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Resumen

RESUMEN

Los bananos se cultivan en mas de 130 paises, en regiones tropicales y subtropicales.
Constituyen una importante fuente de alimentacién y aporte econémico en gran parte de la
poblacion mundial. La marchitez del banano causada por Fusarium oxysporum f sp.
cubense (Foc) se considera una de las amenazas de los bananos a nivel mundial y un factor
limitante en la producciéon de dicho cultivo. El presente trabajo tuvo como objetivos
determinar la activacion de genes de las rutas del 4cido salicilico y el acido jasménico en
plantas de banano inoculadas con el filtrado de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1y evaluar el efecto del Actigard y el Biojas en la induccion de la resistencia
del cultivar Manzano frente al filtrado de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza

1. La expresion de genes se determind por gPCR en tiempo real. Se evalud la influencia de

diferentes dosis de Actigard (6; 12y 18 g L'l) y Biojas (0,5; 1,0; 1,5 ml L'l), asi como un
tratamiento combinado de ambos inductores. Los genes de las rutas del SA y del JA
incrementaron su expresion en el cultivar resistente con la aplicacion del filtrado de cultivo
de Foc. La aplicacion de Actigard y Biojas protegen las plantas de banano frente a la
fusariosis. El Biojas indujo mayor resistencia en el cultivar Manzano con la disminucion del
area de la lesiéon. Lo que permite utilizar productos comerciales con estos ingredientes

activos para el control de la fusariosis.

Palabras claves: bananos, Fusarium oxysporum, inductores de resistencia, area de la

lesion



Introduccion

1. INTRODUCCION

Los bananos (Musa spp.) se cultivan en mas de 130 paises, en regiones tropicales y
subtropicales (Mohapatra, et al., 2010; Guo, et al., 2014), desde el sudeste asiatico de
donde son nativos, hasta Oceania y Sudamérica. Los bananos representan el octavo cultivo
mas importante del mundo, y el cuarto mas significativo en los paises en vias de desarrollo.
Constituyen una importante fuente de alimentacién y aporte econémico en gran parte de la
poblacion mundial (Hwang, et al., 2004; Mohapatra, et al., 2010) . La produccién en el 2017
alcanzé6 18,1 millones de toneladas métricas. El volumen de produccion y de exportaciéon a

nivel mundial de este cultivo sé6lo es superado por el trigo, el arroz y el maiz (FAO, 2017).

Sin embargo, existen numerosas enfermedades, que han ocasionado graves pérdidas en
todas las regiones productoras de Musaceas. El marchitamiento causado por Fusarium
oxysporum f sp. cubense (Foc), se considera una de las enfermedades fangicas mas
importantes de los bananos y platanos a nivel mundial (Xiao, et al., 2013). La enfermedad
constituye un factor limitante tanto para la produccion de bananos destinada a la

exportacion como la dirigida al mercado interno (Hwang, et al., 2004; Batlle, et al., 2009).

Fusarium oxysporum f sp. cubense es un patégeno vascular con un ciclo de vida
hemibiotrofo. Produce clamidosporas que permiten al hongo persistir en el suelo y ser viable
por mas de 30 afios en ausencia del hospedero (Dita, et al., 2010). Es una restriccion
importante en la produccion de cultivares de bananos susceptibles en areas infectadas en
todo el mundo (Ploetz, et al., 2015a). Esta dividido en cuatro razas basadas en la
susceptibilidad del hospedero (Groenewald, et al., 2006). Hasta el momento solo se han
informado la presencia en América de las razas 1y 2. Sin embargo, la raza 4 (Foc4) afecta
todos los cultivares susceptibles y resistentes a las razas 1y 2 del patégeno y se confirmé
por primera vez en Jordania, fuera de Asia sudoriental, en 2013 (Garcia-Bastidas, et al.,
2014). La entrada potencial del patégeno puede tener un gran impacto econémico y social
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para la industria de Muséceas en la region de América. Mas del 80% de los cultivares de

banano que se producen a nivel mundial son susceptibles a la raza 4 (Thakker, et al., 2013).

Dita, et al. (2010) informa que la Unica forma de control efectiva y sostenible tanto
econémica como ambiental para el control de la fusariosis es la resistencia del hospedero.
Sin embargo, como para la raza 4 por ejemplo no existe resistencia varietal se hace
necesario buscar alternativas que permitan mantener la produccion que esta amenazada

con raza 1 hasta que se desarrollen clones resistentes.

La aplicacion de inductores de resistencia sistémica en cultivos de interés agricola, se ha
convertido en una herramienta estratégica en el manejo de las enfermedades. Capaz de
activar los propios mecanismos de defensa de la planta frente al ataque del patégeno. Asi
como proporcionar una proteccién de larga duracién y disminuir la aplicacion de plaguicidas
quimicos en el control de agentes causantes de enfermedades, entre otras ventajas

(Méndez, et al., 2010).

Entre estos productos se encuentran el Acibenzolar-s-metilo, Bion 50 o Actigard
(ingrediente activo: acido salicilico) y los metil- jasmonatos como el Biojas (ingrediente
activo: acido jasmonico). Estos productos se basan en la activacion de las rutas del &cido
salicilico y la ruta del a&cido jasmonico. En Arabidopsis Thomma, et al. (1999) demostr6 que
estas rutas funcionaban de manera antagonica, y que la ruta del acido salicilico era mas
efectiva para patdgenos biotrofos mientras que las del jAsmonico, lo era para necrétrofos.
Derksen, et al. (2013) sefialan que, aunque existen interacciones en las que ambos
compuestos actian de manera sinérgica, son mas los casos en que lo hacen de manera
antagodnica. No se conoce si durante la respuesta del banano a Fusarium juega un papel la

ruta del salicilico, la del jasménico o ambas.
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Hipotesis
Las plantas de banano responden al ataque de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

mediante la activacion de las rutas del 4cido salicilico y acido jasmonico lo que permite

utilizar productos comerciales con estos ingredientes activos para el control de la fusariosis.
Objetivo general

Determinar el efecto del acido salicilico y jasménico en la respuesta de plantas de banano

frente a filtrado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1
Objetivos especificos

1. Determinar la activacion de genes de las rutas del acido salicilico y el acido
jasmonico en plantas de banano inoculadas con el filtrado de cultivo de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1.

2. Evaluar el efecto del Actigard y el Biojas en la induccion de la resistencia del cultivar

Manzano frente al filtrado de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1.

Novedad cientifica

Se determind que el acido salicilico y el &cido jasmdnico participan en la respuesta de
Banano contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Es posible utilizar los productos que

tienen estos ingredientes activos para el control de la fusariosis.

Valor practico

Se demostré que productos comerciales con acido salicilico y acido jasmoénico como
ingredientes activos, son efectivos en el control de fusariosis. Esto permite utilizar estos
compuestos amigables con el medio ambiente en lugar de pesticidas quimicos en la

proteccion del cultivo del banano.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistematica e importancia econdmica del género Musa

Los bananos son monocotiledoneas pertenecientes al Reino Plantae, Division
Magnoliophyta, Clase Liliopsida, orden Zingiberales y a la familia Musaceae, la cual incluye
al género: Musa (Simmonds, 1962). Las Musaceas comestibles se dividen en dos tipos:
bananos y platanos. Se originaron de dos especies silvestres a partir de cruces naturales
inter e intraespecificos de diploides salvajes AA y BB (2n = 2X = 22) derivados de Musa
acuminata Colla genoma A (D’Hont, et al., 2012) y Musa. balbisiana Colla, respectivamente
genoma B (Davey, et al., 2013). De esta manera las letras A y B sirven para la clasificacion
e identificacion de cultivares (Stover, et al., 1987). Varias combinaciones gendémicas existen
[diploide AB; triploide (2n=3X=33) AAB, ABB; y tetraploide menos frecuentes (2n=4X=44)

AAAB, AABB] producto de la hibridacion natural de las dos especies (Shetty, et al., 2016).

Los bananos se cultivan en mas de 130 paises, en regiones tropicales y subtropicales
(Mohapatra, et al., 2010), desde el sudeste asiatico de donde son nativos, hasta Oceania y
Sudamérica. Se considera la fruta intertropical mas consumida del mundo. La produccién

en el 2017 se valoré en 18,1 millones de toneladas métricas (FAO, 2017).

El banano es un componente importante de la dieta humana por su elevado aporte
energético. Es rico en vitamina A, vitamina C vy triptéfano, presentan alto contenido en
potasio, bajo en sodio y en grasas. Se consumen en disimiles maneras; como fruta se
incorpora en trozos a ensaladas, gelatinas y otros postres, asi como a batidos y otras
bebidas. (Thompson, 1995). En Uganda y Sudan, se utilizan los bananos para producir

alcohol de banano o waragi.

El volumen de produccién y de exportacion de bananos en el mundo sélo es superado por

el trigo (Triticum spp.L.), el arroz (Oryza sativa L.) y el maiz (Zea mays L.). La fruta ocupa
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el cuarto lugar en consumo y en importancia econémica, y el “niumero uno” en términos de
produccién internacional como producto fruticola. Ademas, constituye una importante via

de ingresos de pequeiios productores (FAO, 2017).

Sin embargo, numerosas enfermedades, las cuales han ocasionado graves pérdidas
econdmicas se encuentran en las regiones productoras de Musaceas. Entre las principales,
se ha dedicado atencion especial por los dafios que ocasionan en los cultivares a la
Sigatoka negra (Mycosphaerella fiiensis Morelet) (Sierotzki, et al., 2013) y al
marchitamiento por Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. cubense) (Foc) (Lu, et al., 2013;
Siddhesh, et al., 2014; Ploetz, 2015). La marchitez del banano ha sido un problema de la
industria bananera por muchos afios. Se considera una de las enfermedades flngicas mas
importantes de los bananos y platanos a nivel mundial (Xiao, et al., 2013) y un factor
limitante tanto para la produccion de bananas destinada a la exportaciéon como la dirigida al

mercado interno (Hwang, et al., 2004; Batlle, et al., 2009).

En este contexto uno de los puntos claves en las investigaciones en el proceso de
mejoramiento genético de Musa es el desarrollo de lineas parentales diploides mejoradas
y resistentes a las enfermedades (Ortiz, et al., 2014). A pesar de las dificultades, los
fitomejoradores de Musa han logrado producir hibridos promisorios con niveles
incrementados de resistencia a la Sigatoka negra, y se describen como resistentes a cepas
de las razas 1 y 2 de Foc (Erima, et al., 2016). Sin embargo, estos hibridos no son

comercializados por la industria bananera (Kubiriba, et al., 2016).

2.2 La marchitez causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense en el cultivo del
banano

La marchitez del banano es una enfermedad "policiclica" y presenta un rango relativamente
amplio de hospederos dentro del género Musa (Ploetz, et al., 2015a). Se encuentra entre

las diez enfermedades méas importantes en la agricultura (Siddhesh, et al., 2014). La
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enfermedad fue conocida como “Mal de Panama debido a que provocé la epidemia que
causo6 la destruccion en la industria bananera, basada en la variedad Gros Michel en
Panama (Stover, 1962). La industria y el crecimiento del comercio bananero se ha afectado
en los paises productores. Esta enfermedad es una de las limitaciones mas importantes en
la produccién de banano en la actualidad y causa graves pérdidas econdémicas en todo el

mundo (Fourie, et al., 2011; Guo, et al., 2014).

2.2.1 Sintomas de la marchitez por Fusarium oxysporum f. sp. cubense

La marchitez de los bananos se describe como una clasica enfermedad de marchitamiento
vascular. Los sintomas externos durante la infeccion y colonizacién causan marchitamiento
gradual, amarillamiento progresivo de parte inferior de las hojas de banano, colapso
eventual en el peciolo y division longitudinal de las vainas foliares externas en el pseudotallo

(Drenth, et al., 2016).

