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1 INTRODUCCION.

Las plantas, en su diversidad, se han adaptado maravillosamente a variadas condiciones de
suelo y clima, esta situacion adaptativa exitosa ha implicado la necesidad de desarrollar notables
mecanismos de defensa y de organizacion para distribuir la energia, superar los factores de estrés

biotico y abiotico y, en consecuencia sobrevivir y reproducirse.

La interaccion con agentes bioticos infectivos como hongos, bacterias y virus, o no infectivos
como insectos, en un espacio de coevolucion ha generado mecanismos que le permiten al
patogeno colonizar y utilizar recursos de las plantas, y a la planta desarrollar complejos y
eficientes mecanismos de defensa. Para evitar la infeccion se constituyen defensas, pasivas y
permanentes, de tipo fisico, estructural y quimico, denominadas mecanismos de defensa
constitutivas o pasivas; por ejemplo, la presencia de una cuticula protectora hidrofobica e
impermeable en la superficie de todos los tejidos vegetales, formada por ceras, lipidos, lignina
representa una defensa constitutiva estructural permanente. Respecto de las defensas constitutivas
quimicas permanentes en los tejidos vegetales, corresponden a una variedad de compuestos
quimicos denominados Fitoanticipinas, cuya importancia radica en que pueden ser toxicos para
los fitopatogenos. Una vez producida la infeccion se estimula los mecanismos de defensa
inducibles, en este caso se produce una cascada de reacciones moduladas por una compleja red de
sefales quimicas de alerta, lo que se traduce en la sintesis de complejos, variados y especificos

compuestos quimicos toxicos al patogeno, denominados Fitoalexinas.

Las Fitoalexinas sintetizados por la planta corresponden a substancias quimicas primarias
(giberelinas, auxinas, citoquininas, etileno, acido salicilico, acido jasmonico, moléculas de
oxigeno reactivas, proteinas) y compuestos secundarios (terpenoides, alcaloides, fenilpropanoides
y compuestos fendlicos). La produccion de estos compuestos ocurre cuando en la planta se
detecta Elicitores o inductores, compuestos de naturaleza quimica diversa, provenientes del
patogeno o de la misma planta. La presencia de Elicitores induce reacciones de defensa en la

planta, las que se han clasificado en Reacciones de Hipersensibilidad (HR), Resistencia Local



Adquirida (LAR), Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) y Resistencia Inducida por Heridas
(SWR, sigla en inglés). Por su parte los patdgenos producen compuestos quimicos llamados
supresores que inhiben o degradan a estas fitoalexinas, dandose asi, la constante lucha por la

sobrevivencia.

Como resultado de la accidon de estos mecanismos de defensa, y a pesar de la ausencia de un
sistema inmune como en los organismos animales, la muerte de plantas por una infeccion
patogénica termina siendo una situacion excepcional. Ademas, algunas plantas al defenderse,
liberan compuestos quimicos que dan sefiales de advertencia a otras plantas, previniéndolas de la
accion infectiva. Esto evidencia que los mecanismos de defensa constitutivos y aquellos
inducidos por el patégeno, son muy efectivos para detener o contrarrestar una infeccion y

aumentar la sobre vivencia de la planta y su especie.

El conocimiento y comprension de estos complejos mecanismos de defensa de las plantas
constituye un gran desafio para los investigadores y cientificos; en este sentido se han obtenido
notables avances, lo que ha permitido la posibilidad de aplicacidon practica, potenciando procesos
de produccion de alimentos mas limpios y de baja carga quimica; especialmente aplicables son la
induccion de mecanismos de defensa en el contexto de Produccion Integrada y Manejo Integrado
de Enfermedades y Plagas. Es de consignar que se ha demostrado que las plantas genéticamente
tienen las soluciones a los desafios bidticos y abioticos de su ambiente, lo que favorece la eficacia
en el uso de los recursos, por lo que estimular o potenciar artificialmente estos mecanismos de
defensa puede ser parte de la solucion para una produccion creciente de alimentos en un ambiente
de higiene productiva que propenda a la urgente necesidad de proteger la salud de la naturaleza y

de los seres humanos.



2 MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS.

Las plantas, con la evolucion, han generado una serie de sistemas de respuestas de defensa
contra el ataque de insectos y microorganismos patogenos, hongos, bacterias, virus y nematodos,
pero comparativamente, de estos ataques, pocos tienen éxito en la entrada a su hospedero
objetivo, cuando ocurre se produce una enfermedad (Holt ef al., 2000; Gurr y Rushton, 2005), lo
cual usualmente es la excepcion, no la regla (Riveros, 2001; Staskawicz, 2001, citado por

Sanchez, 2007).

Bajo condiciones naturales las plantas permanecen sanas debido, en parte, a la manifestacion
de varios mecanismos de defensa. La resistencia y la avirulencia son la regla, mientras que la
susceptibilidad y virulencia son la excepcion; bajo este axioma la resistencia y la susceptibilidad
son los extremos de un continuo y la inmunidad es absoluta (Browning, 1980, citado por Madriz,

2001).

Multiples estreses, a menudo simultaneos, reducen el crecimiento y produccion en plantas, sin
embargo, desafios previos de un patéogeno también pueden inducir resistencia a posteriores
desafios. Esta falla en la susceptibilidad debe estar orquestada en un gran contexto fisiologico que
es fuertemente influenciado por otros agentes bioticos y abidticos, tales como inadecuada luz,

temperaturas extremas, sequia, falta de nutrientes y salinidad de suelo (Bostock, 2005).

Aunque muchas de las respuestas defensivas estan presentes todo el tiempo en la planta, hay
otras que se inducen solo en respuesta a la presencia de una infeccion patogénica. Esta diferencia
de mecanismo estaria dada por el alto costo que representa para la planta, tener activados todos
sus sistemas de defensa; ademas, frente a cada patdogeno la planta puede desplegar respuestas

especificas, que no necesariamente la protegen de otro invasor (Frost et al., 2008).

Se ha establecido que las plantas son capaces de inducir respuestas de defensa no solo locales

sino que también, a partes distantes de la planta a través de diferentes mecanismos



cuidadosamente regulados por medio de difusion de fluidos intra y extracelulares que se
extienden por las heridas o sitios de infeccion (Maleck y Lawton, 1998). También pueden inducir
respuestas de defensa mediante sefiales quimicas que viajan a través de la atmosfera a otras
plantas, lo que se denomina comunicacion planta-planta (Baldwin y Schultz, 1983); por ejemplo,
plantas de porotos (Pasheolus Ilunatus) fueron mas resistentes a la bacteria patogena
Pseudomonas syringae pv syringae cuando estaban cerca de plantas en las cuales se habia

inducido quimicamente la resistencia por la aplicacion de benzotiadazole (Yi et al., 2009).

Estos sistemas de defensa contra patdgenos pueden ser barreras de defensas estructurales,
primera linea de defensa, basadas en caracteristicas anatomicas de la pared celular, y quimicas,
basadas en compuestos biologicamente activos de altos o bajos pesos moleculares que pueden
ejercer una presion selectiva sobre los patogenos potenciales (Riveros, 2001; Vivanco et al.,
2005); los cuales pueden estar preformados o formarse post-infeccion (Tapiero, 2001). Siendo el
apoplasto el primer sitio de contacto de un patdégeno con la planta, éste juega un rol crucial en la

iniciacion y coordinacién de muchas respuestas de defensa (Bolwell et al., 2001).

La resistencia de las plantas, por lo tanto, estd dividida en constitutiva, expresada como una
caracteristica normal del desarrollo de las plantas y que estd presente con o sin ataque de un
patogeno, o inducida, la cual se activa por el ataque de un organismo invasor desencadenando la
produccion de substancias a umbrales toxicos para la plaga invasora, lo que bloquea su avance en
el hospedero (Riveros, 2001; Tierens et al., 2001). Tales distinciones, sin embargo, no son
absolutas, algunos componentes de la defensa constitutiva pueden ser también producidos
durante una respuesta activa e inhibidores quimicos pueden, por ejemplo, ser precursores de
polimeros tales como la lignina, la cual es incorporada en barreras estructurales (Blanco-Labra y

Aguirre, 2002).

Una vez inducida la resistencia, la planta puede soportar ataques del patogeno debido a un
incremento en su habilidad para expresar rdpidamente esa respuesta al desafio. Esto es posible

por dos razones.



Primero, todas las plantas poseen la maquinaria genética para defenderse a si mismas; las
investigaciones bioldgicas y moleculares arrojan datos que los genes que determinan la
resistencia a enfermedades en las plantas estan frecuentemente agrupados en el genoma
(Michelmore y Meyers, 1998), y consecuentemente, la susceptibilidad de las plantas a algunos

patogenos es el resultado de una falla de la planta en detectar rapidamente la presencia de éste.

Segundo, inducir el tratamiento para activar las defensas rapidamente y/o la condicion de la
planta para expresar rapidamente la defensa sobre el patdgeno desafiante, lo cual no impone los
costos energéticos asociados a la implementacion de una respuesta de defensa inducida, haciendo
mas eficiente su defensa. Este fendmeno es conocido como condicionamiento o sensibilizacion
(Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007), “priming” en inglés, e implica que toda la
informacion genética de respuestas defensivas ya estan en la planta (Frost ef al., 2008; Walters,
2009). El “priming” activa respuestas de defensa frente al ataque de patdgenos, insectos, estrés
medioambiental, o por la aplicacion de compuestos naturales o sintéticos (Conrath, et al., 2006).

Estas respuestas son mas rapidas o mas fuertes o ambas (Frost ef al., 2008; Conrath, 2009).

2.1 Interacciones entre plantas y microorganismos.

Las plantas estan en un proceso dindmico permanente con su entorno, el cual interactiia sobre
¢éstas y sus patdgenos relacionados, resultando en cambios morfologicos y fisiologicos (Tapeiro,
2001; Gaumann, 1950, citado por Ghini ef al., 2008). Esta interaccion incluye un amplio rango de
organismos, tales como plantas, insectos, microbios eucarioticos y procarioticos y virus.
Ademas, éstas pueden ser de caracter positivo o benéficas, negativo o detrimentales, o neutral;
provocando el establecimiento de interacciones de mutualismo o patogénicas (Pozo et al., 2005).
En el caso de las negativas o patogénicas, casi siempre estd asociado a la sobrevivencia de la

planta (Heath y Boller, 2002; Vivanco et al., 2005).



La interaccion fitopatogeno-planta puede resultar en una infeccion o invasion de los tejidos de
la planta y el posterior desarrollo de una enfermedad, llamada interaccion compatible y se
considera que la planta es susceptible; si la planta responde rapidamente con acciones de defensa
exitosas que suprimen la accion del fitopatdgeno y evitan la enfermedad, se habla de interaccion

incompatible, y la planta resulta resistente (Bennett y Wallsgrove, 1994; Sanchez, 2007).

Las plantas, mediante la sintesis de compuestos bioquimicos producen una presion selectiva
sobre los patdgenos, los cuales a su vez, a través del tiempo generan por mutacion, mecanismos
de resistencia que perpetian el ciclo patdgeno-hospedero. Esta resistencia implica evolucion a

nivel de los genes de la planta (Richter y Ronald, 2000; Zhuang y Liu, 2004).

Estas observaciones indican que hay una enorme y continua evolucién de la habilidad de las
plantas hospederas para reconocer las razas de patégenos que no eran reconocidas, mientras que
el patogeno evoluciona para evitar el reconocimiento por un hospedante previamente resistente
(Camarena-Gutiérrez, 2006, Vivanco et al., 2005). El éxito del patdgeno para volverse tolerante a
las defensas de la planta puede incluir estrategias de evasion, degradacion enzimatica, o

mecanismos no degradativos (Osbourn, 1999).

La relacién patogeno-hospedero involucra la adquisicion de nutrientes de células de tejidos
vivos por parte del patdgeno, llamada biotréfica, la cual puede ser directamente contrastada con
la llamada necrotrofica, en la cual la célula huésped es rapidamente destruida o desintegrada.
Existe una tercera categoria en la cual el patdgeno inicialmente mantiene vivas las células, pero
las mata en etapas mas tardias de la infeccion, llamada hemiotréfica (Hammond-Kosack y Jones,
2000). También, se les clasifica por su localizacion celular, en intercelulares o intracelulares

(Shewry y Lucas, 1997, citado por Blanco-Labra y Aguirre, 2002).

