.0+128.9a 241.3+37.3a
TOGE-1 1075.0+209.7b 1073.0+44.9a 189.6+10.1a
TOGE-2 978.9+19.0b 662.8£112.9b 267.8+52.3b

) peso seco (g)
fratamiento

hoja tallo raiz
confrol 148.3t41.7a 138.3+£26.3a 24.57+3.9a
TOGE-1 127.5+5.4a 125.4+22.9a 73.3125.1b

TOGE-2 150.8+£18.1b 115.5£28.5a 56.2+£9.9b
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b) Respuesta frente a patégenos (planta entera y hojas aisladas)

Para ver la respuesta de los fratamientos con TOGE-1 y TOGE-2
en plantas de tomate frente al ataque de patdgenos se ha seguido

el mismo procedimiento que se ha utilizado para el fratamiento FGA.

En la figura 7 A se puede observar que ambos tratamientos
con TOGE-1 y TOGE-2, han retrasado el crecimiento del hongo
respecto de los confroles, durante el tiempo que ha durado la
experiencia. Al principio de la infeccibn se ha reducido el
crecimiento del hongo entre un 17 y 20%, llegdndose a alcanzar un

40% al final de la experiencia (Fig 7 A).

En hojas aisladas de plantas tratadas con TOGE-1 y TOGE-2 e
infectadas con Alternaria solani se ha encontrado que el fratamiento
con TOGE-2 ha reducido la infeccidn un 58% vy el tratamiento con
TOGE-1 un 30% al final de la experiencia. Se han encontrado
diferencias significativas para ambos fratamientos respecto de los

controles (Fig 7 B).




RESULTADOS 104

50 A

40
5
8 30
2 —<— TOGE-1
< —O0—TOGE-2
8 20
X

10 4

0+ T T T |
0 5 10 15 20
dias después de la inoculacion

’ B
€
S
S 24
3 —4&— control
% —{}—TOGE-1
S —&—TOGE-2
g 14
£
©
°

0 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
dias después de la inoculacion

Figura 7. Efecto de los fratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de hongos fitopatdégenos
inoculados en plantas de tomate. (A) % de inhibicidn del crecimiento de la
infecciéon producida por Phytophthora citrophthora a lo largo del tallo
respecto de los controles. (B) Didmetro de la lesidén (cm) en hojas aisladas de
15 dias de edad infectadas con Alternaria solani. Desviaciones estdndar no
superpuestas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).
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4.1.2.2. Plantas de pimiento

a) Sobre el desarrollo

Se han observado resultados similares a los encontrados en
plantas de fomate cuando se ha estudiado el efecto de los
tfratamientos con TOGE-1 y TOGE-2 sobre el nUmero de entrenudos,
no observdndose diferencias significativas entre ambos tratamientos
(LSD, P<0.05). Sin embargo, los dos tfratamientos han mostrado valores
significativamente diferentes respecto de los controles a lo largo de
la experiencia (Tabla 5). Al final de misma, el tratamiento con TOGE-1
ha aumentado el nUmero de enftrenudos en un 20%
aproximadamente y el fratamiento con TOGE-2 un 50%, siendo
significativamente diferentes ambos tfratamientos. Sin  embargo,
ambos tratamientos no han incrementado significativamente la

altura de las plantas a lo largo del ciclo vegetativo (Tabla 5).
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Tabla 5. Efecto de los fratamientos los los compuestos de las
mezclas TOGE-1y TOGE-2 sobre la altura y el nUmero de entrenudos
en plantas de pimiento. Lefras distintas indican diferencias

significativas con P<0.05 (test LSD).

) . altura media de las plantas
dias después del transplante

control TOGE-1 TOGE-2
60 66.6£8.7a 65.3£3.1a 67.7+5.3a
80 80.2+9.7a 83.4x%9.1a 80.9+10.0a
90 81.0x4.2a 104.7£7.5b 88.3+8.4a

numero de entrenudos

dias después del transplante

control TOGE-1 TOGE-2
35 16.0x1.4a 24.6+3.4b 23.3+4.3b
50 31.5¢7.8a 49.2+3.8b 42.0+11.4b
90 69.0£1.4a 82.5+9.2b 103.7+£10.5b

b) Respuesta frente a patégenos (planta entera y hojas aisladas)

Cuando las plantas de pimiento eran inoculadas con
Phytophthora capsici los tratamientos con TOGE-1 y TOGE-2
retrasaron la aparicion de la lesidn respecto de las plantas control
(Fig 8 A). El porcentaje de inhibicién del crecimiento del hongo a lo
largo del tallo fue mds marcado durante los cinco primeros dias
después de la inoculaciéon, llegdndose a alcanzar un 30% de
inhibicidn con el tratamiento con TOGE-2 respecto de los controles.
Se han observado reducciones significativas del crecimiento del
hongo en las plantas tratadas con TOGE-1 y TOGE-2 respecto de los
controles, sin embargo, esta reduccién ha sido menos acusada que

en plantas de tomate (Fig 8 A).
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Cuando hojas aisladas procedentes de plantas fratadas con
TOGE-1 y TOGE-2 se infectan con Alternaria solani se observa que
ambos fratamientos reducen el didmetro de la lesion. Se han
encontfrado diferencias significativas respecto de los controles a lo
largo de la experiencia para ambos fratamientos. Sin embargo, no se
han observado diferencias significativas entre ambos tratamientos

durante la experiencia (Fig 8 B) (LSD, P<0.05).

4.1.2.3 Plantas de citricos

a) Respuesta frente a patégenos (planta entera)

Los resultados del ensayo realizado en pldntulas de citricos
que fueron inoculados con Phytophthora citrophthora mostraron una
respuesta similar a la encontrada en plantas herbdceas. El
fratamiento con TOGE-2 ha sido el mdas eficaz, encontrdndose valores
similares para la longitud de la lesidn a lo largo del tallo desde el
inicio de la experiencia y mostrando diferencias significativas
respecto de las plantas control (LSD, P<0.05). A los 15 dias después de
la inoculacién, el fratamiento con TOGE-2  ha refrasado el
crecimiento del hongo un 75% respecto de los controles. El
tfratamiento con los compuestos de la mezcla TOGE-1 también ha
retrasado la infeccidén del hongo a lo largo de toda la experiencia,
siendo su efecto menos acusado que el fratamiento TOGE-2, al final
de la experiencia ha reducido el crecimiento del hongo un 40% (Fig
9).
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Figura 8. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de hongos fitopatdégenos
inoculados en plantas de pimiento. (A) % de inhibicién del crecimiento de la
infeccién producida por Phytophthora capsici a lo largo del tallo respecto de
los conftroles. (B) Didmetro de la lesidn (cm) en hojas aisladas de 15 dias de
edad infectadas con Alternaria solani. Desviaciones estdndar no
superpuestas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).
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Figura 9. Efecto de los fratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de hongos fitopatdégenos
inoculados en plantas de citricos. % de inhibicidn del crecimiento de la
infeccién producida por Phytophthora citrophthora a lo largo del tallo
respecto de los controles.

4.2 Caracterizaciéon bioquimica de los efectos producidos por la
aplicaciéon de distintos principios activos como reguladores del

desarrollo en plantas

4.2.1 Tratamiento con los compuestos de las mezcla FGA

4.2.1.1 Plantas de tomate

a) Estudio de los pardmetros de intercambio gaseoso

Se ha estudiado el efecto del tratamiento con FGA sobre Ia
tasa fotosintética, la tasa de transpiracion y el uso eficiente del agua.
Los diferentes tratamientos con FGA han mostrado un
comportamiento similar en todos los pardmetros biogquimicos

estudiados. Durante los primeros 86 dias después del transplante se
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ha observado en las plantas fratadas un aumento de la tasa
fotosintética y una disminucién de la transpiracion, lo que ha
conducido a un aumento del uso eficiente del agua respecto las
plantas control. Sin embargo, a los 100 dias después del transplante
se han invertido los resultados, alcanzdndose valores similares del uso
eficiente del agua en las plantas tratadas y en las plantas control
(Tabla 6).

Tabla 6. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la tasa fotosintética, la transpiraciéon y el uso
eficiente del agua (uea) en plantas de tfomate. Desviaciones no

superpuestas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

) tasa fotosintética tasa franspiracion vea
fratamiento
(umol-m-2s1) (mol'm2-sT) (Mol mol)

dos tratamientos (56 dias)

control 6.7+0.9 2.7¢0.1 2.5+0.5
dosis 1 7.142.0 1.140.4 6.2+£1.0
dosis 2 6.5+0.9 0.9+0.3 7.5+0.9
dosis 3 7.0x1.0 1.2¢0.5 5.8+0.8
cuatro tratamientos (86 dias)
control 3.3£0.1 4.0£0.5 0.840.1
dosis 1 4.520.6 1.740.4 2.6£1.0
dosis 2 3.9+0.7 1.740.4 2.3+0.8
dosis 3 3.4+0.2 2.310.1 1.440.1
cinco tratamientos (100 dias)
control 4.2+0.5 3.0£0.8 1.440.5
dosis 1 4.520.1 5.240.9 0.8+0.3
dosis 2 6.5+0.9 5.5+0.3 1.2+0.4

dosis 3 7.2¢1.0 4.7+1.0 1.5+0.2
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b) Estudio de los mecanismos implicados en la defensa de las plantas

b.i.) Estudio de la ruta fenilpropanoide

Las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y chalcona
isomerasa  (CHI) son enzimas caracteristicas de la  ruta
fenilpropanoide. La tabla 8, muestra que la aplicacién con los
compuestos de la mezcla FGA incrementa la actividad PAL en mds
de un 100% respecto de los controles cuando se ha aplicado la dosis
1, existiendo diferencias significativas respecto de los controles.
Asimismo la actividad CHI se ha incrementado un 75% respecto de

los controles (Tabla 7).

La aplicacion exdgena del tratamiento con FGA (dosis 1) ha
inducido un incremento de los compuestos antipatogénicos solubles
tales como: fenoles libres, dcido clorogénico vy flavonoides mostrando
diferencias significativas respecto de los controles. También se ha
observado un incremento en el contenido de fenoles libres vy

flavonoides de la fraccion fendlica de pared celular (Tabla 8).

Tabla 7. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la actividad de las enzimas fenilalanina amonio
liasa (PAL) y chalcona isomerasa (CHI) en plantas de fomate. Letras

distintas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

PAL CHI

[Gcido cindmico] ) o
(IM/g peso fresco ) X107 unidades arbitrarias

control 17.0+£2.0a 5.98+£1.06 a
FGA 34.0+£5.0b 10.54+1.82b
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Tabla 8. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la composicidén fendlica de plantas de tomate.