El proceso de infeccién puede terminar y no progresar, cuando la planta no sea susceptible
0 no esté predispuesta por un estrés ambiental (Siddhesh, et al., 2014). En cuanto a los
sintomas internos de las plantas de banano infectadas se puede observar la decoloracién
de rizomas y necrosis de haces vasculares en el pseudotallo (Guo, et al., 2014). Se ha
encontrado que el hospedero resistente responde a una sefial en los vasos infectados por
la formacién de calosa, geles vasculares y tilosas que inmovilizan las esporas del patégeno
El desarrollo de estas estructuras se ha examinado en detalle por microscopia electrénica.
Ademas, la sintesis y liberacién de sustancias fenodlicas que se producen y la lignificacién

de las paredes detienen la invasion del patdgeno durante la interaccion (Dong, et al., 2012).

Solo unas pocas especies de patdgenos son capaces de colonizar el sistema vascular de
las plantas y causar enfermedades de marchitamiento. Estas incluyen a Fusarium
oxysporum (Fox) y varias especies pertenecientes a los géneros Verticillium, Ceratocystis

y Ophiostoma. Los sintomas asociados a las enfermedades de marchitamiento vascular
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dependen de las especies fungicas y de las plantas hospederas, pero en general incluye
decoloracién de los vasos, marchitamiento, defoliacion, retraso del crecimiento y muerte de

las plantas (de Sain, et al., 2015).

2.2.2 Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal de la marchitez del banano
Fusarium oxysporum se encuentra entre los diez patégenos importantes desde el punto de
vista cientifico dada su incidencia en cultivos de interés agricola (Dean, et al., 2012).
Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyder y Hansen (Foc).
Perteneciente al Reino: Fungi, Phylum Ascomycota; Clase Sordariomycetes; Orden
Hypocreales; Familia Nectriaceae; Género Fusarium (Dita, et al., 2010). Comparte un ciclo
de infeccion similar a Fusarium. oxysporum f. sp. lycopercisi (Fol) el agente causal de la

enfermedad del marchitamiento del tomate (Solanum lycopersicum L.) (Guo, et al., 2014).

La supervivencia, proliferacion y dispersion de las poblaciones patogénicas como no
patogénicas de Foc existentes se debe a la produccion de tres tipos de esporas en su ciclo
de vida: macroconidios, microconidios y clamidosporas (Agrios, 2005). Foc presenta un
estado reproductivo asexual (anamorfo), y sin estado sexual (teleomorfo) conocido hasta la
actualidad. Aunque la presencia en algunos aislamientos de los genes idiomdrficos Mat 1y
Mat 2 sugieren que la historia evolutiva de la especie en algin momento incluy6d la

reproduccion sexual (Fourie, et al., 2011).

Las formas patogénicas a las plantas causan una enfermedad de marchitamiento y estan
agrupadas en formae speciales basado en su rango de hospederos, algunas son
subdivididas en razas patogénicas. El término raza en este patosistema no implica una
relacion genética definida con el hospedero, como ocurre con otros patosistemas
(Chellappan, et al., 2016; Gilardi, et al., 2016). Sin embargo, las razas clasifican la variacion

patogénica de Foc (Ploetz, 2006). Foc esta dividido en cuatro razas basadas en la
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susceptibilidad del hospedero (Groenewald, et al., 2006). Tres de las cuales son patégenos

al género Musa (Stover, 1962).

La raza 1 es patogénica en varios cultivares "Gros Michel" (genotipo AAA), "Silk"(genotipo
AAB), "Pome", y "Pisang Awak"(Stover, et al., 1972), mientras que la raza 2 infecta a los
hibridos triploides (ABB) como el Bluggoe, y especies relacionadas a bananos de coccion
(Swarupa, et al., 2014). La raza 3 solo infesta al género Ensete. Por el contrario, la raza 4
tiene una amplia gama de hospederos en cultivares del grupo Cavendish, asi como a
especies susceptibles a la raza 1y 2. A su vez, la raza 4 se subdivide en Raza Tropical
(RT4) y Subtropical (RS4). Foc RS4 ataca a cultivares de banano en regiones subtropicales
como Taiwan, Islas Canarias, Sudéfrica y Australia. Mientras RT4 afecta a cultivares en
Australia y las regiones tropicales del sur y este de Asia: China, Indonesia, Malasia, y

Filipinas (Guo, et al., 2014).

2.2.3 Infeccién y ciclo de vida de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

En su ciclo de vida Foc puede permanecer en residuos de bananos infectados, en forma de
clamidosporas. Las esporas germinan y forman hifas fungicas en diversas condiciones
nutricionales y ambientales. Las clamidosporas se estimulan por secreciones radicales de
plantas hospederas y no hospederas o con tejido sano de un cultivar susceptible. Si se
encuentra cerca una planta hospedera, la infeccion puede iniciar en las raices, en partes

de la planta por encima del suelo, a través del aire o el agua (Ma, et al., 2013).

Las hifas se propagan alrededor de las raices y colonizan su superficie. Luego cruzan la
epidermis e invaden y colonizan los vasos del xilema de la raiz (Batlle, et al., 2009). El
hongo penetra a la planta a través de las raices terciarias. Después de infectar con éxito
las raices del banano, el patdgeno ingresa al sistema vascular del rizoma y pseudotallo

(Moore, et al., 1995).
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Una vez dentro del xilema, el hongo produce conidios, los cuales son transportados a lo
largo de los haces vasculares donde inician nuevas zonas de infeccién, y ocasionan su
obstruccion y, como consecuencia, el movimiento del agua y nutrientes se reduce y causa
la muerte de la planta. Por dltimo, las clamidosporas; retornan al suelo cuando la planta
muere y persisten en el suelo por mas de 30 afios o pueden reiniciar un nuevo ciclo de

infeccidn a través del agua de lluvia (Davis, 2005).

Existen pocas opciones efectivas de control del patdgeno, el uso de fungicidas, son en gran
medida ineficaces. Por tanto, la necesidad critica de una mejor comprension de la
especificidad del hospedero para este patdgeno permitiria establecer politicas de control

utiles en la contencién de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Ploetz, 2015).

2.3 Estrategias actuales para el control de la marchitez del banano

El conocimiento y la tecnologia disponible permiten implementar politicas cuarentenarias e
impedir asi la diseminacion de patégenos, aunque siempre es mas seguro disponer de
lineas parentales mejoradas y resistentes a las enfermedades. La Biotecnologia de las
plantas tiene las potencialidades para jugar un papel clave en la produccion sostenible de
bananos. Por otra parte, existe una necesidad critica de obtencién de bananos resistentes

que cumplan con los estandares locales y de exportacién (Ploetz, et al., 2015b).

En la actualidad no existen estrategias y técnicas de manejo eficiente para la marchitez del
banano ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Ploetz, 2015). La naturaleza
policiclica de la enfermedad, la produccion perenne del cultivo, asi como los cultivares de
banano y los sistemas de produccion que difieren entre las regiones productoras impiden
el desarrollo de medidas de control eficientes donde el uso de fungicidas se considera

ineficaz (Ocimati, et al., 2013; Drenth, et al., 2016).
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Por otra parte Dita, et al. (2010) proponen estrategias y técnicas de control para una posible
supresion-contencion de Foc. Los autores utilizan un manejo integrado de plagas como la
fumigacién del suelo, la rotacion de cultivos, el uso de control quimico, biolégico, cultural,

manejo de la nutriciéon y pH de los suelos.

Fortunato, et al. (2012) determinaron el efecto de silicio (Si) en la reduccion de los sintomas
de marchitamiento por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) en plantas de banano
Gran Enano (resistente) y Maca (susceptible). Los resultados de este estudio mostraron
que suministrar Silicio (Si) para cultivares susceptibles de Foc, obtiene una reduccién de la
intensidad de la enfermedad y puede desempefiar un papel clave en plantas de banano

que se cultivan en suelos infestados por este patégeno.

El uso de agentes de biocontrol ha demostrado ser una estrategia ambiental segura para el
manejo de la enfermedad (Raman, et al., 2016; Fu, et al., 2017). Existen evidencias
experimentales in vitro e invernadero de que Trichoderma spp., Fusarium oxysporum no
patogénicos y algunas especies de bacterias tienen potencial para el control biolégico de

Foc.

Sin embargo, la tecnologia aun es incipiente y su éxito depende de varios factores. El
problema mas grave para las plantaciones de banano con afios de cultivo continuo es la
pérdida de diversidad biologica del suelo (Gang, et al., 2013). Se recomienda el uso de
Trichoderma spp. u otros microorganismos que estimulen la actividad microbiolégica y
aumenten la supresividad del suelo. Pérez, et al. (2003) informaron que el uso combinado
de material de siembra (vitroplantas) libre de la enfermedad y Trichoderma harzianum en
Cuba, permitid6 un manejo sostenible de las razas 1y 2 de Foc por periodos de hasta cinco

afos en &reas donde la enfermedad present6 una alta incidencia.
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Existe un rico acervo de material genético entre las especies silvestres que aun puede ser
utilizado en el mejoramiento genético de Musaceas (Li, et al.,, 2014) Se han realizado
numerosos estudios sobre estrategias para el mejoramiento genético de la resistencia a las
enfermedades. Sin embargo, todos los cultivares de exportacion de banano que se cultivan
en la actualidad son selecciones de mutantes somaticos del grupo Cavendish y tienen una

base genética muy estrecha (Janssens, et al., 2016).

La base genética ancestral exacta de los cultivares de banano domesticados no se ha
estudiado del todo (De Langhe, et al., 2010). Esto dificulta la elecciéon de parentales
adecuados para que los cruces produzcan nuevos hibridos. En la actualidad, no se cuenta
con variedades transformadas genéticamente, ni disponibles en el mercado; sin embargo,
existen potencialidades para la manipulacién genética de especies de banano resistente a
enfermedades. La eficiencia de la mejora genética en Musa depende de herramientas

innovadoras de biologia celular y molecular (Venkatesh, et al., 2013; Ortiz, et al., 2014)

A pesar de los avances logrados hasta la fecha, la comprensiéon de la interaccion
hospedero-patégeno en términos de defensa y de las rutas relacionadas con los
mecanismos de resistencia permite identificar pasos criticos para desarrollar cultivares

resistentes con el empleo de enfoques genéticos (Usharani, et al., 2016).

2.4 Mecanismos y bases moleculares de la defensa de plantas a patégeno

Las plantas, a través de un proceso de coevolucion con los patégenos han desarrollado
mecanismos de defensa para resistir la colonizacion. La respuesta de defensa a diferentes
patégenos y plagas les permiten de manera temprana reconocer, detener y contrarrestar la
infeccion. Los mecanismos de resistencia constitutiva o "preformada” se pueden dividir en
mecanismos de defensa estructurales constitutivos y mecanismos de defensa quimicos

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

patégeno (Hutcheson, 1998).

2.4.1 Mecanismos de reconocimiento o de percepcion de sefales

Existen varios modelos para explicar los mecanismos moleculares de reconocimiento.
Aunque en ninguno se aborda la interaccion Foc-banano, constituyen la base para
comprender la interaccion planta-patdgeno. La Hipétesis gen-por-gen explica la existencia
de un gen R simple de la planta que interactia especificamente con un gen Avr simple del

patégeno (Flor, 1971).

Con el aislamiento, clonaje y caracterizacion molecular de varios genes R y genes Avr de
diferentes especies de plantas y patégenos (Takken, et al., 2000), ha sido posible predecir
la estructura, localizacién y posibles mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la

interaccion entre las proteinas R y Avr (De Wit, 1997).

Las proteinas R se dividen en dos clases que dependen de su localizacién en la célula, asi
como la disposicion de dominios LRR. En algunas proteinas R se observan rasgos
distintivos como un dominio extracelular rico en leucina (LRR), dominio transmembrana y
una pequefa cola citoplasmatica con proteina quinasa conocidas como receptor like kinasa
(RLKSs). Si se desconoce la proteina con que termina el dominio citoplasmatico se les

denomina receptor like proteins (RLPs).

