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Resumen

Debido al uso indiscriminado de pesticidas y la creciente demanda de productos seguros sin la
presencia de agroguimicos, han obligado a la busqueda de nuevas estructuras con menor impacto
ambiental y potencial para el control de plagas y enfermedades agricolas, y que con el mismo
resultado de la aplicacion de plaguicidas sintéticos. Estas estructuras se pueden encontrar en las
plantas ya que contienen metabolitos especializados, que estan relacionados con los mecanismos
de respuesta a la defensa de las plantas, inducidos por los estreses biodticos y abi6ticos. La
exposicion a actividad estimulante inducen a la generacion de fitoalexinas, esto sugiere que el
tratamiento de plantas con elicitores podria ser una manera factible para desencadenar la
biosintesis de los metabolitos bioactivos que han sido ampliamente investigados como compuestos
responsables de la adaptacion de las células vegetales al medio ambiente, las propiedades
organolépticas especificas de los alimentos y la resistencia a los fendmenos naturales, en el caso
de la mostaza los metabolitos especializados que se estudian son los glucosinolatos. El objetivo de
esta investigacion fue incrementar los niveles de glucosinolatos en mostaza blanca a través de
aplicaciones foliares de Factores modificadores del metabolismo como lo son el &cido salicilico,
per6xido de hidrogeno, Quitosan y el oligosacarido XH® todos ellos en dos diferentes
concentraciones.

En los resultados obtenidos, se observé un aumento en los niveles de glucosinolatos en diferentes
organos de la planta con diferencias estadisticamente significativas, a excepcion de la
concentracion total de los metabolitos en la raiz en la cual en todos los casos se muestra un
decremento. Sin embargo, la dosis que mejores resultados presento fue el tratamiento donde se
aplicaron 100 mg/ml de Quitosan, donde mostro incrementos en hoja del 126%, en flor del 202%,
en semilla del 221%, pero en la raiz no mostro diferencias significativas.

Por otro lado, las plantas de mostaza tratadas con los elicitores mencionados, se utilizaron en
pruebas de biofumigacion en una mezcla con estiércol bovino fresco, los resultados indican que
las muestras de mostaza elicitadas con Quitosan y mezcladas con estiércol, redujeron de manera
significativa los niveles del fitopatdgeno Fusiarium oxysporum en suelos infestados en un 97 %
(de 1600 UFC/g de suelo bajo a 50 UFC/g suelo después del tratamiento).

Estos resultados sugieren que la elicitacion de plantas de mostaza blanca puede incrementar
significativamente los niveles de glucosinolatos, asi como su capacidad para ser utilizada como
material Gtil en biofumigacion de suelos contra F. oxysporum

(Palabras claves: Agricultura sostenible, metabolitos especializados, elicitores, bioactivos,
glucosinolatos, Fusarium oxysorum, Quitosan)



Abstract

Due to the indiscriminate use of pesticides and the growing demand for safe products without the
presence of agrochemicals, the search for new structures with less environmental impact and
potential for the control of agricultural pests and diseases, with the same result of the application
of synthetic pesticides, has been forced. These structures can be found in plants because they
contain specialized metabolites, which are related to the defense mechanisms of plants, induced by
biotic and abiotic stresses. Exposure to stimulating activity induces the generation of phytoalexins,
this suggests that the treatment of plants with elicitors could be a feasible way to trigger the
biosynthesis of bioactive metabolites that have been widely investigated as compounds
responsible for the adaptation of plant cells to the environment, the specific organoleptic
properties of food and resistance to natural phenomena. In the case of mustard, the specialized
metabolites that are studied are glucosinolates. The objective of this research was to increase the
levels of glucosinolates in white mustard through foliar applications of metabolic modifying
factors such as Salicylic Acid, hydrogen peroxide, Chitosan and the XH® oligosaccharide, all of
them in two different concentrations.

In the obtained results, an increase in the levels of glucosinolates was observed in different organs
of the plant with statistically significant differences, except for the total concentration of the
metabolites in the root in which, in all cases, a decrease is observed. However, the dose that
showed the best results was the treatment where 100 mg / ml of Chitosan was applied, displaying
rises of 126% in the leaf, 202% in the flower, 221% in the seed. Yet, the root did not show
significant differences

On the other hand, the mustard plants treated with the aforementioned elicitors, were used in
biofumigation tests in a mixture with fresh bovine manure. The results indicated that the samples
of mustard elicited with Chitosan and mixed with manure significantly reduced the levels of the
phytopathogen Fusiarium oxysporum in 97% of sample infested soils (from 1600 CFU / g of low
soil to 50 CFU / g soil after treatment).

These results suggest that the elicitation of white mustard plants can significantly increase the
levels of glucosinolates, as well as their capacity to be used as a useful material in soil
biofumigation contrasting with F. oxysporum.

(Key words: Sustainable agriculture, specialized metabolites, elicitors, bioactives, glucosinolates,
Fusarium oxysorum, Chitosan)
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I. Introduccion

La mostaza Brassica alba L. o Sinapis alba L. cominmente Ilamada mostaza
amarilla o blanca es originaria del sur de Europa. Actualmente es cultivada en Australia,
China, Chile, Japon, Inglaterra, Canada y Estados Unidos (Divakaran and Babu, 2016). Es
una planta herbacea anual, que ha sido usada en distintos ambitos, por ejemplo en
gastronomia como fuente de aceites comestibles y materia prima para aderezos en areas
como la medicina, como antidoto para picaduras de insectos y en la agricultura como
supresor de malas hierbas, estas caracteristicas se le atribuyen debido al contenido de

glucosinolatos (Peng et al., 2014)

Los glucosinolatos (GLs), son metabolitos especializados (ME) presentes en las
plantas del orden Caparales, particularmente, en la mostaza se encuentra el glucosinolato
sinalbina y el isotiocianato de alilo, las cuales son esencias alelo quimicas volatiles de olor
y sabor picante, estas caracteristicas se deben a que la enzima mirosinasa participa en la
hidrolisis de los glucosinolatos, llevando acabo la liberacion de compuestos, como
Tiocianatos e Isotiacianatos, compuestos que confieren a la mostaza proteccion ante

diversos tipos de ataques por patdgenos e insectos (Bjorkman et al., 2011)

Estos compuestos se forman para permitir a la planta que pueda interactuar con el
medio ambiente, en especial con patégenos (virus, bacterias, hongos, oomicetos) y plagas
(insectos herbivoros, nematodos); y se forman ya que la planta tiene diferentes mecanismos
de respuesta inducida los cuales han sido categorizados como respuesta sistémica adquirida
(SAR), respuesta sistémica inducida (RSI) y respuesta hipersensible (RH) (Pérez-Martinez
etal., 2016).

Una de las primeras manifestaciones para la generacion de metabolitos
especializados, es la reaccion RH, que deriva en muerte celular localizada en el lugar de la
infeccion generando lesiones necrdticas. A nivel celular se observa la produccién de
especies reactivas de oxigeno, fuga de electrolitos, per oxidacion de lipidos, refuerzo de

pared celular y presencia de fitoalexinas. (Salgado Siclan, 2012).



Los SAR son respuestas inducibles contra agentes fitopatogenos y se deben a los
mecanismos de defensa pasivos que estan constituidos por aquellas caracteristicas fisico-
quimicas preexistentes en la planta. Otro sistema de respuesta que participa en la generacion
de metabolitos especializados es el mecanismo de defensa activo, que hace referencia al
proceso de resistencia sistémica, la cual se genera luego de que la planta detecta que esta

siendo afectada por el medio (Dotor y Cabezas, 2014)

Ante una afectacion proveniente de un patogeno, se activa el mecanismo de defensa,
el cual tiene como componentes elicitores o factores modificadores del metabolismo
(FMM), que son sustancia indicadoras de ataque a la planta, pueden ser compuestos
derivados del patégeno tales como la membrana, fragmentos de pared celular, metabolitos
secundarios quitinas, polisacaridos u oligosacaridos y algunos compuestos sintéticos
analogos a algun receptor del elicitor o de FMM tales como &cido salicilico, peréxido de
hidrogeno, proveniente de la planta, encargado de dar el aviso de ataque del patdgeno, un
sefializador, que funciona como desencadenante del proceso de resistencia y probable
amplificador de la sefial de ataque y que inducen a cambios fisioldgicos en las plantas
(Dempsey et al., 2011; Dotor and Cabezas, 2014).

La presente investigacién busca aumentar la cantidad de bioactivos, como los
glucosinolatos presentes en las plantas de mostaza blanca (Sinapis Alba L.) y que tienen
propiedades nematicidas, anti bacteriales y anti fngicas, desparasitante de peces y aves.,
mediante la aplicacion de factores modificadores de metabolismo vegetal como quitosan,
acido salicilico, oligosacarido, y H202 para incrementar sus mecanismos de defensa y asi
poder utilizar estos compuestos presentes en la planta como una alternativa al manejo de

plagas en suelo.



Il. Motivaciéon

Debido al uso indiscriminado de plaguicidas, antibioticos y a la creciente demanda
de productos inocuos y sin presencia de agroguimicos se han considerado a las plantas como
un campo apropiado para la busqueda de nuevas estructuras con menor impacto ambiental y
con potencial para el control de plagas agropecuarias. Por lo que se busca la proteccion de
los cultivos y animales con métodos novedosos y ecologicos compatibles con la agricultura
sostenible que representen una alternativa viable a la aplicacion de productos quimicos, ya
que es demanda del consumidor contar con alimentos libres de residuos de plaguicidas,
hormonas y antibioticos, una de estas alternativas es el uso de sustancias semioquimicas
derivadas del metabolismo secundario de las plantas, que tienen la capacidad de intervenir
en la comunicacién quimica entre organismos (Gonzalez Gallegos, 2015; Mareggiani,
2001).

Las diferencias fundamentales de estos compuestos con los plaguicidas quimicos
convencionales consisten en su singular modo de accion, que no es por la via de toxicidad
directa, sino por la pequefia concentracidn en el material vegetal y su especificidad para la
especie a combatir. Se dividen en general en dos grandes grupos: agentes o plaguicidas
microbianos, que incluyen las bacterias, hongos, virus y protozoos, y agentes o plaguicidas
bioquimicos, que comprenden los atrayentes, hormonas, reguladores del crecimiento de
plantas e insectos, enzimas y sustancias de sefializacién quimica, muy importantes en la

relacion planta-insecto (Valenciaga et al., 2007)

En el caso de la mostaza los metabolitos secundarios de interés son los
glucosinolatos (GLs), los cuales se caracterizan por ser una serie de compuestos no volatiles
que carecen de fragancia; se sintetizan y almacenan en las plantas como precursores
relativamente estables de los isotiocianatos, los cuales son responsables del aroma y olor

tipico del genero Brassica (Campas-Baypoli et al., 2009).

Los GLs se hidrolizan mediante la enzima mirosinasa en compuestos que defienden a
las plantas frente a una amplia gama de herbivoros, incluidos insectos e invertebrados

acuaticos, estos al ser ingeridos también son hidrolizados por la microflora intestinal por lo



que los GLs y sus productos de descomposicion estdn atrayendo la atencion en la
investigacion de nutricion de peces debido a su potencial parasiticida contra las especies de
piojo de mar que infectan salmdnidos cultivados. Los peces que reciben piensos funcionales
basados en GLs pueden beneficiarse adicionalmente de sus propiedades desintoxicantes e

inmuno moduladoras (Skugor et al., 2016).