Letras distintas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

fenoles de pared celular

(ug/g extracto seco)

tratamiento fenoles libres dcido clorogénico flavonoides
control 178+14a - 1.340.1a
FGA 430+20b - 3.140.1b

fenoles solubles

(Lg/g extracto seco)

tratamiento fenoles libres dcido clorogénico flavonoides
control 0+0a 9.4+0.7a 1194+8a
FGA 112.4+7b 45.7£4.0b 212+7b

b.i.i.) Cuantificacion de carbohidratos de pared celular

Se ha estudiado también el efecto del tfratamiento con FGA
sobre los azUcares celuldsicos, no celuldsicos y dcidos urdnicos. Los
resultados mostrados en la tabla 9 indican que todos los fratamientos
han incrementado el contenido en dcidos urdnicos y azdcares no
celuldsicos, sin embargo, no se ha observado, en general, un
incremento significativo del contenido de azicares celuldsicos (LSD,
P<0.05).
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Tabla 9. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre los azlcares de pared celular de plantas de
tfomate. Letras distintas indican diferencias significativas con P<0.05

(test LSD).

dcidos uronicos ] o
azucares no celuldsicos

azUcares celuldsicos

(mg /g extracto
(mg /g extracto seco)

tratamiento  (mg /g extracto

seco) seco)
control 26.0+1.8a 60.0+7.3a 51.8+5.2a
dosis 1 24.3%3.1a 114.6+8.5b 110.1£9.7b
dosis 2 22.5%0.3a 123.9+5.4b 124.5+13.8b
dosis 3 33.6£3.7b 91.9+1.6c 79.8+9.1c

La determinacion de los azUcares neutros de pared celular
por cromatografia de gases ha mostrado para todos los fratamientos
con FGA un incremento, siendo éste mds acusado en los azicares

arabinosa y glucosa (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto de los tratamientos con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la concentracién de azUcares neutros de pared
celular en hojas de tomate. Letras distintas indican diferencias

significativas con P<0.05 (test LSD).

azUcares neutros

(ng de azicar / g extracto seco)

control Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
ramnosa 33.8+4.1a 104.0£12.7b 92.0+9.0b 61.2£5.5¢C
arabinosa 10.1£2.9a 39.5+4.0b 20.3+2.6ab 18.0+£3.7ab

xilosa 4.3+2.50 13.9+2.5b 6.3+1.4ab 7.0£2.1ab

manosa 4.8+2.9a 12.3+1.9b 11.4£3.6ab 8.3+1.5ab
galactosa 25.7+3.3a 85.5+21.1b 122.4+14.5b 45.4+5.4ab
glucosa 144.1+£30.2a 456.9+72.1b 265.1£33.7¢ 295.5¢12.7¢
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c) Estudio de las enzimas implicadas en procesos de senescencia y

del contenido de proteina y clorofila

Al final de la experiencia, las plantas tratadas con el
fratamiento con FGA, han mostrado un contenido de clorofila
superior a los controles. Se ha encontrado que en plantas tratadas el
contenido de clorofila ha aumentado un 22% respecto a los controles
(Tabla 11). En cuanto al contenido de proteinas se ha observado en
plantas tratadas que se ha incrementado un 36% al final de la
experiencia. Se han enconfrado diferencias significativas en plantas

tfratadas respecto los controles (Tabla 11).

Tabla 11. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la concentracion de clorofila y proteina en plantas
de tomate. Letfras distintas indican diferencias significativas con
P<0.05 (test LSD).

) [clorofila] [proteinal
fratamiento
(mg/g peso fresco) (mg/g peso fresco)
control 0.18+0.02a 3.14+0.32a
FGA 0.22+0.02b 4.29+0.46b

El fratamiento con FGA también ha reducido la actividad de
las peroxidasas dcidas (Tabla 12). Las actividades enzimdticas
clorofilasa, proteasas y peroxidasa, que participan activamente en el
proceso de senescencia, se han reducido a lo largo de la
experiencia cuando se han fratado las plantas con el fratamiento

con FGA. La reduccidon de las actividades de estas enzimas es de un
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60% aproximadamente. La foto 1 ilustra un ejemplo de la pérdida de

clorofila en las plantas control frente a las tratadas con FGA.

Tabla 12. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la actividad de las enzimas clorofilasa, proteasas y
peroxidasa en plantas de tomate. Letras distintas indican diferencias

significativas con P<0.05 (test LSD).

clorofilasa proteasas peroxidasa
(ug clorofila (ug proteina
tratamiento (unidades cataliticas/
degradada/ degradada/mg

] mg proteina total)
g peso seco'min)  protfeina fotal ' min)

conftrol 1.52+0.09a 16.2+£3.50 447+33a
FGA 0.50+0.15b 5.7+0.2b 171+35.2b

4.2.1.2 Plantas de pimiento

a) Estudio de los pardmetros de intercambio gaseoso

No existen claras diferencias entre los pardmetros de
infercambio gaseoso cuando se aplican las diferentes dosis de los
compuestos de la mezcla FGA en las plantas de pimiento. Cabria
destacar que la dosis 1 de los compuetsos de la mezcla FGA ha
incrementado ligeramente la tasa fotosintética y ha reducido la tasa
de tranpiracién lo que implica un aumento del uso eficiente del agua
de 1.2 veces a los 50 dias y de 2 veces a los 86 dias después del
trasplante respecto de las plantas control. A los 100 dias, la tasa

fotosintética no muestra diferencias entre las diferentes dosis y los
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controles, la transpiraciéon aumenta ligeramente y los valores para el
uso eficiente del agua no muestran diferencias significativas respecto
de los controles (LSD, P<0.05). Las plantas de pimiento tratadas con la
dosis 1 del compuesto FGA mostraron un comportamiento muy similar

a las plantas de tomate (Tabla 13).

Foto 1. Efecto del tratamiento FGA sobre el retraso de la

degradacién de la clorofila en plantas de tomate.
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Tabla 13. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre el intercambio de COg, la tasa fotosintética, la
transpiracion y el uso eficiente del agua (uea) de plantas de
pimiento. Desviaciones no superpuestas indican diferencias

significativas con P<0.05 (test LSD).

. tasa fotosintética  tasa transpiracion vea
tratamiento
(umol'm-2-s-T) (mol'm2-1) (umol.mol)

dos tratamientos (56 dias)

confrol 19.6+1.8 5.4+0.6 3.6+0.5
dosis 1 26.240.1 5.10.1 5.1+0.1
dosis 2 17.2+0.8 4.510.1 3.8+1.0
dosis 3 20.1+£0.6 5.10.1 3.9+0.3
dosis 4 20.0+1.7 4.5+0.3 4.4+0.1
cuatro tratamientos (86 dias)
confrol 16.742.6 10.320.5 1.6+0.3
dosis 1 27.1+4.5 9.120.4 3.0+0.2
dosis 2 17.5+1.8 7.7£2.0 2.3+0.3
dosis 3 12.8+1.5 5.320.9 2.4+0.3
dosis 4 14.1+0.7 6.0£0.6 2.3+0.2
cinco tratamientos (100 dias)
confrol 11.941.6 57+1.3 2.1+0.1
dosis 1 11.3+0.2 6.1£0.1 1.8+0.2
dosis 2 11.1£0.8 3.7¢0.5 3.0+0.1
dosis 3 13.3+0.2 11.8+0.2 1.14£0.6
dosis 4 14.0£3.7 8.8+1.1 1.6+0.2

b) Estudio de los mecanismos implicados en la defensa de las plantas

b.i.) Estudio de la ruta fenilpropanoide

Los diferentes tratamientos con FGA indujeron un incremento
de la actividad enzimdtica PAL, alcanzdndose valores 2 veces

superiores con el tratamiento con FGA (dosis 1), mostrando
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diferencias significativas respecto de los controles (LSD, P<0.05) (Tabla
14).

La respuesta del fratamiento con FGA respecto al contenido
de los compuestos antipatogénicos solubles (fenoles libres, dcido
clorogénico vy flavonoides) ha sido efectiva para el contenido de
flavonoides y dcido clorogénico, sin embargo, tan solo se han
observado trazas de fenoles libres en plantas tratadas respecto de los
controles. Respecto al contenido de fenoles de pared celular cabe
destacar que ha no ha habido diferencias significativas entre las

plantas control y los tratamientos (Tabla 15).

Tabla 14. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa
en plantas de pimiento. Lefras distintas indican diferencias

significativas con P<0.05 (test LSD).

fratamiento unidades cataliticas

control 13.92+0.84a
FGA 28.80%1.68b
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Tabla 15. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la composicidon fendlica de plantas de pimiento.

Letras distintas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

fenoles de pared celular

(ug fenol/g extracto seco)

tratamiento fenoles libres dcido clorogénico flavonoides
conftrol 10+£3a - 248+34a
FGA 10+2a - 221+£38a

fenoles solubles

(ng fenol/g peso fresco)

tratamiento fenoles libres dcido clorogénico flavonoides
confrol 48+6a 80+6a 338+32a
FGA - 180+28b 818t61b

b.i.i.) Cuantificacién de carbohidratos de pared celular

La acumulacidon de carbohidratos de pared celular en las
plantas tratadas ha variado dependiendo del tratamiento con FGA.
La dosis 1 del tratamiento con los compuestos de la mezcla FGA ha
inducido un incremento en todos los azicares de pared celular, tanto
celuldsicos como no celuldsicos fotales, asi como en los dacidos
urénicos (Tabla 16). Asi mismo se ha producido un incremento
significativo de todos los azUcares neutros no celuldsicos cuando las
plantas han sido tratadas con FGA (dosis 1) (LSD, p<0,5%). El resto de
fratamientos no ha inducido cambios significativos respecto de las

plantas control (Tabla 17).
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Tabla 16. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre los azUcares de pared celular en plantas de

pimiento. Letras distintas indican diferencias significativas con P<0.05

(test LSD).
) o o o azdcares no
azucares celuldsicos Acidos urdnicos o
) celuldsicos totales
tratamiento (mg/g extracto (mg/g extracto
(mg/g extracto
seco) seco)
seco)
control 54+2a 165+2a 390+10a
dosis 1 77+5b 180+2¢ 400+10a
dosis 2 47+13a 154+13ab 290+10b
dosis 3 52+7a 127+3b 260+7b
dosis 4 76x19b 144+19b 300+6b

Tabla 17. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre los azUcares neutros de pared celular en plantas

de pimiento. Letfras distintas indican diferencias significativas con
P<0.05 (test LSD).

azUcares neutros

(Lg de azUcar/g extracto seco)

confrol dosis 1 dosis 2 dosis 3 dosis 4
ramnosa 364.9+8.80 418.3+28.2b 268.0+21.3c  219.4£13.6c 246.1£88.3ac
arabinosa  409.5£12.6a  544.2+61.1b  349.5+36.5ac  263.5+18.7c 231.8£112.2c
xilosa 182.4+1.0a 224.1421.4b 149.5+6.9¢ 98.7+8.1d 206.1+25.0b
galactosa 5119.94341.9a 3349.5+252.4b  2165.2+45.3c  3129.4+245.3b 1673.6+302.3d
glucosa  2136.2+49.2a 2453.4+322.5a 1503.5+65.9bc 1614.1+100.6b 980.8+243.6C
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c) Estudio de las enzimas implicadas en procesos de senescencia y

del contenido de proteina y clorofila

El tratamiento con FGA (dosis 1) en plantas de pimiento ha
incrementado un 5% el contenido de clorofila y un 15% el contenido
de proteina. Las plantas tratadas han mostrado diferencias
significativas en el contenido de clorofila y proteina respecto de los

controles (Tabla 17).

Las actividades enzimdticas clorofilasa, proteasas vy
peroxidasa, que participan activamente en los procesos de
senescencia, se han reducido significativamente respecto de los
controles a lo largo de la experiencia cuando se ha aplicado el
fratamiento con FGA (Tabla 19). Las actividades clorofilasa vy
peroxidasa se han reducido un 36% y un 42%, respectivamente. El
fratamiento FGA por el contrario no ha mostrado diferencias
significativas respecto de los controles para la actividad proteasa
(Tabla 19).

Tabla 18. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la concentracién de clorofila y proteinas en
plantas de pimiento. Letras distintas indican diferencias significativas
con P<0.05 (test LSD).