Estas proteinas desempefian una funcidon centinela, que es capaz de realizar el

reconocimiento extracelular (Gabriel, 1999). Segun De Wit (2016) las proteinas Cf por
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ejemplo, que se encuentran ligadas a la membrana citoplasmatica de tomate pertenecen al
grupo de las receptor like proteins (RLPs) y le confieren resistencia al patdgeno

Cladosporium fulvum.

Otras proteinas R con dominios ricos en leucina (LRR) y regiones o sitios de unién a
nucleétidos (NBS-LRR) tienen ubicacion citoplasmatica capaces de unirse a GTP y ATP y
que participan en la transduccion de sefiales (Pan, et al., 2000). Alternativamente al sitio de
union a nucledtidos de estas proteinas presentan una region con alta similitud a la proteina
receptora Interleukina-1 y Toll, involucradas en la inmunidad innata en mamiferos y

Drosofila, respectivamente.

La otra clase de proteina R localizada en el interior de la célula codifica serina/threonina o
proteina quinasa, por ejemplo, la proteina Pto de tomate que reconocen los efectores
AvrPto de Pseudomonas. syringae pv. tomato Van Hall (Thapa, et al., 2016). Pto posee una
region con actividad quinasa, por lo cual se le ha asignado una funcion clave en las vias de
sefales mediadas por cascadas de fosforilacién. Ademas, Pto es la Unica proteina R que
ha demostrado que interactla directamente con la proteina de avirulencia AvrPto (Tang, et
al., 1996). Los genes R no son responsables directos de la resistencia, pero si tienen una
funcion determinante de la especificidad del reconocimiento y actian como iniciadores de

la defensa (De Wit, 1997).

Se han identificado numerosas proteinas receptoras (FLS2, BRI1, EF-TuR) implicadas en
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos o microbios (PAMPSs o
MAMPs), moléculas conservadas, que se secretan o estan en la superficie de los
microorganismos. Entre este grupo de moléculas se incluyen los lipopolisacaridos (LPS), el
peptidoglicano (PGN), la flagelina (Fgl22) y la proteina EF-Tu bacteriana (Nurnberger, et
al., 2002; Bittel, et al., 2007). También los polimeros de azlcar (quitina, glucanos y

mananos) que conforman la pared celular tanto de hongos como de las células vegetales.
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Este reconocimiento provoca el desarrollo de una respuesta de inmunidad inducida por
PAMPs (PTI) que los microorganismos deben vencer para lograr la colonizacion de los
tejidos vegetales (Jones, et al., 2006). En la interaccidn por afios entre los patégenos y las
plantas, los primeros evolucionan, con nuevas proteinas llamadas efectores que no son
detectados por las proteinas receptoras de las plantas, lo que ocasiona la susceptibilidad
de las mismas. Sin embargo, las plantas sintetizan nuevas proteinas R que reconocen a los
efectores patogénicos. A este tipo de inmunidad se le denomina inmunidad inducida por

efectores (ETI) (Sarris, et al., 2016).

La PTl y la ETI son las dos ramas principales de la inmunidad en plantas y se definen de
acuerdo al tipo, la localizacion del receptor, la(s) molécula(s) detectada(s) y los
componentes de las sefiales especificas que desencadenan (Hein, et al., 2009). Existe una
constante carrera evolutiva entre los efectores patogénicos y los componentes de la
inmunidad en plantas. Esto provoca la ocurrencia de gran seleccién sobre los genes de los
efectores, las moléculas diana de los efectores y los receptores en la planta (Dong, et al.,
2014). De manera general el reconocimiento de los patdgenos mediante estas proteinas
receptoras provoca una serie de cambios celulares, que conducen a la activacion de la

expresion de genes de defensa.

2.4.2 Mecanismos de traduccion de sefales

La deteccion temprana de la presencia de un patégeno por parte de la planta, puede
desencadenar una respuesta de hipersensibilidad (HR). Se caracteriza por moléculas que
le permiten a la planta responder a un amplio rango de estimulos que involucran, entre
otros, el influjo de calcio, alcalinizacién extracelular/acidificacion citoplasmica, canales
anionicos de CI' y la activacion de proteinas por mitogénos (MAP quinasas), fosfolipidos
transmembranales, especies reactivas de oxigeno (O2~, H.O,, ‘OH), radicales de NO, y

sistemas de sefializacion por SA, JA, ET, acido absicico (ABA), acidos grasos, asi como la
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activacion transcripcional de un grupo de genes relacionados con la defensa

(Vidhyasekaran, 2008; Mandadi, et al., 2013).

La principal funcién de estas moléculas de sefializacion consiste en transducir los estimulos
extracelulares reconocidos por receptores de la célula a un gran numero de moléculas
blanco, que en completa coordinacion integran respuestas intracelulares altamente

especificas al estimulo causado por el patégeno o por elicitores (Vidhyasekaran, 2008).

El 4cido salicilico (SA) y &cido jasmonico/etileno (JA/ET) son importantes moléculas de
sefializacién en respuestas de defensa a patdgenos. La sefalizacion mediada por SA
provee proteccién contra patdégenos biétrofos como hongos, oomicetos, bacterias y virus
tales como: Pseudomonas syringae, Peronospora parasitica, Turnip crinkle virus (TCV) y
Cucumber mosaic virus (CMV). En contraste, la sefalizacion por JA/ET activa la respuesta
de defensa contra hongos necrotrofos tales como Botrytis cinerea y Alternaria brassicicola

(Glazebrook, 2005).

Por otro lado, el JA/ET actian sinérgicamente para inducir la expresion de ciertos genes de
defensa tales como PDF1.2, PR-3 y PR-4. Mientras que SA y JA pueden actuar
sinérgicamente o0 antag6nicamente durante la activaciéon de genes de defensa ante un
patégeno especifico (Devadas, et al., 2002). Por lo tanto la resistencia inducida por
patdgenos es regulada por una red de interconexiones de rutas de defensa en donde el SA

y JA/JET son moléculas claves de sefalizacion (Glazebrook, 2005).

2.4.3 Resistencia sistémica adquirida (SAR)

La SAR se activa local y sistémicamente tras la infeccion de la planta por patégenos que
producen necrosis (virus, bacteria u hongos), como por agentes quimicos. La SAR se
caracteriza por ser una resistencia de amplio espectro, es decir, que confiere resistencia no

sélo al patégeno que la ha activado, sino también a otros patégenos. La activacion de SAR
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esta acompafada de un incremento enddgeno, local y sistémico, del SA y de compuestos

de naturaleza fendlica (Oostendorp, et al., 2001).

Esta acumulacion de SA activa una serie de proteinas reguladoras, como NPR1, y factores
transcripcionales (e.g. TGAs) que controlan la expresidén de genes de defensa que codifican
proteinas PR (Patogénesis — Related). La aplicacion exégena de SA sobre la superficie de
una planta es capaz de inducir una respuesta de defensa similar a la activada en la SAR.
Se han identificado agentes quimicos capaces de inducir SAR ya que son analogos
estructurales del SA como: ASM, BTH, BION, o ACTIGARD, pero que no muestran actividad

antimicrobiana “in vitro” (Oostendorp, et al., 2001).

La resistencia sistémica inducida por patégenos esta mediada por una ruta asociada y
dependiente de SA, y por una ruta independiente de SA, ligada al acido jasménico (JA) y al
etileno (Reymond, et al., 1998). La ruta dependiente de SA permite el desarrollo de la SAR
y la expresion de genes que codifican proteinas de defensa, denominadas proteinas PR.
La ruta ligada al JA y etileno, conduce a la expresion de genes que codifican proteinas
denominadas defensinas, tioninas o proteinas antimicrobianas (AMP), inhibidores de

proteasas y otras proteinas PR no inducidas por SA.

Frecuentemente ambas rutas se entrecruzan y pueden inducir compuestos o proteinas de
defensa comunes. Dependiendo del patégeno que infecta, el tipo de compuestos de
defensa inducidos por la planta puede variar predominando los inducidos por la via de SA,

0 por la de JAy etileno.

En cualquier caso, el resultado es la induccion, de forma sistémica, de proteinas y
compuestos de defensa que incluyen proteinas enzimaticas de la via de los
fenilpropanoides (fenilalanina amonio liasa, PAL; chalcona sintasa; CHS, peroxidasas, etc.),
proteinas asociadas al estrés oxidativo (superoxido dismutasa, SOD; catalasa, CAT)

glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HyP), relacionadas con el reforzamiento de la pared
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celular, y glucanasas y quitinasas, que hidrolizan las paredes celulares de los hongos, entre

otras (Reymond, et al., 1998).
2.5 Inductores de resistencia

En los dltimos afos, existe un consenso general de que la Unica forma de control efectiva
y sostenible tanto econémica como ambiental para esta enfermedad es la resistencia del
hospedero (van der Berg, et al., 2007; Dita, et al., 2010). La aplicacién de inductores de
resistencia en cultivos de interés agricola se ha convertido en una herramienta estratégica
en el manejo de las enfermedades en los cultivos; capaz de acelerar la respuesta de
defensa de la planta al ataque del patégeno; asi como proporcionar una proteccion de larga
duracién, y disminuir la aplicacién de plaguicidas quimicos entre otras ventajas (Borges, et

al., 2004; Mejia, et al., 2009)

En este sentido, se han desarrollado productos comerciales que son compatibles con el
ambiente e inducen a la planta a activar sus mecanismos de defensa contra las
enfermedades. Algunos de estos productos se han comercializado. Entre ellos estan el
acibenzolar-s-metil, la menadiona bisulfito de sodio, los fosfitos y los metil jasmonatos

(Borges, et al., 2004; Fernandez-Falcén, et al., 2009; Méndez, et al., 2010)

La idea de acelerar la respuesta de la planta mediante la aplicacion de inductores de
resistencia sistémica supondria, una alternativa biolégica, ambiental y comercialmente
viable, a los métodos actuales de control de patdgenos mediante el uso tradicional de

pesticidas quimicos.

2.6 Aplicaciones de inductores de resistencia en plantas para el control de

enfermedades

En este sentido, compuestos como el INA, BTH, ASM y Probenazol y Messenger™, entre
otros, estan considerados como compuestos compatibles con el medioambiente y se

comercializan pues mejoran la resistencia de las plantas a enfermedades producidas por
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patégenos. Se ha desarrollado un producto compuesto fundamentalmente por peréxido de
hidrégeno Oxycom™ que al aplicarse sobre Phaseolus vulgaris en experimentos de campo
y en el laboratorio, ha demostrado que induce la expresion de genes relacionados con las
respuestas sistémicas de defensa a un nivel comparable a como lo hace el BTH y el SA

(Kim, et al., 2001).

Campbell, et al. (2004) utilizaron la aplicacion del acibenzolar-S-metilo para la induccién de
resistencia en el cultivo de la uva (Vitis vinifera) como alternativa para el control del moho
polvoriento. Otros estudios realizados por Parkunan, et al. (2011) hacen referencia al mismo
producto, pero con mezclas de especies de bacilos en el crecimiento y vigor del cultivo del

tabaco.

En la agricultura se aplican inductores de resistencias para proteger a las plantas contra
patdgenos. Estos inductores no solo activan la resistencia sistémica adquirida (SAR) sino
también la resistencia sistémica inducida (ISR). Algunos de estos compuestos como el
acido salicilico o sus analogos y los metil-jasmonatos se aplican en numerosos cultivos. Sin
embargo, en la actualidad no estan del todo esclarecido los mecanismos moleculares y el
entrecruzamiento de rutas de defensa, en adicion del papel que tienen el acido salicilico y
el acido jasmonico en la respuesta defensiva en la interaccion Banano- Fusarium

oxysporum f. sp. cubense.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.0 Generalidades de los experimentos

Los experimentos se desarrollaron en el Laboratorio de Interaccion Planta-Patégeno del
Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila “Maximo Gémez Baez’. La
activacion de los genes de las rutas del acido salicilico y del &cido jasmédnico se determiné

en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Las Antillas de Martinica.

