UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MEXICO

es‘P““)S UIDOS EXIC4~°
= N, ~ LS

e& (:\, AD Aur A
P 22 2% AR
: ~

FACULTAD DE CIENCIAS

“Efecto de laradiacion UV-B sobre plantas de Solanum
tuberosum L. (papa) infectadas con Candidatus Liberibacter”

Tesis

Que para obtener el titulo de Licenciado en Biologia

Presenta

LUCERO ADRIANA BERNAL ELIZALDE

Directora
Dra. Martha Elena Mora Herrera
Codirector

Dr. Jorge Alberto Lugo de la Fuente

TOLUCA MEXICO ABRIL 2016



INDICE
RESUMEN

1 INTRODUCCION
2 ANTECEDENTES

2.1 Origen e importancia del cultivo de la papa
2.2 Problemas del cultivo de la papa
2.3 Factores biédticos
2.3.1 La Punta Morada de la Papa
2.3.2 Candidatus Liberibacter
2.4 Factores Abidticos
2.4.1 Radiacién Ultravioleta
2.4.1.1 Efectos de la radiaciéon UV-B en las plantas
2.5 Estrés oxidativo
2.6 Antioxidantes enziméaticos
2.6.1 Catalasas
2.6.1.1 Respuesta de la CAT ante la radiacion UV-B
2.6.2 Peroxidasas
2.6.2.1 Respuesta de la POX ante radiaciéon UV-B

3 JUSTIFICACION

4 OBJETIVOS

5 HIPOTESIS

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biol6gico
6.2 Condiciones de cultivo y medio de cultivo
6.3 Siembra de microplantas completas en almacigos
6.4 Tratamiento con radiacion UV-B
6.5 Evaluacion del efecto de la radiacion UV-B en plantas infectadas
con C. Liberibacter.
6.6 Modelo biologico del efecto de la radiacion UV-B en plantas
infectadas con C. Liberibacter
6.7 Técnicas empleadas
6.7.1 Extraccion de proteina
6.7.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica de la CAT
6.7.3 Cuantificacién de la actividad enzimatica de la POX

Pag.

w

e e ol
M rE RN RON~NO OO AW

16

17

17

18

18
18
18
19
19

20

22
22
22
22



6.8 Analisis Estadistico

7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto de la radiacion UV-B en plantas de papa infectadas con
Candidatus Liberibacter
7.1.1 Efecto de la radiacion UV-B en la supervivencia de plantas de
papa infectadas con Candidatus Liberibacter.
7.2 Efecto de la radiacion ultravioleta B en el crecimiento en plantas
de papa infectadas con Candidatus Liberibacter.
7.2.1 Efecto de la radiacion UV-B en la ganancia de peso de plantas
infectadas con Candidatus Liberibacter
7.2.2 Efecto de la radiacion UV-B en la longitud del tallo en plantas
infectadas con Candidatus Liberibacter.
7.3 Efectos de la radiacion ultravioleta B en la morfologia de hojas y
raiz de plantas de papa infectadas con Candidatus Liberibacter.
7.3.1 Efecto de la radiacion UV-B en la raiz de plantas infectadas
con Candidatus Liberibacter.
7.3.2 Efecto de la radiacion UV-B en las hojas de plantas de papa
infectadas con Candidatus Liberibacter
7.4 Efecto de la radiacion UV-B en las respuestas oxidativas.
7.4.1 Efecto de la radiacion UV-B en la actividad enzimética de la
CAT en plantas infectadas con Candidatus Liberibacter.
7.4.2 Efecto de la radiacion UV-B en la actividad enzimética de la
POX en plantas infectadas con Candidatus Liberibacter.

8 CONCLUSIONES
9 RECOMENDACIONES
10 LITERATURA CITADA

11 ANEXOS

23

24

24

24

27

27

30

34

34

36

38
38

40

43

43

44

54



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS Pag.

Tabla 1. Tratamientos de radiacion UV-B a los que fueron expuestas 20

plantas de papa negativas y positivas a Candidatus Liberibacter.
Figura 1. Planta de Solanum tuberosum L (papa). 4

Figura 2. Sintomas de punta morada en plantas de papa. (a) brotacion 6
en forma de hilo, (b) brotacién normal, (c) pardeamiento en la parte

interna del tubérculo y (d) papa sana.

Figura 3. Efectos de la radiacion UV-B en plantas a nivel molecular, 9
bioquimico vy fisiolégico (tomado y modificado de Frohnmeyer y Staiger,
2003).

Figura 4 Diagrama de flujo de las evaluaciones de supervivencia de 21
microplantas de papa a radiacion UV-B.

Figura 5. Supervivencia de plantas de S. tuberosum negativas y positivas 25
a Candidatus Liberibacter, después de ser expuestas a diferentes
tratamientos de radiacion UV-B. A. 4 horas por 8 dias, B 4 horas por 15

dias, C 6 horas por 8 dias, D 6 horas por 15 dias, E 7 horas por 8 dias y

F 5 horas por 15 dias. Los resultados son el promedio de 36 plantas (*)
diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).

Figura 6. Efecto de la radiacién UV-B sobre la humedad del suelo (A) 26

suelo con plantas sometidas a radiacion y (B) suelo con plantas testigo.

Figura 7. Ganancia de peso fresco de plantas de S. tuberosum negativas 29
y positivas a Candidatus Liberibacter, después de ser expuestas a
diferentes tratamientos de radiacion UV-B. A. 4horas por 8 dias, B 4

horas por 15 dias, C 6 horas por 8 dias, D 6 horas por 15 dias, E 7 horas



por 8 dias y F 5 horas por 15 dias .Los resultados son el promedio de 36

plantas (*) diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).

Figura 8. Longitud de tallo de plantas de papa (Solanum tuberosum) de

28 dias (a) positivas y (b) negativas a Candidatus Liberibacter.