[clorofila] [proteinal
fratamiento
(mg/g peso fresco) (mg/g peso fresco)
control 0.59+0.02a 2.70+0.54a

FGA 0.62+0.06b 3.11%1.12a
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Tabla 19. Efecto del tratamiento con los compuestos de la
mezcla FGA sobre la actividad de las enzimas clorofilasa, proteasas y
peroxidasa en plantas de pimiento. Letras distintas indican diferencias

significativas con P<0.05 (test LSD).

clorofilasa proteasas peroxidasa
(ug clorofila (ug proteina (unidades
fratamiento degradada/ degradada/mg cataliticas/mg
g peso seco ‘min) proteina total ‘min) proteina total)
control 2.86+0,04a 31.8£2.8a 7512a
FGA 1.8120,16b 34.3+3.9a 43+2b

d) Identificacion de proteinas por electroforesis en gel de

poliacrilamida

La electroforesis en gel de poliacriamida del extracto
proteico ha revelado un patrén de bandas diferente en las plantas
fratadas y en las plantas control. Las plantas control presentan una
banda proteica con un peso molecular aproximado de 148 KDaq,
banda que ha desaparecido en plantas tratadas con FGA (Fig 10).
Asi mismo, en las plantas control la banda de 68 KDa se ha

subdividido en otros dos bandas en plantas tfratadas

En las plantas tratadas con FGA se ha observado una banda
infensa de unos 27 KDa. Sin embargo, en las plantas control dicha

banda ha perdido intensidad (Fig 10).
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Figura 10. Electroforesis en gel desnaturalizante de proteinas de
plantas de pimiento. Carrera 1: plantas control. Carrera 2: plantas tratadas
con FGA (dosis 1). (En el margen se indican los pesos moleculares de los
patrones de bandas utilizados).

4.2.2 Tratamiento con los compuestos de las mezclas

TOGE-2

4.2.2.1 Plantas de tomate

TOGE-1 y

Para estudiar el efecto de los tratamientos con TOGE-1 vy

TOGE-2 sobre los diferentes pardmetros bioquimicos se ha utilizado la

misma dosis que se habia aplicado a los ensayos planta-patégeno.
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a) Estudio de los pardmetros de intercambio gaseoso

La respuesta de las plantas de fomate a estos tfratamientos ha
sido muy similar a la observada con el fratamiento con los
compuestso de la mezcla FGA. Los tratamientos con TOGE-1 y TOGE-
2 han inducido un aumento de la tasa fotosintética y del uso
eficiente del agua respecto a las plantas control durante casi todo el
ciclo del cultivo (86-90 dias). Sin embargo, a diferencia de lo que ha
ocurrido con el tratamiento con FGA, con estos tratamientos no se ha

producido una disminucién de la transpiracién (Tabla 20).

Al final del ciclo (100 dias después del transplante), no se han
encontrado en las plantas tfratadas valores significativamente
diferentes a los de las plantas control para el uso eficiente del agua
(LSD, P<0.05), siendo éste un comportamiento muy similar al
observado cuando se han aplicado los diferentes tratamientos con
FGA (Tabla 20).
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Tabla 20. Efecto de los tratamientos TOGE-1 y TOGE-2 sobre la
tasa fotosintética, la transpiracion y el uso eficiente del agua (ueq)
en plantas de tomate. Desviaciones no superpuestas indican

diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

. tasa fotosintética tasa transpiracion vea
tratamiento
(LMol m-2-sT1) (mol'm2sT) (Lmol.molT)

dos tratamientos (56 dias)

control 10.4+£0.2 4.2+0.12 2.540.1

TOGE-1 15.8+1.32 5.0£0.5 3.3410.3

TOGE-2 13.743.8 4.6+1.1 2.6+0.6
cuatro tratamientos (86 dias)

control 8.3x1.5 3.3+0.6 2.540.1

TOGE-1 15.740.6 4.9+0.12 3.3#0.3

TOGE-2 15.242.4 6.3+1.2 2.9+.0.6
cinco tratamientos (100 dias)

control 6.7x1.0 2.3+0.5 2.740.8

TOGE-1 5.110.6 3.7+0.5 1.4+0.4

TOGE-2 13.940.6 5.1+0.4 2.1+0.8

b) Estudio de los mecanismos implicados en la defensa de las plantas

b.i.) Estudio de la ruta fenilpropanoide

Los tratamientos con TOGE-1 y TOGE-2 han incrementado las
actividades enzimdticas fenilalanina amonio liasa y chalcona
isomerasa cuando se han aplicado a plantas de tomate. Se puede
observar que ambos tratamientos han aumentado significativamente

la actividad de la enzima chalcona isomerasa. La actividad de la
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enzima fenilalanina amonio liasa también se ha visto estimulada con

los tratamientos aunque su efecto ha sido menos acusado (Tabla 21).

La respuesta de las plantas a estos tratamientos ha sido similar a
la observada con el tratamiento FGA. Sin embargo, hay que
destacar que el tratamiento FGA ha sido mds eficaz para la
actividad PAL que los fratamientos con TOGE-1 y TOGE-2.

Tabla 21. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre la actividad de las enzimas
fenilalanina amonio liasa (PAL) y chalcona isomerasa (CHI) en
plantas de tfomate. Letras distintas indican diferencias significativas
con P<0.05 (test LSD)

PAL CHI
. [Gcido cindmico] ) o
fratamiento unidades arbitrarias
(UM/g peso fresco h) x 102
control 17.0£2.0a 5.98+1.06a
TOGE-1 20.0+3.0b 10.32+0.86b
TOGE-2 18.0+£3.0ab 15.78+2.86¢

c) Estudio de las enzimas implicadas en procesos de senescencia y

del contenido de proteina y clorofila

Al final de la experiencia las plantas tfratadas con TOGE-1 y
TOGE-2 han mostrado un contenido de clorofila superior a los
controles, no observdndose diferencias significativas entre ambos
fratamientos. Se ha encontrado que en plantas tratadas el contenido

de clorofila ha aumentado un 20% respecto a los controles (Tabla 22).
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Por el contrario, sl que se han observado diferencias significativas
entre las plantas tratadas con TOGE-1 y TOGE-2 y las plantas control
(LSD, P<0.05).

En cuanto al contenido de proteina se ha observado una
respuesta similar a la encontrada para el contenido de clorofila. En
las plantas tratadas con ambos compuestos se ha encontrado un
incremento significativo de la proteina en hojas respecto a los
controles. Este incremento ha sido mds acusado con el fratamiento
con TOGE-2 (55%) que con el fratamiento con TOGE-1 (32%) (Tabla
22).

Tabla 22. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre la concentracién de clorofila y
proteinas en plantas de tomate. Letras distintas indican diferencias

significativas con P<0.05 (test LSD)

fratamiento [chl] [proteina] total
(mg/g peso fresco) (mg/g peso fresco)
control 0.180+£0.006a 3.14+0.32a
TOGE-1 0.220+0.002b 4.16+0.46b
TOGE-2 0.210+0.005b 4.89+0.78b

Las actividades de las enzimas clorofilasa, proteasas vy
peroxidasa, que participan activamente en los procesos de
senescencia, se han reducido significativamente a lo largo de la
experiencia en las plantas tratadas respecto de los controles (LSD,
p<0.05). La inhibicién parcial de las enzimas ha sido mds acusada en
peroxidasa, que en clorofilasa y proteasas. El tratamiento con TOGE-2
ha sido el mds efectivo respecto al tratamiento con TOGE-1 y a los

confroles. La actividad peroxidasa se ha reducido un 59% con el
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fratamiento con TOGE-2 y un 38% con el fratamiento con TOGE-1. Sin
embargo, la actividad proteasa no se ha reducido significativamente
con TOGE-1 respecto de los controles, al igual que ha ocurrido con la
actividad clorofilasa (Tabla 23). El fratamiento con los compuestos de
las mezclas TOGE-2 y FGA han mostrado resultados similares respecto
al efecto que han causado sobre las actividades enzimdticas

clorofilasa, proteasas y peroxidasa.

Tabla 23. Efecto de los tratamientos con los compuestos de
las mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre la actividad de las enzimas
clorofilasa, proteasas y peroxidasa en plantas de tomate. Letras

distintas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

clorofilasa proteasas peroxidasa
fratamiento (ng clorofila (ug proteina (unidades
degradada/ degradada/mg cataliticas/mg
g peso seco'min) proteina total ‘min) proteina total)
confrol 1.52+0.15a 16.23+3.51a 4474570
TOGE-1 1.11£0.15ab 15.43+0.54a 274+5b
TOGE-2 0.96+0.25b 8.34+2.56b 181+15¢c

4.2.2.2 Plantas de pimiento

Para estudiar el efecto de los fratamientos con TOGE-1 vy
TOGE-2 sobre los diferentes pardmetros bioquimicos se ha utilizado la

misma dosis que se habia aplicado a los ensayos planta-patdgeno.




RESULTADOS 129

a) Estudio de los pardmetros de intercambio gaseoso

No se ha observado una clara influencia de los tratamientos
con TOGE-1 y TOGE-2 sobre los parédmetros de intercambio gaseoso
en plantas de pimiento. Las tasas fotosintética y de la transpiraciéon
no se han alterado visiblemente en las plantas tratadas respecto a los
controles. No se han observado diferencias significativas en el uso
eficiente del agua a lo largo del desarrollo del cultivo. Al final del
ciclo vegetativo se ha observado el mismo efecto que causaba el
fratamiento con FGA a las plantas. A los 100 dias se ha producido un
incremento de la tasa de transpiracién en plantas tratadas, lo que
implica una reduccién de los valores del uso eficiente del agua

respecto los controles (Tabla 24)

b) Estudio de los mecanismos implicados en la defensa de las plantas

b.i.) Estudio de la ruta fenilpropanoide

La tabla 25 muestra los resultados de los tratamientos con
TOGE-1 y TOGE-2 sobre las actividades enzimdticas fenilalanina
amonio liasa y chalcona isomerasa. Se puede observar que el
fratamiento con TOGE-2 ha incrementado de manera significativa las
actividades enzimdticas PAL y CHI. Sin embargo, el tfratamiento con
TOGE-1 no ha incrementado los valores encontrados en las plantas

conftrol para dichas actividades.
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Tabla 24. Efecto de los tfratamientos con los compuestos de
las mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre el intfercambio de COs2, la tasa
fotosintética, la transpiracion y el uso eficiente del agua (uea) en
plantas de pimiento. Desviaciones no superpuestas indican

diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

fasa o
o tasa transpiracion vea
] fotosintética
fratamiento (mol'm2-sT) (umol -mol)
(umol'm2sT)

dos tratamientos (56 dias)

control 10.8+0.8 3.3+0.4 3.6+£0.4

TOGE-1 13.5¢1.0 5.0£0.5 2.9+0.4

TOGE-2 22.0+0.4 5.6+0.4 4.1+0.4
cuatro tratamientos (86 dias)

control 12.1£0.7 4.3+0.3 2.9+0.3

TOGE-1 12.2+0.9 5.0£0.5 2.6+0.3

TOGE-2 12.7+1.3 5.310.5 2.3+0.2
cinco tratamientos (100 dias)

confrol 9.5¢1.3 4.2+1.2 2.4+0.3

TOGE-1 5.0£1.1 10.440.9 0.5£0.1

TOGE-2 4.0+0.4 6.9+1.1 0.840.1

La respuesta de las plantas a los tratamientos con TOGE-1 vy
TOGE-2 respecto al contenido de los compuestos antipatogénicos
solubles (fenoles libres, &cido clorogénico y flavonoides) ha sido
diferente. Mientras que el tratamiento con TOGE-2 ha incrementado
el contenido de flavonoides y dcido clorogénico en la fraccion de
fenoles solubles, siendo diferente significativamente respecto los
controles, el tratamiento con TOGE-1 no ha mostrado valores
significativamente diferentes (Tabla 25). El contenido de fenoles de

pared celular ha incrementado con el fratamiento con TOGE-2,
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concretamente el contenido de fenoles libres y agliconas, sin
embargo, el fratamiento con TOGE-1 no ha sido efectivo, ya que no
se han observado diferencias significativas en ninguno de los

componentes fendlicos respecto de los controles (Tabla 25).