Microorganismo. Para el desarrollo de esta investigacion se utilizo la cepa correspondiente
a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 Grupo de Compatibilidad Vegetativa (GCV)
[01210]. Donada por el cepario del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV). La conservacion de la cepa se realizé en papel de filtro. La cepa se sembro en
placas de Petri con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) y se encubd a 25+2°C
durante siete dias. Al iniciar los diferentes experimentos se comprobaron los postulados de
Koch en plantas de Manzano (Musa AAB) y Gran Enano (Musa AAA) obtenidas mediante
propagacion in vitro y aclimatizadas en los canteros del area de aclimatizacién del Centro

de Bioplantas.

Material vegetal. Los cultivares de banano se suministraron por el Banco de Germoplasma
de Banano del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP). Previamente clasificados en
resistentes o susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 por Rodriguez-

Nodals (1991). También se han referido en la literatura cientifica por Pérez, et al. (2003).

Las muestras foliares (hojas) de banano se tomaron de plantas de ocho a nueve meses de
plantadas en los canteros del area de aclimatizacion del Centro de Bioplantas. Las labores
agrotécnicas al cultivo se realizaron segun lo establecido por el Instructivo Técnico del
Platano del Ministerio de la Agricultura de Cuba (INIVIT, 2007). En los ensayos de actividad

bioldgica del filtrado de cultivo, se usaron como referencia plantas de Manzano (Musa AAB)
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y Gran Enano (Musa AAA) cultivares susceptible y resistente a la raza 1 del patégeno in

vivo, respectivamente.

Filtrado de Cultivo (FC). Para obtener el filtrado de cultivo en medio liquido de la cepa de
Fusarium. oxysporum f. sp. cubense correspondientes a la raza 1 GCV [01210] (Focl) se
tomaron discos de micelio de 8 mm de diametro proximos a la periferia de la colonia crecida
en placas de Petri con PDA. Luego se afadieron a 100 mL de medio de cultivo Caldo
Czapek con ligeras modificaciones en su formulacion [Glucosa (20 g), KCI (0,5 g), KH2POa4
(1 g9), MgSO4* 7H20 (0,5 g), FeSO4 * 7H,O (0,02 g), NaNOs (2 g), H20 destilada (1000 mL)

a pH 5,5] en frascos de 250 mL de capacidad.

Los frascos se incubaron en condiciones estaticas a 28 +2°C, 56 umol m? s de intensidad
luminosa, y un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad. El FC se colect6 a los 15
dias a partir de la inoculacién del hongo en el medio de cultivo. Segun Portal, et al. (2017)

con este se logran diferenciar cultivares susceptibles y resistentes a la enfermedad.

El medio de cultivo liquido se filtr6 a través de cuatro capas de gasa y luego por papel de
filtro Whatman No. 1 (Whatman plc., UK). El filtrado de cultivo del hongo se centrifug6 a
8000-g durante 20 minutos en una centrifuga Heal Force®, modelo Neofuge 15R, para
eliminar los restos de micelio y conidios. El FC se concentr6 al 80% de su volumen inicial
por rotoevaporaciéon a presion reducida a 45°C (Heidolph, Alemania). Con la finalidad de
concentrar las moléculas elicitoras presentes en el filtrado crudo del hongo. El FC se

conservo a 4°C hasta su utilizacion en el bioensayo de punteadura en hojas.

Bioensayo de punteadura. Basado en su simplicidad y reproducibilidad, descrito por
(Companioni, et al., 2003). Las hojas de banano, de plantas de 8-9 meses de edad, de los
cultivares susceptible y resistente a la enfermedad se colectaron y se trasladaron de forma

inmediata al laboratorio de Interacciéon. Luego, se lavaron durante 20 minutos con
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detergente comercial, se enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron con papel de
filtro. Se realizaron incisiones con una aguja estéril en el limbo de las hojas (separadas a 1
cm entre ellas). Las heridas en las hojas fueron cubiertas con 5 L de la muestra a ensayar

(filtrado de cultivo del hongo).

Las hojas inoculadas se incubaron a 28+2°C, 6 pymol m2 s (intensidad luminica),
fotoperiodo de 14 horas y 70% de Humedad Relativa durante 48 horas. Transcurrido el
tiempo se determiné el area de la lesién eliptica. El medio de cultivo liquido sin inocular, se
incubd y se concentré en iguales condiciones que el filtrado de cultivo, se utiliz6 como

tratamiento control.

Cada tratamiento conté con tres hojas por cultivar ensayado. Se realizaron 16 heridas por
hoja por muestra, distribuidas en cuadriculas de 4x4. Se realizaron en total 48 repeticiones

por cultivar para cada tratamiento (n= 48).

Se utilizé la férmula de calculo del area de una elipse para calcular el area de la lesion

(clorosis o necrosis alrededor del punto de inoculacién del FC) (ecuacion 1):

TXaxb
A= T (ec.1)

Dénde:

A = Area de la elipse (mm?)
m= 314
a = Semi-eje mayor (mm)

b = Semi-eje menor (mm)
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En el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el utilitario Statistical Package for
Social Sciences (SPSS para Windows, version 12 (Pérez, 2005). Después de chequear el
ajuste de los datos a la distribucibn normal (Kolmogorov- Smirnov, p< 0,05) y la
homogeneidad de varianza (Levene, p< 0,05), se utilizaron pruebas parameétricas (Anova
de un factor, HDS de Tukey, prueba de rangos multiples de Duncan, prueba t-Student por

pares, p< 0,05) y no paramétricas (Kruskal Wallis, Student Newman Keuls, p< 0,05).

El disefio experimental que se utilizé se describe en cada experimento. Las figuras en el
acapite de resultados y discusion incluyen la informacién de las pruebas estadisticas que

se realizaron en cada caso.

3.1 Determinacién de la activacion de las rutas del acido salicilico y el &cido
jasmonico en plantas de banano inoculadas con el filtrado de cultivo de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense

El desarrollo de la investigacion se basa en las dos rutas de defensas descrita en plantas:
la del Acido salicilico (SA) y la del Acido jasmoénico (JA). Los candidatos génicos se

seleccionaron de acuerdo al papel que tienen en las distintas rutas.

Para la determinar la activacion de los genes claves, se utilizé el bioensayo de punteadura
(Companioni, et al., 2003), descrito en el acapite de generalidades de los experimentos.
Luego, se aplico el filtrado de cultivo de Focl con efecto elicitor en las hojas sueltas de
bananos susceptibles y resistentes al marchitamiento por Fusarium. Las hojas de bananos
se colectaron a los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos posteriores a la induccién (mpi). En ambos
grupos de plantas ensayadas, Manzano (susceptible) y Gran Enano (resistente), se trataron
los controles con H>O (solvente del elicitor) para cada tiempo evaluado (calibrador). Las
hojas se sumergieron en nitrégeno liquido y posteriormente se conservaron a -70°C hasta

el momento de la extraccion del ARN total.
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Extraccién de ARN vy sintesis de ADNc. Se utilizé6 una modificacion del método de CTAB
(Li, et al., 2013a) para la extraccion del ARN total de las hojas de banano. Se tomaron 5 g
de tejido vegetal y se trituraron en nitrégeno liquido, el polvo fino se mezclé con 20 mL de
una soluciéon tampén CTAB (3% CTAB, 2% PVP, 2 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH
8,0, 2% B-mercaptoetanol) y se incubd a 65°C durante 20 minutos. Al extracto se le
adicionaron 0,6 volumenes de cloroformo. Se homogeniz6 con golpe de vortex y se realizd
la centrifugacion a 12 000 g por 15 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se
transfiri6 a un tubo limpio y se realiz6 la extraccion nuevamente con igual volumen de
cloroformo. El sobrenadante se mezclé con 0,5 volumen de 12 M LiCl y se incub6 a -20°C

durante 2 horas.

El ARN se precipitd por centrifugaciéon a 12 000 g por 15 minutos a 4°C y el precipitado se
resuspendié en 1 mL de NaCl 0,2 M. La solucién de ARN se extrajo secuencialmente con
igual volumen de fenol saturado en agua (pH 4,2) y cloroformo. EI ARN se precipitd
mezclando la solucién con tres volumenes de etanol y se mantuvo en hielo durante 30

minutos antes de centrifugar a 14 000 g durante 20 minutos a 4°C.

Luego de lavar el precipitado con EtOH 75%, fue disuelto en 50 yL de agua libre en RNasa.
El ADNc fue subsecuentemente sintetizado a partir de las muestras de ARN libre de ADN
por random hexamer primering (Fermentas Life Sciences, Hanover, MD), usando el kit de
sintesis de cadena de ADNc acorde con las instrucciones del fabricante (Promega, USA).
Los ADNCcs se analizaron para determinar la contaminacion de ADN gendmico por PCR, se
utilizé el primer especifico de Actina y los productos de PCR se separaron por electroforesis

en geles de agarosa 2%, y las bandas se tifieron con bromuro de etidium.

RT-PCR cuantitativo. Para el desarrollo del PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR) se
utilizé el LightCycler® 480, placas de PCR de 384-celdas y el Master kit LightCycler® 480

SYBR Green | (Roche Diagnosits, Germany). Se siguieron las instrucciones del fabricante.
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Se realizaron 3 repeticiones para cada una de las reacciones. Cada una de ellas consistio
en un 1 pL del molde diluido (1/10), 1 mM de cebadores, y 5 uL del Master kit Lightcycler®
480 SYBR-Green I. El volumen de reaccion se ajusté a 10 L con agua libre de nucleasa.

Las reacciones control sin el molde (NTC) contenian agua en lugar del molde de ADNCc.

El programa de ciclos consisti6 de una fase inicial de desnaturalizacién de 10 minutos a
95°C, una fase de amplificacion de 45 ciclos, cada uno consistente de un paso de
denaturalizacion a 94°C durante 5 segundos, anillamiento a 63°C durante 5 segundos y
extension a 72°C durante 10 segundos. Los productos de PCR individuales se analizaron
por el punto de fusion durante el cual las muestras se calentaron desde 65°C por 10
segundos hasta 95°C y se evalué el decline en las sefales fluorescentes de cada muestra

individual.

La expresion de los genes se normalizG, para lo cual se utilizdé el gen de actina como
referencia interna y relativa a los niveles de transcripcion en los controles tratados con H.O
(solvente del elicitor) para cada tiempo evaluado (calibrador). Se utilizé la férmula de la
expresion relativa para el andlisis de las veces de cambio en la expresion de los genes

(ecuacion 2)
Expresion relativa = 2724¢4  (ec 2)

Dénde:

AACq = ACq gen en cuention — ACq gen de referencia

El ARN del gen actina se utiliz6 como control enddgeno. Las secuencias de los cebadores

usados se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencia de los cebadores usados para los estudios de expresion en hojas de

bananos (Manzano y Gran Enano).