Una segunda caracteristica importante de las interacciones planta-patogeno, es que muchas
son tejido o célula especificos, pues generalmente, la planta huésped no es explotada de manera

indiscriminada.



Los agentes biotroficos, tales como hongos (parasitos obligados), a menudo penetran la
membrana celular del hospedero introduciendo sus haustorios a la célula (Manners, 1982), los
cuales causan la invaginacion de la membrana plasmatica; aumentando la superficie de contacto
con el hospedero favoreciendo el flujo de nutrientes y agua hacia el hongo en crecimiento. Otros
hongos biotréficos no producen haustorios sino que viven exclusivamente en el apoplasto

subsistiendo de los nutrientes que escapan de la célula. (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

Los hongos necrotroficos, colonizan invadiendo por dafio, entrando a las células epidermales
de la planta, extendiendo hifas no modificadas en espacios intra o extracelulares, en donde
secretan toxinas y enzimas, y adquieren los nutrientes por la digestion de los polimeros de la
planta (Staples y Mayers, 1995; Blanco-Labra y Aguirre, 2002; Jones y Dangl, 2006). Disuelven
enzimaticamente la pared celular del tejido del hospedero o generando turgencia necesaria para

penetrar la epidermis (Tapeiro, 2001).

También producen compuestos secundarios con actividad hormonal que modifican el
metabolismo y crecimiento de la planta; fitotoxinas hospedero-selectivas o no especificas que la
envenenan (Hammond-Kosack y Jones, 2000; Kuc, 2001); compuestos que ayudan a las unidades
infectivas a localizar la planta hospedera o a estimular la germinacion de la unidad; y compuestos
que detoxifican los compuestos de defensa producidos por la planta. (Tapeiro, 2001). Todas estas
estrategias llevan a una irreversible apertura de estomas y marchitez de la planta, seguido por

muerte celular y colonizacion necrotrofica.

Las bacterias necrotroficas que infectan plantas, crecen en espacios intercelulares luego de
entrar a través de de poros gaseosos 0 acuosos (estomas e hidatodos, respectivamente), o a traveés
de heridas (Jones y Dangl, 2006), desde donde inicialmente adquieren nutrientes de fluidos
apoplasticos o de sustratos en la pared celular de la planta, causando lesiones por absorcioén de
agua y muerte de la célula vegetal debido a la accidon de toxinas o enzimas liticas o inhibidores de

proteinas (Blanco-Labra y Aguirre, 2002; Abramovitch y Martin, 2004).



Los virus son parasitos moleculares que solo pueden replicarse en células vivas del huésped,
por lo tanto, actian como biotroficos en su relacion con sus plantas hospederas e ingresan a la

planta por heridas o por medio de vectores (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

En una infeccidn, si la planta desconoce la particula viral, se establece una interaccion
compatible. El virus genera enzimas que degradan la pared celular, de esta manera, el virus entra
a la célula. La replicacion del RNA viral ocurre en el citoplasma y su ciclo varia, dependiendo de
la naturaleza del genoma viral; sin embargo, involucra transcripcion y transduccion del genoma y
sintesis de proteinas virales, como las proteinas de movimiento (PM) que se unen al genoma viral
moviéndose de célula a célula por el simplasto, a través de plasmodesmos modificados
(Hammond-Kosack y Jones, 2000; Scholthof y col., 1993, citado por Blanco-Labra y Aguirre,
2002).

Para infectar la planta, el virus contintia formando heterocomplejos entre proteinas virales y de
la planta, utilizando energia y proteinas de la célula hospedera durante cada etapa del ciclo, lo

que genera distintas interacciones planta-virus (Stange, 2006).

Si por el contrario, la planta reconoce la particula viral, se produce una interaccion
incompatible, desfavorable para el virus porque la planta desencadena respuestas de defensa que

pueden limitar su replicacion y movimiento (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

En el caso de los organismos hemiotroficos, €stos usan mecanismos de alimentacion
biotréficos en un principio y mas tarde, al aumentar su demanda de nutrientes por un crecimiento
de su biomasa, usan mecanismos de alimentacion necrotréficos. El hongo Phytophthora
infestans, causante del tizon tardio en papas pertenece a esta categoria (Hammond-Kosack y

Jones, 2000).



2.2 Mecanismos de defensa constitutiva.

Las defensas constitutivas o preformadas, son la primera linea de defensa contra los intentos
de invasion microbiana (Nirnberger et al., 2004), operan en forma constante en la planta y se
basan en el uso de herramientas estructurales y quimicas, generando una respuesta metabolica

activa (Sanchez, 2007).

Las defensas constitutivas estructurales son un obstaculo a los patégenos al invadir una planta,
y basicamente son el desarrollo de estructuras, tales como espinas, espigas, tricomas, pelos
glandulares, tilides; ubicacion, nimero, tamafo y forma cuando se abren de lenticelas y estomas

(Cruz et al., 2006; Gepp, 2009).

Otra defensa estructural, es la generacién de una cubierta protectora en la superficie, llamada
cuticula, cuya pared celular de las células epidermales se hace mas rigida y menos digerible
(Mauch-Mani y Slusarenko, 1996; Madriz, 2002; Sepulveda et al., 2003); pero permeable, que
junto con evitar la pérdida de agua impide el ingreso de substancias extranas y de patdgenos al

interior de las plantas (Reyna-Pinto y Yephremov, 2009).

La cuticula estd constituida de cutina (polimero de acidos grasos hidroxilados de cadena
larga), suberina (polimero de acidos grasos hidroxilados y alcoholes de cadena larga) y ceras
solubles (mezcla de lipidos de cadena larga como alcanos y ésteres de acidos grasos) (Kurdyukov
et al., 2006; Reyna-Pinto y Yephremov, 2009). Para superar estas barreras estructurales, los

patogenos necesitan de enzimas hidroliticas (cutinasa, peptinasa) que las destruyen.

A nivel celular, el citoesqueleto de las plantas provee una barrera fisica contra la mayoria de
los patogenos. Los microfilamentos de actina han sido implicados en un activo rol de defensa
contra la penetracién de hongos (Kobayashi et al., 1992, citado por Mysore y Ryu, 2004), y su
ruptura lidera la pérdida de resistencia antihuésped contra varios hongos no hospederos (Mysore
y Ryu, 2004); por ejemplo, la pérdida de la funcién de la actina del citoesqueleto y la actividad

EDS1 compromete severamente la resistencia antihuésped en Arabidopsis contra el oidio en
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trigo (Blumeria gramini f. sp. Tritici) (Yun et al., 2003 citado por Mysore y Ryu, 2004). El
engrosamiento de paredes celulares por la acumulacion de lignina, también constituye una

defensa estructural (Cruz et al., 2006; Gepp, 2009).

Existen defensas estructurales que actuan en combinacion con la segunda linea de defensa, es
el caso de las ceras y compuestos de la superficie de las hojas. Compuestos como polisacaridos,
alcanos, ceras, suberinas, y ligninas, acumulados en la pared celular vegetal, actian como una
barrera pre-infecciosa para impedir la entrada del patdégeno (Tapeiro, 2001); por ejemplo, en las

hojas de la manzana se produce un repelente para afidos.

Las defensas constitutivas quimicas se basan en compuestos de presencia permanente en la
planta, presentes en todos los tejidos vegetales adultos, en concentraciones variables, y sirven de
barrera inicial a la propagacion de bacterias u hongos dentro de ésta; pueden pues, ejercer una

presion selectiva sobre los patdgenos potenciales (Vivanco et al., 2005).

Algunos son compuestos de bajo peso molecular, metabolitos secundarios, llamados
fitoanticipinas (VanEtten et al, 1994). Las defensas constitutivas quimicas han evolucionado por
tres rutas biosintéticas diferentes, para producir compuestos terpenoides, fenolicos y compuestos
nitrogenados como alcaloides. Algunos de estos compuestos son toxicos y otros reducen la
palatabilidad. Enzimas que degradan la pared celular del microorganismo o que inactivan toxicos

de origen microbiano también pertenecen a este tipo de defensa (Sepulveda et al., 2003).

La cascara del fruto inmaduro de la palta contiene un compuesto dieno antifingico
preformado, el cual ha sido asociado con la resistencia al hongo Colletotrichum gloeosporioides.
(Prusky y Keen, 1993; citado por Osbourn, 1999). De esta manera, las esporas del hongo
germinan sobre la superficie del fruto y el tubo germinativo penetra la capa de cera externa

produciendo un apresorio, el cual permanece quiescente hasta que el fruto madura (Osbourn,

1999).
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Exudados resinosos de algunas plantas son una barrera fisica al ataque de insectos y estan
compuestos por flavonoides con actividad antimicrobiana (Modak et al., 2002). Otros de tipo
fenodlicos como el catecol y el 4acido protocatecuico, fungitoxicos presentes en células exteriores
de cebolla roja, les confieren resistencia contra el hongo Colletotrichum circinans (Cruz et al.,

2006).

En ciertas plantas hay una combinacion de defensas; en las Araceae (Diffembachia, Guemb¢)
se combina la presencia de compuestos nitrogenados como el acido oxalico en su savia y células
con cristales de oxalato de calcio en forma de aguja denominados rafidios. Asi también, en
cuticulas defectuosas de Arabidopsis se midid mayores niveles de compuestos fungitéxicos y
cambios en los genes de expresion frente a ataque de B. cinerea que en plantas sanas, formando

una forma de respuesta de defensa multifactorial (Chassot et al., 2008).

Las gramineas han evolucionado mediante la esclerificacion de la epidermis de las hojas, por
este mecanismo presentan pelos en forma de aguijones que le dan aspereza a las hojas y células

siliceas que las hacen menos palatables.

2.3 Mecanismos de defensa inducibles.

Si los mecanismos de defensa constitutivos no logran evitar la penetracion por parte del
microorganismo, entonces los sistemas de defensa inducibles serdn activados. Estos mecanismos
de defensa son inducidos por el ataque de un patdégeno u otros estimulos ambientales especificos,
asi las defensas innatas de la planta son potenciadas para posteriores desafios bioticos (Vallad y

Goodman, 2004; Sanchez, 2007).

Al igual que en los mecanismos de defensa constitutivos, en los inducibles, también se

distinguen defensas estructurales y quimicas.
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Las defensas inducidas estructurales corresponden a estructuras que la planta desarrolla o
modifica por la presencia de un patdogeno. A nivel celular la planta activard la formacion de
material amorfo que atrapa bacterias en contacto con la célula; engrosamiento de pared celular
con material celulosico, a menudo con fenoles; formacion de callosa y otros polisacaridos, hacia
el interior de las células donde penetra el hongo (Gepp, 2009). Otros de tipo histologicas como la
formacion de capas de corcho, capas de absicion, formacion de tilosas, deposicion de gomas,

también son activadas en presencia de un patégeno (Cruz, 2006).

Las defensas quimicas inducidas se activan luego de la percepcion de un patogeno, por
sistemas altamente sensibles llamados “inductores”, que activan (o inducen) los genes implicados
en la respuesta defensiva de la planta, lo cual determina el nivel de resistencia de ésta al
microorganismo invasor (Riveros, 2001; Gomez-Gémez y Boller, 2002; Gurr y Rushton, 2005;

Vivanco et al., 2005).

Este sofisticado sistema de vigilancia necesario para activar el mecanismo de respuestas de
defensa quimica rapidamente en el sitio de la infeccidon, debe ser funcional en plantas sanas y ser
capaz de distinguir entre sefiales auto-generadas de las emitidas por el patogeno u otro organismo

que no lo es (Hammond-Kosack, 2000).