Tabla 25. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre las actividades enzimdticas
fenilalanina amonio liasa (PAL) y chalcona isomerasa (CHI) en
plantas de pimiento. Desviaciones no superpuestas indican

diferencias significativas con P<0.05 (test SD).

PAL CHI
[dcido cindmico]
fratamiento unidades arbitrarias
(UM/g peso fresco ) x 102
conftrol 10.41+1.16a 4.80+£0.37a
TOGE-1 3.33+0.36b 4.12+0.31a

TOGE-2 12.91+0.16¢c 10.7+0.38b
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Tabla 26. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre la composicion fendlica en plantas
pimiento. Letras distintas indican diferencias significativas con P<0.05
(test LSD).

fenoles de pared celular

(ug fenol / g extracto seco)

fratamiento fenoles libres flavonoides agliconas libres
confrol 2.9+0.1a 236.2+27.7a 4.5+0.4a
TOGE-1 1.320.1a 198.84+30.7a 1.920.50
TOGE-2 4.9+0.0b 197.6+14.1a 14.1+0.2b

fenoles solubles

(ug fenol/ g peso fresco)

fratamiento fenoles libres dcido clorogénico flavonoides
control 13.0%1.4a 22.3+0.1a 265.8+11.8a
TOGE-1 8.7+2.3a 19.5¢0.7a 246.4+21.2a
TOGE-2 10.6+2.1a 23.0+3.0a 509.7+28.4b

c) Estudio de las enzimas implicadas en procesos de senescencia y

del contenido de proteina y clorofila

Al final de la experiencia, las plantas tratadas con TOGE-2 han
mostrado un incremento significativo del contenido de clorofila
respecto los controles. Se ha estimado en las plantas tfratadas que el
contenido de clorofila ha aumentado un 33% respecto los controles
(Tabla 27). Sin embargo, no se han observado diferencias
significativas en las plantas que habian sido tratadas con TOGE-1

respecto de las plantas control (LSD, P<0.05).
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Respecto al contenido de proteinas se ha observado que
existe un incremento en las hojas de las plantas tratadas respecto los
controles. Se ha encontrado que éste ha sido del 19% para el
fratamiento con TOGE-2 y del 11% para el con TOGE-1 (Tabla 28).

Tabla 27. Efecto de los tratamientos tratamientos con los
compuestos de las mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre la concentracion
de clorofila y proteina en plantas de pimiento. Letras distintas indican

diferencias significativas con P<0.05 (test LSD)

fratamiento [clorofila] [proteinas] totall
(mg/g peso fresco) (mg/g peso fresco)
control 0.59+0.02a 2.70%0.13a
TOGE-1 0.62+0.02ab 3.01£0.21ab
TOGE-2 0.79+0.06b 3.21+£0.14b

Las actividades de las enzimas clorofilasa y peroxidasa se han
reducido a lo largo de la experiencia en las plantas tratadas, ésta
reduccion ha sido mds acusada para la actividad peroxidasa. La
actividad peroxidasa se ha reducido un 57% con el tratamiento con
TOGE-2 y un 35% con el tratamiento con TOGE-1. Sin embargo, la
actividad proteasa no se ha visto afectada significativamente por

ningun tratamiento cuando se compara con los controles (Tabla 28).




RESULTADOS 134

Tabla 28. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas TOGE-1 y TOGE-2 sobre la actividad de las enzimas
clorofilasa, proteasas y peroxidasa en plantas de pimiento. Letras

distintas indican diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

clorofilasa proteasas peroxidasa
fratamiento (g clorofila (ug proteina (unidades cataliticas/
degradada/ degradada/g mg proteina total)
g peso seco'min) proteina total ‘min)
control 2.86x0.04ab 31.8+2.8a 75%2a
TOGE-1 3.20+0.20a 30.1£9.4a 49+1b
TOGE-2 2.00+0.20b 27.6+4.80 32+2¢

d) Identificacion de proteinas por electroforesis en gel de

poliacrilamida

La electroforesis en gel de poliacriamida del extracto
proteico mostré un patrén de bandas diferente en las plantas
fratadas respecto a las control. Las plantas control presentan una
banda proteica con un peso molecular aproximado de 148 KDaq,
banda que ha desaparecido en las plantas tratadas con TOGE-1 vy
TOGE-2 (Fig 11).

En las plantas control aparecen dos bandas de unos 79 KDa.
En las plantas tratadas con TOGE-1, dichas bandas précticamente
han desaparecido, mientras que en las plantas tratadas con TOGE-2

se han reducido a una Unica banda (Fig 11).
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Figura 11. Electroforesis en gel desnaturalizante de proteinas de

plantas de pimiento. Carrera 1: plantas conftrol. Carrera 2: plantas tratadas
con TOGE-1. Carrera 3: plantas tratadas con TOGE-2. (En el margen se

indican los pesos moleculares de los patrones de bandas utilizados).

4.3 Estudio del efecto de la aplicaciéon de los reguladores del

desarrollo de plantas sobre el crecimiento de hongos fitopatégenos

4.3.1 Efecto de la aplicacion de los compuestos de la mezcla FGA

sobre el desarrollo de hongos

Todos los resultados mostrados anteriormente se han basado

en el estudio del efecto directo que los diferentes compuestos

testados han desarrollado sobre las plantas y sobre la interaccion

planta-hongo. Las experiencias siguientes se han readlizado para
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comprobar el efecto que estos compuestos podian tener
directamente sobre el crecimiento in vitro de Alternaria solani, Botrytis

cinerea, Phytophthora capsici y Phytophthora citrophthora.

4.3.1.1 Estudio del crecimiento en placa

La aplicacién del tratamiento con FGA al cultivo de hongos
crecidos en PDA ha sido muy efectiva, ya que se han enconfrado
diferencias significativas en el retraso del desarrollo del micelio de los
siguientes hongos: Botrytis cinerea, Alternaria solani, Phytophthora
capsici y Phytophthora citrophthora respecto de los controles. Para
todos los hongos estudiados el crecimiento se ha inhibido con el
fratamiento que corresponde a la concentracion mas alta (0.5%). El
fratamiento con FGA 0.1% ha retrasado el desarrollo de los hongos
mostrando diferencias significativas respecto de los confroles a lo
largo del periodo que ha durado la experiencia (Fig 12). Los
resultados han mostrado que el tratamiento con FGA puede ser
especifico para los diferentes tipos de hongos. En la figura 12 C se
puede observar que el hongo Phytophthora citrophthora es mds
sensible al tratamiento con FGA 0.1% que el resto de hongos

estudiados.
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Figura 12. Efecto del
fratamiento con los
compuestos de la mezcla
FGA sobre el crecimiento
radial micelar de hongos
fitopatdgenos. (A) Botrytis
cinereaq, (B) Alternaria solani,
(C) Phytophthora
cifrophthora y (D)
Phytophthora capsici.
Desviaciones estdndar no
superpuestas indican
diferencias significativas con
P<0.05 (test LSD).
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4.3.2 Efecto de la aplicacién de los compuestos de las mezclas
TOGE-1 y TOGE-2 sobre el desarrollo de hongos

4.3.2.1 Estudio del crecimiento en placa

El efecto del tratamiento con TOGE-1 sobre el desarrollo del
crecimiento del hongo ha mostrado resultados similares a los
encontrados con el tfratamiento con FGA. La dosis mds alta de los
compuestos de la mezcla TOGE-1 (0.5%) ha inhibido completamente
el desarrollo de todos los hongos estudiados (Bofrytis cinerea,
Alternaria solani, Phytophthora capsici y Phytophthora citrophthora)
(Fig 13). Sin embargo, se ha encontrado una mayor sensibilidad del
fratamiento con TOGE-1 (0.1%) para Bofrytis cinerea y Alternaria
solani (Fig 13 A y B). Estos resultados han mostrado la especificidad
del fratamiento con TOGE-1 respecto a los diferentes fipos de hongos

ensayados.

Cuando se ha aplicado el fratamiento con TOGE-2 al medio
de cultivo se ha retrasado el desarrollo del micelio del hongo, siendo
éste mds acusado con el tratamiento 0.5% en todos los hongos
analizados (Fig 14). Este tfratamiento no ha mostrado un efecto letal
sobre el crecimiento del hongo hecho que ha ocurrido con los
fratamientos con TOGE-1 y FGA.

Con objeto de determinar el efecto del tratamiento con
TOGE-2 (0.5%) sobre la capacidad de germinacién de esporas de
Botrytis cinerea, se ha estimado el porcentaje de germinacion de
esporas con una cdmara cuentagldbulos. En la figura 15 se observa
que el tratamiento con TOGE-2 (0.5%) ha reducido significativamente

el porcentaje de germinacion de esporas a lo largo del periodo
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estudiado, se han alcanzando valores proximos al 0%, mientras que
en los controles el porcentaje de germinacién de esporas ha oscilado
entre un 20 -50% aproximadamente.

En las fotos 2 y 3 se compara la efectividad del tratamiento
con TOGE-2 (0.5%) sobre la morfologia del micelio de Botrytis cinerera.
Se ha observado que el micelio cultivado con TOGE-2 presenta un
estado mds inmaduro, ha retrasado el porcentaje de germinacién de
las esporas y también se han observado conidias en pleno desarrollo,
mientras que en las placas control el micelio ha presentado un

aspecto mds envejecido y completamente desarrollado.
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Figura 13. Efecto del
fratamiento con los
compuestos de la mezcla
TOGE-1 sobre el
crecimiento radial
micelar de hongos
fitopatdgenos. (A) Botrytis
cinereaq, (B) Alternaria
solani, (C) Phytophthora
cifrophthora y (D)
Phytophthora capsici.
Desviaciones estdndar no
superpuestas indican
diferencias significativas
con P<0.05 (Test LSD).
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Figura 14. Efecto del
fratamiento con los
compuestos de la mezcla
TOGE-2 sobre el
crecimiento radial micelar
de hongos fitopatdgenos.
(A) Botrytis cinerea, (B)
Alternaria solani, (C)
Phytophthora citrophthora
y (D) Phytophthora capsici.
Desviaciones estdndar no
superpuestas indican
diferencias significativas
con P<0.05 (Test LSD).
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Figura 15. Efecto del tratamiento con los compuestos de la mezcla
TOGE-2 (0.5%) sobre la germinacién de esporas del hongo Bofrytis cinerea.
Desviaciones estdndar no superpuestas indican diferencias significativas con
P<0.05 (Test LSD).
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Foto 2. (A) Esporulacion observada en plas placas control. (B)

Esporulacién observada en las placas tratadas con TOGE-2 0.5%.
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Foto 3. (A) Micelio observado en placas control. (B) Micelio

observado en placas tratadas con TOGE-2 0.5%.
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4.4 Estudio del efecto de la aplicacion de los compuestos separados
de la mezcla FGA (éster etilico del dcido adipico, furfurilamina y

1,2,3,4-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa).