GEN Direccion Secuencia de oligonucleétido Tamafo del Referencia
(5°-3") producto
PCR bp
ACTINA  Sentido GAGAAGATACAGTGTCTGGA 231 Hubert, et al. (2008)
Antisentido  ATTACCATCGAAATATTAAAAG
NPR1 Sentido GATAAGGCTATGGTGGAAGA 555 Zhao, et al. (2013)
Antisentido  CGCCCTAGTTAGTCTCCTACAT
PR1 Sentido TCCGGCCTTATTTCACATTC van der Berg, et al.
Antisentido  GCCATCTTCATCATCTGCAA (2007)

SOD Sentido
Antisentido

CCGAGGTTCTCTTCACTTCATCC
GAGTTGCAGCCGTTGGTGGTATC

Li, et al. (2011)

CAT Sentido

ATGCAGAGAGATTCCCCATTCC

Li, et al. (2011)

Antisentido CTTGCCTATCAGGTGCCCAGGT

PAL Sentido CCATCGGCAAACTCATGTTC 150 Paparu, et al. (2007)
Antisentido GTCCAAGCTCGGGTTTCTTC

MYC2 Sentido TGGTATGGAAGCCGCTGGTA 263 Zhao, et al. (2013)
Antisentido  TCTGCTGGAATGTGCTGAGG

AOC Sentido AGAACTACACCAACTGACCACG 158 Zhao, et al. (2013)

Antisentido

GCATAACTAAGAGCAATGAAGC

3.2 Evaluacion del efecto de Actigard y el Biojas en lainduccion de la resistencia del

cultivar Manzano frente al filtrado de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

raza 1

Dos rutas de defensas se han descrito en plantas: Acido salicilico (SA) y Acido jasménico

(JA). En el presente acapite se evalla el efecto del Actigard (ingrediente activo: acido

salicilico) y el Biojas (ingrediente activo: acido jasmonico) en la induccién resistencia de las

plantas de Manzano (cultivar susceptible).

Las plantas sembradas en los canteros del area de aclimatizacion del Centro de Bioplantas

se trataron con Actigard (6; 12y 18 g L'!) y de Biojas (0,5; 1,0; 1,5 ml L'?) diluidos en agua.

Se asperjaron las plantas hasta visualizar un goteo del producto por las hojas. Luego de 24
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horas de exposicion de las plantas a los inductores se cortaron la segunda y la tercera hoja

(hojas fisiologicamente activas).

Se llevaron al laboratorio, se lavaron con agua destilada estéril y secaron. Se realizé el
bioensayo de punteadura (Companioni, et al., 2003). Las heridas de las hojas se cubrieron
con 5 pl del filtrado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 colectado a los 15 dias
de crecimiento del hongo en medio de cultivo liquido (Portal, et al., 2017). Las plantas de
Manzano y Gran Enano asperjadas con agua se utilizaron como controles positivo y

negativo, respectivamente.

Se realiz6 un experimento para determinar el efecto combinado de las concentraciones de
Actigard y Biojas con las que se alcanz6 la mejor proteccion de las plantas susceptibles,
resultante del experimento anterior. Las plantas se asperjaron con la mezcla de
compuestos. La segunda y tercera hoja se cortaron, se llevaron al laboratorio y se procedioé

de igual forma al experimento anterior.
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO PARA DETERMINAR EL EFECTO DEL

ACTIGARD Y EL BIOJAS EN LA INDUCCION DE LA RESISTENCIA EN PLANTAS

Area de
aclimatizacion

1 Asperjar

Actigard (6; 12y 18 g L)
Biojas (0,5;1,0; 1,5 ml L)
Actigard + Biojas

1 Cortar

2 6 3 hoja/planta
24h Méndez et al., 2010

Lavar

Biensayo de punteadura

‘. B - |ncisiones a1cm

+ 5 plde FC, 48 punteados
en cuadriculas de 4x4

Companioni ef al., 2003

1 Incubar48h

Determinar area de la lesién eliptica

A=(1rxaxb)/4

Dénde: A = Area de la elipse
a = Semi-eje mayor (mm)
b = Semi-eje menor (mm)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de la activacion de las rutas del &cido salicilico y el &cido
jasménico en plantas de banano inoculadas con el filtrado de cultivo de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense

Una de las primeras respuestas de la planta al ataque de un patégeno es la activacién de
las rutas del acido salicilico y la del acido jasmonico. Generalmente el &cido salicilico (SA)
activa la respuesta contra patdgenos biotrofos mientras que el acido jasmonico (JA) en
combinacién con el etileno responde ante patégenos necrotrofos (Glazebrook, 2005; Di, et
al., 2016). En el caso del banano no se conoce el papel que juegan estos reguladores en la

defensa contra Foc.

Por esa razon se decidi6 estudiar la expresiéon de un grupo de genes que normalmente se
activan por el SA o el JA y constituyen genes marcadores de estas rutas. El gen nprl
(nonexpressor of pathogenesis-related proteins 1) es factor de transcripcién y regulador
positivo de la expresion de otro gen marcador de la ruta del SA, el pathogenesis-related
proteins 1 (prl). Los niveles de expresion relativa del gen nprl en respuesta a la aplicacion
del filtrado de cultivo (FC) de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Focl) se muestran

en la figura 1.

Durante los primeros 60 minutos de exposicion de los tejidos de las plantas de banano a la
accion de las moléculas elicitoras presentes en el filtrado de cultivo (FC) de Focl, en el
cultivar Manzano solo se detect6 diferencias significativas a los 45 minutos posteriores a la
inoculacion. Se detectaron niveles de expresion equivalentes al doble de los niveles

constitutivos del gen en el clon Manzano con respecto al calibrador.
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Figura 1. Niveles de expresion relativa del gen nonexpressor of pathogenesis-related
proteins 1 (nprl) en respuesta a la aplicacion del filtrado de cultivo (FC) de F. oxysporum f.
sp. cubense raza 1. El rango de expresién se determiné por RT-PCR cuantitativo en relacion
a un “calibrador”, los niveles de expresion del transcrito en hojas de Manzano sin tratar con
el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi, minutos post induccion por el FC
de Focl). Barras con letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas. Analisis por ANOVA vy test de rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3).

ETwmz= 3.47

La figura 2 muestra que el cultivar Gran Enano (resistente) se registré un incremento de
expresion relativa del gen con diferencias significativas de més de 2 veces a los 15 minutos
posteriores a la inoculacion con el filtrado de cultivo y mas de 40 veces a los 30 minutos en
comparacion con el calibrador. A los 45 mpi los niveles de expresién del gen fueron
equivalentes a su expresion constitutiva. A los 60 minutos en ambos cultivares se

detectaron niveles basales de expresion del gen.
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Figura 2. Niveles de expresion relativa del gen nonexpressor of pathogenesis-related
proteins 1 (nprl) en respuesta a la aplicacion del filtrado de cultivo (FC) de F. oxysporum f.
sp. cubense raza 1. El rango de expresién se determiné por RT-PCR cuantitativo en relacion
a un “calibrador”, los niveles de expresién del transcrito en hojas de Gran Enano sin tratar
con el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi, minutos post induccion por el
FC de Focl). Barras con letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas. Andlisis por ANOVA vy test de rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3).

ETce= 3.15

En los resultados descritos en este trabajo, la elicitacion directa con moléculas presentes
en el FC de Focl, en lugar del patdgeno, se detectd una respuesta mas débil y retardada
en la induccion del gen nprl para el clon susceptible ensayado. En el caso del cultivar
resistente se observo que la respuesta manifesto incrementos de 2 hasta 40 veces mayores
en los niveles de expresion del gen y se detect6 una respuesta mas temprana con respecto

al cultivar Manzano.
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En plantas salvajes, el gen nprl, es un regulador esencial en la ruta del 4cido salicilico. Los
cambios redox mediados por acido salicilico en células de Arabidopsis regulan tanto el
funcionamiento de NPR1 como su union a TGA1, factor de transcripcion a nivel de nucleo,
que activa la expresion de PR (proteinas relacionadas a la patogénesis), la resistencia
sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR). Aunque la Resistencia
Sistémica Inducida (ISR, siglas en inglés) es independiente de SA, ésta es dependiente de
NPR1, indicando que las rutas de resistencia dependientes de JA/ET y SA comparten al
menos un componente regulatorio clave (Verma, et al., 2016) y los efectos antagénicos del

SA en la sefializacion del JA requiere nprl.

En estudios de mutantes de Arabidopsis thaliana, defectuosos del gen nprl no expresan la
proteina PR-1 por eso es conocido como noexpressor of pathogenesis-related proteins 1.
Estos mutantes son susceptibles a varias enfermedades porque no se activa la ruta del

acido salicilico en la defensa de la planta (Di, et al., 2016).

En el experimento, al detectar mayores niveles de expresién del gen nprl en plantas
resistentes de banano puede indicar que la ruta del acido salicilico funciona frente al ataque
de Fusarium oxysporum. Varios autores han observado influencias positivas de nprl en la
resistencia de las plantas a diferentes especies de Fusarium. Shah, et al. (1997) confirmo

que nprl estuvo involucrado en la resistencia a la Fusariosis de la espiga en trigo.

Berrocal-Lobo, et al. (2004) encontraron un incremento en la susceptibilidad de mutantes
de Arabidopsis para el gen nprl a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y a Fusarium
oxysporum f. sp. conglutinans. Por otra parte, Lin, et al. (2004) inform6 una disminucion de
la susceptibilidad del tomate (Solanum lycopersicum) a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. Otros autores han informado resultados similares (Kuai, et al., 2015 ; Withers,

etal., 2016) . Por tanto, nprl es un regulador positivo de la expresion de genes PR inducidos
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por SAR. Esto justificaria la utilizacion de productos basados en acido salicilico para

combatir la marchitez del banano.

Asi mismo, la estimulacién génica de los niveles de acido salicilico ademas de potenciar la
expresion de proteinas PR, también regula positivamente la Respuesta Hipersensible (HR)
en conjunto con especies reactivas del oxigeno. La respuesta hipersensible, se manifiesta
con la aparicién de lesiones locales necréticas. Las lesiones aparecen en el mismo sitio de
infeccién por la interaccion directa con un patégeno o por la elicitacion de moléculas
presentes en el filtrado de cultivo. Estas lesiones son el resultado de una muerte celular

programada o reaccién hipersensible (Makandar, et al., 2010).

A pesar de que HR es un mecanismo efectivo que produce una reaccion de resistencia casi
absoluta, aln no existe consenso que defina si la HR es directamente responsable de la
resistencia, al privar de tejido vivo y nutrientes al patégeno, o si mas bien su accién esta
basada en la acumulacion de compuestos dafiinos que simultdineamente matan al patégeno
y a las células hospederas (Heath, 2000). Esta es la razdn por lo que se explica que la ruta

de defensa del acido salicilico protege a la planta de microorganismos biétrofos.

La reaccién hipersensible ademas esta asociada a la expresion simultanea o paralela de
otros mecanismos de defensa, incluyendo la acumulacion de fitoalexinas, deposicién de
lignina, suberina y proteinas ricas en hidroxiprolina; y con la produccién y acumulacion de
altas cantidades de proteinas relacionadas con la patogénesis o proteinas PR, que se

asocian con el fenémeno de resistencia sistémica adquirida o SAR (Ryals, et al., 1996).