Figura 9. Longitud del tallo en plantas de S. tuberosum negativas y
positivas a Candidatus Liberibacter, después de ser expuestas a
diferentes tratamientos de radiacion UV-B. A 4horas por 8 dias, B 4 horas
por 15 dias, C 6 horas por 8 dias, D 6 horas por 15 dias, E 7 horas por 8
diasy F 5 horas por 15 dias. Los resultados son el promedio de 36 plantas

por tratamiento (*) diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).

Figura 10. Raiz de plantas de papa (Solanum tuberosum) de 28 dias, a)

negativas y b) positivas con Candidatus Liberibacter.

Figura 11. Raiz de plantas después de tratamiento con radiacion UV-B.
Plantas positivas a C. Liberibacter expuestas a UV-B (a) y su control (b),

plantas negativas expuestas a UV-B (c) y su control (d).

Figura 12. Tamafo de hoja de plantas de papa (Solanum tuberosum)

negativas (a) y positivas a C. Liberibacter (b) de 28 dias.

Figura 13. Actividad enzimatica de la CAT en plantas de papa Solanum
tuberosum negativas y positivas a la bacteria Candidatus Liberibacter.
Etapa A, plantas de 28 dias. Etapa B, plantas después de ser sometidas
a radiacion UV-B por 4 horas durante 15 dias. Los resultados son el

promedio de 36 plantas. (*) diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).

Figura 14. Actividad enzimatica de la POX en plantas de papa Solanum
tuberosum negativas y positivas a Candidatus Liberibacter. Etapa A,

plantas de 28 dias. Etapa B, plantas después de ser sometidas a

30

32

34

35

36

40

41



radiacion UV-B por 4 horas durante 15 dias. Los resultados son el

promedio de 36 plantas. (*) diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).



RESUMEN

La capa estratosférica de ozono protege la vida en el planeta al absorber la
luz ultravioleta B (UV-B). A patrtir del descubrimiento del hoyo en la capa de ozono,
los niveles de radiacion UV-B que llegan a la superficie del planeta se han
incrementado; por lo que el interés de conocer sus efectos en los seres vivos y sobre
todo en los cultivos de interés econdmico ha aumentado, ya que se ha documentado
gue puede reducir el crecimiento y la actividad fotosintética, ademas dafia el ADN e
incrementa el estrés oxidativo. No obstante, la respuesta de las plantas a este tipo
de radiacion puede variar entre y dentro de las especies.

El cultivo de la papa ocupa el sexto lugar en importancia alimenticia en
nuestro pais. Sin embargo, su productividad se ha visto gravemente afectada en los
ultimos afios por el sindrome de la punta morada de la papa (PMP), el cual es
producido entre otros factores por la bacteria Candidatus Liberibacter, ocasionando
grandes pérdidas para los productores de hasta un 95%. Por lo que el objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de la radiacion UV-B sobre plantas de Solanum

tuberosum L. (papa) infectadas con Candidatus Liberibacter.

Se utilizaron plantas de papa cultivadas in vitro negativas y positivas a la
bacteria Candidatus Liberibacter. Primero se establecié un modelo biolégico para
determinar el efecto de la luz ultravioleta B en diferentes horas y dias de exposicion
sobre las plantas. Se evaluoé la supervivencia y el crecimiento (ganancia de peso y
longitud). El tratamiento 4 horas y 15 dias de exposicion a UV-B mostro efectos
sobre el crecimiento de las plantas positivas a C. Liberibacter, por lo que fue
seleccionado como modelo bioldgico para evaluar la actividad enzimatica de las

enzimas catalasa (CAT) y peroxidasas (POX).

De manera general la radiacion UV-B disminuyé la supervivencia en las
plantas positivas con respecto a las negativas. En cuanto a la ganancia de peso y
longitud de tallo, esta disminuyo tanto en plantas negativas como positivas a C.
Liberibacter. Asi mismo la actividad enzimatica de la POX incremento
significativamente en plantas positivas con respecto a las plantas negativas y a las

plantas positivas sin radiacion. En relacion a la actividad enziméatica de la CAT, esta



incrementd significativamente en las plantas positivas con respecto a las no

radiadas.



1 INTRODUCCION

La radiacion solar es uno de los principales factores ambientales que afectan la
vida en nuestro planeta; controla el funcionamiento de los ecosistemas terrestres y
acuaticos mediante la regulacion de procesos fotobiol6gicos asi como por medio de
su accioén sobre otros factores ambientales como la temperatura o humedad y ciclos
naturales que finalmente inciden en la distribucion y desarrollo de los organismos
(Carrasco-Rios, 2009).

La radiacion ultravioleta (UV) representa apenas un 8-9 % del total de la energia
solar (Fronnmeyer y Staiger, 2003), esta se divide en tres tipos: radiacion UV-A
(320-400nm), UV-B (280-320nm) y UV-C (200-280 nm) (Prado et al., 2012). La capa
estratosférica de ozono protege la vida en la Tierra al absorber la luz ultravioleta, la
cual puede dafar el ADN de plantas y animales incluyendo a los seres humanos
(Reboredo y Lidon, 2012). Sin embargo, el agotamiento continuo de la capa de
ozono debido, entre otros factores, a compuestos como los clorofluorocarbonos
(CFC), metano y 6xido nitrico, ha conducido a un incremento de la radiacion UV-B

gue alcanza la superficie del planeta (Carrasco-Rios, 2009; Singh et al., 2011).

Altas intensidades de radiacion y cambios en la composicion espectral pueden
afectar importantes procesos en los organismos, en particular en los vegetales. El
exceso de radiacion ultravioleta B actia como un factor de estrés en las plantas,
alterando sus funciones fisiologicas, reduciendo la altura, el area foliar o
incrementando su grosor (Carrasco-Rios, 2009). Diferentes estudios muestran que
el aumento de radiacion UV-B promueve la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO), generando la activacion de mecanismos de defensa en las plantas
similares a los desarrollados ante el ataque de patégenos (Hidema y Kumagai,

2006; Vysniauskiené y Ranceliené, 2014).