Sin embargo, en la siguiente investigacion se ha enfocado a la agricultura tomando
en cuenta los antecedentes en el area acuicola de que los glucosinolatos pueden detener
enfermedades en peces y tienen la propiedad de controlar el crecimiento de microrganismos
patogenos tales como Marchitez (Fusarium spp.), Tizon temprano (Alternaria spp.), y
ataque de hongos, que han sido reportados como agentes causantes de enfermedades

producidas por los alimentos y/o descomposicion de los mismos (Viuda-Martos et al., 2008)

La actividad antimicrobiana de los glucosinolatos se debe a que atacan la pared
celular, membrana celular, enzimas metabdlicas, la sintesis de proteina y el sistema génico.
Cada uno de estos puntos, son esenciales para el desarrollo celular, por lo tanto si uno es
atacado o inactivado la velocidad de crecimiento del microorganismo se ve minimizada
(Sauceda, 2011)

Las pérdidas por enfermedades se estiman alrededor del 5-25% en paises
desarrollados y 20-50% en paises en desarrollo. Estas pérdidas se pueden minimizar si se
produce en invernadero, el cual son construcciones agricolas de estructura metalica, usada
para el cultivo y/o proteccion de plantas, con cubierta de pelicula plastica traslucida que no
permite el paso de la lluvia al interior y que tiene por objetivo reproducir o simular las
condiciones climaticas mas adecuadas para el crecimiento y desarrollo de las plantas
cultivadas establecidas en su interior, con cierta independencia del medio exterior y cuyas
dimensiones posibilitan el trabajo de las personas en el interior (Norma Mexicana para el
Disefio y Construccion de Invernaderos, 2008). Sin embargo la hermeticidad que brindan
estas estructuras no garantiza la sanidad del cultivo por lo que se buscan nuevas alternativas
como estos ME para brindar proteccion a los cultivos disminuyendo asi las mermas causadas

por patdgenos.



I1l. Antecedentes

Debido a la accion de plagas y enfermedades, se invierten cuantiosas sumas,
valoradas en méas de 20, 000 millones de Délares al afio (USD/afio) en técnicas y productos
cada vez mas costosos, que su utilizacion sistematica origina trastornos notables en el
ambiente (Gonzalez y Bernal, 2000)los cuales se calculan alrededor de 100 mil millones
USD/ afio (FAO, 2003).

En varias regiones de México, los productores de tomate en condiciones invernadero
han sufrido cuantiosas pérdidas provocadas por la bacteria Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. Durante el ciclo agricola 2006-2007, en el estado de Sinaloa fueron dafiadas
por este patdgeno mas de 180 hectareas, con pérdidas superiores a los 40 millones de USD
(Borboa-Flores et al., 2010)

A nivel mundial la produccion de plaguicidas organicos sintéticos aument6 desde los
inicios del siglo XX, debido al desarrollo de la industria petrolera. No obstante, la
produccion y uso de estos compuestos, asi como de lubricantes, solventes, gasolinas u otros,
han aumentado la carga de estas sustancias en la atmosfera, hidrosfera, suelos y sedimentos,
lo que ha provocado episodios criticos de contaminacion en el ambiente (Garcia-Gutiérrez, y
Rodriguez-Meza, 2012).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO, por sus siglas en inglés) define a los plaguicidas como cualquier sustancia o mezcla
de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores
de enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o animales
que causen perjuicios o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion,
elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera y sus derivados o alimentos para animales o que pueden administrarse a
los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos
(COFEPRIS, 2013; FAO, 2012).



En el mundo se conocen alrededor de 10 millones de sustancias quimicas, de las
cuales 70 mil son de uso corriente, incluyendo medicamentos y plaguicidas. Cada afio
ingresan al mercado entre 500 y 1000 nuevas sustancias, generandose entre 300 y 400
millones de toneladas de desechos peligrosos (Ongley, 1997).

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud cada afio entre 500,000
y 1 millén de personas se intoxican con plaguicidas y entre 5 mil y 20 mil mueren,
ocurriendo en los paises del tercer mundo el 50% de los casos de envenenamiento y el 80%
de los casos se intoxican por los alimentos. Al menos la mitad de los intoxicados y el 75%
de los que fallecen son trabajadores agricolas, el resto de las personas que no se dedican al
campo son consumidores que sufren de envenenamientos por consumo de alimentos
contaminados (OMS 1990, Eddleston et al., 2002)

Para enfrentar esta catastrofe ecoldgica cada vez, un mayor niumero de paises va
hacia la conversion de la agricultura convencional de altos insumos a la agricultura
sostenible, como un sistema de produccion ambientalmente viable, econémica y con la

utilizacion éptima de los recursos naturales (Gonzalez Gallegos, 2015.)

Ademas la produccion de alimentos va en aumento, y el consumidor se preocupa
cada vez mas por el consumo de alimentos inocuos y de alta calidad es por ello que la
ciencia evoluciona constantemente en la basqueda de mejoras genéticas de las especies; el
desarrollo de una moderna agro tecnologia, el empleo de niveles altos de fertilizantes y
plaguicidas, y la aplicacion intensiva de novedosas tecnologias de riego y mecanizacion,
entre otras (FAO, 2012).

Los efectos adversos que los plaguicidas tienen sobre el medio ambiente y la salud
humana principalmente por su uso intensivo e indiscriminado, han llevado a la necesidad de
implementar medidas eficaces y con un menor impacto ambiental, social y sobre las

caracteristicas organolépticas de los alimentos (Eddleston et al., 2002)



La mostaza amarilla es una especie que puede resultar rentable para los productores
siendo una excelente alternativa a la hora de diversificar la rotacién, con la ventaja de ser
resistente a la sequia, a altas temperaturas y a las heladas, presenta un ciclo corto comparado
con otros cereales de grano lo que permite la liberacion temprana de la parcela, con
posibilidad de realizar cultivos de segunda. La mostaza luego de la cosecha deja un residuo
el cual no se encuentra suficientemente estudiado ni caracterizado. El uso adecuado de los
rastrojos reduce la erosion, contribuye al control de malezas, mejora la infiltracion del agua,
aumenta la materia orgénica y los microorganismos del suelo, colaborando a su fertilidad en

planteos de producciones sustentables (Tello et al., 2014)

Kirkegaard et al. (2008) usaron residuos de mostaza y rabanos para pruebas de
biofumigacion y encontraron respuesta positiva en la reduccion de la poblacion de los
patdgenos Ralstonia solanacearum y Meloidogyne arenaria. El efecto biocida se le atribuy6
a la formacion de isotiocianatos provenientes de la hidrolisis de los ME en el proceso de

descomposicion de los residuos.

Los ME son bien conocidos por estar relacionados con los mecanismos de respuesta
de defensa de la planta, inducidos en respuesta al estrés biotico y abidtico. Las plantas al
verse expuestas a la actividad estimulante generan fitoalexinas, glucosinolatos entre otras
sustancias de defensa vegetal, lo que sugiere que el tratamiento de plantas con factores
modificadores del metabolismo podria ser una forma factible de desencadenar la biosintesis

de metabolitos especializados bioactivos.

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios de plantas que se encuentran
principalmente en el género Brassicas, en general, los glucosinolatos y sus productos de
degradacion son considerados componentes potenciales en el sistema de defensa de plantas
contra insectos y herbivoros. Como consecuencia de las actividades bioldgicas de amplio
espectro, el estudio de los glucosinolatos se ha relacionado con muchos campos diferentes,
incluyendo entomologia, quimica, fito mejoramiento, nutricion, genética y medicina.

Durante la evolucion, las plantas han desarrollado diferentes formas de adaptacion a las



condiciones ambientales, tanto bidticas como abidticas, adaptaciones que les han permitido

establecerse de manera exitosa en cualquier ecosistema (Gomez Y Reis, 2011).

Como respuesta a los dafios por factores bidticos y abidticos, las plantas han
desarrollado sistemas de defensa, que se han clasificado en dos categorias, un primer sistema
de defensa constitutiva o preexistente y otro de respuesta inducible (Figura 1), ambos
sistemas de defensa son especificos segun la especie, ya que son consecuencia de la
memoria genética y la capacidad de la planta de sintetizar ME ((Garcia-Mateos Y Pérez-
Leal, 2003; Tofifio et al., 2007).

Mecanismos de defensa

.

Constitutivo Inducidos
(Preformado antes del ataque del patégeno) (Como respuesta al ataque de patdgenos)
Pasivas Activas

P 4

Estructurales y quimicos

Figura 1. Mecanismo de defensa en plantas.

El sistema de defensa preexistente o pasivo, se encuentra asociado a las condiciones
que ya tiene la planta y no depende de algln ataque por patdgenos en la planta. Las defensas
activas de la planta compuestas por sustancias que son productos del metabolismo
secundario, son sintetizados de forma relativamente constante por la planta y ofrecen
defensa al ataque de patdgenos siendo el caso de algunos terpenos, fenoles, flavonoides,
isoflavonoides, glucosinolatos, glicosidos cianogénicos, aminoécidos no proteicos, y algunas
proteinas (Segura, 2006; Thatcher, 2005; Martinez et al., 2011).



La defensa inducida, es aquella que ocurre como respuesta al ataque de un patégeno
a una planta. Esta respuesta inicia de manera local al poco tiempo de detectarse el ataque del
patdgeno y dependiendo del tipo de respuesta generada por el sefializador, esta puede
amplificarse a toda la planta Existen tres mecanismos de respuesta inducida, los cuales han
sido categorizados como respuesta SAR, RSl y RH (Martinez, 2011; Pérez et al., 2016).

La RSI se lleva a cabo por medio de FMM, los cuales son sustancias que accionan la
sintesis de diversos compuestos (Gomez et al., 2011).Una vez detectado el FMM, se
desencadena una respuesta inducida, que conlleva el cambio en la prioridad del metabolismo
del total de la planta y que va a generar modificaciones tanto fisicas, como en los
componentes quimicos, induciéndose la produccion de metabolitos especializados (ME),

generando compuestos bioquimicos (Heldt, 2005).

La generacion de compuestos bioguimicos es mediada por genes, la cual, luego del
proceso de recepcion del FMM, inicia la sintesis de rutas sefializadoras, que van a llevar al
objetivo final de produccién de sustancias antimicrobianas como glucosinolatos y genes de
resistencia relacionados con la patogenicidad (Rinella et al., 2010).

Los FMM pueden ser fisicos, que incluyen periodos de sequia, salinidad, ruptura de
tejidos, radiaciones de alta frecuencia como la luz ultravioleta o temperaturas fuera del rango
ideal de crecimiento y desarrollo de la especie en cuestion; los cuales provocan dafios del

tipo estructural.

En este caso Qasim et al. (2003), reportaron que la salinidad a concentraciones por
encima del umbral de tolerancia en plantas de canola aumenta las concentraciones de
glucosinolatos, esto también fue reportado por Lopez-Berenguer et al. (2008) que
demostraron que la salinidad a 40 mM aumentaba la cantidad de glucosinolatos en flores de
brécoli. En este estudio, se esperaba un aumento en la degradacion de los glucosinolatos
como consecuencia del dafio de la membrana por el estrés de la sal indicado por una alta

fuga relativa de electrolitos.



Por lo tanto, la falta de relacion entre la actividad de la mirosinasa y los niveles de
glucosinolatos apoyo la hipétesis de que la salinidad da lugar a una alteracion de la actividad

metabdlica produciendo un aumento en el contenido de glucosinolatos.

Ademas se ha reportado que el estrés por sequia ha aumentado el nivel de
glucosinolatos en especies del genero Brassica tales como Nasturtium officinale, Brassica
oleracea L. var. Capitata, Brassica oleracea L. var. Italica, Brassica napus L, Brassica rapa

ssp. rapifera L., and Brassica carinata L (Gadner et al. 2003; Radovich et al. 2005).

Los FMM también pueden ser quimicos y se pueden utilizar una gran diversidad de
compuestos como el quitosano, pectinas, benzotiadiazol (BTH), 1- metilciclopropano, iones
metalicos, acido salicilico, metil jasmonato, cloruro de calcio, sulfato de cobre, peréxido de
hidrégeno, oligosacéridos, entre otros, los cuales imitan o cumplen su funcién como
moléculas de sefializacion simulando las condiciones en las que un patégeno, depredador o
fuente de estrés activa al metabolismo de la planta (Patel y Krishnamurthy, 2013; Ruiz-

Garcia y Gémez-Plaza, 2013).