La Figura 3 muestra la expresion relativa del gen pr-1 en el cultivar Manzano. La sobre-
expresion del gen pr-1 estéa relacionada con la expresion relativa del gen nprl. Los niveles
de ARNm de PR-1 (pathogenesis-related proteins-1) durante los primeros 15 mpi no

mostraron diferencias significativas con respecto al calibrador. Sin embargo, la expresion
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se elevd 8 veces en este clon a los 30 mpi en comparacién con el calibrador. Luego los
niveles de expresién disminuyen durante los 45 y 60 mpi y no muestran diferencias

significativas con respecto al calibrador.
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Figura 3. Niveles de expresion relativa del gen pathogenesis-related proteins-1 (prl) en
respuesta a la aplicacién del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de
expresion se determind por RT-PCR cuantitativo en relacién a un “calibrador”, los niveles
de expresion del transcrito en hojas de Manzano sin tratar con el filtrado (inductor) y en
cada momento evaluado (mpi, minutos post induccién del FC de Focl). Barras con letras
iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas. Analisis por

ANOVA y test de rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3). ETmz= 3.32

En caso del cultivar Gran Enano la expresion relativa del gen pr-1 no mostrd diferencias
significativas con respecto al calibrador a los 15 mpi, sin embargo, aumenté mas de 20
veces a los 30 mpi en comparacion con el calibrador (Figura 4). La sobre-expresion
marcada a los 30 mpi en el cultivar resistente se puede relacionar con la deteccion de la
sobre-expresion de NPR1 en el mismo tiempo. Se manifiesta la correlacion existente entre

el regulador NPR1 con las proteinas relacionadas con la patogénesis y la funcion en la
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célula de PR-1, que se ha encontrado en la pared celular y en la capa externa de las células

lo gue explica su papel en la protecciéon de los cultivares resistentes.
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Figura 4. Niveles de expresion relativa del gen pathogenesis-related proteins-1 (prl) en
respuesta a la aplicacion del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de
expresion se determind por RT-PCR cuantitativo en relacién a un “calibrador”, los niveles
de expresion del transcrito en hojas de Gran Enano sin tratar con el filtrado (inductor) y en
cada momento evaluado (mpi, minutos post induccién del FC de Focl). Barras con letras
iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas. Analisis por

ANOVA vy test de rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3). ETce= 3.21

Santén, et al. (2005) informa la deteccion de las PR reforzando la pared celular, esto sugiere
su papel en la prevencién de la dispersion del patégeno. Por tanto, se le ha definido como
proteina inducida en respuesta al ataque de un patdgeno (Van Loon, et al., 2006). De hecho,
plantas de trigo y arroz manipuladas genéticamente para sobre-expresar ciertas PRs
demostraron ser mas resistentes a los hongos Erysiphe graminis y Magnaporthe grisea

respectivamente (Nishizawa, et al., 1999).
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En ambos cultivares los niveles de expresion del gen disminuyen a los 45 mpi sin mostrar
diferencias significativas a los niveles de expresion a los 60 mpi con respecto al calibrador.
Los niveles constitutivos detectados en el cultivar Manzano y en Gran Enano se compara
con algunos estudios donde se han detectado las dos isoformas (debido a su origen quimico
denominadas acidas y béasicas) de las proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs) en
tejido sano sin ningun estrés. Varias PRs aparecen en la madurez en plantas como papay
tabaco, durante la floracién en 6rganos como raiz, semillay flores y de manera constitutiva
en hojas de frijol. La expresién constitutiva de PR1, PR2 y PR5 se han informado en algunas

variedades de Solanum spp. (Vidhyasekaran, 2008).

Sin embargo, la baja expresion del gen durante los 45 y 60 mpi puede deberse a que como
durante los 30 mpi en ambos cultivares se sobre-expresé el gen, pudiera existir acumulacion
de PR proteinas. Asi mismo, la acumulacion de las PR proteinas: antifiingicas, glucanasas
y quitinasas actlan en defensa de la planta, directamente en células dianas del patégeno.
Las cuales provocan la ruptura de la pared celular y la membrana citoplasmatica de los
microorganismos patogénicos durante la interaccién. En esta investigacion la induccion de
respuesta es causada por el filtrado de cultivo constituido por moléculas elicitoras. Por tanto,
la no deteccion de mecanismos de infeccion del patégeno por las células de las hojas podria
ser una sefial de retroalimentacién de que no se sintetice mas proteinas. A su vez, los

niveles de expresion de los genes PR disminuirian en el tiempo.

La rapida activacion transcripcional de genes relacionados con patogénesis (genes PR) se
ve relacionada con la activacion de la respuesta sistémica adquirida (SAR). La resistencia
sistémica adquirida actia en toda la planta y es alimentada por rutas de sefalizacion que
sensibilizan a la planta contra una gama de patdgenos y en sitios que no han estado en
contacto con el patégeno. SAR es dependiente de la ruta metabodlica del &cido salicilico y

su inicio se caracteriza por la expresion de genes que codifican proteinas relacionadas a la
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patogénesis (PR), tales como 3-1,3-gluconasa (familia PR1), endoquitinasa (familia PR3) y
proteinas ligadas a taumatina (familia PR5). Pegg, et al. (1982) plantearon que la induccién

de B-1-3 gluconasa y quitinasa puede servir para inhibir Foc en banano.

En numerosos estudios se han encontrado que las proteinas PR se expresan en mayor
proporcion en el punto de infeccidn, asi como en los tejidos vegetales distales al sitio
primario frente al ataque de patdgenos como hongos y virus (Van Loon, et al., 2006). Sus
pesos oscilan entre 5 a 75 kDa, asi, las proteinas de pesos inferiores a 10 kDa se
denominan péptidos PR, también conocidas como péptidos antimicrobianos (AMP)

(Thevissen, et al., 2004; Carvalho, et al., 2009)

Vidhyasekaran (2008) informa estudios de plantas transgénicas de Arabidopsis donde el
acido salicilico y proteinas relacionadas con la patogénesis se requirieron para aumentar la

resistencia frente a la infeccion por patdégenos.

El gen superéxido dismutasa (sod) también presentd niveles constitutivos de expresion en
ambos cultivares ensayados a los 15 mpi. Con respecto al cultivar susceptible los niveles
en la expresién se mantuvieron similares a los constitutivos durante todos los momentos de
evaluacion (Figura 5). No se evidencié un incremento en la induccién del gen en plantas
inoculadas con el filtrado de cultivo y no existieron diferencias significativas comparadas

con el calibrador.

En el cultivar resistente los niveles de expresion del gen se incrementaron mas de 6 veces
su valor constitutivo a los 30 minutos posteriores a la aplicacion del FC de Focl. Sin
embargo, a los 45 minutos posteriores se aprecido una diminucion de los niveles de
expresion. A los 60 mpi no existieron diferencias significativas con respecto a la expresion

constitutiva comparada con el calibrador.
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Figura 5. Niveles de expresion relativa del gen superoxido dismutasa (sod) en respuesta a
la aplicacion del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se
determiné por RT-PCR cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresién
del transcrito en hojas de Manzano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento
evaluado (mpi, minutos post inducciéon del FC de Focl). Barras con letras iguales indican
que no existen diferencias estadisticamente significativas. Andlisis por ANOVA vy test de

rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3). ETmz= 1.13

Los resultados sefialan que la expresion del gen disminuyd luego de los 30 mpi en los
tiempos ensayados en el cultivar resistente Gran Enano (Figura 6). Sin embargo, el cultivar
susceptible Manzano mostr6 una respuesta baja y sostenible en el tiempo evaluado. Esto
pudiera deberse a que en el cultivar Manzano no ocurre una explosion oxidativa tan

marcada como en el cultivar resistente.
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Figura 6. Niveles de expresion relativa del gen superoxido dismutasa (sod) en respuesta a
la aplicacion del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se
determiné por RT-PCR cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresién
del transcrito en hojas de Gran Enano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento
evaluado (mpi, minutos post induccién del FC de Focl). Barras con letras iguales indican
que no existen diferencias estadisticamente significativas. Andlisis por ANOVA vy test de

rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3). ETee= 2.05

Por tanto, los compuestos como los aniones superéxido (O2") producidos por NADPH
oxidasas transmembrana se encuentran en menor concentracion en el cultivar susceptible
gue en el cultivar resistente durante la primera hora después de la inoculacién. Se sabe que
en plantas resistentes, luego de la percepcion de un elicitor, se activan los canales de calcio
gue permiten la entrada al citoplasma de este catién, el calcio activa las NADPH oxidasas
encargadas de producir el anidn superoxido a partir de oxigeno molecular (Dubiella, et al.,

2013). En consecuencia, los niveles de expresion de sod, gen que codifica a la proteina
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superéxido dismutasa encargada de reducir los aniones superoxido (O2) a peroxido de

hidrogeno (H-O2) son bajos en cultivar susceptible.

Se detectaron niveles constitutivos del gen cat para los dos clones analizados. En el clon
susceptible se aprecio una reduccion en los niveles de expresién de este gen a los 45y 60

mpi (Figura 7).
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Figura 7. Niveles de expresion relativa del gen catalasa (cat) en respuesta a la aplicacion
del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se determiné por RT-
PCR cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresion del transcrito en
hojas de Manzano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi,
minutos post induccion del FC de Focl). Barras con letras iguales indican que no existen
diferencias estadisticamente significativas. Analisis por ANOVA vy test de rangos multiples

de Duncan (p < 0.05, n=3). ETmz= 0.2

En el clon Gran Enano se detecté un incremento 4 veces superior con las moléculas

elicitoras durante los 30 mpi en comparacion a sus niveles basales (Figura 8).
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Figura 8. Niveles de expresién relativa del gen catalasa (cat) en respuesta a la aplicacion
del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se determiné por RT-
PCR cuantitativo en relacién a un “calibrador”, los niveles de expresion del transcrito en
hojas de Gran Enano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi,
minutos post inducciéon del FC de Focl). Barras con letras iguales indican que no existen
diferencias estadisticamente significativas. Andlisis por ANOVA y test de rangos multiples

de Duncan (p £ 0.05, n=3). ETce= 1.12

Los mayores niveles de expresion relativa del gen cat y sod en el cultivar resistente sugieren
la importancia del papel de estas enzimas en la proteccion de las plantas de banano frente
la invasion y colonizacion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. La expresion del gen cat
sugiere la presencia y acumulacion de peroxido de hidrogeno (H.0O,), molécula mensajera
temprana en la cascada de sefalizacion mediada por proteinas quinasas activadas por
mitdgenos (MAPK). La presencia de esta especie reactiva del oxigeno (ROS) se debe a la
“explosién oxidativa” producto normalmente de la liberacién de las reacciones metabdlicas

y el ataque de patdgenos o elicitores que provocan un desequilibrio redox en el interior
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celular. Ante un ataque por patégeno, ademéas de molécula sefalizadora, la acumulacion
de peréxido de hidrégeno también actla directamente contra los microorganismos evitando
su propagacién por la planta debido a que el perdxido resulta toxico para la gran mayoria

de los microorganismos.

Sin embargo, el peréxido de hidrogeno también es altamente toxico para las células de las
plantas, por lo que altas acumulaciones provocan destruccion de proteinas necesarias para
el mantenimiento de la homeostasis. Asi la expresién del gen cat se relaciona con la
expresion de sod debido a que la superéxido dismutasa representa la primera linea de
defensa de las células frente al estrés oxidativo, ya que cataliza la conversién del radical
anién superéxido en peréxido de hidrogeno y oxigeno. Mientras que la catalasa enzima
perteneciente a la categoria de las oxidorreductasas catalizan la descomposicion del
peroxido de hidrégeno, transformandolo en agua y oxigeno. Las actividades superéxido
dismutasa y catalasa protegen no sélo de forma directa eliminando aniones supéroxido y
peroxido de hidrégeno, respectivamente, sino que también impiden la formacion del radical

hidroxilo (*OH), la especie reactiva derivada del oxigeno con mayor poder oxidante.

En las figuras 6 y 8 se observé que tanto el gen que codifica para SOD, como para CAT se
indujeron levemente en hojas del clon resistente a los 30 mpi. Li, et al. (2013c) detectaron
niveles incrementados de SOD en un clon de banano resistente posterior a la inoculacion

con un aislado de Foc4.

van der Berg, et al. (2007) también detectaron que la expresion del gen cat fue
significativamente incrementado en el clon de banano resistente a las 6 y 48 horas
posteriores a la inoculacion con un aislado de Foc. Consecuentemente, ellos sugirieron que

la expresion de CAT en las raices fue una respuesta temprana a la infeccion.
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Las plantas se protegen de las infecciones por patdgenos mediante una amplia gama de
estrategias de defensa, lo cual incluye reforzamiento de la pared celular, sintesis de
fitoalexinas y la expresion de genes relacionados con la defensa (Miedes, et al., 2014).
Estas respuestas estan usualmente asociadas con una rapida y transiente produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como el radical anién superéxido (O2™), radical
hidroxilo ("OH) y peroxido de hidrogeno (H202). El H>O, es una molécula mensajera
temprana en la cascada de sefalizacién activada por varios estimulos externos y

ambientales (Marinho, et al., 2014).