Con este estudio se ha caracterizado el efecto aislado de
cada uno de los compuestos de la mezcla FGA sobre el desarrollo, la

caracterizacién bioquimica y el crecimiento del hongo.

4.4.1 Efecto sobre el desarrollo

Cuando se ha aplicado a las plantas de manera aislada el
éster etilico del dcido adipico se ha encontrado un aumento del
contenido de azicares en frutos de pimiento respecto a los controles.
Asi mismo se ha encontrado un aumento del nimero de entrenudos
en plantas de tomate. En ambos casos se han encontrado
diferencias significativas respecto a los confroles (Tabla 29). Otro
efecto del fratamiento ha sido reducir el nUmero de frutos de
pimiento no comerciales. Para el resto de pardmetros estudiados no
se han observado diferencias significativas respecto a los confroles
(LSD, p<0.05).

El tfratamiento de furfurilamina sobre el desarrollo ha mostrado
que este compuesto ha reducido significativamente la floracion (LSD,
p<0,05) (Fig 15). Asi mismo ha reducido la altura media de las plantas
cuando se han tratado con diferentes dosis de furfurlamina, siendo

ésta mdas marcada con las dosis mds altas (Fig 16).
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Tabla 29. Efecto de monoéster etilico del dcido adipico (E) sobre
el crecimiento y la calidad de fruto en plantas de pimiento (A) vy
plantas fomate (B).

(A) % incremento respecto a plantas y frutos control

alfura (cm) peso g/fruto frutos no comerciales ° brix

% 16.6 ns 12ns 52 *(1) 13 *

(B) % % incremento respecto a plantas control

didmetro de la didmetro del dpice nUmero de

altura (cm)
base (mm) (mm) entrenudos

% 8 ns 5ns 52ns 40 *

1) valores expresados como disminucidn respecto a las plantas
control.
* indica diferencias significativas con P<0.05 (test LSD).

ns indica diferencias no significativas con P<0.05 (test LSD).

HH

HH

n° flores
(2]

HH

control dosis 1 dosis 2 dosis 3

tratamientos

Figura 16. Efecto del tratamiento con furfurilamina sobre la floracion
en plantas de tomate. Floracién determinada en los dos primeros pisos.
Desviaciones estdndar no superpuestas indican diferencias significativas con
P<0.05 (Test LSD).
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Figura 17. Efecto del tratamiento con furfuriiomina sobre la altura de
plantas de tomate. (Datos obtenidos a los 60 dias después del trasplante).
Desviaciones estdndar no superpuestas indican diferencias significativas con
P<0.05 (Test LSD).

4.4.2 Caracterizacion bioquimica

a) Estudio de la ruta fenilpropanoide

Los tratamientos con furfuriiamina (dosis 1, 2 y 3) han inducido
un aumento del 40% de la enzima fenilalanina amonio liasa respecto
a las plantas control. No se han observado diferencias significativas

entre las diferentes tratamientos de furfuriamina (Tabla 30).
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Tabla 30. Efecto del fratamiento con furfurilamina sobre la
actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) en plantas de

tfomate. Letras distintas indican diferencias significativas con P<0.05

(Test LSD).
fratamiento unidades arbitrarias
control 18.72+6.48a
dosis 1 25.20+1.92b
dosis 2 25.20+0.60b
dosis 3 28.80+0.84b

Los diferentes tratamientos con furfurilamina han aumentado
la concentracién de fenoles libres de la fraccion soluble y de la
pared celular (dosis 2 y 3). Por el contrario, no se ha observado un
incremento del contenido de flavonoides ni de dcido clorogénico en

las dos fracciones estudiadas (Tabla 31).
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Tabla 31. Efecto de los tratamientos furfuriiamina sobre la
composicion fendlica en plantas de tomate. Letras distintas indican

diferencias significativas con P<0.05 (Test LSD).

fenoles de pared celular

(ng fenol / g extracto seco)

tratamiento fenoles libres dcido clorogénico flavonoides
control 178£14a - 1.3%0.1a
dosis 1 24+6b - -
dosis 2 204+12c¢ - -
dosis 3 224+34c - -

fenoles solubles

(ug fenol / g peso fresco)

tratamiento fenoles libres dcido clorogénico flavonoides
control 0+0a 9.4+0.7a 119.0+8.0a
dosis 1 2+0.3b 1.7+0.03a 20.0+1.0b
dosis 2 1.4+0.4c 1.7+0.08a 24.0£5.0b
dosis 3 6.920.9d 1.4+0.04a 54.0£7.0a

b) Estudio de los pardmetros de intercambio gaseoso

A los 56 dias después del transplante, la furfurilamina (dosis 3)
ha inducido un incremento de la tasa fotosintética, estimdndose en
un 39% respecto de las plantas control. Ello ha ido acompanado de
una reduccién de la tasa de transpiraciéon lo que ha provocado un
aumento significativo del uso eficiente del agua. Sin embargo los
tfratamientos posteriores, del 3° al 5°, junto con el envejecimiento de
las hojas, ha provocado la caida de la tasa fotosintética. Al final del
ciclo vegetativo la tasa fotosintética de las plantas tratadas con

furfurilomina (dosis 1) se ha reducido un 67% respecto de las plantas
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control. Paralelamente se han reducido los valores para el uso

eficiente del agua desde el tercer y cuarto tfratamiento (Tabla 32).

Tabla 32. Efecto del tratamiento con furfuriiamina sobre el
intercambio de COs», la tasa fotosintética, la transpiracién y el uso
eficiente del agua (uea) en plantas de tomate. Desviaciones no

superpuestas indican diferencias significativas con P <0.05 (Test LSD).

fasa fofosintética tasa traspiracion uea

fratamiento 2l
(umol-m2s1) (mol-m2-1) (umol.mol)

dos tratamientos (56 dias)

control 6.8+0.4 2.7+¢0.0 2.5+£0.5
dosis 1 7.5¢1.1 2.1+0.1 3.5¢1.0
dosis 2 8.1+£0.9 2.140.2 3.8+0.6
dosis 3 9.5+1.2 2.240.3 4.1+0.2
cuatro tratamientos (86 dias)
control 3.320.0 4+0.2 0.8+0.1
dosis 1 3.2+0.2 4.4+0.3 0.7+0.2
dosis 2 3+0.3 2.8+0.1 1.0+0.5
dosis 3 1.6+0.2 2.4+0.2 0.7+0.1
cinco tratamientos (100 dias)
control 3.7£0.2 2.6+0.3 1.2+0.5
dosis 1 1.2+0.2 1.4+0.4 0.8+0.1
dosis 2 1.9+0.2 2.4%0.1 0.7+0.1

dosis 3 1.8+0.1 2.120.0 0.9+0.2
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4.4.3. Efecto sobre el crecimiento de hongos en placa

La adicién del andlogo de la glucosa 1,2,3,4-tetra-O-acetil-D-
glucopiranosa a un medio de cullivo de hongos ha reducido el
crecimiento radial de todos los hongos analizados. Se han observado
diferencias significativas en la reduccién del crecimiento de fodos los
hongos estudiados respecto de los controles cuando se ha aplicado
la dosis mds alta (0.5%) (Fig 17). La 1,2,3,4-tetra-O-acetil-D-
glucopiranosa ha inhibido por completo el crecimiento de Bofrytis
cinerea, Alternaria solani y Phytophthora citrophthora durante los
primeros 3, 4 y 10 dias después del tratamiento (0.5 % para Alternaria
solani y Phytophthora citrophthora y 1% para Bofrytis cinereq) (Fig 17
A, B y C). El hongo que ha mostrado una mayor sensibilidad al
andlogo de la glucosa ha sido Phytophthora citrophthora, debido a
que la dosis 0.1% ha reducido significativamente su crecimiento,

hecho que no se ha observado para el resto de hongos ensayados.
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Figura 18. Efecto de la 1,2,3,4-tefra-O-acetil-D-glucopiranosa sobre el
crecimiento radial micelar de hongos fitopatdgenos. (A) Botrytis cinerea, (B)
Alternaria solani y (C) Phytophthora cifrophthora. Letras diferentes indican

diferencias significativas con P<0.05 (Test LSD).
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4.5. Estudio comparativo del efecto de los tratamientos con los
compuestos de las mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 en plantas de

tomate, pimiento y citricos frente a patégenos

a) Sobre la interaccién planta patégeno (planta entera)

Como se puede observar en la figura 19 (A), todos los
fratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 inhiben el crecimiento de
Phytophthora citrophthora en plantas de fomate, no se han
enconfrado diferencias significativas entre los fratamientos. Sin
embargo, si que han existido diferencias significativas respecto de los
confroles para todos los tratamientos. Todos los tratamientos con
FGA, TOGE-1 y TOGE-2 han retrasado el desarrollo del hongo hasta los
2 dias después de la inoculacion. Al final de la experiencia no hay
diferencias respecto a la longitud de la infeccién entre los

fratamientos (Fig 19 B).

En plantas de pimiento, todos los fratamientos con FGA,
TOGE-1 y TOGE-2 también han reducido el crecimiento de
Phytophthora capsici, sin embargo éste ha sido menos acusado que
en plantas de fomate. No han existido tampoco diferencias
significativas entre los tratamientos, pero si respecto de los controles.
Al principio de la experiencia se ha refrasado el crecimiento del
hongo entre un 20 y un 30 % con todos los tratamientos, sin embargo,

al final de la experiencia este porcentaje se ha reducido (Fig 20).

En plantas de citricos se han observado diferencias
significativas entre los tfratamientos con FGA y TOGE-2 cuando se ha
determinado el porcentaje de inhibicién del crecimiento de

Phytophthora citrophthora respecto de los controles. Sin embargo el
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fratamiento con TOGE-1 ha mostrado diferencias significativas
respecto a los fratamientos con TOGE-2 y FGA (Fig 21). En la foto 4 se
muestra una comparativa entre las plantas control y las plantas
fratadas. Se ha observado en general una inhibicién notable del
crecimiento de la infecciéon en aquellas plantas que habian sido
fratadas con todos los tratamientos, FGA, TOGE-1 y TOGE-2 respecto

a los controles.
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Figura 19. Efecto de los fratamientos con los compuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de hongos
fitopatdgenos inoculados en plantas de tomate. (A) % de inhibicidn del
crecimiento de la infeccidon producida por Phytophthora citrophthora a lo
largo del tallo respecto de los controles. (B) Longitud de la lesidn (cm) a los 15
dias después de la inoculacién. Desviaciones estdndar no superpuestas
indican diferencias significativas con P<0.05 (Test LSD).




RESULTADOS 155

% A

30

25
(=
S
L 9
2 ——FGA
< s —{0—TOGE-1
3 —A—TOGE-2

10

5

0 T T T T T l

0 2 4 6 8 10 12

dias después de la inoculacion

a
14 -
£ T b
o
s 13 1C b
2 T
S 12
ry i E
el
3
g1
o
10 T T T
control FGA TOGE-1 TOGE-2

tratamientos

Figura 20. Efecto de los fratamientos con los compuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de hongos
fitopatdgenos inoculados en plantas de pimiento. (A) % de inhibicion del
crecimiento de la infeccion producida por Phytophthora capsici a lo largo
del tallo respecto de los controles. (B) Longitud de la lesidon (cm) a los 10 dias
después de la inoculacién. Desviaciones estdndar no superpuestas indican
diferencias significativas con P<0.05 (Test LSD).
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Figura 21. Efecto de los ftratamientos tratamientos con los
compuestos de las mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de
hongos fitopatdégenos en plantas de citricos. (A) % de inhibicidon del
crecimiento de la infeccidén producida por Phytophthora citrophthora a lo
largo del tallo respecto de los controles. (B) Longitud de la lesién (cm) alos 15
dias después de la inoculacién. Desviaciones estdndar no superpuestas
indican diferencias significativas con P<0.05 (Test LSD).