La respuesta de defensa se manifiesta en dos niveles, ambos se inician directa o
indirectamente, con la percepcion o reconocimiento de un PAMP (de las siglas en inglés de
Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos) (Zipfel er al., 2001), caracteristicos de los
organismos patdogenos, pero que no se encuentran en las potenciales plantas hospederas
(Niirnberger et al., 2004; Goff y Ramonell, 2007), por parte de un PRR (Receptores de
Reconocimiento de Patrones), o por el producto de un gen especifico de un patégeno y su
receptor correspondiente en la planta, en las interacciones llamadas del tipo gen por gen (Holt et

al., 2000; Ellis et al., 2000; Vivanco et al., 2005; Niirnberger y Kemmerling, 2006).

La interaccién gen por gen indica que por cada gen que condiciona una reaccién en el

hospedero, hay un gen respectivo en el patdogeno que condiciona su patogenicidad (Flor, 1971).
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Este modelo predice que la resistencia ocurrird so6lo cuando la planta posea el gen de
resistencia a enfermedades, gen R dominante, y el patogeno posea un gen de avirulencia, gen Avr
dominante; en este caso existira una interaccion incompatible. Esta relacion de genes confiere
resistencia a la mayoria de los patogenos de las plantas, incluyendo bacterias, virus, hongos y
nematodos (Lehmann, 2002). Si no existe esta relacion gen por gen, no habra resistencia y se
producira la enfermedad, en este caso se habla de interaccion compatible (Hammond-Kosack y

Jones, 2000).

Una interaccioén incompatible involucra la percepcion de un PAMP, producido por los genes
Avr del patdgeno (que actua como inductor de respuestas de defensa), por parte de receptores con
alto grado de especificidad, codificados por genes (R) de la planta, seguido por las respuestas de
la planta que limiten la infeccion. Su especificidad resulta de la presion permanente de los
patogenos sobre sus hospederos, lo que mantiene la interaccion en constante mutacion (Holt et

al., 2000; Ellis et al., 2000). Figura 1.

Cuando ocurre una interaccion especifica R-Avr, suceden masivos cambios intra e
intercelulares. Las células en y alrededor del sitio de infeccion sufren cambios del estado de
fosforilacién y experimentan un gran flujo de iones, especialmente Ca+, como parte de los
tempranos eventos de transduccion de sefiales; ademads, se induce rapidamente acido salicilico,

una molécula sefializadora para la posterior defensa sistémica de la planta. Figura 1.
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Figura 1. Esquema de las principales vias de sefializacion intracelular que se activan en la
reaccion de defensa inducida.

La resistencia inducida puede ser expresada localmente en el mismo tejido u o6rgano que
recibe el tratamiento inducido, o sistémicamente en una parte de la planta espacialmente separada
del punto en donde actuara. Hay al menos tres tipos de resistencia inducida: resistencia sistémica
inducida (ISR), resistencia sistémica adquirida (SAR) y resistencia inducida por heridas (SWR)

(Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007).

Es importante sefialar que, inicialmente la ISR y la SAR eran consideradas sinonimos, porque
ambas comienzan con una induccion de resistencia local, seguido por la produccion de una sefial
desde la parte infectada, que luego se traslada a otra parte de la planta amplificando las

reacciones de defensa (Métraux, 2001; Riveros, 2001).
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La resistencia sistémica inducida (ISR) es inducida por bacterias que colonizan raices,
llamadas rizobacterias, promotoras del crecimiento de la planta (PGPR), entre las que se
encuentran cepas de Pseudomonas, y que no causan dafios visibles en las raices de las plantas.
Estas bacterias son capaces de inducir resistencia local y transferirla a otras partes de la planta

consiguiendo la induccidn de resistencia sistémica (Métraux, 2001).

Esta ISR no acumula proteinas relacionadas a la patogénesis (PR) (Conrath et al., 2006), no
todas las ISR son sefalizacion SA-dependiente, sino que son mediadas por una sefial jasmonato y
etileno-sensitiva. (Pieterse y Van Loon, 2007 citado por Walters, 2009). Ha sido observada en
reacciones de defensa contra hongos, bacterias y virus; en diversas especies vegetales (van Loon
et al., 1998). Al igual que la SAR, la ISR es efectiva contra un amplio rango de enfermedades

causadas por virus, bacterias y hongos (varios autores, citados por Vallad y Goodman, 2004).

Las proteinas relacionadas a la patogénesis PR, son proteinas que se acumulan en respuesta a
la infeccion, aunque también se les encuentra en forma constitutiva; se localizan tanto en los
espacios inter como intracelulares, lo que las hace a veces ser basicas o acidas. Se han encontrado
de preferencia almacenadas en las vacuolas (Yun et al., 1997, citado por Riveros, 2001).
Inicialmente, en la relacion planta-patogeno, se consideran cinco grandes grupos de PR, usando
técnicas bioquimicas y moleculares (Bol et al., 1990, citado por Riveros, 2001). En la medida en
que se han perfeccionado los métodos de deteccion la clasificacion ha ido en aumento y ya se

reconocen 17 familias de PR (van Loon et al., 2006).

La SAR produce una sefial sistémica, entiéndase la proteccion espacial de diferentes 6rganos
de la misma planta, en un amplio espectro y duracion, donde la HR y varias familias de genes de
PR son inducidos como mecanismos asociados, determinantes de la respuesta de defensa (Ryals
et al., 1996). También puede ser inducida por tratamiento con ciertos quimicos, tales como acido
2,6-dicloroisonicotinico (Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007). La SAR es mediada
por un proceso acido salicilico-dependiente y es dependiente sobre la expresion sistémica de
genes relacionados a patogénesis (Hammerschmidt, 1999; Pieterse y Van Loon, 2007, citado por

Walters, 2009). Figura 2.
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Figura 2. Dibujo comparativo de las respuestas inducidas. SAR inducida por la exposicion a
elicitores biodticos y abidticos en raices y hojas, dependiente de SA y asociada a la
acumulacion de proteinas PR. ISR inducida por la exposicion de raices a cepas
especificas de rizobacterias, dependiente de ET y JA e independiente de SA y no
asociada a acumulacion de proteinas PR (Vallad y Goodman, 2004).

La SAR se ha observado en una diversidad de plantas independientes de la naturaleza del
inoculante inicial y su investigacion ha permitido descubrir una amplia variedad de proteinas PR

(Métraux, 2001).

La resistencia inducida por heridas (SWR) se ha estudiado en el contexto de la resistencia
inducida a insectos predadores en algunas especies. Se demostrd que es causada por inhibidores

de proteasa sintetizados por la planta y que bloquean la funcion digestiva de los insectos.

Los insectos agresores activan defensas a nivel local y sistémico en la planta, mediante vias
de sefializacion en las que toman parte la sistemina, el dcido jasmonico, el dcido galacturdnico y

el peréxido de hidrogeno. La sistemina es un mensajero quimico implicado en la transduccion de
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senales instada por la mordida de un insecto. Induce una cascada de sefiales basada en oxipilinas,
que involucra la produccidon de jasmonato, compuesto que lidera el sistema de defensa contra
insectos herbivoros, que incluye la induccién de inhibidores de proteasas, compuestos fenolicos y

polifenoloxidasas (Vivanco et al., 2005).

Las senales inductoras de estos inhibidores, que se traslocan apicalmente por el floema, son
llamadas factores inductores inhibidores de proteasa (PIIF) (Roberts, 1992 y Ryan, 1992, citados
por Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007). El papel de los inhibidores en la
regulacion de las actividades proteoliticas es muy importante por la proteccion que proporcionan

a tejidos y fluidos, de la degradacion no deseada.

La produccion de estos inhibidores esta altamente regulada por una ruta de transduccion de
sefales que es iniciada por el ataque del patdégeno y transducida como una respuesta de dafo. La
induccion de expresion de genes de inhibidores de proteasas ocurre tanto en células del sitio del
dafio, como en lugares distantes a ese sitio (Vivanco et al., 2005). Fragmentos de oligosacaridos
péctidos que son liberados de la pared celular de la planta, y oligbmeros de quitosano derivados
de la pared celular de hongos, se asume que actian como inductores extracelulares de la ruta de

senales que dirige a la expresion de genes inhibidores de proteasas.

Existe evidencia que estas respuestas de defensa inducidas por heridas pueden ser mediadas
por sefiales de metil jasmonato transportadas por el aire hasta plantas vecinas, y que entran a su
sistema vascular por los estomas, en donde activan genes inhibidores de proteasa (Farmer y

Ryan, 1990; Howe, 2004; Scout, 2007, citado por Walters, 2009). Figura 3.
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Fuente: www.cienciadelatierra.wordpress.com
Figura 3. Esquema propuesto del mecanismo de la SWR. Una herida provocada por un
insecto activa la rapida induccion de inhibidores de proteasa JA-mediante.

2.3.1 Metabolitos secundarios. Como parte de la proteccion y defensa quimica, las plantas
producen vastos y diversos tipos de compuestos organicos, tales como, los compuestos primarios,
importantes para su nutricion, metabolismo y desarrollo (Griffin, 1994; Crozier et al., 2000).
También producen compuestos de bajo peso molecular y de presencia permanente en la planta,
llamados metabolitos secundarios (MS), que en el pasado se consideraban un deshecho resultante
de errores del metabolismo primario, y por lo tanto, de pequefia importancia para el metabolismo

y crecimiento de las plantas (Bennett y Wallsgrove, 1994).

Actualmente, si se sabe que participan en procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente
para atraer polinizadores, ahuyentar o matar parasitos, prevenir enfermedades infecciosas y actuar
como precursores de sistemas de defensa fisicos (Cipollini, 2000; Croteau et al., 2000). También
estan involucrados en la proteccion anti UV, proteccion contra estrés osmoético y medioambiental,
interacciones alelopaticas con otras plantas, y probablemente muchas otras (Bennett y
Wallsgrove, 1994). Su accion en procesos de defensa es actuar como una barrera pre-infecciosa,

una toxina pre-infecciosa, una prototoxina o una fitoalexina (Tapiero, 2001). Figura 4.
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Figura 4. Eventos en los cuales, los metabolitos secundarios se inducen durante la respuesta de
defensa de la planta (Sepulveda et al., 2003).

Los MS en las hojas, compuestos antimicrobianos presentes en las plantas, son clasificados en
dos categorias, “fitoanticipinas” y “fitoalexinas” (Mansfield, 1999, citado por Mert-Tiirk, 2002).
Las fitoanticipinas son compuestos anti-microbianos de bajo peso molecular presentes en las
plantas antes de ser desafiadas por microorganismos (preformados), o que son sintetizados por
ellas solo a partir de precursores pre-existentes (VanEtten et al., 1994); generalmente estdn

almacenados en vacuolas u organelos en las capas celulares exteriores del tejido de las plantas.

Las dos clases mejor caracterizados de compuestos preformados, fitoanticipinas, son las
saponinas y los glucosinolatos (Hammond-Kosack y Jones, 2000). Las fitoanticipinas difieren en
sus efectos sobre el crecimiento microbiano y la sensibilidad a ellas varia entre las diferentes
cepas de hongos y bacterias; por ejemplo, la cumarina inhibe el crecimiento de Pseudomonas spp

y no tiene efecto sobre Bacillus circulans y P. macerans (Landa et al., 2002).
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Por su parte, las fitoalexinas se definen como compuestos anti-microbianos de bajo peso
molecular que son sintetizados y acumulados en la planta después de estar expuesta a un
microorganismo o agente abiotico (Kuc, 1995; Osbourn, 1999; Tierens et al., 2001; Sepulveda et

al., 2003; varios autores citados por Gomez-Vasquez et al., 2004).

En la interaccion MS-fitopatdégeno, no necesariamente un mismo MS tiene efecto sobre un
patogeno u otro, su accion dependera de las caracteristicas evasivas del patogeno y del

reconocimiento que la planta haga del invasor (Bennett y Wallsgrove, 1994).

Los metabolitos secundarios incluyen un amplio y diverso rango de compuestos (Bennett y
Wallsgrove, 1994), y pueden ser divididos en tres grandes grupos: terpenos, alcaloides
(compuestos que contienen nitrégeno) y fenilpropanoides y sus relacionados compuestos

fendlicos (Croteau et al., 2000; Zacarés, 2008).