Pueden utilizarse tratamientos especializados como la nutricion de los cultivos o la
aplicacion de FMM, para aumentar la generacion de ME en la planta (Smetanska, 2008).
Como es el caso del Sulfato de Zinc (ZnSOs4) y Sulfato de potasio (K2SOa4) que de acuerdo a
Rungfang et al; (2013) lo aplicaron en germinado de brdcoli y reportaron un incremento del
58.2% y 20 % de incremento de glucosinolatos respectivamente en comparacion con el

control tratado solamente con agua.

Kastell et al. (2013) reportan que por medio de la aplicacion de fitohormonas y acido
jasmonico en Cultivo in vitro de raices de Sinapis alba y Brassica rapa subsp. Rapa
pygmeae teltoviensis se puede incrementar la presencia de glucosinolatos en hoja y raices.
De acuerdo al estudio los cultivos modificados con Agrobacterium rhizogenes aumentan la
cantidad de glucosinolatos presentes en las hojas de Sinapis Alba, ademas las plantas
transformadas con Agrobacterium rhizogenes y tratadas con citoquininas y acido jasménico

presentaron incrementos de glucosinolatos.
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Inducidos por los factores antes descritos las plantas han desarrollado diversas
estrategias de defensa contra condiciones de estrés bidtico y abiotico. Estrategias tales como
la sintesis de enzimas que degradan la pared celular de microrganismos o que tienen la
capacidad de inactivar toxicos de origen microbiano. Cambios en la composicion y la
estructura de la pared celular vegetal, para formar una barrera mas rigida y menos digerible

para insectos.

Los ME son sustancias que no participan en el metabolismo primario de la planta
pero que la proveen de un arsenal de mecanismos de defensa, por ejemplo en las cruciferas
los ME presentes son los glucosinolatos, estos compuestos se encuentran en hortalizas como
la col de Bruselas, brocoli, coliflor, repollo y mostaza de acuerdo con Shahidi et al. (1997),
el transporte de estos compuestos en las plantas cruciferas, se lleva a cabo por medio del
floema, junto con foto asimilados en la corriente de translocacion osmdticamente
impulsados hacia los diferentes organos de las plantas, el transporte por el floema de
glucosinolatos puede ayudar a la planta a defenderse contra los organismos que se alimentan
de floema y también adquirir la capacidad para coordinar la sintesis y el uso de los recursos
de proteccion entre los distintos 6rganos (Sixue et al., 2001).

En estos cultivares la cantidad de glucosinolatos varia de una especie a otra e influye
de manera directa el tipo de tejido de la planta. Los glucosinolatos son hidrolizados por la
enzima mirosinasa, fruto de esta fase se obtienen compuestos bioldgicamente activos entre
los que se destacan isotiocianatos sulfuranos, nitrilos y tiocianatos, estos procesos dependen
de las condiciones de reaccion y la presencia de proteinas asociadas (Inis et al, 2011).
Siendo estos productos los responsables de las propiedades organolépticas, nutritivas y
biocidas de las plantas que los producen, asi como de la utilizacion de este grupo de especies

por el hombre y los animales.
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Los isotiocianatos producidos por la accion de la hidrélisis de los glucosinolatos por
la mirosinasa, puede ser utilizado como biofumigante en suelo esto debido a la preocupacién
por el empleo de préacticas agricolas mas respetuosas con el medio ambiente y las
limitaciones legales al uso de sustancias contaminantes favoreciendo el desarrollo de una

agricultura sostenible (Kirkegaard et al. 1998, Lazzeri et al. 2004).

La biofumigacion, aparece como una de las alternativas mas eficaces para el
tratamiento de plagas y patogenos de suelo, y se fundamenta en el efecto biocida inducido
por los compuestos volatiles procedentes de la descomposicion de las enmiendas en el
control de plagas y enfermedades. Aunque los productos liberados pueden ser de muy
diversos tipos, destacan particularmente por su eficacia aquellos que son generados durante
la degradacion de los diferentes glucosinolatos presentes tejidos de cruciferas por la accion
hidrolitica de la enzima mirosinasa sobre los diferentes glucosinolatos presentes en los
tejidos de las plantas (Lazzeri et al, 2004).

Es lo que se conoce como sistema “mirosinasa-glucosinolatos” de defensa de las
plantas. De todos los productos resultantes de la hidr6lisis de los glucosinolatos, son los
isotiocianatos los que poseen mayor poder biocida, que parece estar asociado con su
interaccion inespecifica e irreversible con los grupos sulfidrilo, puentes disulfuro y grupos

amino de las proteinas para formar productos estables (Kirkegaard et al. 2008).

De acuerdo a lo anterior es factible que al aplicar el uso de FMM en plantas del
genero de las brassicas se lleve a cabo un incremento de los glucosinolatos, por lo que
aumentaria la eficacia sobre la biofumigacion, una alta concentracion de estos metabolitos
especializados en estas plantas disminuiria la cantidad de plantas utilizadas en este método

lo que podria reducir los costos de los productor al utilizar estas técnicas.
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IV. Fundamentacion tedrica

4.1 Las cruciferas

La familia Cruciferae (Brassicaceae) presenta 390 géneros y 3.000 especies, de los
cuales 108 géneros tienen especies silvestres en Europa. Esta familia botanica comprende
especies originarias de zonas de clima templado, que estan adaptadas a desarrollarse y crecer
en zonas con temperaturas moderadas, lo que ha llevado a su cultivo en gran parte de los
paises de Europa. Son plantas herbaceas con hojas alternas, simples, enteras, divididas en

roseta basal algunos ejemplos se muestran en la Figura 2.

De acuerdo a Del Rio et al. (2000), la familia Cruciferae comprende numerosas
especies que han sido utilizadas tradicionalmente por el hombre como horticolas, forrajeras,
o como fuente de condimentos y aceites. Es una familia de gran importancia econémica, con
especies que presentan un aprovechamiento agricola destacado: nabos, nabizas y grelos
(Brassica rapa), mostaza negra (Brassica nigra), berza, repollo col asa de cantaro (Brassica
oleracea), mostaza india (Brassica juncea), colza (Brassica napus), mostaza etiope

(Brassica carinata), o el rabano (Raphanus sativus).

Ademas de los usos anteriormente citados, para los miembros de las cruciferas,
diferentes estudios han puesto de manifiesto resultados prometedores en cuanto a su
utilizacion para produccion de biodiesel (Cardone et al., 2003), biofumigacion (Kirkegaard,
1998), y recuperacion de suelos contaminados por metales pesados (Nanda-Kumar et al.,
1995, Del Rio et al., 2000). Todo esto debido a los biactivos que contiene, tales como lo son
los glucosinolatos y sus productos de degradacion, que han demostrado ser unos potentes

inhibidores del crecimiento de ciertas células tumorales.

Asi, se ha comprobado que ciertos compuestos como el sulforrafano, derivado de la
glucorafanina, un glucosinolato presente en las hojas de racula y en otras cruciferas como el
brécol, tienen un marcado efecto protector contra determinadas sustancias carcinogénicas
(Juge et al., 2007; Singh et al., 2009; Keum et al., 2009; Chambers et al., 2009; Traka et al.,
2010).
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Figura 2. Variedades de Cruciferas.

4.2 La mostaza blanca (Sinapis alba L.)

Es una planta anual de la familia de las Cruciferas. A veces se la conoce como
Brassica alba, Brassica hirta 0 mostaza amarilla (Figura 3a). Se le cultiva comercialmente
por sus semillas de mostaza en practicamente todo el mundo, siendo sin embargo originaria

probablemente de la region mediterranea.

Las flores amarillas se muestran en la figura 3b de la planta producen un tipo de
vainas (silicuas) vellosas que contienen las semillas, en las que se encuentran
aproximadamente media docena de semillas por vaina. La cosecha de la semilla de la
mostaza se hace justo antes de que dichas vainas maduren del todo y se abran. Las semillas
de esta especie de mostaza son redondas y de consistencia dura, de en torno al milimetro o 2
mm de diametro, y con un color que puede ir del beige o el amarillo al marrén claro
(Holgrem et al., 2005).
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Figura 3a. Planta completa de mostaza amarilla (Sinapis alba), 3b. Flor de mostaza y silicuas o vainas
donde se producen las semillas.

4.3 Metabolitos especializados

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones de
estrés bidtico y abiotico. Para defenderse del dafio ocasionado por la herida y el ataque por
insectos 0 microrganismos patogenos, las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared
celular de microrganismos o que tienen la capacidad de inactivar toxicos de origen

microbiano.

La composicion y la estructura de la pared celular vegetal también cambian,
formando una barrera més rigida y menos digerible para insectos. Estas respuestas de
defensa a su vez, se combinan con el desarrollo de estructuras contra sus depredadores, tales

como las espinas, las espigas, los tricomas y los pelos glandulares.

Asi mismo y como parte de la proteccion quimica, otra estrategia utilizada por las
plantas es la produccion de metabolitos especializados (ME) con actividad antimicrobiana,

en contra de herbivoros, o con actividad antioxidante (Croteau et al., 2000).
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Los ME son compuestos de bajo peso molecular que no solamente tienen una gran
importancia ecoldgica porque participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su
ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la atraccion
de insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que también, una
sintesis activa de ME se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas
tales como: a) el consumo por herbivoros (artropodos y vertebrados), b) el ataque por
microrganismos: virus, bacterias y hongos, c) la competencia por el espacio de suelo, la luz
y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y d) la exposicién a la luz solar u
otros tipos de estrés abidtico (Sepulveda et al., 2003)

4.4 Caracteristicas de los metabolitos especializados

En tiempos actuales se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de ME que por
su composicion quimica son clasificados en dos grupos principales: nitrogenados y no
nitrogenados. Los ME que contienen nitrogeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no
proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los ME no nitrogenados se

dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides.

La variedad estructural dentro de un mismo grupo de ME estda dada por
modificaciones quimicas a una estructura basica, originadas por reacciones quimicas, tales
como la hidroxilacion, metilacion, epoxidacion, malonilacion, esterificacion y la
glucosilacion (Wink, 1999).

Los precursores de la biosintesis de ME se derivan de rutas del metabolismo
primario, tales como la glucdlisis, el ciclo de Krebs o la via del shikimato. Una sintesis

constitutiva y especifica de ME puede existir para cada tipo de 6rgano, tejido o tipo celular.

Existen también ME que se sintetizan en todos los organos y tejidos de la planta,
pero que se almacenan en organos o tejidos diferentes a los de su sintesis, a través de su
redistribucion por el xilema y/o el floema, o por el espacio apoplastico la ruta metabolica se

muestra en la Figura 4 (Edwards y Gatehouse, 1999).
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Figura 4. Metabolismo primario y secundario de las plantas en donde se muestran las diferentes rutas
metabolicas (Adaptado de Taiz y Zeiger. 2006).

La sintesis de ME depende de la etapa de desarrollo de la planta y sus niveles
constitutivos sélo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abidtico o biético. Este
aumento en los niveles de ME, es importante para la supervivencia de las plantas, ya que su
sintesis se deriva del metabolismo primario y porque algunos compuestos son toxicos para la

misma planta.

En este sentido, también es relevante hacer notar que la biosintesis y el
almacenamiento de ME o de sus precursores, ocurren en diferentes lugares de la célula
vegetal. En general, la sintesis de algunos alcaloides y terpenos se realiza en los plastidos;
los esteroles, sesquiterpenos y dolicoles se sintetizan en el reticulo endoplasmico; mientras

que la biosintesis de algunas aminas y alcaloides tiene lugar en la mitocondria.



Los compuestos solubles en agua se almacenan en vacuolas, en tanto que los solubles
en lipidos son secuestrados a estructuras especializadas tales como ductos de resinas,

laticiferos, pelos glandulares, tricomas o en la cuticula (Wink, 1999).