Los niveles actuales de radiaciéon UV-B gue alcanzan la superficie del planeta en
regiones cercanas al Ecuador durante la temporada de cultivo oscilan entre 2y 12

kJm? (Rybus-Zajac y Kubi§, 2010). Estos cambios pueden tener serias



consecuencias en la productividad y calidad de los principales cultivos a nivel local

y global.

La papa se cultiva en casi todo el mundo, en México ocupa el sexto lugar en
importancia alimenticia. Actualmente su produccidon se encuentra seriamente
afectada por el sindrome de la punta morada de la papa (PMP), el cual es producido
entre otros factores por la bacteria Candidatus Liberibacter (SAGARPA INIFAP, 1997).
El proposito de esta investigacion fue conocer el efecto de la radiacion UV-B en
plantas de papa infectadas con C. Liberibacter para establecer un modelo biolégico

y estudiar las respuestas de la actividad de enzimas antioxidantes.



2 ANTECEDENTES

2.1 Origen e importancia del cultivo de la papa.

La papa (Solanum tuberosum L.) pertenece a la familia Solanaceae, su centro
de origen esta ubicado en Sudamérica a 4000 metros de altitud. Tiene una amplia
distribucion, crece desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de Chile (Espinoza,
1998). Es una planta herbacea dicotiledénea. El tallo es grueso, fuerte y anguloso,
al principio es erguido y con el tiempo se extiende hacia el suelo. Puede alcanzar
una altura entre 0.5 y 1 m, esto depende de la variedad. Presenta un color verde
pardo debido a los pigmentos antocianinicos asociados a la clorofila (Alonso, 2002).
La raiz es fibrosa, no existe una raiz principal, posee muchas raices adventicias
ramificadas, finas y largas. Su mayor crecimiento lo desarrolla en los primeros 0.20
m de profundidad, extendiéndose lateralmente de 0.30 hasta 0.60 m. Las raices
laterales fibrosas pueden llegar hasta 1.20m de profundidad (Fig. 1). Los tubérculos
comienzan a formarse a partir de los estolones, que son tallos laterales que crecen
dentro del suelo y son emitidos por los tallos principales, cuando la planta comienza
la floracién (en variedades que florecen); generalmente esto ocurre de 35 a 45 dias
después de la siembra (Roman y Hurtado, 2002).

La produccion de papa es una actividad econdmica muy importante a nivel
mundial. Es el cuarto cultivo basico, después del maiz, trigo y arroz y produce mayor
cantidad de materia seca y proteinas por hectarea que los cultivos de cereales
principales (Fernie y Willmitzer, 2001). La papa contiene proteina de alta calidad
ademas de que cuenta con todos los aminoacidos esenciales y vitamina C. A nivel
industrial es utilizada en la produccién de vodka, whisky, almidén y otras industrias
la emplean como comidas rapidas (papas a la francesa) y chips (hojuelas) (Roman
y Hurtado, 2002).

En México el cultivo de la papa ocupa el sexto lugar en importancia
alimenticia. Por su gran plasticidad, resistencia, alta productividad y caracteristicas
agronomicas se cultiva extensivamente en 19 estados del pais desde Baja California
hasta Chiapas (SAGARPA INIFAP, 1997).
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Figura 1. Planta de Solanum tuberosum L (papa).

2.2 Problemas del cultivo de la papa.

Muchos cultivos de importancia econémica y alimenticia, son atacados por
enfermedades y condiciones ambientales adversas (Scott et al., 1999). El cultivo de
papa no es la excepcion, ya que puede ser afectado por factores biéticos como
plagas, enfermedades o malezas que reducen la vitalidad y capacidad de
produccion de las plantas, o por factores abiéticos como la disponibilidad de agua,
nutrientes, heladas, radiacion, entre otros. Esto genera grandes pérdidas
econOmicas para los productores, el desabasto del producto en el mercado, aunado
a un incremento del valor del mismo y un efecto negativo en la economia de la
poblacién (FAO, 2008).



2.3 Factores Bioticos

El cultivo intensivo de la papa tiende a incrementar la presion de plagas y
enfermedades (FAO, 2008).Una de las grandes limitaciones en su produccion son
los problemas fitosanitarios o enfermedades, que afectan plantas y tubérculos,
generando pérdidas en los rendimientos y en la calidad del producto final. Las
enfermedades mas importantes del cultivo de la papa son: Rofia polvorienta
(Spongospora subterranea), Mancha foliar (Cercospora spp.), Pierna negra (Erwinia
spp.), Marchitez bacteriana (Pseudomonas solanacearum), Tizén tardio
(Phytophthora infestans Mont De Bary), Tizon temprano (Alternaria solani Ellis y
Martin), Sindrome de la Punta Morada de la papa, provocado por fitoplasma y/o
psilidos (Paratrioza cockerelli), Costra negra (Rhizoctonia solani K); y por virus como
el del enrollamiento de la hoja (virus PLRV), virus S de la papa (PVS), mosaico
rugoso (virus PVY), y Mosaico latente X (PVX) (Hooker,1980).

2.3.1 La Punta Morada de la Papa

De las enfermedades mencionadas anteriormente, el sindrome de la punta
morada de la papa (PMP) es uno de los principales problemas que en la actualidad
afectan el cultivo de este tubérculo en México (Rubio-Covarrubias et al., 2006). Se
report0 por primera vez para nuestro pais en 1947, pero sus efectos mas graves se
observaron a partir de la década de los noventas. Las regiones mas afectadas son
el Centro (Estado de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Veracruz), el Noreste
(Coahuila y Nuevo Ledn) y el Bajio (Guanajuato y Michoacan). El problema se ha
incrementado en los Ultimos afios; de acuerdo con Rubio-Covarrubias et al. (2011a),
en el Estado de México todos los municipios en donde se siembra papa estan
afectados por PMP, sobre todo los lugares por debajo de 3200 msnm. Esto
representa una seria amenaza a la produccion nacional de este cultivo, afectandose
el rendimiento de un 30 a 95% y la calidad comercial de la semilla-tubérculo
(Cadena-Hinojosa et al., 2003). Los principales sintomas son: enrollamiento apical,
entrenudos cortos, coloracion purpurea en los foliolos, clorosis, proliferacién de

brotes axilares engrosados en la base, formaciébn de tubérculos aéreos,
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pardeamiento del tubérculo y brotacién nula o en forma de hilo (Fig.2) (Cadena-
Hinojosa, 1993; Lee et al., 2004).