Durante la HR, algunos metabolitos secundarios pertenecientes a estos tres grupos, participan
activamente matando al microorganismo patégeno o restringiendo su invasion al resto de la
planta. Al mismo tiempo, otros metabolitos secundarios contribuyen a destruir las especies
reactivas de oxigeno que son toxicas para la misma célula vegetal, las cuales se sintetizan

durante las etapas tempranas de la respuesta de defensa (Sepulveda et al., 2003).

Los terpenos son derivados del precursor isopentenil-difosfato de cinco carbonos (Croteau et
al., 2000). Las saponinas son moléculas triterpenoides glicosilatados, esteroides, o alcaloides
esteroidales con actividad antifingica (Osbourn, 1999; Hammond-Kosack y Jones, 2000), y
estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal; sin embargo, no estd claro como ejercen su
rol en la resistencia antihuésped (Mysore y Ryu, 2004). La avenacina, encontrada en la raiz de la
avena, es una saponina tripertenoide biologicamente activa, altamente efectiva contra

Gaeumannomyces graminis var. tritici (Hammond-Kosack y Jones, 2000).
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Saponinas tripertenoides como tomatina y avenacina, en tomate y avena respectivamente,
tienen actividad membranolitica sobre hongos, siendo capaces de matar o excluir hongos carentes

de enzimas por el rompimiento de ellas mismas (Agrios, 1996, citado por Tapiero, 2001).

Algunos alcaloides, normalmente considerados componente de la defensa constitutiva
(fitoanticipina), son sintetizados in respuesta a dafio en el tejido de la planta (Croteau et al.,
2000). Los alcaloides contienen uno o mas atomos de nitrégeno y derivan principalmente de

aminoacidos (Croteau et al., 2000).

Los alcaloides han sido divididos en tres grandes grupos segun el precursor y la estructura
final. Los alcaloides verdaderos derivan de aminodacidos, son basicos y contienen nitrégeno en
un anillo heterociclico, tales como, la nicotina y la atropina. Los pseudoalcaloides son basicos,
pero no derivan de aminoacidos, tales como la cafeina y la solanidina. Los protoalcaloides
derivan de aminoacidos son basicos pero el nitrogeno no esta en un heterociclico, la mescalina

es uno de ellos (Bennett y Wallsgrove, 1994).

Asociados a funciones en la estructura de la pared, los fenoles o fendlicos son compuestos
quimicos que poseen un grupo hidroxilo (-OH), ligado directamente a un hidrocarburo aromatico.

El mas simple de la clase es el fenol (C¢HsOH).

Los fenoles también contribuyen sustancialmente en ciertos olores y sabores en las plantas. La
mayoria son derivados de las vias de sefializacion del fenilpropanoide y fenilpropanoide-acetato,
tales como, lignina y flavonoides; otros son generados por otras vias, por ejemplo, taninos
hidrolizables, tales como acido gélico, ésteres de glucosa y otros azucares (Croteau et al., 2000),
e incluyen metabolitos derivados de la condensacion de unidades de acetatos, como terpenoides
producidos por la modificacion de aminoacidos aromaticos, (fenilpropanoides, acido cinamico,
precursores de lignina, &dcidos hidroxibenzoico, catecol y cumarinas), flavonoides, isoflavonoides

y taninos (Bennett y Wallsgrove, 1994).
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Aunque la mayoria de los compuestos fenolicos tienen un rol estructural en la pared celular,
algunos participan en procesos de defensa (Croteau et al., 2000; Zacarés, 2008), siendo su
metabolismo activado en presencia de patdogenos o elicitores incompatibles (Gomez-Vasquez et
al., 2004). Por ejemplo, compuestos flavonoides presentes en exudados resinosos tienen actividad

antibacteriana, ademas de antioxidantes y citotoxicas (Modak et al., 2002).

Los compuestos fenolicos totales, con sus enzimas oxidativas peroxidasa y polifenol oxidasa,
muestran aumento en su actividad en hojas de rosa (Rosa centifolia), infectadas con Alternaria
tenuis respecto a hojas sanas, aumentando también el contenido de fenoles en hojas muertas, lo
que revela elicitacion de estas enzimas en respuesta a la infeccion, estimulando oxidacion de
fenoles toxicos para el patdgeno (Khatun ef al., 2009). La cebolla roja (4llium cepa), en presencia
del hongo Colletotrichum circinans, libera compuestos fenolicos para combatir la invasion

(Tapiero, 2001).

En esta interaccion con fitopatogenos, la velocidad y duracion de la sintesis de novo de estos
compuestos parece ser mas importante para la resistencia que la concentracion constitutiva de los
mismos en la planta. Al parecer operan de dos modos, por efecto toxico directo sobre el patogeno
(fitoalexinas y radicales libres formados de precursores de lignina) y por la activa y répida

deposicion de barreras, tales como lignina (Bennett y Wallsgrove, 1994).

2.3.2 Especies reactivas de oxigeno (ERQO). FEl oxigeno es producido por las plantas
continuamente durante el dia, mediante el proceso fotosintético. Sin embargo, bajo condiciones
ambientales desfavorables como, sequia, alta intensidad luminica, temperaturas extremas,
radiacion UV, metales pesados y patogenos, se generan especies reactivas de oxigeno (ERO),

también llamadas radicales libres.

Las ERO, pueden tener dos funciones, en la primera debido a su toxicidad, pueden aumentar
el dafio producido por el estrés, mientras que en la segunda, pueden actuar como una sefial para la

activacion de las respuestas de defensa (Dat et al., 2000).
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El oxigeno es un radical libre ya que no tiene completamente apareados sus electrones, de aqui

su capacidad para reaccionar en sus diversas formas generando las llamadas ERO, tales como,

peroxido de oxigeno H,0,, anién superdxido O, ._, radical perhidroxilo HO, ., radical hidroxilo

: 1
OH vy singulete de oxigeno O,, (Medhy, 1994; Scarpeci et al., 2009; Wise y Naylor, 1987;
Benezer et al., 2008). El término también incluye el 6xido nitrico o monoxido de oxigeno (NO),

una molécula importante en la sefializacion en animales y plantas (Gow y Ischiropoulus, 2001;

Halliwell et al., 1999, citado por Benezer et al., 2008).

Dependiendo de la naturaleza de las ERO, algunas, que resultan de sucesivas reducciones de
oxigeno molecular son altamente toxicas para la célula (Mehdy, 1994), y deben ser rapidamente
detoxificadas por variados mecanismos enzimaticos y no enzimaticos a nivel celular (Apel y Hirt,
2004). Las ERO, por tanto, tienen un efecto benéfico y peligroso para el metabolismo celular

dependiendo de su concentracion (Kotchoni y Gachomo, 2006).

Las plantas producen ERO continuamente como subproducto del metabolismo aerdbico, entre
otras vias (Apel y Hirt, 2004); siendo la cadena de transporte de electrones de los cloroplastos la
principal fuente de produccion de ERO (Wise y Naylor, 1986; Wise y Naylor, 1987; Mehdy,
1994), al ser capaces de ceder electrones directamente al oxigeno molecular para producir el O, el
cual se puede convertir en H,O, mediante la enzima superdxido dismutasa (SOD), la enzima
NADPH (nicotinamida adenin nucle6tido fosfato reducida) oxidasa genera H,O, a partir de O2

molecular en el sitio de la infeccion posterior a un ataque patogénico (Thompson et al., 2006).

El H,0O, producido fortalece la estructura de la pared celular, aislando manera el tejido
infectado y teniendo un efecto téxico sobre el patogeno, evitando que se propague al resto de la
planta (Olmos et al., 2002; Scarpeci et al., 2009). También son producidas por las mitocondrias y

los peroxisomas. Las ERO, por ser moléculas muy inestables reaccionan con otras moléculas
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fundamentales de la célula, tales como, proteinas, lipidos y ADN, alterando su estructura quimica
por oxidacion y ocasionando dafio a las células (Mittler et al., 2004; Benezer et al., 2008).

Las plantas producen ERO a proposito como una molécula de sefializacion para controlar
procesos tales como, envejecimiento, muerte celular programada, comportamiento estomatico y
defensa contra patogenos (Desikan et al., 2004; Kotchoni y Gachomo, 2006). Bajo condiciones
desfavorables, son las mismas ERO las que juegan un rol importante en la defensa celular (Dat et
al., 2000), dando la voz de alerta mediante transduccion de sefiales que preparan a la célula para
afrontar esta situacion, en un intento por evitar dafios irreversibles que puedan llevar a la muerte

(Scarpeci et al., 2009).

Las ERO estan involucradas en la HR de la planta, en la interaccion de incompatibilidad

patogeno-planta (hongos, bacterias y virus) al provocar una temprana y omnipresente respuesta,

la explosion oxidativa en la celula cuando pasa de oxigeno molecular a anion superoxido O,

(Mehdy, 1994; Bolwell et al., 2002). Esta explosion oxidativa y su efecto toxico en las células de
la planta, debe ser por tiempo limitado, por ello la generacion de ERO inducida por elicitores o
patogenos es regulada a la baja con subsecuentes exposiciones al elicitor. Ademads, agentes
reductores endogenos y enzimas antioxidantes que neutralizan las ERO son abundantes en las

células de las plantas (Mehdy, 1994).

Durante el estrés oxidativo, el H,O, es un fuerte toxico oxidante que causa dafio y muerte
celular; otros estudios sugieren que es una sefial mediadora para la muerte celular programada de
plantas en respuesta a patogenos, elicitores y hormonas (varios autores citados por Hung et al.,
2005). Por otro lado, el H,O, generado en el sitio de infeccion desencadena la activacion de
sistemas de defensa en el resto de la planta, preparandola para futuros ataques. La respuesta a un
estrés comienza cuando la planta lo reconoce a nivel celular, este reconocimiento activa las rutas
de sefializacion (reacciones en cadena) que culminaran con la activacion de genes en el nucleo

celular implicados en defensa frente a ese estrés; la duracion y severidad del estrés determinara la
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magnitud y duracion de la respuesta (Scarpeci et al., 2009). Al respecto, Guan et al. (2000),
indican que el H,O, es un importante intermediario en la transduccion de la sefial del ABA, activo

compuesto en los mecanismos de defensa.

La explosion oxidativa es necesaria, pero no suficiente para provocar la muerte celular, datos
recientes indican que el 6xido nitrico coopera en la activacion de la muerte celular hipersensitiva.
El 6xido nitrico (NO) ha sido implicado en gatillar las respuestas de defensa innata, a través de la

produccion de compuestos antimicrobianos (Niirnberger ef al., 2004).

Las ERO podrian ser percibidas por diversas proteinas receptoras que, al ser oxidadas por las
mismas, sufren un cambio en su estructura tridimensional que las activa para su participacion en
la respuesta antioxidante. Este cambio es reversible ya que cuando los niveles de ERO bajan, las

proteinas vuelven a su estado reducido que es la forma inactiva original, finalizando asi la senal.

2.4 Fitoalexinas.

Las fitoalexinas son metabolitos secundarios, de bajo peso molecular, con propiedades anti-
microbianas, sintetizados y acumulados por la planta en respuesta a una infecciéon microbiana o a
estrés (VanEtten et al., 1994). La existencia de estas sustancias especificas ha sido puesta de
manifiesto por Miiller y Borger en 1941, al describir metabolitos secundarios fungitoxicos y
fungistaticos producidos por plantas de papa después de una infeccion de Phytophtora infestans

(Bara, 1993; Bennett y Wallsgrove, 1994).

Su rol en la resistencia defensiva se asocia con la cesacion del desarrollo del patdégeno en
presencia de éstos; su concentracion en el sitio de infeccion y la relacion entre la virulencia del

patogeno y su tolerancia a las mismas (Hammerschmidt, 1999).
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La resistencia a los patdégenos ocurre cuando una o mas fitoalexinas alcanzan la concentracion
suficiente para inhibir el desarrollo de éste (Agrios, 1996 citado por Garcia-Mateos y Pérez,

2003; Landa et al., 2002).

La rapidez de la respuesta con que la planta hospedera induzca la formacion de fitoalexinas
parece estar relacionada con la susceptibilidad y resistencia al patogeno (Hahn et al., 1985;

Bennett y Wallsgrove, 1994).