El desequilibrio oxidativo conduce a la inactivacion de proteinas, a la oxidacion de &cidos
nucleicos y otras moléculas esenciales, durante el proceso de interaccién planta - patégeno
lo que representa una estrategia importante en la lucha contra las infecciones. Para
competir con los radicales libres generados, los microorganismos patdgenos se han visto
obligados a desarrollar estrategias en un doble frente: por un lado, la proteccion frente a los
radicales generados en su propio metabolismo y por otro, la defensa frente al contacto con

estos radicales producidos por las células de las plantas.

Oliveira, et al. (2016) informaron que en el caso de las interacciones planta-patégeno, el
agente oxidante no sélo elimina o inhibe el crecimiento de patdégenos, sino también esta
ciertamente involucrado en la induccién de genes de defensa al patégeno, tales como,
genes que codifican proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), genes que regulan la
acumulacién de compuestos fenilpropanoides y genes que codifican enzimas detoxificantes
de especies reactivas de oxigeno, entre otros. Ademas, la actividad enzimatica de CAT

impide la acumulacion de niveles autotéxicos de H-O- en las células de la planta.

La interaccion planta-Fusarium oxysporum (Fox) se ha estudiado en tomate. El-Khallal

(2007) investigo la produccion de ROS, principalmente H.O, y O,™. Refiere en su estudio

42



Resultados y Discusion

el incremento de la actividad de enzimas antoxidantes (SOD y CAT) en hojas de tomate en

estados tardios de la infeccion.

Hanaa, et al. (2011) también encontraron niveles incrementados de peroxidacion lipidica y
un marcado incremento en las actividades de enzimas defensivas antioxidantes, como la
CAT y SOD en plantas de tomate en semillero. De este modo, la acumulacion de O™ y
H20- se ha considerado como un evento temprano en el reconocimiento planta-patégeno.
La presencia de estos compuestos en el ambiente espacial y temporal son factores claves

que deciden si la planta resiste a cierto patégeno.

De manera general cuando ocurre un dafio en membrana provocado por un patégeno o
aumenta las concentraciones de acido salicilico debido a la accién de moléculas elicitoras
presentes en el filtrado de cultivo. Ocurre asi un desequilibrio redox provocado por especies
reactivas del oxigeno. Se activa el gen que codifica a la enzima SOD. Aumenta las
concentraciones de H.O-, lo que ocasiona cambios redox en el citoplasma. Se favorece asi
que la proteina NPR1 que se localiza en el citoplasma y existe como un oligémero inactivo
sea activada y penetre al nacleo donde interactta con factores de transcripcion TGA para
inducir la expresion de los genes de defensa, activando por tanto SAR (Yi, et al., 2014).
Esto demuestra el entrecruzamiento que existe entre las distintas rutas de defensa, asi

como su relacién con genes que codifican a proteinas asociadas al estrés oxidativo.

Los niveles de expresion del gen Fenilalanina Amonio Liasa (pal) en respuesta a la
aplicacion de las moléculas presentes en el FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1 se
muestran en la figura 9. Se apreciaron niveles constitutivos de este gen para ambos grupos
de plantas. En las plantas susceptibles se elevaron 3 veces los niveles de expresion del
gen a los 30 mpi. A partir de este momento, en el cultivar susceptible los niveles de
expresion disminuyeron hasta no mostrar diferencias significativas con los niveles

constitutivos del calibrador.
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Figura 9. Niveles de expresion relativa del gen Fenilalanina Amonio Liasa (pal) en respuesta
a la aplicacion del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se
determiné por RT-PCR cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresion
del transcrito en hojas de Manzano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento
evaluado (mpi, minutos post induccion del FC de Focl). Barras con letras iguales indican
gue no existen diferencias estadisticamente significativas. Andlisis por ANOVA vy test de

rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3). ETwz= 1.47

En la figura 10 se observd que en las plantas resistentes que los niveles de expresiéon del
gen pal a los 30 mpi se elevaron en 35 veces en comparacion con sus niveles constitutivos
comparados con el calibrador. Sin embargo, en el cultivar resistente ocurrié una disminucion
de los niveles de expresion durante los 45 y 60 mpi en comparacion con los niveles
expresados durante los 30 mpi. No obstante, los niveles de expresion relativa del gen pal
se mantuvieron 2 veces superiores en comparacion con el calibrador durante los 45 y 60

mpi respectivamente.
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Figura 10. Niveles de expresiéon relativa del gen Fenilalanina Amonio Liasa (pal) en
respuesta a la aplicacion del FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de
expresion se determind por RT-PCR cuantitativo en relacién a un “calibrador”, los niveles
de expresion del transcrito en hojas de Gran Enano sin tratar con el filtrado (inductor) y en
cada momento evaluado (mpi, minutos post induccién del FC de Focl). Barras con letras
iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas. Analisis por

ANOVA vy test de rangos multiples de Duncan (p < 0.05, n= 3). ETee= 1.96

Li, et al. (2013a) observaron que un gen que codifica para PAL también fue inducido
posterior a la infeccion tanto por Focl como por Foc4 en un clon de banano resistente,
mientras que Wang, et al. (2012) sefialan que tanto la expresion de genes del metabolismo
de fenilalanina, la biosintesis fenilpropanoide, como la ruta biosintética del metabolismo del

acido alfa-linolénico fueron afectadas por la infeccion de Foc4.

La alta expresion génica de la fenilalanina amonio liasa PAL en el cultivar resistente Gran

Enano indica que esta enzima, permite la formacion de compuestos fendlicos en las plantas
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lo que puede estar relacionado con la resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense. La
respuesta de resistencia en bananos estd basada en la habilidad de las plantas resistentes
para producir fenoles, depdsitos de lignina y el aumento de las enzimas implicadas en la
consolidacion de la pared celular. Los compuestos fendlicos juegan un importante papel en
los procesos de resistencia contra enfermedades vasculares y esta presente en el sistema
tisular de bananos, algodén y papa y actian activando las enzimas hidroliticas del

patégeno.

De acuerdo con diversos estudios en otros modelos planta-patégeno, enzimas involucradas
como la fenilalanina amonio liasa (PAL), participan de manera determinante en la
generaciébn de compuestos fendlicos y estructuras de defensa. Es probable que su
regulacién coordinada durante el evento de la interaccion contra patégenos sea clave en la
activacion de los mecanismos de defensa vegetales (Glazebrook, 2005). PAL es la enzima
que, al catalizar la primera reaccion de la ruta fenilpropanoide, se ha encontrado que puede
regular la generacion de los diferentes metabolitos obtenidos por esta via biosintética (van

der Berg, et al., 2007; Usharani, et al., 2016).

Li, et al. (2013a) también observaron que un gen que codifica para PAL y otro codificante
de una peroxidasa anionica formadora de lignina, se indujeron de manera similar entre uno
y dos dias posterior a la infeccion (mas de 40 veces) tanto por Focl como por Foc4. En
general, varios genes involucrados en la biosintesis fenilpropanoide se indujeron por Foc4
(Li, et al., 2013b). Adicionalmente, estos investigadores plantean que PAL esta involucrada
en la biosintesis de fenilpropanoides, monolignanos y fitolexinas, asi como primera enzima
en la via de biosintesis de SA en las plantas. Los genes que codifican para PAL son

inducidos por una variedad de patégenos y sus metabolitos elicitores (Kim, et al., 2014).

La inoculacion de plantas de banano con un aislado incompatible de la raza 1 del patégeno

indujo una proteccion sistémica frente a la infeccion por un aislado correspondiente a la
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raza 4 en un intervalo de 10 dias entre ambos tratamientos (Wu, et al., 2013). En este
intervalo se incrementaron las actividades de enzimas como fenilalanina amonio liasa (PAL,
EC 4.3.1.5), peroxidasa (PO, EC 1.11.1.7) y superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1).

También se increment6 el contenido de SA en las raices de las plantas de banano.

La figura 11 muestra la expresion relativa del gen myc2, factor de transcripcion importante
en la ruta del &cido jasménico. En el cultivar susceptible Manzano, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresion de este gen comparadas con el

calibrador para los 15 y 30 mpi con el FC respectivamente.
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Figura 11. Niveles de expresion relativa del gen myc2 en respuesta a la aplicacion del FC
de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se determiné por RT-PCR
cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresién del transcrito en hojas de
Manzano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi, minutos post
inducciéon del FC de Focl). Barras con letras iguales indican que no poseen diferencias
estadisticamente significativas. Andlisis por ANOVA vy test de rangos multiples de Duncan

(p <0.05, n= 3) ETwz= 3.2
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La expresion del gen se incrementd en 10 veces y en mas de 100 durante los 45 y 60 mpi

respectivamente comparado con el calibrador.

En cuanto a la expresion relativa del gen myc2 en el cultivar susceptible a los elicitores
presentes en el FC, se observd un notable efecto retardado en comparacion con la
expresion relativa de los genes marcadores de la ruta del 4cido salicilico (nprl, pr-1,) del
mismo cultivar Manzano. La induccion tardia de los genes en el cultivar susceptible puede

relacionarse con la poca resistencia que el mismo muestra ante el ataque del patégeno.

El gen myc2 es el primer factor de transcripcién conocido que interactia directamente con

las proteinas JAZ (jasmonate-zim domain) y activa la transcripcién de los genes de

respuesta temprana a JA (Wasternack, et al., 2013). La degradacion de las proteinas JAZ
conduce a la des-represion de los factores de transferencia (TFs) que inician la activacion
de la expresién génica dependiente de JA, la supresion de las respuestas de SA 'y con ello
la susceptibilidad de las plantas a microorganismos biotrofos (Gimenez-lbanez, et al., 2016)

o la resistencia a los necrotrofos.

En el cultivar resistente Gran Enano (Figura 12), se detectaron niveles de expresion del gen
myc2 en un incremento de 80 veces y en mas de 3000 veces superiores a los 15y 30
minutos post induccién con el FC respectivamente, comparado con el calibrador. A los 45
y 60 mpi los niveles de expresion de myc2 disminuyeron a niveles constitutivos sin mostrar

diferencias significativas con respecto al calibrador.

Sin embargo, en el cultivar resistente Gran Enano se activaron los genes 15 minutos
posteriores a la inoculacién del filtrado de cultivo. La deteccion temprana de las moléculas
elicitoras presentes en el filtrado conlleva a una cascada de sefializacién, y luego la
activacion del factor de transcripcion myc2. Los resultados indican que la ruta del &cido

jasmonico esta involucrada en la resistencia manifestada en cultivar resistente.
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Figura 12. Niveles de expresion relativa del gen myc2 en respuesta a la aplicacion del FC
de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se determiné por RT-PCR
cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresién del transcrito en hojas de
Gran Enano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi, minutos
post induccién del FC de Focl). Barras con letras iguales indican que no poseen diferencias
estadisticamente significativas. Analisis por ANOVA vy test de rangos multiples de Duncan

(p=0.05,n=3). ETee= 2.96

Bai, et al. (2013) analizaron la transcripcion y expresion de perfiles de resistencia en los
cultivares de banano Yueyoukang 1 y Brasilefio, después de infectar con Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 4. La variedad Yueyoukang 1 tiene mecanismos de defensa
mas rapidos con respecto al Brasilefio. La expresion de genes de defensa se relacioné con
proteinas NBS-LRR, proteinas PR y factores de transcripcion, lo que indica que estos genes
juegan un papel importante en la defensa de los bananos contra la infeccion de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense raza 4.
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La figura 13 muestra la expresion relativa del gen aleno oxido ciclasa (aoc). Los niveles de
expresion del gen en el cultivar Manzano durante los 15, 30 y 45 mpi no maostraron
diferencias significativas comparadas con el calibrador. A los 60 mpi se evidencié una

expresion 1000 veces superior comparado con el calibrador.
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Figura 13. Niveles de expresion relativa del gen Aleno Oxido Ciclasa (aoc) en respuesta del
FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se determiné por RT-PCR
cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresién del transcrito en hojas de
Manzano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi, minutos post
induccién del FC de Foc). Barras con letras iguales indican que no existen diferencias
estadisticamente significativas. Andlisis por ANOVA y test de rangos multiples de Duncan