RESULTADOS 157

b) Sobre la interaccién planta-patégeno (hoja aislada)

A diferencia de lo que ha ocurrido en el estudio de la
interaccién planta-patégeno en planta entera, en hojas aisladas de
pimiento fratadas con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 el porcentaje de
inhibicién del crecimiento del hongo no ha disminuido con el tiempo,
sino que a lo largo de la experiencia se ha mantenido o

incrementado (Fig 22 A).

Los tratamientos con TOGE-1 y TOGE-2 han reducido el
crecimiento del hongo mostrando diferencias significativas respecto
a los controles a los 15 dias después de la inoculacién. Se han
observado diferencias significativas entre el tratamiento con FGA vy
los tratamientos con TOGE-1 y TOGE-2, siendo estos Ultimos mds
eficaces en la inhibicidn del crecimiento de Alternaria solani (Fig 22
B).

En hojas aisladas de tomate, los tratamientos con FGA vy
TOGE-2 no son significativamente diferentes enfre si y se han
mostrado mds efectivos que el tratamiento con TOGE-1. Todos los
fratamientos han inhibido significativamente el crecimiento de
Alternaria solani respecto a los confroles (Fig 23 A y B). La foto 5
muestra el desarrollo de la infeccidén en las hojas al final del
experimento, se observa una notable diferencia en el contenido de
clorofila en las hojas y un menor didmetro de la infeccién en las hojas
que habian sido tratadas con FGA, TOGE-1 y TOGE-2.
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Figura 22. Efecto de los fratamientos con los compuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de hongos
fitopatdégenos en hojas aisladas de pimiento. (A) % de inhibicion del
crecimiento de la infeccidn producida por Alternaria solani respecto a los
confroles. (B) Didmetro de la lesion (cm) a los 15 dias después de la
inoculacién. Desviaciones estdndar no superpuestas indican diferencias
significativas con P<0.05 (Test LSD).
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Figura 23. Efecto de los fratamientos con los compuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de hongos
fitopatdégenos en hojas aisladas de tomate. (A) % de inhibicién del
crecimiento de la infeccidn producida por Alternaria solani respecto a los
confroles. (B) Didmetro de la lesion (cm) a los 10 dias después de la
inoculacién. Desviaciones estdndar no superpuestas indican diferencias
significativas con P<0.05 (Test LSD).
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Foto 4. Efecto de los fratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2
sobre el crecimiento de Phytophtora citrophtora en plantas de

citricos. (Datos obtenidos a los 15 dias después de la inoculacién).




RESULTADOS 161

~

g

-

control FGA
p '

Ea

control

T
b
=

<42

control TOGE-2 ~

“
.

Foto 5. Efecto de los tratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2
sobre el crecimiento de Alfernaria solani en hojas aisladas de

tomate. Fotos tomadas 10 dias después de la inoculacion).
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4.6 Estudio comparativo del efecto de los tratamientos con los
compuestos de las mezclas FGA, TOGE-1, TOGE-2 en plantas de
tomate y pimiento sobre diferentes actividades enzimdticas y el

contenido de proteina y clorofila

En la figura 24 A se puede observar que los tfratamientos con
FGA, TOGE-1 y TOGE-2 en plantas de pimiento han incrementado el
contenido de proteinas respecto a los controles, siendo este efecto
mds acusado en plantas de tomate. Este mismo efecto también se
ha observado para el contenido de clorofila. El tratamiento con FGA
ha sido mds acusado en tomate, mientras que en pimiento ha sido el
tratamiento con TOGE-2 el que ha resultado ser significativamente
diferente respecto a los otros tfratamientos (Fig 23 B). En cuanto a las
actividades enzimdticas PAL y CHI se ha observado que los
fratamientos con FGA y TOGE-2 han incrementado ambas
actividades en ambos cultivos: Sin embargo, el tratamiento con
TOGE-1 solamente ha sido efectivo en plantas de tomate (Fig 24 Cy
D).

De este estudio se puede concluir que, en ambos cultivos, los
fratamientos con FGA y TOGE-2, en general, han incrementado el
contenido de clorofila y proteinas y de las actividades enzimdticas
CHI y PAL, a excepcidon de los tratamientos con TOGE-1 y TOGE-2 en

ambos cultivos respecto a la actividad PAL.

En la figura 25 (A) se puede observar que los tratamientos con
FGA y TOGE-2 inhiben la actividad clorofilasa en pimiento y fomate,
mientras que el tratamiento con TOGE-1 sélo la ha reducido en

tfomate.
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La actividad proteasa (Fig 25 B) se ha reducido ligeramente
con los tratamientos con los principios activos de las mezclas FGA vy
TOGE-1, sin embargo, con el tratamiento con TOGE-2 se ha inhibido
mds del 40% en tomate. No se han obtenido resultados muy claros
para la actividad proteasa en pimiento. Se observa que mientras el
fratamiento con FGA no ha reducido la actividad proteasa, los ofros
dos tratamientos la han inhibido, siendo el efecto mds acusado con

el fratamiento con TOGE-1.

Por otro lado, todos los fratamientos, FGA, TOGE-1 y TOGE-2
han reducido la actividad peroxidasa en plantas de tomate, siendo
el fratamiento con TOGE-1 el mds efectivo. Resultados similares han
sido encontrados en plantas de pimiento, aungue en este cultivo no
se han observado diferencias significativas entre los tfratamientos con
FGA y TOGE-1 (Fig 25 C).

De este estudio comparativo se puede concluir que el efecto
de todos los tratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre las
actividades enzimdticas estudiadas no tiene un comportamiento
estrictamente similar para ambos cultivos, sin embargo, si que se han
obtenido resulfados comparables en ambos cultivos para el
fratamiento con FGA cuando se estudia el efecto del mismo sobre las

actividades peroxidasa, clorofilasa y proteasa.
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4.7 Estudio comparativo del efecto de los tratamientos con los
compuestos de las mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el desarrollo

de hongos fitopatégenos cultivados in vitro

Las tablas 33, 34, 35 y 36 muestran el efecto de los diferentes
fratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento de los
hongos estudiados. Se puede observar que la dosis 0.5% de los
compuestos de las mezclas FGA y TOGE-1 ha inhibido por completo
el crecimiento radial de fodos los hongos ensayados. El fratamiento
con TOGE-2 (0.5%) ha reducido también el desarrollo de los distintos
hongos entfre un 35 y un 85% respecto de los controles cuando se

comparan los diferentes hongos.

Tabla 33. Efecto de los tratamientos con los compuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento radial de Bofrytis
cinerea. Datos expresados como porcentaje de inhibicion del

crecimiento respecto de hongos control.

% FGA TOGE-1 TOGE-2
0.01 4.9 30.7 0
0.1 19.2 47.9 8.7

0.5 100 100 35.3
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Tabla 34. Efecto de los tratamientos con los copuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento radial de
Alternaria solani. Datos expresados como porcentaje de inhibicidn

del crecimiento respecto de los hongos control.

% FGA TOGE-1 TOGE-2
0.01 31.3 5.5 14.7
0.1 44.9 41.0 33.6
0.5 100 100 85.4

Tabla 35. Efecto de los tratamientos con los copuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento radial de
Phytophthora citrophthora. Datos expresados como porcentaje de

inhibicion del crecimiento respecto de los hongos control.

% FGA TOGE-1 TOGE-2
0.01 0 3.2 0
0.1 76 21.1 8.03
0.5 100 100 48.9

Tabla 36. Efecto de los tratamientos con los copuestos de las
mezclas FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre el crecimiento radial de
Phytophthora capsici. Datos expresados como porcentaje de

inhibicién del crecimiento respecto de los hongos control.

% FGA TOGE-1 TOGE-2
0.0]1 25 21 0
0.1 40 24 0

0.5 100 100 67
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5. DISCUSION

Los resultados presentados sugieren que los compuestos
estudiados, FGA, TOGE-1 y TOGE-2, producen efectos similares a los
observados con derivados del dcido adipico, aminas y hexosas
(Todorov et al, 1992; Muhoz, 1994; El Gaouth et al, 1995; Todorovy
Karanov, 1995; Munoz, 1997). Se ha comprobado que favorecen el
desarrollo de algunas especies vegetales, como tomate y pimiento,
induciendo al mismo tiempo diversos mecanismos de defensa frente
a patdgenos. Asi mismo, se ha comprobado que ejercen un efecto

inhibitorio sobre el desarrollo de algunos hongos fitopatdgenos.

A la vista de los resultados obtenidos inicialmente con la
mezcla FGA, se planted sintetizar un compuesto que englobase sus
principios activos, de manera que favoreciera la absorciéon de los
mismos, y que pudiera facilitar o incluso potenciar, sus efectos
individuales. Para ello se abordd incialmente la sintesis de un éster, a
partir de los compuestos de la mezcla, adipato de etilo y 1,2,3,4-tetra-

O-acetil-D-glucopiranosa.

El adipato de etilo y 1,2,3,4-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa
(TOGE) pierde la capacidad de desprotonarse a pH fisioldgico, por
tanto se reduce el grado de ionizacién, haciéndolo mds permeable
a las membranas celulares. Asi mismo, se ha descrito que la
efectividad de los dcidos mono vy dicarboxilicos depende del pH
(Dijan et al, 1994), sin embargo la efectividad de los tfratamientos con

TOGE seria independiente del mismo.

Se estudiaron también otras mezclas que contenian adipato
de efilo vy 1,234-tetra-O-acefil-D-glucopiranosa  (TOGE) vy

furfuriiomina, componente a su vez de la mezcla FGA y se le
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denomind TOGE-1. También se anadi® al compuesto TOGE Ia
poliamina 1,3-diaminopropano, compuesto del que se conocen
efectos beneficiosos sobre el desarrollo de plantas y se le denomind
TOGE-2.

PROMOCION DEL DESARROLLO VEGETAL

La aplicacién exdgena de FGA, TOGE-1 y TOGE-2 produce
diversos efectos sobre el desarrollo de plantas de tomate y pimiento.
En ambos casos disminuye la relacién raiz/parte aérea (RSR). En
plantas de tomate, aumenta el peso fresco y seco de las hojas, asi
como el peso seco de raiz, y el nUmero de entrenudos, produciendo
un aumento de la biomasa vegetal, aunque no se observa un
aumento significativo de la altura media de la planta. Estos resultados
coinciden con datos previos obtenidos en maiz, donde se ha descito
que los ésteres etilicos de los dcidos succinico y adipico incrementan
el peso seco y fresco de hoja. (Todorov et al, 1992; Todorov vy
Karanov, 1995).

Los tratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 producen un
efecto muy similar en plantas de pimiento, observédndose un
aumento del nUmero de entrenudos y de la biomasa, sin afectar la
altura de las plantas. Asi mismo, uno de los tratamientos con FGA

(dosis 1) incrementa el nUmero de frutos v flores.