Figura 2. Sintomas de punta morada en plantas de papa. (a) brotacién en forma de
hilo, (b) brotacién normal, (c) pardeamiento en la parte interna del tubérculo y (d)
papa sana.

Con base en los reportes de la literatura, inicialmente se crey6 que el agente
causal de la enfermedad era un fitoplasma transmitido por insectos del orden
Homoéptera (chicharritas). Sin embargo, estudios recientes realizados en los
Estados Unidos (Hansen et al., 2008), en Australia (Liefting et al., 2008) y en México
(Rubio-Covarrubias et al., 2011a) demostraron que el manchado interno de los
tubérculos se observa solo cuando la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum (sinbnimo de psyllaurous) esta presente y que ésta bacteria es
transmitida por el psilido de la papa Bactericera cockerelli Sulc, también conocida

como Paratrioza cockerelli Sulc.
2.3.2 Candidatus Liberibacter

El género Candidatus Liberibacter comprende a-proteobacterias Gram
negativas exclusivas del floema que no se han logrado cultivar in vitro. Se reporté
su presencia por primera vez en Nueva Zelanda en 2008 en plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) y chile (Capsicum annuum) y se le denomino Candidatus

Liberibacter solanacearum (Liefting et al., 2009), siendo esta también, la probable



causante de la enfermedad de la papa conocida como zebra chip y que ocasiona
grandes pérdidas en las cosechas. Esta enfermedad fue reportada por primera vez
en México en 1994 y posteriormente en USA en el 2000 (Secor y Rivera-Varas,
2004).

Estudios sugieren que el psilido Bactericera cockerelli Sulc es el vector que
transmite la enfermedad zebra chip. Los sintomas foliares son similares a lo que
normalmente se asocia con fitoplasmas e incluyen: marchitez, amarillamiento,
enrollamiento de la hoja, quemazon de las hojas, nudos hinchados, proliferacion de
brotes axilares, y tubérculos aéreos. Los tubérculos cortados exhiben una
decoloracion en los radios medulares donde todo el ancho y largo tienen rayas
dispersas. Al freir o cocinar, las rayas son mas visibles (Alvarado et al., 2012).

Ademas de los efectos dafiinos de las enfermedades sobre las plantas, estas
también estan expuestas a factores abidticos que las hacen susceptibles y ponen
en riesgo su desarrollo. En los ultimos afios las variaciones del clima por efecto del
cambio climatico han tenido efectos directos e indirectos en los cultivos. Las
sequias, nevadas, granizo, aumento de temperatura, mayor velocidad del viento, o
una alta radiacion solar, tienen efectos generalmente adversos para el cultivo de la

papa (Gandarillas y Ordufio, 2009).

2.4 Factores Abidticos

Existen factores ambientales adversos que afectan el rendimiento en los
cultivos tales como: temperaturas extremas (Mora-Herrera et al.,, 2005),
disponibilidad de agua y nutrientes, intensidad de luz, contaminacion, pH, velocidad
del viento, erosion, incremento del CO2 atmosférico, metales pesados, salinidad,
pesticidas y radiacion ultravioleta (Scandalios, 2005; Caldwell et al., 1998).Estos

factores afectan casi todas las funciones de las plantas (Hernandez et al., 2001).

2.4.1 Radiacion Ultravioleta

La radiacion ultravioleta (UV) es una forma de energia electromagnética que
proviene de la luz del sol. (Raja et al., 2010). Se divide en tres tipos de bandas con

base en la longitud de onda, la cual se mide en nanémetros (nm); estas son



radiacion UV-A, UV-B y UV-C. Cada una cuenta con diferentes propiedades de
penetracion y dafio potencial, sus efectos biolégicos dependen de su longitud de
onda (Caldwell et al., 2003), entre mas corta sea esta, mayor es la energia de la
radiacion.

La radiacion UV-A (320-400 nm) es poco absorbida por el ozono (O3s), por lo
gue llega en mayor cantidad a la superficie de la Tierra, constituye una importante
sefial fotomorfogénica en las plantas y es la menos dafiina para los organismos
vivos. La UV-C (200-280 nm) es la mas energética y dafina para el ADN. Sin
embargo, por ser la mas absorbida por el oxigeno (O2) y el O3 de la estratosfera
practicamente no llega a la superficie terrestre (Carrasco-Rios, 2009). La radiacion
UV-B (280-320 nm) también es perjudicial, la porcién de esta que alcanza la
superficie del planeta varia ya que depende de diferentes factores tales como el
angulo del sol, la cobertura de las nubes, aerosoles o el ozono estratosférico (Webb,
1997).

La capa de ozono es el principal agente que absorbe la radiacion UV-B de la
atmosfera terrestre. El adelgazamiento de esta capa debido, entre otros factores, a
contaminantes atmosféricos como los clorofluorocarbonos (CFC), metano y 6xido
nitrico, ha conducido a un incremento en la radiacion UV-B que toca la superficie
terrestre (Santos et al., 2004). La destruccion ha sido mas intensa en las latitudes
altas, en particular en la Antartica, donde las concentraciones de ozono han
disminuido entre un 40-50%, respecto a los valores obtenidos en 1980, si se
compara con la zona del Ecuador 3-6%, en donde la radiacion UV es mas intensa
por naturaleza (UNEP, 2002). Desde 1980 el flujo de radiacién UV-B ha aumentado
en la tropésfera en un promedio de 6-14% (Caldwell et al., 1983). Se ha estimado
que por cada 1% de disminucion de la capa de ozono, se incrementa un 2% la
radiacion UV-B (Scotto et al., 1988).