Las fitoalexinas incluyen diversos metabolitos, tales como, fendlicos, saponinas,
sesquiterpenos, glicdsidos cianogénicos, acidos ciclohidroxdmicos, isoflavonoides y muchos
otros (Osbourn, 1999). La gran variedad de fitoalexinas aisladas de diversas plantas indican que
su estructura quimica esta usualmente relacionada con una familia de plantas (Brooks y Watson,
1985, citados por Pedras y Ahaihonu, 2005). Existen también proteinas que inician su sintesis de
novo, frente a un ataque microbiano, €éstas son llamadas proteinas patogénesis relacionada (PR)

(Kuc, 1995; Misra, et al., 2008).

La primera fitoalexina, un compuesto isoflavonoide pterocarpano, que se le denomind
pisatina, extraida a partir de las vainas de guisante (Pisum sativum), fue aislada y caracterizada
en 1960 por Cruickshank y Perrin (Vivanco et al., 2005), ésta se encontraba en pequefia cantidad
en plantas sanas aumentando su concentracion luego de la inoculacion con esporas de hongo en

suspension (de Wit-Elshove, 1968).

Ya en 1980, Fraile ef al., midieron concentraciones mas altas de fitoalexinas en hipocoétilos de
un cultivar de poroto (Phaseolus vulgaris) menos susceptible a B. cinerea que en otro mas

susceptible luego de haberles inoculado con tres cepas del hongo de distinta virulencia.

En 1998, Garcia-Arenal et al., reportaron altas concentraciones de faseolina, faseolidina,
faseolinisoflavina y kievitona, después de una infeccién con Botrytis cinerea en dos cultivares de
Phaseolis vulgaris, siendo los cuatro compuestos toxicos para este hongo. Situacion similar habia

reportado Fraile et al,, en 1980. Bar-Num y Mayer (2001), sugieren que la habilidad de la
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fitoalexina cucurbitacina I, extraida de Ecballium elaterium, para inhibir la induccioén de lacasa
formada por B. cinerea, restringe la infeccion del hongo sélo al lugar de la infeccion en frutos y

plantas de pepinos y en hojas de repollo.

Las fitoalexinas isoflavonoides presentes en las leguminosas; aumentan su concentracion
luego de una infeccion microbiana (Smith y Banks, 2001). Mert-Tiirk (2002), menciona
abundantes investigaciones que respaldan la relacion entre fitoalexinas y resistencia a

enfermedades.

2.4.1 Inductores o elicitores de produccion de fitoalexinas. De la velocidad con que la planta
haga el reconocimiento del patogeno y de la sintesis de la fitoalexina especifica, dependera el
éxito de la respuesta defensiva y determinard la susceptibilidad o resistencia de la planta al
patogeno identificado (Hahn et al., 1985; Bennett y Wallsgrove, 1994). En general, este
reconocimiento es especifico, vale decir, se produce por la interaccion de una proteina receptora
de la planta (codificada por un gen de resistencia R), con una proteina del patégeno denominada
“inductor” o “elicitor” (codificada por un gen de avirulencia Avr) (Ebel, 1986; Ellis et al., 2000;

Mert-Tiirk, 2002; Vivanco et al., 2005).

En general, los inductores son moléculas de bajo peso molecular, no cuentan con actividad
antimicrobiana, y que pueden provenir de la planta hospedera, inductores endogenos, y también
del huésped patogeno, inductores exdgenos, liberados como producto de la hidrélisis enzimatica
de la pared celular de la planta en su interaccion con el patogeno (Nojiri et al., 1996; Riveros,
2001; Garcia y Pérez, 2003). La existencia de un inductor exdgeno se manifiesta por la bacteria
Erwinia carotovora, que mostro elicitar la acumulacion de fitoalexinas pterocarpano en hojas

enfermas de soya cuando esta en contacto con los tejidos de la planta (Davis et al., 1984).

La naturaleza quimica de los inductores es muy variada, tales como, acidos grasos, RNA
levaduras, glicoproteinas, proteinas, péptidos, glicolipidos, lipidos, lipoproteinas,

lipopolisacaridos, oligosacaridos, polisacaridos (Riveros, 2001; varios autores citados por Mert-
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Tiirk, 2002). Pueden estar localizados en el exterior de la célula o en la superficie del hospedante

y difieren poco entre grupos de patdogenos (Vivanco et al., 2005).

Factores abidticos, tales como, condiciones de estrés por congelamiento, descongelamiento,
heridas expuestas a luz UV; o contaminantes como pesticidas, metales pesados, detergentes;
también pueden ser inductores de la produccién de estos metabolitos (varios autores citados por

Mert-Tiirk, 2002).

Se han identificado alrededor de 200 compuestos que por la presencia de microorganismos y
condiciones de estrés han inducido la sintesis de fitoalexinas (Garcia y Pérez, 2003). El primer
inductor caracterizado en plantas fue una proteina de bajo peso molecular llamada monilicolina
A, aislada del hongo Monilinia fructicola por Cruickshank y Perrin en 1968 (Vivanco et al.,
2005). Se ha descrito que en varias especies, estos inductores producidos por patdogenos,
estimulan la transcripcion de ARN mensajero del hospedero, el cual codifica la expresion de

enzimas involucradas en la biosintesis de las fitoalexinas (Garcia y Pérez, 2003).

Cyril Zipfel et al., trabajando con Arabidopsis identificaron una segunda repeticion rica en
leucina (LRR), proteina kinasa, implicada como receptor PAMP, lo que sugiere que varios
miembros de esta familia de proteinas funcionan como PRR (Niirnberger y Kemmerling, 2006;

Goft y Ramonell, 2007).

2.4.2 Supresores de produccion de fitoalexinas. No obstante las funciones de defensa de las
fitoalexinas, su concentracion por un periodo mayor al necesario también es toxica para la célula,
ellas pueden acumularse solo temporalmente, por ello algunas enzimas de la planta, tales como
peroxidasas extracelulares pueden degradar oxidativamente a las fitoalexinas (VanEtten et al.,

1982, citados por Pedras y Ahiahonu, 2005).
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La detoxificacion de fitoalexinas por microorganismos provoca cierta tolerancia hacia
metabolitos toxicos, lo cual en la practica puede ocasionar un control de la enfermedad producida

por el mismo patogeno (Garcia y Pérez, 2003).

En algunos casos, la produccion de fitoalexinas parece ser inhibida por supresores producidos
por el patdgeno, estas substancias al parecer son glucanos, toxinas del patogeno o glicoproteinas.

(Garcia y Pérez, 2003).

Numerosos estudios evidencian que la mayoria de los patdgenos desarrollan mecanismos para
suprimir la acumulacion o la produccion de fitoalexinas, o para hacerse tolerante a ellas, o para
detoxificarlas, lo cual es muy importante en la interaccion huésped-patéogeno (Manstield, 1982,
citado por Mert-Tiirk, 2002; Van Ettel et al., 1989, citado por Garcia y Pérez, 2003; Pedras y
Ahiahonu, 2005).

El hongo Botritys cinerea secreta numerosas enzimas inductoras de ataque, las cuales pueden
degradar la pared de las células hospederas para aumentar la infeccion, incluyendo B-glucosidasa,
pectin metilesterasa, poligalacturonasas, aspartano proteinasas, lacasa y benzil alcohol, también
parecen tener un rol de desintoxicacion de compuestos secretados por el hospedero durante la

patogénesis, una funcidon que se cree aumenta la virulencia del patdégeno (Staples y Meyer, 1995).

La patogénesis de Botrytis cinerea estd esencialmente relacionada con las enzimas liticas
como polifeniloxidasas o lacasas. Una enzima litica, estilbeno oxidasa, puede detoxificar la
fitoalexina estilbénica de la uva, destruyendo los mecanismos de defensa de ésta y permitiendo el

crecimiento del hongo (Goetz ef al., 1999).

Plantas de tomate, Lycopersicum esculentum, producen el esteroide glicosilado c-tomatina,
una saponina que tiene actividad fungitoxica. Septoria lycopersici, hongo que causa “tomato leaf
spot”, secreta tomatinasa, una enzima extracelular que hidroliza glucosa de a-tomatina para dar
un producto P2-tomatina, que es sustancialmente menos toxica para el hongo, permitiéndole

colonizar las plantas de tomate (Staples, 2002).
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El hongo G. gramini var. avenae, especializado en atacar avena, produce la enzima
avenacinasa, que detoxifica la avenacina, lo que le permite desarrollar la enfermedad a diferencia
de G. gramini var. tritice que no produce tal enzima (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

2.4.3 Distribucion de fitoalexinas. Se han identificado en alrededor de 16 familias de plantas,
principalmente en las dicotiledoneas. La formacion de fitoalexinas en monocotiledoneas no esta
bien documentada (Deverall, 1989). Existen pocos reportes de su presencia en monocotiledoneas

y gimnospermas, pero no se describen aun en plantas no vasculares (Garcia y Pérez, 2003).

2.4.4 Biosintesis de fitoalexinas. Las fitoalexinas son sintetizadas en las células sanas
adyacentes a las células danadas y se acumulan tanto en tejidos necroticos como susceptibles, es
decir, se producen restringidamente en un sitio alrededor del lugar de infecciéon (Bennett y
Wallsgrove, 1994; Garcia y Pérez, 2003). Se alojan en el exterior de los tejidos y organos, pared
celular y cuticula, en el exterior de las hojas, como es el caso de los flavonoides, que ejercen una
defensa fisica activa y permanente; o en el interior de las vacuolas celulares, como es el caso de
compuestos conjugados con carbohidratos o aminoacidos y que son liberados por hidrolisis
enzimatica al vaciarse el contenido vacuolar durante el proceso infectivo (Vivanco et al., 2005).
La mayoria de las fitoalexinas identificadas derivan de la ruta biosintética de los fenilpropanoides

(Reichling, 1999, citado por Garcia y Pérez, 2003).

2.4.5 Regulacion de la biosintesis de fitoalexinas. EIl control de la sintesis de fitoalexinas
comprende el proceso regulatorio de su produccion en respuesta a una infeccion y a diferentes
tipos de inductores. La induccién de la sintesis y acumulacion estd asociada con un aumento de
los niveles de actividad de las enzimas involucradas en las rutas biosintéticas y juegan un papel
importante en su regulacion. Las enzimas que catalizan los pasos de la biosintesis de fitoalexinas
son la fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato-4-hidrolasa y la 4-cumarato coenzima A ligasa

(Garcia y Pérez, 2003).
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2.5 Compuestos involucrados en procesos de defensa.

La necesaria percepcion de un patdégeno por parte de una planta para activar sus mecanismos
de defensa, requiere complejas redes de sefializaciones quimicas, que involucran moléculas tales
como las fitohormonas (Bari y Jones, 2009). Estos compuestos no activan sistemas de defensa de
la planta en forma independiente a través de cascadas lineales, sino que a través de complejas

redes metabolicas y genéticas que determinan respuestas especificas (Vivanco et al., 2005).

La fitohormonas, participan en la regulacion del crecimiento y desarrollo de la planta
(Saavedra, 2008), y sirven de mensajero quimico, ya que producidas en una parte de la planta
tienen como destino otra parte de ella. Se incluyen el etileno (ET), 4cido salicilico (SA), acido
jasmonico (JA) y el acido abscisico (ABA) como las hormonas que mayor rol tienen en la
regulacion de sefales involucradas en las respuestas de defensas inducidas (Feys y Parker, 2000;

Pieterse y Van Loon, 2004).

Las hormonas citoquininas (CK), giberelinas (GA) y auxinas; cada uno con su estructura
particular, y activas a muy bajas concentraciones dentro de la planta también participan en estos
mecanismos de sefializacion. Recientes estudios indican que otras hormonas, tales como
brasinosteroides (BR) y hormonas péptidas también estan implicadas en las vias de sefalizacion

de defensa de las plantas, pero no se tiene suficiente informacion (Bari y Jones, 2009).