Resultados previos han mostrado que la aplicacion foliar de
ésteres de dcidos carboxilicos mejoran el transporte y absorcién de
nutrientes, aumentando la translocacién, la asimilacion y el

almacenamiento del P, Ny K (Novoa y Loomins, 1981; Guo et al, 1993;
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Munoz, 1994; Todorov y Karanov, 1995). Estos resultados sugieren que
el éster del dcido adipico en solucidn acuosa, o esterificado con
glucosa, es el responsable del aumento de la biomasa, asi como del
incremento del niUmero de entrenudos observado fras la aplicacién
de FGA, TOGE-1 y TOGE-2 a los cultivos de tfomate y pimiento.

Por ofra parte existe confroversia respecto al papel que
juegan los ésteres efilicos de dcidos dicarboxilicos en diferentes
especies vegetales, ya que en guisante se ha descrito que reducen
el crecimiento (Alexieva y Karanov, 1987 a y b), y sin embargo en
maiz se ha observado que lo incrementan (Todorov y Karanov, 1995).
Los efectos observados al tratar con FGA, TOGE-1 y TOGE-2, donde
incrementa el nUmero de enfrenudos, sin afectar a la altura de las
plantas, apoyaria la idea de que el efecto de los dcidos
dicarboxilicos y sus derivados, sobre el desarrollo de las plantas, es
especifico tanto de la estructura quimica del dcido, como del

cultivo.

Los tratamientos realizados con FGA, TOGE-1 y TOGE-2, en
tomate aumentan el contenido de clorofila, inhibiendo la actividad
clorofilasa. En pimiento se observa el mismo efecto, con la excepciéon
del fratamiento con TOGE-1. Estos resultados confirman datos previos,
en los que se muestra que los retardantes (dcidos carboxilicos vy
derivados) tienen capacidad de inhibir la destruccién de la clorofila
durante el envejecimiento de la planta (Alexieva y Karanov, 1987 ay
b). Este efecto se produce mediante procesos de inhibicidn de la
actividad clorofilasa, mediante el incremento de la sinfesis de
clorofila o mediante ambos mecanismos (Alexieva, y Karanov 1987 a
y b; Todorov et al, 1992).
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Adicionalmente, es conocido que las poliaminas,
espermidina, espermina y putresceina aplicadas foliarmente,
mantienen la estabiidad de la membrana fiolacoidal vy, en
consecuencia, reducen la pérdida de clorofila bajo ciertas

condiciones de luz (Cohen et al, 1979).

Estas evidencias sugieren que el éster etilico del dcido adipico
del FGA, el adipato de etilo y 1,2,3,4-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa
(TOGE), la furfuriamina de FGA y TOGE-1 y la 1,3-diaminopropano de
TOGE-2, podrian ser los responsables del retraso de la degradacion
de la clorofila y pueden mantener la concentracion foliar de la

misma a través de los mecanismo descritos anteriormente.

Los tratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 incrementan en
ambos cultivos la concentracién de proteina, debido posiblemente a
la inhibicién observada en la actividad de las proteasas, a excepcion

del tratamiento con FGA en pimiento.

También habria que destacar que los tratamientos con FGA,
TOGE-1 y TOGE-2 reducen la actividad peroxidasa en ambos cultivos.
La hipdtesis propuesta para explicar la disminucién de la actividad
peroxidasa en plantas fratadas es suponer que puesto que los
fratamientos inducen un aumento en el contenido de flavonoides y
agliconas, y como estos son capaces de detoxificar los radicales de
perdxido y superdxido por una via no enzimdtica, reducirian la
concentracién del sustrato de las reacciones catalizadas por la
peroxidasa (Foyer et al 1993; Lacan y Baccou, 1998; Ortuno et al,
1997).

La disminucidn de las actividades peroxidasa, proteasa vy
clorofilasa, y el incremento del contenido en proteina y clorofila,

ponen de manifiesto el retraso de la senescencia producido por los
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tratamientos realizados. Este efecto se podria atribuir a los dcidos
carboxilicos y aminas presentes en los compuestos utilizados, ya que
se ha propuesto para ellos un papel antisenescente (Shih et al, 1982;
Todorov ef al, 1992; Alexieva, 1994).

También se dispone de datos (Todorov et al., 1992) que han
demostrado una correlacion entre la tasa fotosintética, el contenido
foliar de clorofila y la actividad clorofilasa. EI mantenimiento de la
fotosintesis observado tras la aplicaciéon de todos los tratamientos en
ambos cultivos, se correlaciona con un incremento en el contenido
de clorofila, y con el retraso de la senescencia o envejecimiento de
los mismos. Otros autores han atribuido este papel a los dcidos
carboxilicos (Todorov et al., 1992), lo que estaria de acuerdo con

nuestros resultados.

El incremento observado en la tasa fotosintética cuando se
aplica FGA en plantas de pimiento y tomate, va acompanado por
una disminucién en la tasa de transpiracién. Sin embargo, la
aplicaciéon de TOGE-1 y TOGE-2 no produce este efecto. Por lo tanto,
los principios activos contenidos en la mezcla FGA podrian ejercer un
efecto antitranspirante en las plantas de tomate y pimiento. Algunos
estudios previos han asignado dicho efecto a los dcidos adipico,
itacénico, succinico (Todorov et al, 1992) vy trinidroxiglutdrico (Mufioz,
1994), cuando se han aplicado foliarmente en cultivos de maiz vy

algoddn, respectivamente.

Las diferencias encontradas entre los tratamientos realizados
con FGA, TOGE-1 y TOGE-2, respecto al efecto anfitranspirante,
podrian deberse a la pérdida del grupo carboxilo libre en los

tratamientos con TOGE-1 y TOGE-2. Asi mismo, a la vista de los
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resultados obtenidos, se podria afimar que el cambio de las aminas
en estos compuestos no afecta la tasa de transpiracion.

De los resultados discutidos anteriormente se puede concluir
que FGA, TOGE-1 y TOGE-2 son mezclas de compuestos con accién
bioestimulante, que actuan como reguladores sintéticos del
desarrollo, logrdndose asi uno de los objetivos planteados en este

frabagjo.

INDUCCION DE LAS DEFENSAS NATURALES DE LA PLANTA

La ruta del dcido siquimico, es una de las vias de sintesis de
flavonoides, y constituye el principal sistema de defensa de las
plantas frente a patdgenos (Hahlbrock et al, 1970; Hahlorock vy
Grisebach, 1979; Dixon et al, 1983; Hahlbrock and Scheel, 1989).

Los tratamientos con FGA y TOGE-2 incrementan las
actividades PAL vy, CHI, asi como el contenido en flavonoides y en
dcido clorogénico, en la fraccidn fendlica soluble de ambas
especies vegetales. Estos resultados confirman que los fratamientos
con FGA y TOGE-2 estimulan los principales mecanismos de defensa
de la planta, activando las principales enzimas que en ellas
intervienen.  Muhoz (1994) demostré6  que los  Acidos
polihidroxicarboxilicos pueden alterar la ruta del dcido siquimico en
algoddn, e inducir un aumento de la sintesis de lignina y de la

fitoalexina gosipol.

Los resultados obtenidos indican que cuando se aplica
furfuriiomina individuaimente a plantas de fomate se estimula la

enzima PAL, y se produce un incremento en la concentracion foliar
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de fenoles libres, pero no de flavonoides, ni de dcido clorogénico. Sin
embargo, FGA y TOGE-2 aumentan tanto la actividad de la enzima
PAL, como la concentracion foliar de dcido clorogénico y de
flavonoides. Este hecho confima que no se produce un efecto
antagdnico entre los componentes del FGA y TOGE-2, aunque deja
abierta la posibilidad de que exista cierto antagonismo entre el
compuesto TOGE vy la furfurilamina (TOGE-1), ya que este Ultimo no

actlUa de forma similar en la ruta del &cido siquimico.

Ofro mecanismo de proteccion frente a agentes daninos
externos lo constituyen las barreras fisicas, como la pared celular
(Scholes, 1992). Por lo tanto, el aumento de los azUcares de la pared
celular, especialmente dcidos urdnicos, encontrado en ambos
cultivos tras la aplicacion de FGA puede contribuir a mejorar las
defensas mecdnicas de las plantas frente al ataque de ciertos

patégenos.

Para verificar que los efectos observados tras los tratamientos
confieren resistencia frente al ataque de patdgenos, se llevaron a
cabo diversos ensayos en los que se estudid la interaccion planta-
hongo. Los fratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 reducen el
avance de las lesiones producidas por Phytophthora citrophthora en
plantas de tomate, Phytophthora capsici en plantas de pimiento, y
Alternaria solani en hojas aisladas de tomate y pimiento. Los
resultados indican que las plantas de tomate responden mejor a los
fratamientos, siendo FGA y TOGE-2 los mds efectivos en retrasar el
avance de las infecciones, posiblemente porque producen una
mayor activacién de las enzimas de la ruta del dcido siquimico que
TOGE-1.
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En relacién con estos resultados existen trabajos que han
demostrado que es posible inducir la ruta del dcido siquimico
mediante aplicaciones exdgenas de diferentes compuestos
quimicos. En Tangelo nova ha sido posible inducir resistencias
especificas mediante el incremento de la concentracién de
escoparona (fitoalexina de origen cumdrico) (Ortuno et al., 1997).
Resultados similares se han obtenido aplicando el Fosetyl-Al y el dcido
fosforoso en otras variedades de citricos, induciendo resistencia a
Phytophthora citrophthora por acumulacién de escoparona (Afek y
Szetejnberg, 1988).

Los resulfados obtenidos permiten comprobar que los
compuestos utilizados inducen los mecanismos de defensa en Ias
plantas, prepardndolas frente al ataque de hongos patdgenos,
alcanzando asi otro de los objetivos planteados en este trabagjo.
Ademds, los resultados obtenidos con pldntulas de citricos, confirman
que los efectos observados no son especificos para plantas de
tomate y pimiento, y por tanto los tratamientos podrian aplicarse a

una gran variedad de cultivos.

A partir de los resultados obtenidos se puede plantear el
posible mecanismo de accion de FGA, TOGE-1 y TOGE-2 en la
induccidn de las defensas de la planta. Por una parte se produce un
aumento de la concentracién foliar de clorofila y una estimulacién
de la fotosintesis durante la fase vegetativa de la planta, lo que
podria promover la sintesis de compuestos C3, y en definitiva de
azicares que podrian depositarse en la pared celular formando
pectinas (aumento de dcidos urénicos determinado
experimentalmente). Esto produciria el aumento de las defensas

estructurales o mecdnicas de la pared celular de la planta.
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Por otro lado el aumento de la actividad fotosintética podria
generar un incremento de poder reductor, que la planta podria
emplear en rutas biosintéticas de compuestos como las fitoalexinas
terpénicas. El aumento de poder reductor puede repercutir en un
incremento en los precursores de la ruta del dcido siquimico (eritrosa-
4-P), tal como se comprobd previamente en cultivo de algoddn

tratado con el éster etilico del dcido adipico (Munoz, 1994).

La estimulacion de las enzimas PAL y CHI promueve la sintesis
de compuestos antimicrobianos de origen fendlico, y por tanto
puede activar las defensas activas de las plantas previamente al

ataque de cualquier agente patdégeno.

La induccion de las defensas mecdnicas de las células
vegetales (pectinas de pared celular), junto con el aumento de las
defensas activas (fitoalexinas fendlicas y tal vez terpénicas), podria
preparar a la planta y disminuir los danos producidos por algunos

hongos fitopatdgenos.

INHIBICION DEL DESARROLLO DE HONGOS FITOPATOGENOS

A la vista de que los tratamientos utilizados producian un
retraso en la infeccién de hongos patdgenos en planta, se estudié la
posible actividad fungitoxica de FGA, TOGE-1 y TOGE-2 sobre
Alternaria solani, Phytophthora citrophthora, Bofirytis cinerea vy

Phytophthora capsici.