4.5 Funcidn de los metabolitos especializados en la defensa de las plantas.

La herida que se produce tanto por la depredacion por insectos como por el dafio
mecanico inducido por factores fisicos, son condiciones que se traducen en una respuesta de
defensa de la planta Figura 5, la cual involucra la activacion transcripcional de diversos
genes de proteinas necesarias para la cicatrizacion de la herida y la prevencién de la invasion
de microrganismos patdgenos. Estos genes codifican para proteinas involucradas en: a) en la
fortificacion de la pared celular, como son la formacion de calosa, lignina y las proteinas
ricas en hidroxiprolina, b) la produccion de inhibidores de proteasas y de enzimas liticas
tales como las quitanasas y glucanasas, y c) la sintesis de ME con actividad antimicrobiana y

antioxidante (Pefia-Cortes y Willmitzer, 1995).

La respuesta de defensa contra el ataque de microorganismos patégenos, esta
coordinada tanto espacial como temporalmente para una contencion répida del
microorganismo patogeno, por lo que puede ser local o en sitios lejanos al dafio, conocida
como la RSA.

La respuesta local estd asociada a una RH caracterizada por una muerte rapida de las
primeras células infectadas y la restriccion de la expansion del microorgansmo patogeno,

aislandolo del resto de la planta (Hammond-Kosack y Jones, 1996).
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Figura 5. Diferentes ataques a la planta y su respuesta de defensa (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Entre los eventos tempranos que se desencadenan en la RH estan: a) La produccion
de las especies reactivas de oxigeno (ERO), tales como el stperdxido, el radical hidroxilo y
el peroxido de hidrogeno, b) La apertura de canales ionicos, y c¢) Los eventos de
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas.

Posteriormente, se da un aumento de los niveles del acido jasmonico, el acido
salicilico y el etileno, la acumulacién de proteinas relacionadas a la patogénesis, un aumento
de la produccién de ME con actividad antimicrobiana o antioxidante y el fortalecimiento de
la pared celular, como son las proteinas ricas en prolina y activa la expresion de los genes de
las enzimas involucradas en la sintesis de ME tales como la acetil CoA carboxilasa, la
chalcona sintasa, la fenilalanina amonio liasa, la hidroximetil-glutaril-CoA reductasa
(Garcia-Ponce y Rocha-Sosa, 2000; Wasternack y Parthier, 1997).

19



Por su parte, las ERO pueden tener dos funciones, en la primera debido a su
toxicidad, puede aumentar el dafio producido por el estrés, mientras que en la segunda,
puede actuar como una sefial para la activacion de las respuestas de defensa (Dat et
al.,2000).

En la RH, las ERO pueden limitar la expansién del microorganismo patdégeno
causando la muerte de la célula vegetal huésped y matando directamente al microorganismo
patdgeno. Esta muerte celular puede resultar de procesos de oxidacién tales como la
peroxidacion de lipidos de membranas, la oxidacién de proteinas, la inhibicion de enzimas y
dafios al DNA y al RNA.

El entrecruzamiento oxidativo con componentes de la pared celular vegetal como las
proteinas ricas en prolina y los polisacaridos, es un mecanismo que puede reducir el ingreso
del microorganismo patogeno y atraparlo en la célula huésped destinada a morir (Lamb y
Dixon, 1997).

En su funcién como molécula sefial, las ERO, pueden inducir la expresion de genes
de enzimas antioxidantes que intervienen regulando los niveles excesivos y toxicos tales
como la stperoxido dismutasa, la ascorbato peroxidasa y la catalasa, asi como la de genes de
enzimas para la sintesis de ME con capacidad antioxidante, como son el acido ascorbico, a-
tocoferol, los carotenoides, las antocianinas y las betacianinas (Grant y Loake, 2000; Mittler,
2002).

De tal forma que los ME son importantes en la respuesta de defensa de las plantas,
restringiendo la invasion o matando directamente al microorganismo patogeno, o bien por su
capacidad antioxidante contribuyen al mantenimiento del estado de 6xido-reduccion de la

célula vegetal.
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4.6 Los glucosinolatos

El término glucosinolatos hace referencia a la fraccién de glucosilo (" gluco "), la
presencia de un grupo sulfato (ate), y la propiedad de ser un precursor de un aceite de
mostaza (sinol) (Niels et al., 2012). Las principales fuentes de los glucosinolatos son las
plantas de las familias de las cruciferas entre las que se destacan y que tiene interés
comercial, col de bruselas, brdcoli, coliflor y repollo, de acuerdo con (Shahidi et al., 1997) y
la cantidad de glucosinolatos varia de una especie a otra e influye de manera directa el tipo de

tejido de la planta.

Los glucosinolatos son hidrolizados por la enzima mirosinasa, fruto de esta fase se
obtienen compuestos bioldgicamente activos entre los que se destacan isotiocianatos
sulfuranos, nitrilos y tiocianatos, estos procesos dependen de las condiciones de reaccion y la
presencia de proteinas asociadas (Inis et al., 2011). El proceso de hidrdlisis ocurre en los
glucosinolatos cuando el tejido del vegetal se rompe como consecuencia de un dafio
mecanico, entonces las enzimas tioglucosidasa o mirosinasa se pone en contacto con el
sustrato y libera moléculas de glucosa, de bisulfato y de la correspondiente aglucona;

posteriormente, esta Ultima experimenta un acomodamiento (Olga N. et al., 2009).

Las rutas de biosintesis de los glucosinolatos comprenden procesos de elongacion de
la cadena de aminoéacidos de proteinas. De igual manera, en el proceso biosintético de los
glucosinolatos estan implicadas tres etapas: etapa uno, alargamiento de aminoacido de
cadena, etapa dos, formacion de la estructura del nacleo y etapa tres, modificacion secundaria

del glucosinolato inicial (Sonderby et al., 2010).

Dentro de cada especie en particular, el nimero de glucosinolatos es variable,
existiendo especies con pocos glucosinolatos y otras con mayor cantidad y estos metabolitos
se encuentran en diferentes concentraciones en funcion del estado fenoldgico de la planta y
de la concentracion de nutrientes como el azufre que estd disponible para la planta
(Mikkelsen et al., 2002).
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La molécula de los glucosinolatos estd constituida por un grupo B-D-tioglucdsido
unido a una oxima sulfonada y a una cadena lateral (R) derivada de un aminoacido
(metionina, valina, alanina, leucina, isoleucina, fenilalanina, tirosina o triptéfano) como se

muestra en la Figura 6 (Mikkelsen et al., 2002).

La cadena lateral los clasifica en glucosinolatos alifaticos, aromaticos e inddlicos
dependiendo de su precursor biosintético, segin sea metionina, fenilalanina o triptéfano,
respectivamente (Brown & Morra, 1995); (Palmieri et al., 1998); (Lee et al, 1999). A la vez
determina las diferencias en las propiedades quimicas, la actividad bioldgica y los productos
de degradacion (Gimsing & Kirkegaard, 2009).

OH
o
Q S
"Ro s. [ \o
OH —N O

Figura 6. Estructura general de los glucosinolatos (Mikkelsen et al., 2002).

La cantidad de glucosinolatos varia de una especie a otra e influye de manera directa

el tipo de tejido de la planta segun se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Contenido de glucosinolatos en hortalizas del género Brassica (Verkerk et al., 1997).

Hortalizas Contenido de glucosinolatos( mg/g)
Col de Bruselas 0.60-3.90
Coliflor 0.61-1.14
Nabo 0.21-2.27
Rébano 0.42-1.19
Rébano picante 33.2-354
Mostaza 22.0-52.0.
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Dentro de cada planta, hay glucosinolatos que son mas abundantes en determinadas
partes de la planta, como es el caso de la gluconasturtina, que se localiza preferentemente en
las raices, glucobrasicina en las hojas y la progoitrina en las semillas. La concentracion en
glucosinolatos varia también en funcién del estado fenoldgico de la planta y de la
concentracion de nutrientes (azufre en particular) disponibles por la planta (Jiracek et al.,
1974).

4.7 Biosintesis de los glucosinolatos

Las rutas de biosintesis de los glucosinolatos comprende procesos de elongacion de
la cadena de aminoéacidos de proteinas, en los cuales la descarbixilacién oxidativa de los
aminodcidos a su correspondiente aldoxima, la conversion de la oxima en estructura basica
de los glucosinolatos y sus modificaciones secundarias (Sixue et al., 2001); de igual manera,
en los procesos de biosintesis de los glucosinolatos se incluyen una serie de pasos
responsables de la formacidon de la estructura del ndcleo, asi como diversos procesos

responsables de la cadena lateral y la otra la diversificacion (Niels et al,. 2012).

La biosintesis de los glucosinolatos son subconjuntos significativo de metabolitos
especializados, sin embargo, en la degradacion enzimatica de estos, existe mucha diversidad,
este proceso ocurre en las plantas intactas, pero la enzimologia y reacciones involucradas

son poco conocidos (Grubb et al., 2006).

En el proceso biosintético de los glucosinolatos estan implicadas tres etapas (Figura
7): primera, alargamiento de amino&cido de cadena; segunda, formacion de la estructura del
nucleo y tercera, modificacion secundaria del glucosinolato inicial (Sonderby et al., 2010),
de igual manera, existen tres categorias de glucosinolatos: glucosinolatos de origen alifatico
derivados de metionina, glucosinolatos indol o inddlico de fuente de triptéfano, y
glucosinolatos aromaticos formados a partir de fenilalanina (Yan y Chen 2007; Sonderby et
al., 2010), los glucosinolatos comparten una estructura de nicleo comtn de una B- D -

tioglucosa grupo ligado a un resto aldoxima sulfonado.

23



La diversidad estructural de los glucosinolatos se puede atribuir a sus diferentes

cadenas laterales y modificaciones (Yazhou, et al., 2011).

Formacion de glucosinolatos

I Transaminacion

/\/ coo
P o0 Elongacidn de aminoacidos R f
R j — NH,®
NH3® desaminacién Elongacion 2-Oxo-Acido
. . (ae]o]
Elongacién Ciclo de elongacion R /\’/
(@]
aminodcidos (O =
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CO0
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Figura 7. Ciclo de alargamiento de aminoécidos en la biosintesis de glucosinolatos (Sonderby et al., 2010).

Los glucdésidos cianogénicos son grupos de metabdlicos secundarios de las plantas y
estan relacionados directamente con los glucosinolatos. La conversién desde el aminoacido a
aldoxima es catalizada por el citocromo P450, que cataliza dos NADPH consecutivamente y
02 dependientes de N-hidroxilaciones, lo que conlleva a la formacion de N, N — dihidroxi
aminoacidos que espontaneamente se deshidratan y descarboxila para rendir oximas (Sixue
etal., 2001).

Existen tipos de enzimas dependientes del citocromo P450 como son:
Monooxigenasas, que contiene flavina y peroxidasas que se encuentran en la membrana
plasmatica son las encargadas de catalizar la conversion del aminoacido a aldoxima (Bennett
etal., 1997).

24



Los microsomas aislados de Sinapis alba, Tropaeolum majus y Carica papaya
fueron capaces de convertir los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina a sus
correspondientes oximas. Las actividades fueron sometidas a la inhibicién foto reversible

mondxido de carbono, ademas de ser inhibida por los inhibidores del citocromo P450.

La flavina-monooxigenasas que contiene en la formacion de aldoximas de
homofenilalanina y derivados de metionina de cadena-alargada se ha caracterizado en una
variedad de especies productora de glucosinolatos, pero sin proponer ningin mecanismo
catalitico, en cuanto al sistema de peroxidasa de membrana plasmatica se dice que es capaz
de catalizar la conversion de triptéfano en indol acetaldoxima proceso involucrado en

glucosinolatos y posiblemente, la biosintesis de aminoacidos (Sixue et al., 2001).

Estudios realizados con plantas maduras de col china (B. campestris ssp. pekinensis),
mostraron una correlacion entre el perfil de glucosinolatos indol y la actividad peroxidasa en
la membrana plasmaética, este mecanismo implica la oxidacion del nitrégeno del grupo
amino por el peroxido de hidrdgeno, seguido de des hidrogenacion y descarboxilacion
(Ludwig et al., 1990).

4.8 Glucosinolatos en la defensa de las plantas

La mirosinasa es considerada un sistema de defensa quimico que se activa al dafio en
los tejidos de las plantas y actia como primera barrera quimica para disuadir a un amplio

espectro de patdgenos (Koroleva et al., 2000).