La accion de sefializacion de mas de una les permite potenciarse, pero pueden ser antagonicas
entre si (Kuc, 2001), mecanismo llamado “cross-talk”; por ejemplo, genes de respuesta SA-
mediados pueden suprimir genes de expresion de respuesta de sefalizacion del JA y la capacidad
de la planta para responder a las sefales provenientes de una herida (Vivanco et al., 2005). A su

vez, la activacion de respuestas defensivas a sefales ET y JA- relacionadas, suprimen la accion
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de la senalizacion del SA (Leon-Reyes et al., 2010) y su capacidad de producir proteinas
inducidas por patogenos (Vivanco et al., 2005). Estas interacciones le permiten a la planta hacer
mas fina y precisa la respuesta a un patogeno especifico (Kunkel y Brooks, 2002; Ledén-Reyes et
al., 2009).

2.5.1 Etileno (ET). Unica hormona volatil especifica de las plantas, estd en constante emision
por las células vegetales. A diferencia de otras hormonas, el etileno gaseoso se difunde
facilmente fuera de la planta, lo que parece ser la principal forma de eliminarla, esta caracteristica
le permite viajar a través de la atmodsfera para activar genes defensivos en otras plantas (Farmer y

Ryan, 1990). Figura 5.

Figura S. Estructura del etileno.

Antes de 1975, el metabolismo del ET por las plantas era considerado un producto causado
por contaminacion bacteriana; sin embargo, hay nueva evidencia de su presencia en muchas

plantas que crecen en condiciones asépticas (Crozier et al., 2000).

Aunque desde principios de siglo se sabe que el ET provoca respuestas tales como
geotropismo y abscision, no fue sino hasta la década del sesenta que se empez6 a aceptar como
una hormona vegetal. También se sabe que el efecto del ET sobre las plantas y secciones de las
plantas varia ampliamente. Muchos de los efectos fisiologicos del ET sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas incluyen su impacto sobre la germinacioén de la semilla, dormancia,
crecimiento de brotes y raices, desarrollo de la flor, senescencia y abscision de flores y hojas, y
maduracion de frutos (Saavedra, 2008). EI ET también participa en la respuesta de las plantas a

un amplio rango de estrés bidtico o abidtico (Crozier et al., 2000).
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Su emision por los tejidos dafiados permite la activacion sistémica de genes en tejidos sanos
distantes e incluso a plantas alejadas y que pueden estar expuestas al mismo agente patdgeno
(Vivanco et al., 2005), estando implicado en los procesos de respuestas de defensa, al participar
como via de sefializacion para la induccion de resistencia no especifica contra patdégenos (Dong,
1998). Ward en 1986, citado por Garcia-Mateos y Pérez (2003), sefiala que en algunas especies,
durante el proceso de infeccion se ha observado cambios importantes, como la produccion de
ET, despolarizacion de la membrana celular, activacion del flujo de Ca+2 activando algunas
enzimas, aumento de la respiracion, afectacion del transporte de electrones y un aumento de la
actividad del ciclo de las pentosas fosfato para activar la ruta del acido shiquimico precursor de

derivados fendlicos y flavonoides; todos estos eventos relacionados a un proceso de resistencia.

2.5.2 Acido Salicilico (SA). El SA pertenece a un diverso grupo de substancias fendlicas y
puede ser sintetizado en las plantas via dos sefiales cuyo precursor principal es la fenilalanina. El
1960 se sugirid que el SA en plantas se sintetiza del acido cindmico por dos posibles vias; una
involucra una cadena de decarboxilacion del acido cindmico a acido benzoico, seguido de
dihidroxilacion a SA; alternativamente, el acido cindmico podria ser dihidroxilado a un acido

orto-cumarico y entonces dicarboxilado a SA (Popova et al., 1997). Figura 6.

C — OH

OH

Salicyéic acid

Figura 6. Estructura del acido salicilico.

El SA estd ampliamente distribuido en mono y dicotiledoneas al igual que otros alimentos

(Swain et al., 1985). Sus propiedades medicinales son, por mucho, mas conocidas que su rol
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regulatorio en las plantas (Popova et al., 1997); aunque se sabe que tiene funciones de proteccion

de las plantas frente a estrés bidtico y abiodtico (Ansari y Misra, 2007).

Varios investigadores han aportado informacién sobre las funciones del SA y sus derivados en
las plantas, entre las cuales se sefiala que estimula de la floracion solo o en combinacion con
otros compuestos, tales como giberelinas, retrasa la senescencia de pétalos, afecta la tasa de
multiplicacion de contenidos de antocianinas y clorofila, retarda el crecimiento del follaje, inhibe
la absorcion de K+ y posiblemente de otros minerales; a nivel radicular produce alelopatia
quimica e inhibe crecimiento de plantas vecinas, inhibe la biosintesis de etileno, genera calor en
la inflorescencia en plena flor, aumenta la actividad de la respiraciéon y de la sefial cianida—
resistente elevando la temperatura superficial de plantas termogénicas, aumenta la concentracion
de glucosinolatos en hojas, su presencia aumenta la concentracion de metabolitos secundarios
(Bennett y Wallsgrove, 1994; Popota et al., 1997; Crozier et al., 2000; Vivanco et al., 2005;
Ansari y Misra, 2007).

La emision del éster ademas, sirve como sefial para cierto tipo de depredadores de insectos
herbivoros, de esta manera la planta recluta ayuda externa y revela a otras plantas la presencia de
un patogeno o predador (Vivanco et al., 2005). El SA también, induce y modula muchos genes de

las plantas (Bennett y Wallsgrove, 1994).

Se ha establecido que el SA es un importante regulador de las respuesta de defensa de las
plantas, participando en las sefializaciones quimicas (Ryals et al., 1996; Ferrari et al., 2003), lo
cual quedd demostrado con la aplicacion de Aspirina (4acido acetilsalicilico) o acido salicilico a
hojas de tabaco (N. tabacum), las que indujeron la acumulacion de proteinas PR mejorando la
resistencia a infecciones de Virus Mosaico del Tabaco (TMV), reduciendo el nimero de lesiones
necréticas (White, 1979). También aplicaciones de SA sobre Arabidopsis inoculadas con
Peronospora parasitica, confirman el rol del SA en la lignificacion de las paredes celulares

(Mauch-Mani y Slusarenko, 1996).
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En investigaciones con células de perejil y un elicitor PAMP (de la sigla en inglés de
“pathogen asociated-molecular responses™) de la pared celular de Phytophthora sojae, dio como
resultado una mayor respuesta defensiva cuando las hojas de perejil fueron previamente tratadas
con acido salicilico (SA) y luego desafiadas con un elicitor de la P. sojae. Lo observado fue que
la concentracion de los genes del elicitor fenilalanina amonio-liasa (PAL) del perejil llego a altos
niveles, respecto a las hojas no previamente tratadas. Esto indic6 que el SA habia preparado para

una mayor expresion del elicitor de genes de PAL a las células de perejil (Conrath et al., 2006).

SA endogeno, parece jugar un rol clave en la sefial de transduccién que lidera la activacion
de genes codificadores de proteinas PR antimicrobianas y en el establecimiento de la HR,
limitando la diseminacion del hongo, bacteria o virus patogénico en la planta, provocando una
lesion necrética alrededor del punto de penetracion del patogeno (Crozier ef al., 2000; Tierens et

al., 2001; Loebenstein, 2009).

También se ha determinado que el SA tiene un rol activo como inductor de sefializacion de la
respuesta SAR (Dong, 1998; Vlot et al., 2009; Park et al., 2009). Existen argumentos que
indican que el SA act@ia como sefial a larga distancia que es traslocado por el floema desde el
sitio de infeccion del patogeno a hojas no infectadas y dar inicio a la respuesta SAR (Crozier et

al., 2000).

2.5.3 Acido Jasménico (JA). Otra hormona vegetal es el JA y sus compuestos asociados, metil
jasmonato y el compuesto estructuralmente relacionado cisjasmone. Estan presentes en un gran
numero de especies de plantas. Son bien conocidos en la industria del perfume como componente
esencial de fragancias como aceite de jazmin (Jasminum grandiflorum) (Crozier et al., 2000).

Figura 7.
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Figura 7. Estructura del acido jasmonico.

Su identificacion permitio aclarar una compleja via de sefiales que comprende jasmonato, una
variedad de aldehidos volatiles derivados de acidos grasos por peroxidacion y escision de la
cadena alifatica, llamados “volatiles C6”. Al igual que el SA, el JA cumple una funcién en la

interaccion no s6lo con microorganismos, sino también con herbivoros. (Vivanco ef al., 2005).

El JA y su derivado, metil jasmonato, son sintetizados a partir de acidos grasos linoleicos, un
acido presente en todas las plantas (Vick y Zimmerman, 1984; Gfeller et al., 2010). El primer
paso en la via es catalizada por una lipooxigenasa para formar un hidroperéxido (Anderson, 1989
citado por Bennett y Wallsgrove, 1994). La segunda enzima en la via ha sido identificada como
un citocromo P450, que convierte el hidroperdxido en un 6xido aleno (Song y Brash, 1991). La
liberacion de acido linoleico, gatillada por la activacion de lipasas especificas en respuesta a una
peste o ataque de patogenos, podria llevar rapidamente a la produccion de acido jasmoénico, a

través de la accion de cyclooxigenasas (Farmer y Ryan, 1990).

Actualmente, han sido implicados en varios procesos fisiologicos, incluyendo respuestas de
defensa, al participar como via de sefalizacion para la induccion de resistencia no especifica

contra patogenos (Dong, 1998; Baldwin, 1999, citado por Zayed y Wink, 2009).

En particular, el JA modula la sintesis de las proteinas de la pared celular, como son las
proteinas ricas en prolina, y activa la regulacién de los genes de las enzimas involucradas en la
sintesis de metabolitos secundarios (Crozier et al., 2000). Es conocido que el metiljasmonato y el

JA regulan numerosos procesos fisiologicos en las plantas, incluyendo la induccion de
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senescencia o abscision, almacenaje de proteinas (Staswick, 1990), inhibidor de proteinasa,
crecimiento meristematico y sefializacion interplantas (Farmer y Ryan, 1990), en altas

concentraciones regulan la apertura estomatica y la transpiracion (Horton, 1991).

En 1971, el JA fue aislado del filtrado del cultivo del hongo Botryodiploidi theobroma como
un inhibidor del crecimiento en plantas. A principio de los afos ochenta, el JA y el metil
jasmonato se detectaron como substancias promotoras de senescencia o retardantes del
crecimiento en muchas especies, incluyendo Artemisa absinthium, Vicia faba, Phaseolus
vulgaris, Dolichos lablab y Castanea crenata (Crozier et al., 2000). EI JA exdgeno primero fue
reportado como un inhibidor del crecimiento de semillas de arroz, trigo y lechuga, posteriormente
demostrd inhibir la germinacion del polen, retardar crecimiento de raices y promover formacion

de tenazas de zarcillos o arrosetamientos (Crozier ef al., 2000).

El JA juega un importante rol en la resistencia de las plantas a las enfermedades y ataque de
insectos, acumulandolo cuando estan heridas (Willmann, 2002), o cuando son tratadas con
elicitores derivados de patdgenos (oligosacaridos) o con péptidos sistemina. Asi también, el JA
activa la expresion de proteinas antifingicas como la osmotina y tionina e induce las enzimas
relacionadas a fitoalexinas chalcone sintasa, fenilalanina amoniliasa e hidroximetilglutaril-CoA

reductasa.

El JA es inductor de inhibidores de proteasa, lo cual al parecer tiene como objetivo ciertos
insectos, condicidon que ha sido notada en varias especies. Cuando el tomate es tratado con JA, su

resistencia a Phytophthora infestans aumenta (Crozier et al., 2000).

Aplicaciones exogenas de JA regulan la expresion de genes relacionados con la defensa de las
plantas (Willmann, 2002). Asi también, las ciclopentenona OPDA, familia de los jasmonatos, en
conjunto con el JA regulan para mejorar la expresion de genes de defensa (Stintzi ef al., 2001,
Zayed y Wink, 2009). De igual forma, con aplicaciones exdgenas de metiljasmonato, se demostro

que el rol del JA y sus derivados en las sefales de cascada intracelulares, que comienzan con la
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interaccion de un molécula elicitora con la superficie celular de la planta, resulta finalmente, en

la sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios (Gundlach et al., 1992).