2.4.1.1 Efectos de la radiacién UV-B en las plantas.

Si bien la radiacion UV-B comprende una pequefia region del espectro
electromagnético (0.05%), su accion sobre las plantas y animales es considerable,

debido a que importantes biomoléculas como proteinas y acidos nucleicos la
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absorben intensamente (Fig.3). Numerosos son los efectos atribuibles a esta
radiacion, la cual siempre ha estado presente en el ambiente, por lo que las plantas
han tenido que adaptarse a su presencia y desarrollar mecanismos capaces de
disminuir sus efectos adversos (Carrasco-Rios, 2009). Este tipo de radiacion
ademas es una sefial ambiental clave que inicia diversas respuestas en las plantas
que afectan el metabolismo, el desarrollo y la viabilidad. Muchos de sus efectos
implican la regulacion diferencial de genes de expresion y biosintesis de flavonoides
y otros compuestos fendlicos que absorben UV-B. La respuesta de las plantas,
depende de la naturaleza de la radiacion, el tipo de tratamiento, la aclimatacion a

los mismos asi como la interaccion con otros factores ambientales (Jenkins, 2009).

Efectos de la radiacion UV-B en plantas a nivel molecular, bioquimico y

fisiologico.
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Figura 3. Efectos de la radiacion UV-B en plantas a nivel molecular, bioquimico y

fisiolégico (tomado con modificaciones de Frohnmeyer y Staiger, 2003).



Desde el descubrimiento del denominado agujero de ozono en la Antartida,
el interés por estudiar los principales efectos de la radiacion UV-B sobre los
vegetales ha aumentado considerablemente. Estos efectos se pueden clasificar en
morfologicos, metabdlicos y moleculares (Fig.3) (Carrasco-Rios, 2009).

Su impacto en el crecimiento, desarrollo, acumulacién de biomasa,
rendimiento y metabolismo de las plantas ha sido estudiado en los dltimos afios. La
medicion de algunos parametros fisiolégicos como el nivel de compuestos que
absorben UV-B y el contenido de clorofila, han demostrado ser indicadores utiles de
la sensibilidad y tolerancia a esta radiacion. Los estudios han revelado una
considerable variacion en la sensibilidad a esta radiacién dentro y entre las especies
(Santos et al., 2004).Se ha encontrado que la penetracion de esta radiacion es
mayor en las plantas dicotiledéneas herbaceas. La penetracion también cambia con
la edad de la hoja; las hojas jovenes son mas sensibles a radiacion que las maduras
(Caldwell et al., 1998).

Debido a que la cantidad de radiacién ultravioleta que alcanza la superficie
de la tierra varia ampliamente alrededor del planeta y a través del tiempo, los
ecosistemas acuaticos y terrestres podrian verse potencialmente afectados por el
incremento en la radiacion UV-B con consecuencias que van desde la disminucion
en la produccién de biomasa, cambios morfolégicos y metabdlicos, dafios
genéticos, hasta el cambio en la composicion y diversidad de las especies ( Fig. 3),
aungque debemos reconocer que algunas especies son mas vulnerables que otras
(Reboredo y Lidon, 2012).

De los efectos de la radiacion UV-B en las plantas (Fig.3), probablemente el
mas importante es el relacionado con los dafios genéticos que se presentan en
moléculas como el ADN, ARN y proteinas que la absorben a los 280-315 nm. Sin
embargo, en la naturaleza, las plantas y otros organismos rara vez se ven afectados
por un solo factor de estrés; por el contrario, normalmente se enfrentan a la
interaccidbn de multiples factores como estrés hidrico, incremento de COg,
enfermedades, disponibilidad de nutrientes, temperatura entre otros (Caldwell et al.,
1998). Esto indica que la efectividad de la radiacion UV-B puede verse incrementada

o disminuida por la interaccion de dichos factores (Reboredo y Lidon, 2012). Mas
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aun, la interaccion de factores ambientales bioticos y abidticos con la radiacion UV-
B, puede producir tolerancia cruzada (tolerancia a un factor de estrés inducido por
otro factor), asi como la resistencia a otro u otros factores de estrés subsecuentes
debido al establecimiento de un nivel de proteccién (Kalbin et al., 2001). De ahi que
esclarecer los mecanismos que regulan las respuestas de las plantas a la radiacion
UV-B es muy importante para comprender sus efectos a nivel de organismo y
comunidad, asi como en las interacciones ecoldgicas que puedan ocurrir, como por
ejemplo entre planta y hospedero. De acuerdo con Paul (2000), la incidencia de
enfermedades en plantas puede incrementarse o reducirse por la radiacion UV.

La sobreexposicion a la radiacibn UV-B podria reducir la productividad y
calidad de las principales especies de cultivos para los humanos con serias
consecuencias econémicas y demograficas. Diferentes especies y sus variedades
han sido estudiadas para valorar los efectos de la UV-B, como por ejemplo maiz (de
Brito et al., 2011), centeno (Mazza et al., 1999), avena (Agrawal y Rathore, 2007) y
soya (Chimphango et al., 2007). En el caso de su efecto en organismos individuales,
hay varias vias potenciales de accién en los procesos de dafio y regulaciéon que
afectan el desarrollo del organismo, como en el caso del crecimiento y reproduccién
(Caldwell et al., 1998).

Todos estos factores bidticos y abidticos a los que estan expuestas las

plantas originan estrés oxidativo a través de la produccion y acumulacion de

especies reactivas de oxigeno (ERO) (Scandalios, 2005).

2.5 Estrés Oxidativo.

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de
ERO y la capacidad de un sistema biolégico de decodificar los reactivos intermedios
o reparar el dafio resultante. Las principales ERO que se producen son: oxigeno en
estado singulete (O2), superéxido (O7), radicales hidroxilo (OH) y perdxido de
hidrégeno (H202) (Scandalios, 2005). Las ERO como el radical superoxido (O2), el
peroxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH) son producidos durante
procesos celulares aerdbicos normales de la célula, como en la cadena de

transporte electrénico en cloroplasto y mitocondria (Arora et al., 2002).
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Las ERO inhiben la funcién enzimatica, dafian proteinas, acidos nucleicos y
lipidos de la célula. Cuando las plantas estan expuestas a condiciones ambientales
adversas, el dafio oxidativo ocurre porque el balance entre la produccion de ERO y
su desintoxicacion por el sistema antioxidante es alterado (Foyer y Noctor, 2005;
Scandalios, 2005).