Los glucosinolatos que cumplen la funcién de defensa en las plantas son los
tioglicosidos que son derivados del acido amino (Nabamita et al, 2013) y sus principales
fuentes son las col de bruselas, repollo, brocoli y rabano, de igual manera existen otros
compuestos que desempefian un papel de defensa de muchas plantas, como son los

glucdsidos cianogeénicos.
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Los glucosinolatos se almacenan en la vacuola de la célula de la planta, cuando se
presenta ataque de plagas, los glucosinolatos reaccionan con la enzima g-glucosidasa,

liberando el hidrégeno toxico cianhidrico (HCN) (Nabamita et al., 2013).

El sistema binario Glucosinolato-pB-glucosidasa es similar al sistema de
glucosinolatos-mirosinasa se muestra en la figura 8, en el cual ambos conjuntos de
componentes son quimicamente inertes cuando se separan, proporcionando plantas con una
defensa inmediata contra intrusos herbivoros y patégenos, sin embargo el HCN puede ser
letal para los seres humanos, con una dosis de 1,5mg/kg de peso corporal (Kermanshai et al.,
2001).
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Figura 8. Complejo glucosinolatos- mirosinasa y sus diferentes derivados (Bones & Rossiter, 2006)

Los insectos que se alimentan del floema de productos de degradacion gluosinolatos,
actian como aleloquimicos y desempefian un papel en la defensa de las plantas, por ejemplo,
isotiocianatos de origen natural poseen un rango de actividad antiflngica, antibacteriana y

antimicrobiana, y por lo tanto repelen microorganismos e insectos (Sixue et al., 2001).
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Dado que la mirosinasa no solo es producida por las plantas, sino también por los
insectos, los hongos y las bacterias, su actividad también se puede encontrar en el suelo
(Gimsing, et al., 2005), permitiendo el uso de plantas que contengan glucosinolatos como
una fuente viable para el control de una amplia variedad de plagas y enfermedades de los
cultivos, es decir, permite el uso de estos compuestos como biofumigantes reduciendo de
esta manera el uso de pesticidas y el potencial contaminante asociado (Brown & Morra,
1995).

4.9 Transporte de glucosinolatos en plantas

Es importante destacar que los glucosinolatos sintetizados en las hojas maduras se
cargan facilmente y son transportados por el floema, junto con fotoasimilados en la corriente
de translocacién osmdticamente impulsado desde la fuente al sumidero (source-sink),
ademas de la posible funcion nutritiva en caso de estrés ambiental, el transporte por el
floema de glucosinolatos puede ayudar a la planta a defenderse contra los organismos que se
alimentan de floema y también adquirir la capacidad para coordinar la sintesis y el uso de los

recursos de proteccion entre los distintos érganos (Sixue et al., 2001).

Los glucosinolatos se encuentran en todos los érganos de las cruciferas, pero la
capacidad biosintética varia entre los 6rganos en diferentes etapas, por ejemplo la actividad
biosintética es alta en las hojas jovenes, brotes y paredes y disminuyen a medida que madura
el tejido, sin embargo estudios demuestran que la actividades enzimatica implicadas en la
formacion de oximas a partir de aminoacidos de cadena alargada y de la disminucion de
triptofano con la creciente madurez de las hojas, ademas de la reduccion de los

glucosinolatos podria ser debido a la degradacion y translocacion (Clossais et al,. 1991).

El producto de los metabolitos secundarios se transportan en las plantas, es el caso de
la nicotina, la cafeina y la citoquinina que se producen en las raices y son trasladadas a las
hojas, y en el de los glucosinolatos para ser transportados activamente en las plantas es
necesario altas cantidades de benzilglucosinolato, producto que es sintetizado en las hojas

(Sixue et al., 2001), el analisis de perfil de glucosinolatos de las semillas y tejido de las
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hojas de B. napus hibridos F1 de cruces reciprocos entre cv. Cobra y una linea sintética
mostré que el perfil de los glucosinolatos alifaticos en la semilla era idéntico al perfil en las
hojas de la matriz materna (Magrath et al,. 1993), por lo tanto, se puede afirmar que la
biosintesis de glucosinolatos y las diferentes interconversiones de glucosinolatos,
hidroxilacion o sulfatacion, no se forman en el embrion y que los glucosinolatos
completamente formados se transfieren a partir de tejido materno en las semillas en
desarrollo (Sixue et al., 2001).

4.10 Elicitores o factores modificadores del metabolismo (FMM).

Un elicitor o FMM vegetal es cualquier sustancia 0 microorganismo aplicado a las
plantas con el objetivo de mejorar la eficiencia en la nutricion, tolerancia al estrés abiotico y
/ 0 rasgos de calidad de los cultivos, como puede ser (color, sabor, contenido en bioactivos)
independientemente de su contenido de nutrientes. Los bioestimulantes pueden ser
microorganismos beneficiosos, algas o incluso aminoacidos (_Du Jardin, 2015).

4.11 Tipos de Elicitores y su modo de accion.

Las plantas pueden activar diferentes vias de defensa dependiendo del patdégeno que
se detecte, por ejemplo, el acido jasmonico y las respuestas dependientes del etileno parecen
iniciarse por hongos necrotréficos, mientras que las respuestas dependientes del acido

salicilico son activadas por patdgenos biotroficos.

El conocimiento de las vias de sefializacién en plantas, ha permitido detectar
diferentes compuestos naturales y sintéticos llamados FMM o elicitores capaces de inducir
respuestas de defensa al igual que algin ataque por producido por patdégenos o insectos. Por
lo anterior, se han caracterizado diferentes tipos de bioestimulantes desde polimeros,
polisacaridos, oligosacaridos, lipidos, glicopeptidos, glicoproteinas entre otras moléculas
(Bautista y Bravo, 2012).
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La activacion de las vias de transduccion de sefiales generalmente conducen a la
produccion de especies reactivas de oxigeno, biosintesis de fitoalexinas, refuerzos en las
paredes de las células vegetales asociados con compuestos de fenilpropanoides,
deposiciones de calosa, sintesis de enzimas de defensa, y la acumulacién de proteinas
relacionadas con la patogénesis, algunas de los cuales poseen propiedades antimicrobianas
(Farouk y Osman, 2011).

Las especies reactivas de oxigeno generan una respuesta hipersensible en plantas en
las cuales se presenta una muerte rapida de algunas células en el sitio de infeccidn, esto con
el fin de contrarrestar el ataque por el patdgeno y delimitar su avance. Seguido de esto la
activacion de la respuesta hipersensible en las partes donde ain no han sido infectadas,
desarrollan resistencia a infecciones posteriores a este fendmeno se le conoce como sistema
de respuesta adquirida, la cual es efectiva para diversos patogenos, incluyendo virus,

bacterias, hongos e insectos (Du Jardin, 2015).

El termino bioestimulante o FMM, fue utilizado para moléculas capaces de inducir la
produccion de fitoalexinas, pero ahora son utilizados para estimular cualquier tipo de

respuesta de defensa en las plantas y los ejemplos de estos se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Lista de diferentes tipos de factores modificadores del metabolismo adaptacion de Du Jardin,

2015.

Tipos de factores modificadores del metabolismo y sus ejemplos

FMM Modo de accién Tipo de inductor Molécula Ejemplo
Fisico Heridas Insectos Mosca blanca, minador
Animales de la hoja, trip
Humanos
Estrés abiotico lones metalicos Plomo, Estafio. Cadmio,
Quimico arsénico.
ROS H20;
HR Ac. Salicilico
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Dafios por

levaduras,

Micelio en las
paredes celulares y

esporas de hongos

Extractos

Bacterias benéficas

Hongos benéficos

Nutrientes
Estrés bidtico polisacaridos
Alginato, pectinay
quitosan
Péptidos
glutation

Lipopolisacaridos
Glycoproteinas
Compuestos

volatiles

Acidos Himicos y
fulvicos

Sales minerales

Oligosacaridos,
manuronato, guluronato,

galactoronidos

manuronato, Quitina,
guluronato,

galactoronidos

proteinas
Celulosa

y oligandrin

Extractos de algas
marinas

Extractos botanicos

Bauveria bassiana,
Basilus subitillis, Basilus

thuringensis,

Rhizobium
Micorrizas, Ttrichoderma,

Piriformospora
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Por ejemplo, el acido salicilico forma parte de un amplio grupo de compuestos
sintetizados en plantas denominados fenolicos. Estos compuestos participan en muchas
funciones metabdlicas en plantas, como son la sintesis de lignina, actividad alelopatica, y en
algunos casos en la biosintesis de compuestos relacionados a la defensa como las
fitoalexinas (Vlot et al., 2009).

El peroxido de hidrogeno debido a que puede atravesar la membrana vegetal, es capaz
de actuar como molécula de sefializacion de una célula a otra participando en varias rutas
(Sauceda, 2011). En dichas rutas participa como activador y desactivar de proteinas
involucradas con transduccion de sefiales para la expresion de genes relacionados con la
tolerancia a diversos tipos de estrés incluyendo el estrés oxidativo, hidrico y derivado de
patdgenos (Mert, 2002).

El quitosan es un polisacarido compuesto por glucosaminas, esta molécula tiene
potencial uso en la agricultura, ya que se emplea para el control de enfermedades debido a
que inhibe el crecimiento y toxicidad de los hongos, ademas promueve la acumulacion de
fitoalexinas (El-Hadrami, et al., 2010).

Efectos similares han sido observados con ciertos fertilizantes y mezclas a base de
oligosacarinas que son oligosacéridos derivados de la pared celular de plantas y hongos que
en concentraciones bajas presentan actividad biologica, estas se generan por hidrolisis
enzimatica de la pared celular y se cree que estan involucradas en varios procesos de

desarrollo en plantas (Vorwerk et al., 2004).

Las oligosacarinas son reconocidas en la superficie celular por diferentes receptores,
lo que resulta en la estimulacion de distintas vias metabdlicas y un incremento de la
resistencia sistémica adquirida, aun cuando la planta no posea genes determinantes de la

resistencia especifica a cierto patdégeno (Silipo et al., 2010; Cameroni, 2013).
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4.12 La biofumigacion

La biofumigacidn se refiere a la eliminacién de pestes y patdégenos del suelo mediante
el uso de compuestos volatiles, producto de la descomposicion de materia organica. Esta hace
uso del sistema defensivo de los tejidos heridos de las plantas para el control de organismos
fitopatdégenos. Los beneficios que presenta esta alternativa estdn relacionados con su
potencial para controlar diversos patogenos del suelo, cambiando simultaneamente las
propiedades fisicas y quimicas, de tal manera que lo convierten en un medio favorable para el
cultivo asi como el ser una préactica agricola de bajo costo y facil acceso, especialmente de

los pequerios productores (Franco- Navarro et al. 2002).

El uso de la biofumigacion con diferentes enmiendas orgénicas ha dado resultados
efectivos en el control de patdgenos en el suelo. Arnault et al. (2008) obtuvo resultados
prometedores en el control de neméatodos con el uso de los residuos de cebolla en el proceso

de desinfeccién del suelo.

La actividad biosida la atribuy6 a las sustancias dimetil disulfuro, dipropil disulfuro y
dialilo disulfuro. Kirkegaard et al. (2008) usaron residuos de mostaza y rabanos para pruebas
de biofumigacion y encontraron respuesta positiva en la reduccion de la poblacion de los
patdgenos Ralstonia solanacearum y Meloidogyne arenaria. El efecto biosida se le atribuyo

a la formacion de isotiocianatos en el proceso de descomposicion de los residuos.

En general en el proceso de descomposicién de la materia organica se liberan
sustancias organicas que tienen efecto biosida, entre ellas amoniaco, nitratos, sulfuro de
hidrogeno, &cidos organicos, sustancias organicas volatiles, enzimas, fenoles, etc. (Barres et
al., 2006).