Una planta recién herida induce una respuesta sistémica que altera las hojas intactas de su
propia especie, y el JA exdgeno, induce inhibidores de proteinasa en hojas distantes no afectadas
de su misma o de otra especie de planta, demostrando que el JA, al igual que el ET, activa genes
defensivos por medio de la comunicacion interplantas (Farmer y Ryan, 1990; Crozier ef al., 2000;
Koo et al., 2009; Gfeller et al., 2010). Por otra parte, el metiljasmonato puede elicitar la
acumulacion de varias clases de alcaloides (Gundlach et al., 1992).

Las moléculas de metiljasmonato dispersas en el aire, pueden entrar por el sistema vascular,
via estomas, y activar los genes inhibidores de proteinasa a través de sefal de transduccidon
mediada por receptores; alternativamente el metiljasmonato puede difundir al interior del
citoplasma celular donde deberia ser hidrolizado a JA por esterasas intracelulares (Farmer y
Ryan, 1990). En células de arroz se determin6 que el JA es clave en la transduccion de sefiales
entre el reconocimiento del elicitor N-acetilquitoheptosa y la producciéon de la fitoalexina

momilactona A (Nojiri et al., 1996).

En resumen, el JA y metiljasmonato regulan la expresion de numerosos genes involucrados en
el desarrollo y defensa de las plantas y sus sefiales de transduccion (Gundlach et al., 1992;

Crozier et al., 2000; Willmann, 2002; Gfeller et al., 2010).

2.5.4 Acido abscisico (ABA). El ABA, conocido anteriormente como dormina o abscisina, es
un potente inhibidor del crecimiento juega un papel regulador en respuestas fisiologicas como el
letargo, abscision de hojas y frutos y estrés hidrico, y por lo tanto tiene efectos contrarios a las de
las hormonas de crecimiento (Saavedra, 2008). Originalmente se pensaba que la hormona vegetal
ABA tenia un rol fundamental como inductor de la abscision, el cual es rol del ET méas que del

ABA (Crozier et al., 2000). Figura 8.
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Figura 8. Estructura del acido abscisico (ABA).

Hoy se sabe que el ABA juega un importante rol en muchos aspectos del desarrollo de la
planta, en la regulacion de la apertura estomadtica y en el inicio de respuestas de adaptacion a

variadas condiciones medioambientales (Mauch-Mani y Mauch, 2005).

El ABA se encuentra en todas las partes de la planta, sin embargo, las concentraciones mas
elevadas parecen estar localizadas en semillas y frutos jovenes y en la base del ovario.
Quimicamente es un terpenoide que es estructuralmente muy similar a la porcion terminal de los

carotenoides.

El rol del ABA en la resistencia a las enfermedades en las plantas no estd bien definida.
Investigaciones sugieren que altas concentraciones de ABA interfieren en la resistencia a
patogenos controlada por la ruta de senales del acido salicilico, lo que supone un antagonismo en

las rutas de ambos compuestos en las sefiales de defensa (Mauch-Mani y Mauch, 2005).

2.5.5 Citoquininas (CYT). Las CYT son hormonas vegetales naturales que estimulan la
division y diferenciacion celular (Saavedra, 2008). Inicialmente fueron llamadas quininas, sin
embargo, debido al uso anterior del nombre para un grupo de compuestos de la fisiologia animal,
se adapto el término citoquinina (cito kinesis o division celular). Las CYT pueden ser definidas

estructuralmente como derivados de adenina con un isopentenyl (anillos nitrogenados). Figura 9.
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Figura 9. Estructura de las citoquininas.

Las CYT son producidas en las zonas de crecimiento, como los meristemas en la punta de las
raices, desde son traslocadas a los brotes a través del xilema. Las mayores concentraciones de
CYT se encuentran en embriones y frutas jovenes en desarrollo facilitando su capacidad
demandante de nutrientes. Los efectos generales de las citoquininas en plantas incluyen estimular
germinacion de semillas, formacion de frutas sin semilla, inducir brotacion, romper dormancia

apical, entre otros.

Se ha establecido que las CYT al igual que otras hormonas vegetales estan implicadas en las

vias de sefializacion de respuesta de defensa de las plantas (Bari y Jones, 2009).

2.5.6 Giberelinas (GA). Son hormonas que estimulan el crecimiento de la planta, actuando
sinérgicamente con las auxinas. El acido giberélico es la hormona mas conocida de esta clase de

compuestos (Saavedra, 2008). Figura 10.

Fuente www.plant-hormones.info.
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Figura 10. Estructura del 4cido giberélico.

Las GA son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en puntas de las raices y en
semillas en desarrollo. La hormona no muestra el mismo transporte fuertemente polarizado como
el observado para la auxina, aunque en algunas especies existe un movimiento basipétalo en el
tallo. Su principal funcién es aumentar la tasa de division celular (mitosis). Ademas de ser
encontradas en el floema, las GA también han sido aisladas de exudados del xilema, lo que
sugiere un movimiento mas generalmente bidireccional de la molécula en la planta (varios
autores, citados por Celis y Gallardo, 2006).

Las GA demostraron ser un componente natural de las plantas y aparentemente, no so6lo un
grupo interesante de metabolitos de los hongos, sino también ser un regulador endogeno de

muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Crozier et al., 2000).

Se presume que las GA de los hongos y bacterias son metabolitos secundarios que actian
como factores de sefializacion para establecer la interaccion con plantas hospederas.
Informaciones recientes establecen que las componentes de sefializacion de GA tienen un
importante rol en la resistencia y susceptibilidad de las plantas (Bari y Jones, 2009). Yang et al.,
(2008), establecieron que las GA actian negativamente sobre la resistencia basal a enfermedades

del arroz.

2.5.7 Auxinas (IAA). EIl nombre auxina significa crecer en griego y es dado a un grupo de
compuestos que estimulan la elongacion y diferenciacion celular, especialmente en el tallo, e
inhiben el desarrollo lateral de las ramas, estimulan el crecimiento y maduracion de fruto,
floracién y geotropismo; entre otras funciones (Celis y Gallardo, 2008). El acido 3-indolacético
(IAA) es la forma predominante, sin embargo, evidencia reciente sugiere que existen otras

auxinas indolicas naturales en plantas (Saavedra, 2008). Figura 11.
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Figura 11. Estructura del acido 3- indol acético.

Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, las mas altas concentraciones se localizan
en las regiones meristematicas en crecimiento activo. Se les encuentra tanto como molécula libre

o formas conjugadas inactivas (Bari y Jones, 2009).

Una caracteristica sorprendente de la auxina es la fuerte polaridad exhibida en su transporte a
través de la planta. La auxina es transportada por medio de un mecanismo dependiente de
energia, alejandose en forma basipétala desde el punto apical de la planta hacia su base. Este flujo
de auxina reprime el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo del tallo, manteniendo de
esta forma, la dominancia apical. El movimiento de la auxina fuera de la lamina foliar hacia la

base del peciolo parece también prevenir la abscision.

Las auxinas han mostrado tener un rol en la defensa de las plantas frente a una serie de
patogenos y en diferentes plantas. Bacterias patdogenas inducen la acumulacion de IAA, el cual
induce sintesis de expansina, enzima que permite la elongacion celular, pero también la hace
vulnerable a los patogenos. Su rol en la resistencia estaria dado porque al suprimir los genes de la

sintesis de IAA se suprime la sintesis de expansina. (Zhang et al., 2007; Ding et al., 2007).

2.5.8 Brasinoesteroides (BR). Hormonas esteroides identificadas a partir del polen de Brassica
napus, ampliamente distribuidas en el reino vegetal (Krishna, 2003). Se encuentran en todos los
tejidos y en mayores concentraciones en granos de polen y semillas inmaduras. Al igual que

ABA, GA y CYK, se sintetiza por la via de los fenoles. Las BR promueven la elongacion celular,
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desarrollo del tubo polinico, xilogénesis; en bajas concentraciones, en conjunto con las auxinas,
inducen diferenciacion de raices laterales, estimulan respuestas a estrés bidtico y abidtico, tales

como bajas y altas temperaturas, sequias y salinidad (Krishna, 2003; Bari y Jones, 2009).

Se han reportado una serie de evidencias de que las BR estdn involucrados en las respuestas
de defensa de las plantas frente a fitopatdgenos, sin embargo la resistencia inducida por BR no
requiere la biosintesis de ABA ni la activacion de genes de expresion PR, indicando que la
resistencia BR-mediada es independiente de la sefalizacion de defensa SA-mediada (Bari y
Jones, 2009). Estudios sobre las vias de sefializacion de BR y propiedades de la regulacion de
genes BR, indican que existe un antagonismo (‘“cross-talk”) entre ésta y otras hormonas,
incluyendo aquellas con roles en respuestas de defensa tales como ABA, JA y ET (Krishna,
2003).

2.6 Tipos de respuesta hipersensitiva.

La respuesta de defensa contra el ataque de microorganismos patdgenos, esta coordinada tanto
espacial como temporalmente para una contencidn rapida del invasor, por lo que existe un primer
nivel de respuesta que puede ser local, llamada Respuesta de Hipersensibilidad (HR), o en sitios
lejanos al dafio, llamado Respuesta Local Adquirida (LAR), e implica la sintesis de fitoalexinas y
puede o no incorporar el elemento apoptdtico (muerte celular programada) de respuesta
hipersensible HR (Septlveda e al., 2003). El segundo nivel de respuesta, llamado Respuesta
Sistémica Adquirida (SAR), es sistémico y se activa a distancia por la sefializacion secundaria de

las células apoptoticas o células que han activado genes defensivos (Vivanco et al., 2005).

2.6.1 Respuesta Hipersensitiva (HR). En una reaccién incompatible, los intentos de infeccion
de plantas por un patéogeno avirulento gatilla una bateria de defensas que a menudo van
acompanadas con la muerte de las células infectadas. Esta respuesta defensiva inducible mas
temprana es llamada Respuesta Hipersensitiva (HR), y produce una muerte celular controlada
(necrosis en zona afectada), la cual ocurre en las proximas 24 horas después de que la planta

detecto al potencial patogeno (Mehdy, 1994; Delledonne et al., 2001; Vivanco et al., 2005).
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El objetivo de esta HR es la de impedir el avance al patégeno invasor, retirando los nutrientes
al atacante, aislando el area infectada, reforzando las paredes celulares de células circundantes y
secretando fitoalexinas en la zona aislada (Tiryaki y Tunaz, 2004; Vivanco et al., 2005). Al
mismo tiempo detoxifica e impide la propagacion de peligrosas enzimas y toxinas secretadas por

el patogeno (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

Entre los eventos tempranos que desencadenan la HR estan: a) la produccion de ERO, b) la
apertura de los canales i6nicos, y c) los eventos de fosforilaciéon y desfosforilacion de las
proteinas. Posteriormente, se da un aumento de los niveles de JA, SA y ET; acumulacion de
proteinas relacionadas a la patogénesis (PR); un aumento de la produccién de MS con actividad
antimicrobiana o antioxidante; se sintetiza lignina para el fortalecimiento de la pared celular
(Sepulveda et al., 2003); se sintetiza callosa (1-3 glucanos) para cerrar los plasmodesmos y evitar
diseminacion viral (Stange, 2006). Debido a que las células muertas contienen altas
concentraciones de compuestos con actividad antimicrobiana, €stas no son subsecuentemente

atacadas por organismos necrotroficos oportunistas (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

Esta HR patdgeno-inducida es a menudo inducida con mayor eficiencia en plantas que han
sido atacadas previamente por un patogeno (Kuc, 1987, citado por Frost et al., 2008; Kuc, 1995 y
Ross, 1961, citados por Conrath ef al., 2006). Por otra parte, Heath (2000), sugiere que la muerte
celular controlada, inducida como HR, actia més como una sefial al resto de la planta que como

un mecanismo directo de defensa.