Varios estudios han mostrado que la radiacion UV-B, causa un incremento
celular en el nivel de las especies reactivas de oxigeno (ERO), generando estrés y
dafio oxidativo (Santos et al., 2004; Carrasco-Rios, 2009; Rybus-Zajgc y Kubis,
2010).

La sensibilidad de las plantas a la radiacion varia entre las especies y es
influenciada por factores ambientales como régimen de agua, radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) y nutrientes (Murali y Teramura, 1986; Balakumar
et al., 1993; Singh et al., 2011).

Se han investigado las diferencias en la sensibilidad a la radiacion UV-B en
cultivos de arroz (Oryza sativa L.) (Kumagai et al., 2001; Wu et al., 2011), trigo
(Triticum aestivum L.) (Pinto et al., 2000), papa (Solanum tuberosum L.) y pepino
(Cucumis sativus L.) (VySniauskiené y Ranceliené, 2014). Sin embargo, no existe
mucha informacién sobre la sensibilidad del cultivo de papa a la radiacion UV-B y
menos cuando esté en asociacion con algun patdgeno.

El estrés que induce oxidacion en la célula, genera ademas, un incremento
en la sintesis de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para contrarrestar los
efectos de dicha oxidacion. Los antioxidantes no enziméticos mas importantes son:
acido ascorbico (AA, vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutation y B-carotenos y
fenoles. Los principales antioxidantes enzimaticos son: peroxidasas (POX), catalasa

(CAT), superoxido dismutasa (SOD) y glutatién S-transferasa (Scandalios, 2005).

2.6 Antioxidantes enzimaticos

Las enzimas antioxidantes constituyen un grupo de enzimas anti estrés que
intervienen en la eliminacion de las ERO (Asada, 1992). La CAT, POX y SOD se

han evaluado de manera recurrente, en estudios realizados para conocer el efecto
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de la luz UV-B en la actividad enzimatica de las plantas (Santos et al., 2004; Xu et
al., 2008; Rybus-Zajac y Kubis, 2010; VySniauskiené y Ranceliené, 2014).

2.6.1 Catalasas

Las catalasas (CAT) se localizan principalmente, aunque no exclusivamente,
en peroxisomas, donde hay alta produccion de H202, es una de las enzimas
cataliticas mas activas de la naturaleza ya que descompone el H202 a una tasa muy
rapida. Es una enzima tetramérica con un grupo hemo comun en todos los
organismos aerobicos; contiene hierro en su estructura y cataliza la dismutacion del
H202 en agua y oxigeno molecular. Por su amplia distribucion, conservacion en la
evolucion de los organismos y su rapida capacidad para degradar al H202, se cree
que la CAT desempafia una funcion importante de regulacion entre los organismos
y su ambiente (Scandalios, 2005; Willekens et al., 1995).

La CAT es la unica enzima que degrada al H202 sin reducir a ningun otro
compuesto, por lo que provee a la célula de un eficiente mecanismo para remover
al H202 cuando este es producido en altas concentraciones (Foyer y Noctor, 2005;
Scandalios, 2005). Dependiendo de la concentracién de H202, la CAT puede tener
una funciéon dual. A concentraciones bajas (< 1uM) de H20: , la CAT actla
peroxidativamente. A altas concentraciones de sustrato, la CAT descompone al
H202 rapidamente por medio de una reaccion catalitica en la cual el H202 actua
como aceptor y donador de moléculas de hidrégeno. De este manera la CAT no es
facilmente saturable con el sustrato, por ello la actividad enzimatica se incrementa
linealmente sobre un amplio rango de concentracion de H202, asi mantiene
controlada la concentracion de H202 intracelular (Scandalios, 2005).

La CAT es regulada de acuerdo al ciclo circadiano, el cual tiene correlacion
con la fotorrespiracion, lo que hace aun mas importante a esta enzima en el control
del estrés oxidativo ocasionado por el exceso de energia (McClung, 1997). La
participacion de la CAT en la fotorrespiracion sugiere que la actividad de esta
enzima es un factor determinante para la proteccion de las células fotosintéticas en

contra del estrés oxidativo (Willekens et al., 1995).
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2.6.1.1Respuesta de la CAT ante la radiacion UV-B

Diferentes estudios han demostrado que la produccion de ERO se
incrementa en las plantas al ser expuestas a una elevada radiacion UV-B,
activAndose el sistema de defensa antioxidativo para contrarrestar el dafio
fisiologico. Debido a su gran capacidad para degradar al H202, la CAT es una
enzima cuya actividad se ha evaluado en estudios sobre radiacién, encontrandose
que la radiacion UV-B genera un incremento en su actividad como por ejemplo en
el cultivo de Solanum tuberosum L. (papa) (Santos et al., 2004; VySniauskiené y
Ranceliené, 2014), Glycine max L. (soya) (Xu Ch et al., 2008), (Lycopersicon
esculentum) (Balakumar et al., 1997), asi como en los en cotiledones de Cucumis
sativus L. (pepino) (Rybus-Zajagc y Kubis, 2010). No obstante, también se ha visto
qgue su actividad disminuye ante este estrés como en el caso de semillas de
Indigofera tinctoria L., en donde aumento la actividad de las POX, SOD, pero no de
la CAT (Ravindran et al., 2010). De acuerdo con Sharma et al. (2012), los diferentes
factores de estrés ambiental, pueden causar el aumento o la disminucién de la

actividad de la CAT, dependiendo de la intensidad, duracion y tipo de estrés.
2.6.2 Peroxidasas

En las plantas, las peroxidasas se encuentran principalmente en: citoplasma,
pared celular, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, cloroplastos y vacuolas. Su
distribucién esta asociada a diferentes funciones fisiol6gicas (Sgherri et al., 2001)
tales como: abscision de flor y hojas, senescencia, dominancia apical, dormancia,
desarrollo de frutos, germinacion y desarrollo, respuestas de resistencia a
patdgenos y tolerancia al frio (Mehlhorn et al., 1996).