En el caso de las Brassicas, es un término que describe la utilizacién de isotiocianatos
toxicos que existen naturalmente, obtenidos como productos de la hidrolisis de los
glucosinolatos presentes en las plantas o productos vegetales aplicados al suelo. Este proceso

puede lograrse incorporando materiales frescos o secos y/o harina de semillas y se favorece
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por la disrupcién celular, la adicion de agua y las altas temperaturas en el suelo. El uso de
rotacion de cultivos donde se incluyan las Brassicas también puede ser considerado
biofumigacion (Gimsing & Kirkegaard, 2006; Gimsing, et al., 2005; Nastruzzi et al., 1996;
Poulsen, et al, 2008).

La aplicacion de residuos de Brassica carinata en dosis de 10 kg m-2 en el cultivo de
fresa fue efectiva para el control de Phytophthora cactorum. El destino de los glucosinolatos
en el suelo es determinado por su elevada solubilidad y la pérdida de grupos funcionales que
pueden interactuar con la superficie reactiva del suelo. Los glucosinolatos se adsorben
débilmente en todos los tipos de suelo y se degradan microbiolégicamente. Por lo tanto, los
liberados de la planta son altamente moviles en el suelo y por ende tendran elevada bio-
disponibilidad. Las principales rutas de produccion y pérdidas de glucosinolatos se muestran
en la Figura 9 (Gimsing y Kirkegaard, 2009).

En contraste, los isotiocianatos son fuertemente adsorbidos por la materia orgénica
del suelo, reaccionando fuertemente con los grupos nucleofilicos presentes; sin embargo, son

propensos a pérdidas por la volatilizacion, degradacién microbiana y mineralizacion.

Glucosinolatos contenidos
en material vegetal

ineralizacio

@ Degradacion
icrobiolégica

0 o 9
Degradacion 0 . - o Adsorcion por
icrobioldgica 9
7
G M 6 Reaccion con
rupos nucleofilic

Figura 9. Destino de los glucosinolatos e isotiocianatos en el suelo (Gimsing y Kirkegaard, 2009).
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Cuando los materiales incorporados al suelo para biofumigar son tejidos de brassicas,
entre los productos de la degradacion de los mismos, se liberan unos compuestos
denominados glucosinolatos. Los isotiocianatos y otros compuestos volatiles derivados de los
glucosinolatos realizan un papel muy importante en la supresion rapida (< 10 dias) de
patogenos. En diferentes ensayos, enmiendas con residuos de boniato, papa, espinaca, tomate
y sorgo fueron en algunos casos tan efectivos como los residuos de brassicas, por lo que
numerosos autores suponen que el aporte de materia organica sobre la comunidad microbiana
puede favorecer la aparicion de antagonistas y contribuir a la reduccién de la poblacion de
patdégenos (Morra y Kirkegaard, 2002).
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V. Hipdtesis y objetivos
5.1 Hipotesis

La aplicacion de los FMM é&cido salicilico, quitosan, peréxido de hidrogeno vy el
oligosacarido XH®, incrementan los niveles de glucosinolatos en Sinapis Alba L, cultivada
bajo invernadero, debido a su capacidad de generar respuestas inducidas de resistencia, y el
material vegetal puede ser utilizado para la biofumigacion.

5.2 Objetivo General

Incrementar la produccion de glucosinolatos en diferentes 6rganos de la planta de
mostaza blanca (Sinapis Alba L), mediante el uso de FMM vy evaluar estas plantas como

material para uso en biofumigacion de suelo.

5.3 Objetivos especificos

e Determinar el tratamiento adecuado de FMM en mostaza para incrementar glucosinolatos bajo
condiciones de invernadero.

e Cuantificar la concentracion de glucosinolatos totales en los diferentes drganos de plantas
muestreadas.

e Determinar cambios en niveles de metilacion del DNA (CpG) global en plantas de mostaza
tratadas o no con FMM.

e Evaluar plantas de mostaza elicitadas o no en la biofumigacién en suelo contaminado con

Fusarium oxysporum.
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VI.

Materiales y métodos

6.1Localizacion del estudio

El presente experimento se desarroll6 en el Campus Amazcala de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Auténoma de Querétaro. EI Campus se encuentra en la
comunidad de Amazcala en el municipio del Marqués, Qro., el cual se localiza en el
sector Suroeste del estado, ubicada entre las coordenadas 20° 31’ y 20° 58 de latitud
Norte. Su longitud se encuentra entre los 100° 09’ y los 100° 24’ del Oeste a 1,850 m

sobre el nivel del mar.

6.2 Caracteristicas del invernadero

El invernadero en el cual se llevd a cabo la experimentacién es tipo espafiol
(figura 10) con paredes rectas de policarbonato y techo de pléastico tricapa con una
difusion del 10% de 800 galgas de espesor, el invernadero esta completamente
automatizado con control de variables como humedad relativa, temperatura, radiacion y
riego. Cuenta con una ventana cenital cubierta con malla antiafidos blanca, un extractor,
dos ventiladores, un calefactor y una pantalla térmica, el invernadero tiene las siguientes

medidas, 50 metros de largo por 10 metros de ancho y 5 metros de altura.

Figura 10. Invernadero tipo espafiol de la facultad de ingenieria campus Amazcala
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6.3 Preparacion del invernadero

El invernadero se limpid y se desinfectaron los pasillos con cloro para evitar cualquier

patogeno, se colocaran canaletas plasticas sobre las camas, como se muestra en la Figura 11.

Figura 11. Tuberia blanca para calefaccion

6.4 Sistema de riego

El sistema de riego que se utilizé fue por goteo con manguera ciega de 16 mm con
goteros de 8 I/h con distribuidor de una salidas insertado en el gotero, un tubin y una
estaca de flujo de 2 I/h, al final. Se colocara un gotero por planta como se muestra en la

Figura 12.

Figura 12. Sistema de riego para planta de mostaza.
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6.5 Material vegetal

Se utilizé mostaza blanca (Sinapis alba L) proveniente de china variedad Sichuan
(Figura 13). Es una planta anual que alcanza un tamafio de hasta 75 cm de altura, erecta,

ramificada, la semilla es proveniente de china.

Figura 13. Mostaza blanca variedad Sichuan.

6.6 Germinacion

La germinacion de la mostaza se realizd en charolas de poliestireno de 200
cavidades Figura 14a, se utiliz6 como sustrato una mezcla profesional Sunshine No 3 a
base de musgo. Primero se hizo una desinfeccion de charolas con sales cuaternarias a una
dosis de 10 ml/litro de agua, posteriormente el sustrato se puso en capacidad de campo

agregando agua con un pH de 5.5.

Una vez hecho esto se llenaron las charolas con el sustrato humedecido y se
sembraron la semilla a una distancia de 0.5 mm para no enterrar demasiado la semilla y

favorecer la germinacion.
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Después de esto se metieron a una camara de germinacion con la que cuenta la
facultad de Ingenieria en el campus Amazcala, la cual se mantuvieron en condiciones

constantes de humedad al 70% y temperatura a 29°C durante el periodo de germinacion.

Ya que se aprecio la pldmula de las primeras semillas, se llevaron a un
invernadero de plantula en el cual se cuidaron y se regaron diariamente, al inicio se
regaron solo con agua de pH 5.5, posteriormente se utilizd una solucién nutritiva con una
conductividad de 1.5 y pH de 5.5, hasta tener un tamafo ideal para el trasplante esto es

cuando presentd de 3 a 4 hojas verdaderas figura 14b.

\
o

Figura 14a. Charola de 200 cavidades sembradas con mostaza. 14b. planta de mostaza lista para trasplante

con 3 hojas verdaderas.
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6.7 Trasplante

El trasplante se hizo en bolsas de diez litros llenas de sustrato, el sustrato utilizado fue tezontle, el cual

se cribd para obtener una granulometria de 0.5 a 2 mm, las bolsas se colocaron a una distancia de 10

cm. Se utilizé una densidad de siembra de 2 plantas por metro cuadrado. Para tener una buena

ventilacion y sanidad de las plantas (Figura 15).

Figura 15. Trasplante de mostaza en tezontle.

6.8 Disefio de experimentos

El disefio experimental fue en blogues completamente al azar con 6 repeticiones,
10 plantas por unidad experimental, 2 niveles por elicitor: para el acido salicilico 0.1 mM
y 10 mM, para el peroxido de hidrégeno 200 mM y de 400 mM, para Quitosan 10 mg/ml
y 100 mg/ml, para el Oligosacarido XH® 0.6 ppm y 6 ppm. Las plantas control se

trataron solamente con agua destilada los tratamientos se muestran en el Cuadro 3.
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Los tratamientos se aplicaron de manera foliar después del trasplante y durante

todo el ciclo de cultivo.

Los datos fueron analizados con el programa Graphpad prism 6 y se les aplico una
prueba de ANOVA para ver si existian diferencias significativas, y posteriormente se
realizd una prueba estadistica de Dunnette para comparar todos los tratamientos con el

control.

Cuadro 3. Tratamientos y dosis de los FMM utilizados

DISENO DE EXPERIMENTOS

TRATAMIENTO VARIABLE CONCENTRACION

T1 AC. SAL 0.1 mM

T2 1mM

T3 H202 200 mM

T4 400 mM

T5 QUITOSAN 10 mg/mi

T6 100 mg/ml

T7 OLIGOSACARIDO 6 ppm

T8 0.6 ppm

Control AGUA DESTILADA

6.9 Determinacion de glucosinolatos mediante espectrofotometria

Con base en el método de Jezek et al. (1999), la muestra se cosecho e
inmediatamente se colocé en nitrogeno liquido, para evitar que actie la enzima mirosinasa.
Se molidé en un mortero sin dejar que la muestra no se descongelara una vez hecho esto se

llevé acabo el siguiente procedimiento:

Se pesaron 50 mg de muestra, en una balanza analitica marca Sartorius (Figura
16), se le adicionan 7.5 mL de buffer de acetato (0.2 M; pH 4.2). El buffer se mantiene a
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ebullicidn en bafio maria, se pesa la muestra y enseguida se le vacia a la muestra, para evitar

accion de la enzima.

Figura 16. Pesado de muestra en balanza analitica.

Esta mezcla se mantuvo a ebullicion (en bafio maria) durante 15 minutos con
agitacion se coloc6 una gradilla de unicel para que los tubos Falcon no se hundieran, una
vez realizada esta accion se dejé enfriar 5 minutos, y se adiciona 1.5 mL de acetato de
plomo y bario (0.5 M) y 0.4 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP), la muestra se mantuvo
en agitacion orbital durante 15 minutos, sin calentamiento en un agitador marca Orbit.
Posteriormente se adicionaron 1.5 ml de sulfato de sodio 2 M y se centrifuga a 8 000 rpm

durante 10 minutos

Se extrajeron 1.5 ml del sobrenadante y se mezclaron con 1.5 ml de NaOH 2M
y se incub0 a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasado el tiempo se adicioné 1
parte de HCI concentrado por 13 partes de solucién alcalina, es decir se agregaron 3 ml
de NAOH se divide entre 13 y lo que se agrego de acido fue 230.7 pL

Esta mezcla se centrifuga a 8 000 rpm durante 6 minutos y el sobrenadante se
cargo en las placas de 96 pozos y se le agrego ferrocianuro 2Mm en relacién 1:2 que se
prepara en buffer de fosfato (0.2 My pH de 7).



Esto se realiz6 a un lado del espectrofotdmetro de placa Thermo scientific multiskan
60, se incubaban las muestras durante no mas de 15 segundos, se agit6 en el espectro a 420
nm con el buffer de fosfato (0.2 M, pH7) como blanco, se realiza un blanco 2, que consta del
extracto hidrolizado y fosfato (0.2 M, pH7) en relacién 1:1.

Para la construccion de la curva de calibracion se utilizé el patron sinalbina 5.60 x
10 My se hicieron diluciones de 0 a 90 pl de solucién. Las medidas se hicieron sobre cada
réplica. Con los datos del espectrofotometro se ajustdé un modelo de regresion, para
determinar la concentracion de los glucosinolatos obtenidos de las diferentes partes de la
mostaza. Se realizd una curva de sinalbina de (0.125 mM-1mM) en NaOH (1 M), una vez

obtenidos los datos se utiliza la Ecuacion 1 para obtener el contenido de glucosinolatos.