Este mecanismo resulta eficaz como defensa frente a fitopatdgenos bidtrofos, es decir,
aquellos que no avanzan a través de la muerte celular. Para una especie de planta dada, un
numero mas limitado de patégenos muestran la habilidad para evadir el sistema de
reconocimiento del hospedante y crecen extensamente dentro de la planta, sin despertar la
necrosis del hospedante o so6lo después de un retraso considerable. En este caso, las plantas
muestran susceptibilidad y el crecimiento extenso del patogeno exitoso puede causar varios

grados de dafio (Camarena-Gutiérrez, 20006).
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2.6.2 Respuesta Local Adquirida (LAR). Se manifiesta en las células proximas a las células
apoptoticas y es estimulada por virosis, bacterias y hongos, ademas de otros compuestos naturales

y sintéticos (Loebenstein, 2009).

En los tejidos que rodean al sitio de entrada del patdogeno ocurre una reaccion denominada
resistencia local adquirida (LAR), en estos tejidos se acumulan ERO, SA, JA, ET, y las otras
hormonas, en concentraciones mas bajas que en las células que sufrieron HR, pero mas altas que

en tejidos no infectados.

Estos compuestos provocan la activacion de un gran niimero de genes de defensa. Un grupo de
estos genes codifica para enzimas de las rutas de sintesis de fitoalexinas, provocando un aumento
sostenido en la produccion de estos compuestos antibidticos y de fenoles precursores de la
lignina. Un segundo grupo de genes de defensa codifica para proteinas estructurales de la pared
celular, contribuyendo a su reforzamiento. Un tercer grupo codifica para enzimas encargadas de
detoxificar y proteger al tejido vegetal del dafio oxidativo. Un cuarto grupo de genes codifica

para enzimas que degradan la pared celular de hongos y bacterias (-1,3-glucanasas y quitinasas).

En consecuencia la reaccion LAR, permite proteger al tejido circundante al sitio de la

infeccion, potenciando las barreras quimicas y estructurales de la planta.

2.6.3 Respuesta Sistémica Adquirida (SAR). EIl primer patdégeno infectante inmuniza a la
planta de posteriores infecciones por patdogenos homoélogos, aun cuando la planta no lleve genes
determinantes de la resistencia especifica del cultivar. Esta capacidad de repeler subsecuentes
ataques, y que se dispersa a través de la planta, es llamada resistencia sistémica adquirida, SAR

(Vallad y Goodman, 2004; Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007). Figura 12.
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Esta SAR es activada por diferentes vias de sefializacion secundarias como el SA y su éster
metilico, y otros elementos volatiles como el ET, el JA y su éster metilico que, al parecer,
cumplen una funcion de transmision en el seno de la propia planta y entre plantas distintas
(Vivanco et al., 2005), y es producida por células apoptoticas o células que han activado genes
relacionados con la defensa (genes SAR) que activan la sintesis y acumulacion de proteinas PR

(Ryals et al., 1994; Tiryaki y Tunaz, 2004; Durrant y Dong, 2004; Hammerschmidt, 2009).

Las PR presentes en flores, polen, fruta de mono y dicotiledoneas, han sido clasificadas en 17
familias, con funciones antipatogenas y otras esenciales para la vida de las plantas. Distintas PR
son inducidas durante la senescencia, en presencia de heridas provocadas por frio y algunas
poseen actividad anticongelamiento (van Loon et al., 2006). Su sintesis también es estimulada
por la presencia de virus, bacterias, hongos o compuestos naturales o sintéticos.

La actividad antipatogena de las PR ha sido observada in vitro, expresada a través de hidrolisis
de la pared celular, toxicidad por contacto, y al estar involucradas en los procesos de sefalizacion

defensiva (Ryals et al, 1994; van Loon et al., 2006).

Una caracteristica de la SAR es que representa un amplio rango de proteccion contra un gran
numero de virus, bacterias y hongos patogenos (Sticher et al., 1997, citado por Vallad y
Goodman, 2004). Aunque se sugiere que la SAR es mas efectiva contra bidéfrofos e hemibidtrofos
que contra necrotofos, una vez inducida la expresion de SAR en la planta, éstas quedan
preparadas para responder a subsecuentes infecciones patogénicas por induccion de defensas que

estan localizadas en el sitio de la infeccion SAR (Hammerschmidt, 2009).

Las respuestas de defensas relacionadas con el SAR involucran cambios bioquimicos y
citologicos, y depende de la produccion de una sefial que es traslocada a otras partes de la planta

donde gatilla resistencia (Schneider et al., 1996).
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Fuente: Creces Educacion, 2010.

Figura 12. Esquema de los mecanismos de defensa activados por un patogeno. Reacciones de
HR, SAR y LAR de las plantas.

2.7 Respuestas de defensa no-hospedero.

Las plantas poseen mecanismos de inmunidad intrinseca, antes llamado resistencia no-
hospedero (“non-host resistance” en inglés), que es una respuesta defensiva general contra
microorganismos que no son patogenos especificos de la planta en cuestion. Existen fuertes
similitudes entre ésta y la resistencia gen por gen, pero aun no esta claro si esta involucrado un

mismo mecanismo en producir esa respuesta de resistencia (Mysore y Ryu, 2004).

La resistencia no-hospedero ocurre cuando la especie entera de una planta es resistente a un
patogeno especifico (da Cunha et al., 2006). Es la mas comun y permanente resistencia a

organismos causantes de enfermedades (Heath, 2000, citado por Mysore y Ryu, 2004).

La resistencia no-hospedero contra bacterias, hongos y oomicetes puede ser de dos tipos;

Tipo I, que no produce ningun sintoma visible y es dada por una respuesta basal defensiva, esta
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definida como aquella respuesta defensiva que ocurre en ausencia de HR. Esta respuesta basal se
le considera débil y retrasada porque el patdogeno despliega numerosas moléculas, tales como
proteinas y toxinas que inhiben esta defensa (da Cunha et al., 2006) y Tipo II que provoca una

rapida respuesta de hipersensibilidad (HR) con muerte celular (Mysore y Ryu, 2004).

La resistencia no-hospedero es atin pobremente entendida, en contraste con la resistencia a un
huésped especifico (host resistance) o resistencia gen por gen, gobernada por un simple gen de
resistencia R, el cual directa o indirectamente interactia con el elicitor especifico producido por
el gen virulento del patégeno (Flor, 1971; Hammond-Kosack y Jones, 1997, citado por Mysore y
Ryu, 2004).

2.8 Implicancias de los mecanismos de defensa de las plantas en la agricultura.

En los afios 60 y 70, la introduccién de fertilizantes y plaguicidas, como parte de la revolucion
verde, fue esperanzadora para la produccion de alimentos, porque lograba controlar plagas y
mejorar rendimientos en los cultivos. Sin embargo, muchas plagas lograron generar resistencia a
esos productos; ademas, esos plaguicidas provocaron serios problemas a la salud humana y
animal y dafios irreparables en el suelo y el ambiente. Esto ha obligado a revisar detenidamente
las practicas agricolas y a buscar una agricultura menos contaminante; por ello enfocar nuestra
atencion en el potencial de las plantas para inducir la resistencia a plagas y sus mecanismos de

defensa, resulta crucial (Riveros, 2001). Al respecto es relevante lo siguiente:

a) Un enfoque genético ahora debe ser aplicado para establecer una relacion causal entre la
susceptibilidad y resistencia a una enfermedad por un lado, y los compuestos enzimaticos y

componentes de la sefial por el otro (Amtmann et al., 2008). El conocimiento de los mecanismos
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de defensa de las plantas, a través de ingenieria metabolica, permitiria en un futuro préximo
introducir genes a la planta que codifiquen la sintesis de fitoalexinas especificas para el control de
un patdégeno determinado (Vivanco et al., 2005). Una vez logrado, éstos pueden ser utilizados
para disefiar estrategias agricolas que apoyen el estado nutricional de los cultivos, y beneficiar de

su potencial inherente para la defensa (Amtmann et al., 2008).

b) El 6ptimo uso de fertilizantes y pesticidas quimicos sera esencial para lograr la sustentabilidad
de la agricultura intensiva, lo cual requiere la comprension de los procesos moleculares que
controlan el crecimiento de las plantas. Los genes involucrados en la respuesta a deficiencias de
nutrientes y ataque de patogenos estan siendo identificados, pero se carece de informacion acerca
de la interferencia entre las vias de sefializacién que activan esta respuesta. En investigaciones
con Arabidopsis thaliana, se obtuvo evidencia de que en plantas deficientes de potasio la entrada
y desarrollo de patogenos se vio facilitada como consecuencia de cambios fisicos y metabolicos,

y que esta deficiencia es contrarrestada con un incremento en la defensa (Amtmann et al., 2008).

¢) En 1993, Riidiger Hain y su grupo, apoyados por la Empresa Bayer y universidades alemanas,
iniciaron trabajos de ingenieria genética para sintetizar fitoalexinas novedosas, insertaron el gen
de estilbeno sintasa de la vid en plantas de tabaco transgénico, logrando una mayor resistencia a

la Botrytis cinerea (Vivanco et al., 2005).

Actualmente, productos fungicidas en base a extracto de semilla y pulpa de toronja, acidos
orgéanicos mas bioflavonoides, son utilizados en el control de pudricion acida y Botrytis cinerea
en uva de mesa, uva vinifera y otros frutales menores por su conocido efecto elicitor en la

produccion de fitoalexinas (Aguirre y Pinilla, 2005).

Otros plaguicidas como el Fosetil-Al, basados en iones fosfito, ejercen una actividad
antifiingica, al provocar cambios en la pared celular de oomicetes, provocando que fracciones de
¢ésta actuen como elicitores externos de las respuestas de defensa de la planta, que activan la

produccion de fitoalexinas isoflavonoides (varios autores, citados por Smillie et al., 1989).
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La fitoalexina polifendlica resveratrol, presente en altas cantidades en las uvas, tiene marcados
efectos anti artritis en pacientes humanos (Elmali ef al., 2006); ademas, sus reconocidos efectos
antioxidantes en células animales la han hecho de interés cientifico y de gran potencial de

aplicacion.

d) Futuros usos de los mecanismos de defensa de las plantas como el manejo de las SAR e ISR
para controlar pestes en agricultura convencional se ve promisorio, donde la produccién de
elicitores y PGRP sintéticos puede significar el menor uso de los pesticidas actualmente en uso

(Vallad y Goodman, 2004; Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007).

El conocimiento de los genes de resistencia, como asi mismo, conocer los mecanismos de
detoxificacion empleados por los patdégenos podria llevarnos a nuevas estrategias para prevenir

enfermedades en las plantas (Pedras y Ahiahonu, 2005).

Proporcionar un rdpido crecimiento de la poblacion mundial con suficientes alimentos
preservando al mismo tiempo los recursos naturales biologicos y energéticos de nuestro planeta

es uno de los mayores retos en este siglo (Amtmann et al., 2008).

Una nueva revolucion en la produccion de alimentos y en la conservacion de nuestro planeta
se estara forjando cuando el conocimiento y la comprension de los mecanismos de defensa de las
plantas nos permitan desarrollar herramientas biotecnologicas que ayuden a aumentar las
cosechas y reducir la dependencia de la humanidad sobre el uso de pesticidas y fertilizantes

quimicos.

A su vez, el creciente conocimiento de la natural interaccion planta-microorganismo, nos
evidencia que las plantas tienen la solucidn a los desafios que la naturaleza les impone; el uso de
técnicas agricolas que favorezcan esas soluciones nos llevara a un mejor uso y mayor

conservacion de los recursos naturales.
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2.9 Conceptos destacados.

1. El conocimiento de los mecanismos de defensa de las plantas, contribuye en la eficiencia y
eficacia de sistemas productivos agricolas, y consecuentemente, a disminuir el riesgo de

contaminacion de agua y suelo, y a potenciar el Manejo Intregrado de Plagas y Enfermedades.

2. El uso cada vez mas frecuente de fitoalexinas, elicitores, genes de resistencia, hormonas, para
inducir mecanismos de resistencia en las plantas, constituye un aspecto de importancia

productiva y comercial, en diferentes ambitos de la produccion agricola.

3. La investigacién agronomica aplicada y de las ciencias basicas sobre los procesos bioquimicos
y fisiolégicos involucrados en los mecanismos de defensa de las plantas contribuyen a potenciar
el desarrollo de nuevas y sofisticadas estrategias de defensa inducibles de las plantas frente a

factores estresantes de tipo bidtico y abidtico.
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