Las peroxidasas convierten el H202 en H20 con ayuda de un sustrato
especifico el cual se utliza para clasificarlas. Las principales peroxidasas
dependiendo del sustrato que utilizan como donador de electrones son: la glutation
peroxidasa (GPX), ascorbato peroxidasa (APX) y la guaiacol peroxidasa (POX)
(Mehlhorn et al., 1996).
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La guaiacol peroxidasa (POX) forma una gran familia de peroxidasas que
tienen poca especificidad de sustrato; son conocidas por funcionar en diferentes
reacciones peroxidativas en la célula, remueven al H202 y se encuentran en

vacuolas, apoplasto, citosol y pared celular (Asada, 1992; Shigeoka et al., 2002).
2.6.2.1 Respuesta de la POX ante radiacion UV-B.

En algunos estudios realizados sobre el efecto de la radiacion UV-B en
diferentes plantas se ha reportado el incremento de la actividad de las peroxidasas
en cebada (Mazza et al., 1999),cotiledones de girasol (Yanarelli et al., 2006), cultivo
de pepino (Kataria et al., 2007), cotiledones de pepino (Rybus-Zajgc y Kubis, 2010),
trigo y frijol (Agrawal y Ratore, 2007), espinaca (Lei et al., 2008), papa (Santos et al;
2004) y cacahuate (Tang et al., 2010). No obstante, en ocasiones se ha encontrado
que la actividad de esta enzima disminuye cuando la dosis de radiacion UV-B es
muy alta, como por ejemplo en Arabidopsis thaliana (Rao et al., 1996).
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3 JUSTIFICACION

La capa de ozono estratosférica, es el principal agente que absorbe la radiacion
ultravioleta en la atmaosfera terrestre, el adelgazamiento de esta capa ha conducido
a un incremento de la radiacion solar ultravioleta-B (UV-B) que alcanza la superficie
del planeta. El impacto del incremento de esta radiacion en el crecimiento,
desarrollo, acumulacién de biomasa, rendimiento y metabolismo de las plantas ha
sido estudiado por varios grupos de investigadores (Tevini, 1999). Los estudios han
revelado una considerable variacion en la sensibilidad de las plantas a la UV-B entre
las diferentes especies analizadas (Santos et al., 2004), mostrando que algunas
especies son tolerantes y otras sensibles a esta radiacion. Varios de estos estudios
han demostrado que la UV-B genera estrés oxidativo por lo que se incrementan los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Mazza et al., 1999).

A pesar de que la radiacién UV-B desempefia un papel importante en las plantas
por regular la activacion de ciertos genes, el incremento de esta radiacion puede
llegar a afectar a las plantas y en este caso a los cultivos. Sin embargo, en la
naturaleza las plantas rara vez se ven afectados por un solo factor de estrés; por el
contrario, normalmente se enfrentan a la interaccién de multiples factores (Caldwell
et al., 1998). Esto indica que la efectividad de la radiacion UV-B puede verse
incrementada o disminuida por la interaccion de dichos factores (Reboredo y Lidon,
2012). De ahi que esclarecer los mecanismos que regulan las respuestas de las
plantas a la radiacién UV-B es muy importante para comprender sus efectos a nivel
de organismo y comunidad, asi como en las interacciones ecoldgicas que puedan
ocurrir. El cultivo de papa tiene en México una gran importancia alimenticia y
econémica, (SAGARPA INIFAP, 1997). La produccion puede verse reducida
cuando el cultivo es afectado por plagas, enfermedades o condiciones naturales
adversas como sequia, disponibilidad de nutrientes, radiacion entre otras.
Actualmente en México, la papa es afectada por el sindrome de la punta morada
PMP, sus efectos son muy severos y este estudio pretende evaluar el efecto de la
UV-B, en plantas con C. Liberibacter que se ha reportado genera sintomas de punta

morada (Martinez-Gutiérrez et al., 2012).
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4 OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la radiacién UV-B sobre plantas de Solanum tuberosum L.

(papa) infectadas con Candidatus Liberibacter.

Objetivos particulares.

1. Establecer el modelo biolégico de tolerancia a radiacion UV-B de
microplantas de papa Solanum tuberosum L infectadas con Candidatus
Liberibacter.

2. Estudiar la actividad enzimatica de CAT y POX en respuesta a estrés
ocasionado por radiacion UV-B en microplantas de Solanum tuberosum L.

infectadas con Candidatus Liberibacter.

5 HIPOTESIS

La radiacion ultravioleta (UV-B) incrementa el dafio oxidativo en plantas de

papa infectadas con Candidatus Liberibacter.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biol6gico

Se utilizaron plantas desarrolladas in vitro de Solanum tuberosum L. del clon
avanzado numero 981819 libres de virus, positivas (enfermas) y negativas (sanas)
por PCR a Candidatus Liberibacter (Candidatus Liberibacter solanacearum),
obtenidas del Banco de Germoplasma in vitro del Laboratorio de Fisiologia y
Biotecnologia del Programa Nacional de Papa del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en Metepec, Estado de

México.

6.2 Condiciones de cultivo y medio de cultivo.

Las plantas se propagaron in vitro a partir de esquejes con una yema axilar.
Se colocaron 6 esquejes por frasco. Estos esquejes fueron sub-cultivados cada 28
dias en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) como describe Espinoza et al. (1986),
con lo cual se mantuvo una fuente permanente de material biolégico. EI medio de
cultivo y materiales de siembra (cajas petri, pinzas y bisturi) se esterilizaron en un
autoclave a 15 libras cm de presiéon y 120°C durante 20 minutos.