(p £0.05, n=3). ETwz= 3.68

La expresion relativa a los 60 mpi en el cultivar susceptible pudiera explicarse debido a
gue el gen de la AOC se activo luego de la transcripcion de los genes myc2 y puede ser
débilmente reprimido por la expresion del gen NPR1. Se observé un retardo en la

expresion del gen aoc en este cultivar.
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En la figura 14 se observd que en el cultivar Gran Enano se detectaron niveles de expresion
relativa del gen aoc de 10000 veces y en mas de 1000 veces superiores a los 15 y 30 mpi

con el FC respectivamente comparado con el calibrador.
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Figura 14. Niveles de expresion relativa del gen Aleno Oxido Ciclasa (aoc) en respuesta del
FC de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. El rango de expresion se determiné por RT-PCR
cuantitativo en relacion a un “calibrador”, los niveles de expresién del transcrito en hojas de
Gran Enano sin tratar con el filtrado (inductor) y en cada momento evaluado (mpi, minutos
post induccion del FC de Foc). Barras con letras iguales indican que no existen diferencias
estadisticamente significativas. Analisis por ANOVA y test de rangos multiples de Duncan

(p £0.05, n=3). ETge= 3.27

Durante los 45 mpi los valores de expresion relativa del gen aoc disminuyeron de forma
considerable, no se observo diferencias significativas comparado con el calibrador. A los 60

mpi se apreciaron niveles incrementados de 10 veces en comparacién con el calibrador.
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La AOC es una enzima esencial en la ruta biosintética del acido jasmoénico (JA) en plantas.
La respuesta del cultivar susceptible Manzano a los elicitores presentes en el filtrado de
cultivo se observé con un notable efecto retardado. Sin embargo, en el cultivar resistente
Gran Enano se activaron los genes 15 minutos posteriores a la inoculacion del filtrado de

cultivo.

Se sabe que la tras la percepcion de un elicitor el JA es sintetizado de novo. Luego de la
activacion de las fosfolipasas de la membrana del cloroplasto liberan acido linolénico a partir
de los galactolipidos. Este lipido es el sustrato principal de la ruta de sintesis del JA. El
acido linolenico libre es oxigenado por las enzimas lipoxigenasas (LOX, EC.13.11.-) y luego
convertido a acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) a través de la accién combinada de la aleno
oxido sintetasa (AOS, EC 4.2.1.92) y la aleno oxido ciclasa (AOC, EC 5.3.99.6). El 4cido
12-oxo-fitodienoico (OPDA) es posteriormente transformado a JA por reduccién y tres ciclos

de B-oxidacion (Durand, et al., 2016).

A manera de resumen de esta parte podemos decir que los resultados obtenidos confirman
que tanto la ruta del SA como la del JA se activaron ante el tratamiento con elicitores de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Los genes marcadores de estas rutas incrementaron
su expresion en el cultivar resistente en relacion con plantas no tratadas y con el cultivar
susceptible. Como las rutas del &cido salicilico y el acido jasménico son antagénicas, los
genes que se sobre-expresaron fueron los genes marcadores de acido jasmoénico (myc2 y
aoc), sin embargo, los genes conducentes a la ruta del SA fueron inducidos en el cultivar
resistente Gran Enano. Los niveles de expresion de estos genes no fueron suficientes para
bloquear la expresion del factor de transcripcibn myc2, que a los 15 mpi indujo la
transcripcion de los genes de respuesta temprana a JA como el gen de aoc. Ello sienta las
bases para el uso de compuestos comerciales que tienen como compuesto activo el SA o

el JA para combatir la enfermedad.
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4.2 Evaluacion del efecto de Actigard y el Biojas en lainduccién de la resistencia del
cultivar Manzano frente al filtrado de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
raza 1

Las rutas del SA como la del JA se activaron con la aplicacién del FC de Foc. Resulta de
interés determinar el efecto de compuestos que activen las defensas de las plantas frente

a patégenos. El area de la lesion en hojas de Manzano asperjadas con las concentraciones

de Actigard (6; 12y 18 g L'l) e inoculadas mediante el Bioensayo de punteadura con el

filtrado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, se muestran en la figura 15.
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Figura 15. Area de la lesién en hojas de Manzano asperjadas con las concentraciones de

Actigard (6; 12y 18 ¢ L_l) e inoculadas mediante el Bioensayo de punteadura con el filtrado
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 colectado a los 15 dias. Barras con letras
iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas. Andlisis por One-

Way ANOVA vy test de Tukey (p < 0.05, n=48)
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Con la aplicacion de 6 g L™ de Actigard no se logran proteger las plantas del cultivar
Manzano frente al FC del patégeno. Los valores del area de la lesion (7,83 mm?) son
similares a los alcanzados en las plantas susceptibles inoculadas con agua (control

positivo). Sin embargo, al comparar la reduccion del area de la lesion en las

concentraciones 12y 18 g L'l, respectivamente, se observé una reduccion significativa en
el area para estas concentraciones, sin existir diferencias significativas entre ellas. Una
disminucion del area de la lesion en plantas susceptibles asperjadas con los inductores,
implica la proteccién frente al FC de Focl.

Se selecciond la concentracion de 12 g L™ de Actigard como una alternativa a utilizar para
inducir resistencia en los cultivares susceptibles. Respaldada por la expresion de los genes
vinculados a la ruta del acido salicilico en la respuesta de las plantas frente a Foc. La
maxima concentracion (18 g L) no logré una mayor reduccion del area de la lesion, lo que
puede deberse a la no absorcién del producto por la planta. La tendencia en la actualidad,
es a economizar gastos y si con la concentracion minima se obtienen los mismos resultados
gue con una concentracién mayor lo l6gico seria aplicar la menor cantidad de producto

inductor.

El AS es altamente movil dentro de la planta, puede proteger partes no cubiertas en la
aplicacion foliar. Se puede aplicar por el sistema de riego para ser absorbido por el sistema
radicular. Sin embargo, las aplicaciones de AS no significan una absorcién o induccién
inmediata de la resistencia. Segun algunos estudios las plantas demoran de 4 a 7 dias para
levantar sus defensas. Ademas, es un compuesto preventivo que controla varios hongos,
bacterias y virus pero también tiene actividad insecticida (Devadas, et al., 2002; Di, et al.,

2016).

Diferentes grupos de investigadores han demostrado que el producto Bion 50 SC o Actigard

cuyo ingrediente activo es el acibenzolar-S-metil induce resistencia sistémica en numerosos
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hospederos frente a un amplio rango de patégenos. Como ejemplos pueden citarse las
interacciones siguientes: melén — virus del mosaico del pepino (Smith-Becker et al., 2003),
platano - Mycosphaerella fijensis (Marquez, et al., 2007), arroz - Steneotarsonemus spinki
(Peteira et al., 2008), melén - Pseudoperonospora cubensis (Méndez, et al., 2010) y

manzana - Erwinia amylovora (Shahini et al., 2010).

El &rea de la lesion en hojas de Manzano asperjadas con Biojas, se muestran en la figura
16. No se observaron diferencias significativas en las tres concentraciones de Biojas

evaluadas (0,5;1,0y 1,5 ml LY).
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Figura 16. Area de la lesion en hojas de Manzano asperjadas con tres dosis de Biojas (0,5;
1,0; 1,5 ml) e inoculadas con el filtrado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1
cosechado a los 15 dias mediante el Bioensayo de punteadura. Medias con letras distintas

difieren significativamente (One-Way ANOVA y Tukey para p < 0.05, n=48)

Los valores en el area de la lesiéon se encontraron por debajo de los 4 mm? en todos los

casos. Resultaron inferiores a las alcanzadas con Actigard. Sin embargo, el cultivar
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resistente, Gran Enano, presenta menores afectaciones medida como area de la lesion. Por
lo que, el Biojas logra una mayor proteccion de las plantas frente al FC de Foc. Se minimiz6
el dafio ocasionado por el &cido fusarico, toxina presente en los filtrados del cultivo del

hongo (Portal, et al., 2017).

Se seleccioné la concentracion 0,5 ml L de Biojas para realizar el tratamiento combinado.
Es la menor concentracién con la que se logré una proteccién efectiva de las plantas
susceptibles. El grupo de los jasmonatos actlan como moléculas sefalizadoras de
respuestas en plantas a numerosas situaciones de estrés y son promotores de defensa en
plantas (Anderson, et al., 2004). El &cido jasmdénico demostrd acciones de defensa en varias

especies ante patdgenos (Berrocal-Lobo, et al., 2002).

Por otra parte, El-Khallal (2007) aplicaron en plantas de tomate elicitores (acido jasménico
y acido salicilico) para inducir resistencia contra Fusarium. Se detectaron cambios en las
enzimas de antioxidante, compuestos fendlicos y proteinas. La estrategia de combinacién
entre ambos elicitores (sinérgica o antagénicamente) jugaron papeles importantes al
aumentar los sistemas de defensay alterar la expresién de genes de defensa como las PR-
proteinas lo que permiti6 que aumentara la resistencia en la planta de tomate contra la

marchitez.

La combinacion de los compuestos evaluados en el presente trabajo indica que existe un
antagonismo en las rutas metabdlicas del acido salicilico y el acido jasmonico (Figura 17).
No existieron diferencias significativas en el area de la lesién de la combinacion de ambos
productos, Actigard y Biojas, con respecto al area de la lesion observada con la

concentracion de &cido salicilico (12 g L?).

Segun Li, et al. (2012), la sefializacion de SA no mostro diferencias significativas entre el
clon susceptible y un mutante resistente a Foc4; mientras que los niveles de expresion de

uno genes semejantes a aleno oxido sintetasa (aos) indicaron que los niveles endégenos
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de JA en el mutante resistente eran mucho més altos que en las plantas de tipo silvestre.
Esto sugiere que la resistencia al patégeno necrotréfico Foc4 estuvo mediada por las rutas

de sefalizacién de JA y no por la del SA.
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Figura 17. Area de la lesion de hojas de Manzano asperjadas con dosis media de Actigard
y Biojas (12 g y 1,0 ml respectivamente) y una dosis combinada de 12 g de Actigard y 1,0

ml de Biojas e inoculadas con el filtrado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense R,

cosechado a los 15 dias mediante el Bioensayo de punteadura. Medias con letras distintas

difieren significativamente (One-Way ANOVA y Tukey para p < 0.05, n=48).

La idea de acelerar la respuesta de la planta mediante la aplicacion de inductores de
resistencia sistémica se considera y supondria, al mismo tiempo, una alternativa bioldgica,
ambiental y comercialmente viable, a los métodos actuales de control de patdgenos

mediante el uso tradicional de pesticidas quimicos.

La divergencia de los resultados implicados en la respuesta de las plantas puede estar

relacionado con el caracter hemibiotréfico de Foc, con una fase necrotréfica extensa
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(Ploetz, 2015); lo que sugiere que en la “batalla natural” participan sefales diferentes para
cada estilo de vida. La interaccion de la planta con el patdgeno y su respuesta defensiva es
compleja por lo que se considera que inocular el patégeno directamente en la planta

permitira dar una mejor explicacion de los procesos que se desencadenan.
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5. CONCLUSIONES

1. Con la aplicacion del filtrado de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense se
activaron los genes de las rutas del acido salicilico y el acido jasménico. El factor de
transcripcion myc2 y el gen aoc, de la ruta del &cido jasmonico, alcanzaron mayores

niveles de activacion en el cultivar resistente.

2. La aplicacion de Actigard y Biojas protegen las plantas de banano frente a la
fusariosis. El Biojas indujo mayor resistencia en el cultivar Manzano con la
disminucion del area de la lesién. La combinacion de ambos compuestos disminuye

el efecto protector del Biojas frente a la fusariosis.
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6. RECOMENDACIONES

e Determinar dosis y frecuencia de aplicacion del Actigard y Biojas con el patégeno in

Vivo.
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