Los resultados obtenidos indican que FGA y TOGE-1 inhiben

el crecimiento in vitro de los hongos ensayados, siendo la dosis mds
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efectiva la de 0.5% (p/v). El compuesto TOGE-2 retrasa, pero no

inhibe por completo el desarrollo de los hongos.

Algunos autores han encontrado que determinadas hexosas y
sus derivados, como la desoxi-glucosa y desoxi-manosa, pueden
reducir la incidencia de podredumbres de frutos en post-cosecha

(Janisiewicz et al, 1992; El Gaouth et al, 1995; Salzman et al, 1998).

El mecanismo propuesto para explicar este efecto se basa en que se
conoce que los azUcares modificados inhiben la sintesis de ATP,
mediante el bloqueo de la glucolisis (El Gaouth et al., 1995). Los
andlogos de glucosa podrian ser susceptibles de entrar en la ruta de
la glucdlisis y ser fosforiiados en el carbono é por la enzima
hexoquinasa, aunque no por la glucosafosforilasa (son especificas del

sustrato glucopiranosal).

Si la hexoquinasa es capaz de fosforilar la glucosa acetilada,
el siguiente paso metabdlico de la glucolisis quedaria inhibido por la
imposibilidad de abrir el anillo pirandsico necesario para formar la
cetona, y por tanto se inhibiria la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa.
En el caso de que se produzca un efecto similar cuando se aplica el
compuesto TOGE, éste deberia ser sustrato para la HK, pero en esta
ocasidn se bloguearia la enzima debido a que ésta no dispondria del
carbono 6 libre para formar el éster de fosfato. En ambos casos Ia
consecuencia seria la inhibicién de la formacion de ATP en la célula
del hongo, lo cual produciria la muerte del mismo, o atenuaria en

gran medida su crecimiento.

Por ofra parte, los ésteres de &cidos orgdnicos alifaticos como
el dcido formico, el dcido acético, el dcido adipico o el dcido

lactico, poseen propiedades nematocidas (Djian et al, 1994).
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Otros estudios han mostrado que la aplicaciéon de algunas
poliaminas sintéticas como la (E)-1,4-diaminobut-2-eno provocan una
excesiva acumulacién intracelular de putresceina, que inhibe el
crecimiento de hongos fitopatdgenos (Havis et al., 1994). En trabajos
posteriores se ha encontrado que las poliaminas ciclicas afectan all
desarrollo de Erisiphe graminis (Havis y Walters, 1997). La mayoria de
hongos fitopatdégenos tienen como Unica via de sintesis de
poliaminas la descarboxilacidén de la arginina, conocida como ruta
de la arginina descarboxilasa (ADC) (Slocum y Galston, 1987). La
alteracién del funcionamiento normal de esta ruta biosintética en
hongos, es la base para la inhibicién del crecimiento mediante la

aplicacion de poliaminas exdgenas.

Los resultados obtenidos indican que FGA y TOGE-1 son mds
efectivos inhibiendo el crecimiento in vitro de los distintfos hongos
ensayados que TOGE-2. Estos resultados sugieren que posiblemente
las aminas jueguen un papel importante en la inhibicién del
crecimiento de los hongos ensayados, siendo la furfuriamina mas

efectiva que la 1,3-diaminopropano.

Por ofra parte El Gaouth et al. (1995) demostraron que la 2-
desoxi-D-glucosa (DOG) modifica la morfologia de Botrytis cinerea y
reduce su capacidad de esporulacién. Esta es la causa por la que el
compuesto DOG inhibe el crecimiento in vitro del hongo, y también
en frutos incoculados con esporas de Botrytis cinerea. La aplicacién
de TOGE-2 (0.5% p/v) en cultivos in vitro de Botrytis cinerea reduce
significativamente su capacidad de esporulacion, y retfrasa la
formacion de conidios. Este efecto posiblemente contribuye a la
inhibicién del crecimiento in vitro de los hongos ensayados, cuando
crecen en un medio con FGA, TOGE-1 y TOGE-2.
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Todos los resultados obtenidos han permifido comprobar que
los tratamientos realizados tienen un efecto fungicida, logrdndose asi

otro de los objetivos planteados en el presente trabajo.

Los resultados obtenidos tras la aplicacion de los distintos
fratamientos a los diferentes hongos ensayados, abren la posibilidad
en un futuro de realizar banos en frutos, siendo una alternativa a los
fungicidas en post-cosecha. El uso de estos compuestos podria ser
compatible con el desarrollo de nuevas técnicas de lucha biolégica
en post-recoleccion. Los compuestos podrian actuar de modo
sinérgico con organismos antagonistas de hongos aplicados tras la

recoleccién de los frutos.

De todos los resultados obtenidos se puede concluir que los
fratamientos con FGA y TOGE-2, y en menor medida con TOGE-1,
pueden actuar como bioestimulantes o reguladores del crecimiento,
induciendo las defensas naturales de las plantas frente a patdégenos
previamente al atague de los mismos. Asi mismo, se ha comprobado
que actian directamente sobre los hongos patdgenos, mostrando

actividad fungicida.

El desarrollo de estos nuevos bioestimulantes, o reguladores
del desarrollo, podria reducir el uso de fitohormonas, disminuyendo
asi el efecto negativo (desérdenes fisioldgicos) que muchas de ellas

ejercen sobre las plantas (Alexieva, 1994).

Los estudios realizados hasta el momento en planta, indican
gue no existen diferencias significativas entre el fratamiento realizado
con la mezcla FGA y con la molécula TOGE (adipato de etilo y
1.2,3.4-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa), sintetizada con el objeto de
englobar dos de los principios activos de dicha mezcla. Sin embargo,

no se puede descartar que en estudios futuros pueda presentar
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alguna ventagja frente a la mezcla, por ejemplo en situaciones de
estrés abidtico, en las que se pueda alterar la absorcidon de alguno
de los componentes individuales. Asi mismo, no se puede descartar
que la molécula sintetizada presente ventajas frente a la mezcla, si
los tfratamientos propuestos se aplican a otros cultivos, o se utilizan en
post-cosecha. Otra alternativa seria sintetizar el compuesto adipato
de etilo y 1-fufuriiamin-2,3,4,tri-O-acetil-D-glucopiranosa, para poder
mejorar el efecto de los compuestos empleados en las distintas
mezclas. Este compuesto podria ser mds versatil para suelos con

diferentes tipo de pH.

La investigacion realizada abre un campo muy interesante en
el estudio de nuevos reguladores del crecimiento sintéticos, que
ademds puedan incrementar las defensas de las plantas frente a

otros tipos de estreses bidticos o abidticos.

A pesar de gque se han desarrollado diferentes procedimientos
para la determinaciéon prematura de enfermedades fungicas en
cultivos, estas técnicas no estdn al alcance de la mayoria de los
agricultores (Judelson y Tooley, 2000; Meyer y Spotts, 2000). Por otro
lado, la determinacién visual de una micosis suele implicar un
desarrollo muy avanzado de la enfermedad, que ya es muy dificil de
erradicar. Por lo tanto, sigue siendo de gran interés emplear métodos
preventivos que generen resistencias de los cultivos anfes de la

aparicion de las enfermedades.

El uso agrondmico de FGA, TOGE-1 y TOGE-2 podria tener
como resultado la reduccién de tratamientos fungicidas, y retrasar el
envejecimiento o senescencia de los cultivos. Hoy dia la lucha
contra las plagas de los cultivos se sigue realizando con pesticidas

gue indirectamente pueden provocar la aparicidon de resistencias en
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los patdgenos. Al mismo tiempo, la creciente demanda de précticas
agrondmicas inocuas para el medio ambiente hace mds importante,
si cabe, el desarrollo de nuevas estrategias de confrol de
enfermedades de plantas que sean respetuosas con el medio
ambiente. Otro posible uso seria en la industria agroalimentaria, lo
que podria aumentar la exportacion de frutos por haber seguido
fratamientos que prolonguen la vida de los mismos facilitando su

comercializaciéon y su manipulacién.

A los compuestos ensayados se les puede considerar como
compuestos biodegradables debido a su naturaleza quimica, a
excepcion de la furfurlamina que puede ser mds estable en el
entorno. Sin embargo, las bajas dosis que se han aplicado estdn lejos

de alcanzar los limites mdximos permitidos (LMR).

Este frabajo ha sido financiado en parte por la empresa
CODIAGRO S.L., dedicada a la comercializacién de agroquimicos,
destacando como empresa puntera en el desarrollo de productos
cuya base son los dcidos carboxiicos. La empresa estd muy
interesada en la investigacidn de productos que sean
biodegradables y causen efectos beneficiosos para los cultivos. La
incorporacién de este fipo de compuestos en productos
comerciales contribuiriac  a solucionar problemas agronémicos

concretos.
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6. CONCLUSIONES

1.

Los principios activos contenidos en FGA, TOGE-1 y TOGE-2
incrementan el peso fresco y seco de las hojas y de la raiz, el
numero de entrenudos, la concentracidn de clorofila y de
proteina, en los cultivos de pimiento y tomate. El incremento de la
biomasa vegetal se podria atribuir en gran medida al efecto
producido por el monoéster etilico del dcido adipico.

Los fratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2 reducen la actividad
enzimdtica peroxidasa en ambos cultivos. Este efecto se podria
asociar a la disminucién en la concentracién de sustratos
(radicales libres y fenoles), que pueden causar los flavonoides y
agliconas. Asi mismo, se ha reducido la actividad proteasa y
clorofilasa. Estos resultados indican que los principios activos de
FGA, TOGE-1 y TOGE-2, tienen un efecto claramente
anfisenescente en ambos cultivos herbdceos.

El tratamiento con FGA incrementa la tasa fotosintética vy
disminuye la tasa de transpiracion, lo que produce un efecto
anfitfranspirante.

Tanto FGA como TOGE-1 y TOGE-2 inducen un aumento de las
actividades enzimdticas PAL, CHI, y de los compuestos fendlicos y
flavonoides intermediarios de la ruta del dcido siquimico. Estos
resultados apoyan la idea de que los tratamientos realizados
inducen los sistemas naturales de defensas de las plantas, frente
al futuro ataque de patégenos.

Los compuestos utilizados en los tfratamientos también presentan
un efecto fungicida in vitro sobre distinfos hongos, poniendo de
manifiesto la posible utilizacién de estos compuestos como

fungicidas.
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6. Los estudios de interaccidon planta-hongo realizados en cultivos
herbdceos (tomate y pimiento) y cultivos lenosos (citricos),
confiirman que los fratamientos con FGA, TOGE-1 y TOGE-2
retrasan el avance de la infeccién de distintos hongos. En este
caso el efecto podria deberse a su accién tanto sobre la planta

como sobre el patdégeno.

7. Los resultados obtenidos apoyan el posible uso agrondmico de los
tratamientos ensayados. Por una parte podrian retrasar los
procesos de senescencia de ambos cultivos herbdceos (fomate y
pimiento), y, al mismo tiempo, estimular las defensas naturales de
las plantas, reduciendo asi el uso de fungicidas perjudiciales para
el medio ambiente. Asi mismo, resultaria de gran interés su posible

utilizacién en post-cosecha.

8. Los resultados preliminares obtenidos con citricos indican que los
fratamientos utilizados no son efectivos exclusivamente para
cultivos herbdceos, lo que abre un campo de estudio muy

interesante en cuanto a su posible aplicacion a otros cultivos.
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