AOD — intercepcion V,
c= * —

pendiente m

Ecuacion 1. Formula para determinar la cantidad de glucosinolatos totales.

6.10 Determinacion de Metilacion Global de DNA

Se recolecto tejido de las plantas de mostaza de todos los tratamientos, una vez
que se les aplicaron los FMM por 15 dias. Fueron congeladas en nitrégeno liquido y
posteriormente se almacenaron a - 80°C. Se llevé a cabo extraccion de ADN genomico de
la siguiente manera: Se molieron en un mortero usando nitroégeno liquido, hasta obtener
un polvo fino, se tomaron 100 mg de cada muestra tratada y después se mezclaron con
750 wl de buffer CTAB.

Las muestras fueron sometidas a vortex y se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 750 pl de cloroformo: alcohol
isoamilico en una concentracion (24:1) seguido por vortex y una centrifugacion a 12.000
RPM durante 5 min a 4°C. La capa superior o fase acuosa se elimin6 con ayuda de una
micro pipeta, se transfirié a un nuevo tubo conico de polipropileno y se mezcl6 con 2/3

de su volumen de isopropanol al 100% y 1/10 de su volumen de acetato sodico 5 M.
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Después de una incubacion de 10 min a temperatura ambiente, las muestras se
centrifugaron a 12.000 RPM durante 5 min a 4°C. A continuacion, el sobrenadante se
desechd y el sedimento de ADN obtenido se lavé con 1 ml de etanol enfriado al 70% y se
sometio a vortex suave. Las muestras se centrifugaron de nuevo a 7.500 RPM durante 5

minutos a 4°C y el sobrenadante se desecho.

Las pastillas se secaron al aire y se re suspendieron en 50 ul de agua destilada
tratada con DEPC. El ensayo de porcentaje de metilacion se llevd a cabo siguiendo el
protocolo incluido en el manual de instrucciones del Kit de ELISA de ADN de 5 mC de
ZYMO RESEARCH, que funciona basicamente detectando y cuantificando 5-
metilcitosina en las muestras de ADN mediante un anticuerpo monoclonal (Anti-5-
Metilcitosina). La relacion de la densidad de dinucleétidos CpG / longitud del genoma
utilizada fue aquel para Arabidopsis thaliana, 0,022, dando una diferencia de pliegue de
3,409. Este kit solo detecta metilacion del DNA en el dinucleotido CpG, y no en CpHG o
CpHH, que tambien son sitios de metilacion de DNA reportados en plantas.

6.11 Prueba de biofumigacion

Se elaboraron cajas de madera para siembra de 30 cm de altura x 30 cm de ancho
x 50 cm de largo, las cuales se forraron con bolsas de plastico negras como se muestra en
la Figura 17, posteriormente se agregé el suelo infectado con Fusarium oxysporum, se
regaron todas las cajas a capacidad de campo en las cajas donde llevarian productos
comerciales se aplico una vez humedecido el suelo en un 80%, en las cajas donde llevaria
tratamiento con mostaza se pusieron plantulas de mostaza, el estiércol utilizado era
fresco, en todos los tratamiento se llevo a cabo el monitoreo de la temperatura, los

tratamientos se muestran en el cuadro 4.
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Figura 17. Cajas forradas de plastico negro para prueba de biofumigacion.

Cuadro 4. Tratamientos para la prueba de biofumigacion.

Tratamiento Descripcion
Control Tierra infectada con Fusarium oxysporum

T1 Metan sodio 3000 ppm
T2 Didxido de cloro
T3 Mostaza sin elicitar con estiércol
T4 Mostaza elicitada con estiércol
T5 Mostaza sin elicitar
T6 Mostaza elicitada
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Para el T1 se aplicé metam sodio a una dosis de 3000 ppm dosis sugerida por el
fabricante, se cubrié con plastico y se dejé por 40 dias posteriormente se extrajeron las

muestras y se siguié el procedimiento de incubacién y conteo.

Para el T2 se aplico Didxido de cloro en una dosis de 400 ppm dosis sugerida por

el fabricante y también se dejo durante 40 dias, se cubrieron con plastico.

El T3 se trasplanto mostaza en las cajas como se muestra en la Figura 18 una vez
que la mostaza cumplié 60 ddt se cortaron a ras de suelo y se incorporaron 250 gr de
materia verde de mostaza y 5009 de estiércol fresco y se humedecio a capacidad de

campo, posteriormente se cubrieron con un plastico.

Figura 18 Mostaza trasplantada en cajas de madera.

El T4 se realizd el trasplante sin embargo se comenz6 a aplicar el FMM en este
caso se selecciond el que mayor aumento de glucosinolatos dio en la prueba anterior, el
cual fue el quitosan a una concentracién de 100 mg/ml esto se realiz6 una vez por semana
durante 60 dias y posteriormente se incorporaron 250 gr de materia verde de mostaza y
500 gr de estiércol fresco se humedeci6 a capacidad de campo y se cubrieron con un
plastico como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Cajas cubiertas con plastico, en donde se muestra el termometro para monitoreo

El tratamiento 5 y 6 se trasplanto la mostaza y se dejo crecer durante 60 dias
posteriormente se incorporaron 250 gramos de materia verde y se cubrieron con plastico
en el caso del T6 se aplicé quitosan como en el caso del tratamiento cuatro una vez por

semana durante 60 dias.

Para la recoleccion de muestra, se colecta una muestra de suelo entre los primeros
30 cm de profundidad se almacenaron en bolsas de papel y se dejaron secar en
condiciones asépticas por 24 horas al aire.

Una vez realizado esto el suelo se molié en un mortero y se pes6 1 gr de suelo y se
colocaron en 9 ml de agua estéril, se agito vigorosamente para obtener una suspension
homogénea. Posteriormente se la suspension de suelo se diluyo de la siguiente manera

1:100. (900 pl de agua estéril y 100 pl de la solucion de suelo = 1 ml).

Se pipeteo para homogenizar la solucion y se diluyo el ml de la suspension en 4
placas de Petri con medio PDA al 25% (16 gr de agar bacteriologico y 10 gr de PDA para
1 L acidificado), adicionado con  estreptomicina y cefalotina, para inhibir el

crecimiento de bacterias.
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Una vez repartido en las cajas Petri se distribuyé con una varilla de vidrio lo mas
uniforme posible y se dejo alrededor de 30 minutos para retirar el exceso de agua. Se
incubaron a temperatura ambiente durante 72 h para el conteo de UFC el crecimiento del

hongo se muestra en la Figura 20.

Figura 20. Crecimiento de hongo Fusarium Oxisporum y vista del hongo en microscopio con objetivo de
40x.

Se tifi6 el hongo con azul de lacto fenol como se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Tincién de fusarium oxisporum con azul de lacto fenol.
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6.12 Bioseguridad y ética

Las sustancias y el material vegetal utilizadas durante la investigacion no representan
ningun peligro para el medio ambiente, sin embargo los desechos seran utilizados para
incorporarlos al suelo y realizar una biofumigacion, de esta manera los desechos de las
plantas se integraran a la materia orgénica del suelo. Cabe mencionar que no se utilizaran
plantas que estén en peligro de extincion o que se encuentren en riesgo como lo marca en la
NOM-059-SEMARNAT-2010.

En cuanto a la seguridad de los trabajadores que apoyen en la investigacion se tendra
el manejo del invernadero de acuerdo al manual de préacticas seguras para el sector agricola,
especificamente para la construccién, equipamiento y operacion de invernaderos. Se
brindara al personal el equipo de proteccion, guantes, cofia, mascarillas y mandiles para que
lleven a cabo la preparaciéon de soluciones nutritivas, se capacitara a los trabajadores para
que sepan llevara a cabo el manejo se sustancias peligrosas como lo son los acidos utilizados
para la nutricién y puedan contener un derrame. Se trabajara bajo la NOM-007-STPS-2000
para brindarle al trabajador el equipo de seguridad correspondiente, por ultimo no se
generaran residuos toxicos ni dafiinos para el medio ambiente o para la comunidad en la cual

se llevara a cabo el experimento.
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VII.

Resultados y discusiones

7.1Resultados de niveles de glucosinolatos

El andlisis estadistico se llevd a cabo con ayuda del programa Graph Prism
version 6, y se realiz6 primero una prueba de ANOVA con el 95% de confianza para
determinar si existian diferencias significativas entre tratamientos una vez realizado este
analisis se realiz6 una prueba de Dunnett para comparar todos los tratamientos con el

control.

En el andlisis que se realiz6 para los datos obtenidos en la hoja de la planta de

mostaza (

Figura 22) se mostraron diferencias significativas para los tratamientos con Ac.
Salicilico 0.1 mM, H202 200 mM, Quitosan 10 mg/ml y para el Oligosacarido Xh 6ppm,
los incrementos se muestran en el cuadro 5, sin embargo para el tratamiento 6, en el cual
se le aplico una dosis de 100 mg/ml de Quitosan el incremento fue del 126% con respecto

del control.

Esto pudiera deberse a que el Quitosan activa las enzimas fenilalanil amonioliasa
(PAL) y tirosina amonioliasa (TAL) en las hojas, esto de acuerdo a lo reportado por Khan
et al. en el 2003, ademas el quitosan genera la sintesis de ROS de acuerdo a Caiyan et al.
en 2011, y debido a que la fenilalanina y la tirosina son aminoacidos precursores de los
glucosinolatos es posible que el aumento en este dérgano de la planta sea

significativamente incrementado.
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Figura 22. Concentracién de glucosinolatos totales en hoja de mostaza blanca
En la Figura 23 se muestran los resultados obtenidos sobre la concentracion de
glucosinolatos totales en flores de mostaza blanca. En la cual se muestra que para todos

los tratamientos existen diferencias significativas y se mostraron incrementos estos se
muestran en el Cuadro 5.
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Figura 23. Concentracion de glucosinolatos totales en flores de mostaza blanca



Los resultados mostrados en el cuadro anterior que la planta responde a los FMM
y enciende su mecanismo de defensa, ya que detecta el ataque por distintas vias y la
planta prende las diferentes cascadas de sefalizacion para la generacion de estos
compuestos, sin embargo en el tratamiento 6 al cual se aplica quitosan vuelve a ser el que
presenta mayor significancia y un incremento del 202% en comparacion con el control,
esto puede deberse a que el quitosan es detectado por la planta como un ataque producido
por algin hongo y ya que la quitina estd ampliamente distribuida en hongos

Basidiomicetos, Ascomicetos, Zigomiceto y Ficomicetos (Becerra-Jimenez et al. 2011).

Se encuentra en la pared celular del micelio, esporas y tallo, la concentracion de
quitina en la pared celular depende de su fisiologia, medio ambiente y condiciones de
fermentacion, por lo tanto, las caracteristicas quimicas de la pared celular fungica han
llevado a estudiar esta fuente alterna para la produccion del derivado funcional de la
quitina que es el quitosan (Mejia-Teniente et al. 2014). Por lo que la planta lo detecta y
prende el sistema inmunolégico de la planta generando glucosinolatos para su proteccién
ya que tiene los glucosinolatos tienen propiedades anti flngicas y anti bacteriales. Los
resultados anteriores coinciden de los resultados mostrados por Bohinc, et al. (2013) en el
que la cantidad de glucosinolatos de diferentes tipos de brassicas y en la que el aumento
que tienen cuando se expone a un estrés bidtico, como las picaduras de un insecto, no
mostraron diferencias significativas entre el contenido de hojas y flores (P = 0,3544, F =
0,3544, Df = 3).

Para el caso de los glucosinolatos totales presentes en las semillas de mostaza
blanca, se muestran los datos en la figura 24, en la cual se observa que para todos los
tratamientos existen diferencias significativas con respecto al control. Dichas diferencias

y porcentajes de incremento se muestran en el cuadro 5.

Sin embargo nuevamente para el tratamiento 6 el cual se le aplico Quitosan en una
dosis de 100 mg/ml, se presenta un incremento del 221% lo cual se debe a que el
Quitosan, favorece la acumulacion de fitoalexinas y metabolitos especializados en vainas

de chicharo por lo que se puede tener una respuesta parecida en las vainas o silicuas de
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mostaza en las cuales se encuentran las semillas. Esto va de la mano con lo que se
demostro en el trabajo realizado por Rungfang et al. (2013), en el cual las semillas

bioestimuladas de Arabidopsis thaliana tienen un aumento significativo en la cantidad de

glucosinolatos.
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Figura 24. Concentracion de glucosinolatos totales en semillas de mostaza blanca.

Cuadro 5. Porcentajes de incremento de glucosinolatos totales en flores de mostaza blanca con respecto al
control.

Tratamiento Concentracion Incremento Incremento de  Incremento de
de niveles en niveles en niveles en
flor semilla (%) Hoja (%)
(%)
T1 Ac. Salicilico 0.1 mM 106 65 35
T2 Ac. Salicilico 1 mM 27 147
T3 H,0; 200mM 32 78 17
T4 H,0, 400mM 31 67
T5 Quitosan 10mg/ml 102 81 11
T6 Quitosan 100mg/ml 202 221 126
T7 Oligosacarido Xh 6 36 84 10
ppm
T8 Oligosacarido Xh 0.6 30 46
ppm
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La concentracion de glucosinolatos totales para cada uno de los tratamientos
presentes en la raiz de mostaza blanca se muestra en la Figura 1

Figura 25. En la cual existen diferencias significativas en todos los tratamientos a
excepcion del tratamiento 6 al cual se le aplico Quitosan a una concentracion de 100
mg/ml en la cual no hubo diferencias significativas, sin embargo en esta ocasion lo que se
obtuvo en los tratamientos es un decremento en la concentracion de glucosinolatos con

respecto al control.

Esto pudiera deberse principalmente a la gran diversidad de estrategias que usan
las plantas para activar los mecanismos de proteccion. Las propias plantas aprovechan
todos sus Grganos constituyentes para activar estos mecanismos y transmitir informacion
a su entorno, que son especificos de cada érgano, y éstos al mismo tiempo, son los que
definiran el tipo de informacion transmitida respectivamente. (Dudareva y Negre, 2005;
Nguyen, 2003).
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**** P<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01,*p<0.05 de acuerdo al a prueba de Dunnett
Figura 25. Concentracion de glucosinolatos totales en raiz de mostaza blanca

Por lo tanto, los mecanismos que pueden activarse en los drganos reproductores,
como la emision de compuestos volatiles, pueden ser muy diferentes de los activados o

acumulados en la raiz.



La exudacion de la raiz de la planta representa varios mecanismos de defensa de
tipo quimico presentes en la planta, donde la manifestacion en cada uno de los procesos
involucrados esta representada por los compuestos quimicos, generalmente los
metabolitos especializados, responsables de transportar la informacion que en ese

momento es vital para la supervivencia de la planta.

Es esta propiedad dada de las plantas una alta capacidad de adaptaciéon vy
resistencia a las méas diversas condiciones, no sélo de tipo fisico, sino también de las
generadas por agentes bidticos. En términos generales, los mecanismos de interaccion de
las plantas con su entorno se aplican para lograr su supervivencia como objetivo

fundamental.

7.2Niveles de metilacion global de DNA (CpG)

En la Figura 1Figura 26 se muestra los resultados obtenidos para la prueba de
metilacién, en la cual se observan cambios significativos Unicamente para el tratamiento
que corresponde a la aplicacion del oligosacarido XH. Esto pudiera deberse a que la
metilacion del ADN es esencial para el desarrollo normal y se asocia con una serie de
procesos clave, incluyendo la impronta gendmica, la inactivacion del cromosoma X, la
represion de elementos repetitivos, el envejecimiento, las plantas a las cuales se les aplico
el oligosacérido se mostraban mas jovenes que el control esto se muestra en la Figura 27
y no presentaban tantas semillas por lo que pudiera ser que el envejecimiento se detuviera
y por eso cambio el porcentaje de metilacion. Ademas se ha reportado que el rango de
citosina en la metilacion del ADN es notablemente diferente entre las especies: 14% de
las citosinas estan metiladas en Arabidopsis thaliana, 4% en Mus musculus, 2.3% en
Escherichia coli, 0.03% en Drosophila, y practicamente ninguno (< 0.0002%) en

especies de levadura (Capuano, et al., 2014).
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Esto muestra que la induccion de plantas con FMM puede inducir también cambio
en el porcentaje de metilacion.

% de Metilacion en mostaza

% 5-mC

**** P<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01,*p<0.05 de acuerdo al a prueba de Dunnett
Figura 26. Porcentaje de metilacion en plantas de mostaza blanca inducidas con diferentes FMM.

Figura 27. Diferencias de tamafio, vegetacion y produccion de flor y semilla entre Tratamiento 8 imagen
izquierda y tratamiento 9 imagen derecha.
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7.3Pruebas de biofumigacion

En cuanto a los resultados obtenidos para las pruebas de biofumigacion utilizando
mostaza en suelo infestado con Fusarium oxysporum, se muestran en el cuadro 6, los
valores de referencia donde se muestra el grado de infestacion del suelo se muestran en el
cuadro 7, los resultados obtenidos y los cuales fueron analizados mediante una prueba de
Dunnet con un 95% de confianza en donde se compararon los tratamientos con el control,
y se muestran diferencias significativas para todos los tratamientos sin embargo, se
demuestra la eficacia de los tratamientos en donde se utilizd la mostaza mezclada con

estiércol fresco.

Esto se debe a que muchos microorganismos quitinoliticos son efectivos en la
destruccion de huevos de nematodos y micelios de algunos hongos fitopatogenos. Estos
tratamientos pueden contribuir al control de enfermedades de origen edafico
particularmente cuando se combinan con otras alternativas, por ejemplo, se ha estudiado
la adicion al suelo de enmiendas complementadas con solarizacion y ofrece un potencial
considerable de incremento de la eficacia de las enmiendas contra los patdégenos con

reduccién de las cantidades necesarias de materia organica por hectarea (Oka, 2010).

Se ha encontrado en cereales que con residuos de Brassica napus y B.juncea se
controlan los hongos del suelo (Herwaarden y Howe, 1991;; Sarwar y Kirkegaard 1998;
Sarwar et al. 1998); la eficacia de la biofumigacion depende de varios factores, pero
fundamentalmente de la brassica empleada, la actividad enzimética de la mirosinasa que
es responsable de la hidrolisis de los glucosinolatos, las pérdidas por volatilizacion, la
absorcion por la arcilla, la pérdida por percolacion y la degradacion microbiana (Haro-
Bailon et al. 2013).

Estos resultados de méxima concentracion coinciden con la época de floracion,
habiendo sido obtenidos por (Martinez-Ballesta et al, 2013). Por lo que en esta etapa se
tienen mayores cantidades de glucosinolatos mejorando asi su eficiencia como

biofumigante.
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Cuadro 6. Resultados de diagnostico para prueba de biofumigacién utilizando plantas de mostaza
**** P<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01,*p<0.05 de acuerdo al a prueba de Dunnett.

Resultados de diagnéstico fitopatoldgico de suelo infectado con Fusarium Oxisporum UFC/gr de suelo

Tratamiento UFClgr Tiempo de Media de temperatura Cantidad de glucosinolatos

totales reaccion en alcanzada en el proceso totales aplicados por muestra
dias (°C) (mmol kg?)

Control 1600 15 -

Metam sodio 5 40 16 -

Dioxido de cloro 357 40 16 -

Mostaza sin 170" 40 75 99.5

elicitar con

estiércol

Mostaza elicitada 50" 40 80 203.82

con estiércol

Mostaza sin 176.77 40 60 99.5
elicitar
Mostaza elicitada 166.77 40 60 203.82
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La fermentacion de la materia organica provoca una modificacion de la atmosfera
del suelo incrementando el CO2 y disminuyendo el Oz, dando lugar a fenémenos de
anaerobiosis, consiguen de 90-100% de reduccién de patégenos (Oka, 2010) cuando se
emplea brasicas y gramineas, al mismo tiempo que aportan microorganismos exdgenos al
suelo; resultando que es mas eficaz cuando se cubre el suelo con plastico negro que con
transparente y que las brasicas al producir isotiocianatos volatiles son mas eficaces que
los metil-isotiocianatos que se obtienen en la degradacién del metam sodio (Popova &
Morra, 2014).

En los resultados mostrados en el cuadro 6, se observa que el tratamiento en el
cual se utiliz6 la mostaza elicitada solo fue significativa como parte del sistema de
biofumigacion cuando se mezcl6 con estiércol de bovino fresco y no cuando se utilizd

sola.

Cuadro 7. Valores de referencia de cantidad de inoculo y el riesgo de dafio ocasionado (INIFAP,

2016)

Cantidad de inoculo y riesgo de dafio

UFC Riesgo
200< Bajo
201-500 Medio
501> Alto

Como se puede observar en los in6culos de referencia de UFC presentes en la
tierra son extremadamente altos, sin embargo se logra reducir hasta limites bajos en los
cuales la infestacion puede ser controlada con bacterias y hongos benéficos, esto conlleva
a un ahorro en desinfectante de suelos y a inoculadores, con esto el manejo se puede

hacer de manera organica.
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VIII.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados anteriores se puede concluir que la aplicacion de
Factores modificadores del metabolismo puede inducir significativamente la generacién
de glucosinolatos en mostaza blanca. Se mostraron diferencias significativas, llegando a
incrementar hasta en un 100 % de concentracion de estos metabolitos especializados con

respecto al control.

El tratamiento que mostro mejores resultados fue el 6 que correspondié a la
aplicacion de Quitosan 100 mg/ml en el cual muestra un incremento del 126% con
respecto del control en hoja con una media de 232.1 mmol Kg™. Para la parte de las flores
presento un incremento del 202% con respecto al control con una concentracion media de
224.9 mmol Kg™.

De acuerdo a lo obtenido la aplicacion de Quitosano aumento en la parte de la
semilla se obtuvo un incremento del 222% con una concentracion media de 213.5 mmol
Kg!. Sin embargo, para el caso de la raiz en todos los tratamientos se presentan
diferencias significativas, a excepcion del tratamiento 6 pero, pero en los tratamientos se
presentd un decremento de la concentracion de glucosinolatos. Debido a esto se
recomienda el uso de Quitosan para incrementar el contenido de glucosinolatos y poder

aplicarlo como biofumigante.

Para el porcentaje de metilacion global de ADN, el Unico tratamiento en el que se
presentd diferencia significativa fue en el tratamiento 8 en el cual se muestra un
porcentaje de metilacion medio 3.5% esto debido a que el oligosacarido detiene el

envejecimiento y por ende se detiene el proceso de metilacion.

Los resultados obtenidos en las pruebas de biofumigacién, mostraron que la
mostaza elicitada combinada con estiércol fresco, puede ser una alternativa sustentable
para controlar patogenos en el suelo. Mostrando que este tratamiento puede tener

resultados favorables y reducir el inoculo de patégenos como el Fusairum oxysporum de
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UFC en las cuales las plantas no pueden sobrevivir a formar un ambiente propicio para
ello pasando de 1600 UFC promedio a una media de 50 UFC.

Con estos resultados, podemos sugerir que la aplicaciobn de Factores
modificadores del metabolismo de las plantas de manera foliar aumenta la cantidad de
glucosinolatos en las partes aéreas de la mostaza blanca, lo que sugiere que el material
aéreo puede ser utilizado como biofumigante y tener resultados similares a los obtenidos
con productos quimicos por lo que es una manera natural y sustentable de proteger los
cultivos, esto también puede ser utilizado para preparar un extracto a base de Mostaza y
ser utilizado como repelente de insectos o0 algunas otras aplicaciones en la alimentacion

tanto humana como animal.
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