Los cultivos in vitro se mantuvieron en un cuarto de incubacion con un
fotoperiodo de 16 horas a temperatura de 20 + 1 °C y una radiacién de ca 35 pmol
m? seg?, 400-700 nm (Anexo 1).

6.3 Siembra de microplantas completas en almacigos.

Después de 28 dias, las plantas provenientes de condiciones in vitro se
enjuagaron perfectamente con agua corriente, y se colocaron sobre papel
absorbente para extraer la humedad. Se pesaron, se contabilizé el nUumero de hojas
y se midi6 la longitud del tallo y raiz (Anexo 4). Posteriormente se sembraron en
almacigos (30 mm de ancho y 50 mm de profundidad) usando como substrato “peat
moss” (mezcla Sunschine Canadd) y agrolita en una proporcién 2:1. Se colocaron
12 plantas por charola, con 3 repeticiones por tratamiento (Anexo 2). Las plantas

permanecieron en los almacigos en condiciones de laboratorio por 4 dias para
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aclimatarse (Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y Lopez-Delgado, 2006; Mora-

Herrera, 2007), antes de someterlas a los tratamientos con radiacién UV-B.

6.4 Tratamiento con radiaciéon UV-B

Después de cuatro dias de aclimatacion, las microplantas de papa positivas
y negativas a Candidatus Liberibacter, fueron introducidas a las camaras de
crecimiento (85 cm de largo, 30 cm de ancho y 39.5 am de alto) (Anexo 3) que
fueron cubiertas con papel aluminio. Se utilizaron dos camaras, bajo un ciclo de 16/8
horas luz-oscuridad. Para la iluminacion se utilizaron lamparas FL20AQ de 20 W de
luz fotosintéticamente activa (LFA). La primer cAmara solamente tenia una lampara
de luz normal, aqui se introdujeron las plantas control (VySniauskiené y Ranceliené,
2014). La segunda camara tenia dos lamparas de luz, una de luz normal (LFA) y la
otra de luz ultravioleta B, para lo cual se utilizé una lampara fluorescente de
radiacion UV-B FL20BL de 20 W (Lumiaction) 1.2 kJ/ m. Las lamparas se colocaron
a 12.5 cm colgando desde la parte superior aproximadamente a 15 cm sobre las
plantas. En cada camara se introdujeron dos charolas con 12 plantas cada una; una
con las plantas negativas y otra con las plantas positivas a Candidatus Liberibacter.

Se hicieron tres repeticiones por tratamiento (Tabla 1), con un total de 36 plantas.

6.5 Evaluacién del efecto de la radiacion UV-B en plantas infectadas con C.

Liberibacter.

En este trabajo se probaron diferentes tratamientos (Tabla 1) para evaluar el
efecto del tiempo de radiaciéon ultravioleta B (UV-B) en plantas de Solanum
tuberosum L. sanas e infectadas con la bacteria Candidatus Liberibacter y poder

encontrar un modelo biologico en microplantas de papa.
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Tabla 1. Tratamientos de radiacion UV-B a los que fueron expuestas plantas

de papa negativas y positivas a Candidatus Liberibacter.

Tratamiento horas de exposicion dias de exposicion
A 4 8
B 4 15
C 6 8
D 6 15
E 7 8
F 5 15

Posterior a cada tratamiento, las plantas permanecieron 8 dias en el cuarto
de incubacién. Transcurrido ese tiempo se pesaron, se midi6 la longitud del tallo y
raiz y se contabilizé el nimero de hojas total (frescas y secas) (Anexo 4). Con los
datos obtenidos, se determind la supervivencia (nUmero de plantas vivas después
de cada tratamiento), y crecimiento (ganancia de peso y longitud de tallo) asi como
los efectos en raiz y hoja en los diferentes tratamientos probados. A partir de los
resultados obtenidos se eligié el tratamiento B (4 horas UV-B /15 dias) para

reproducirlo y evaluar la actividad enzimatica (Fig. 4).

6.6 Modelo bioldgico del efecto de la radiacion UV-B en plantas infectadas con C.

Liberibacter.

Una vez que se obtuvo el modelo biolégico (4 horas UV-B /15 dias) a
reproducir, se tomaron muestras de hojas frescas al azar de plantas de 28 dias
negativas y positivas a C. Liberibacter, antes de ser irradiadas y después de salir de
tratamiento para cuantificar la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) y
peroxidasas (POX) (Fig. 4).
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Microplantas de papa de 28 dias cultivadas en medio MS

negativas y positivas a Candidatus Liberibacter.

}

Trasplante a suelo.

Pesar, medir longitud tallo, raiz y contar nUmero de
hojas.
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Leer CAT y POX en muestras que entran y salen de tratamiento

Figura 4 Diagrama de flujo de las evaluaciones de supervivencia de microplantas

de papa a radiaciéon UV-B
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6.7 Técnicas empleadas.
6.7.1 Extraccion de proteina

El tejido de las hojas (0.050 g) se macerd para extraer la proteina total, se
extrajo en una proporcion de 1 g: 4 mL con el amortiguador de fosfato de potasio
(50 mM pH 7.2) conteniendo 5 mM de dithiothreitol (DTT), 1 mM de &cido
etilendiaminotetracético (EDTA) y 2% de polyvinyl pirrolidona (PVP) (Anderson et
al., 1995). El homogenado se centrifug6 a 10 000 x g durante 15 minutos a 4°C. La
fraccion sobrenadante se usé para medir la actividad enzimatica de la CAT y POX

en espectrofotometro.
6.7.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica de la CAT.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de la catalasa (EC 1.11.1.6) por
espectrofotometria se realizé de acuerdo al método descrito por Aebi (1984).
Mezcla de reaccion. La actividad enzimatica de la catalasa se midio en la mezcla de
reaccion con amortiguador de fosfato de potasio y sodio 50 mM pH 7.0, 10 uL del
extracto de proteina (aproximadamente 100 pg de proteina) y 30 mM de H20:2 en
un volumen final de 3 mL. El blanco contenia amortiguador de fosfato de potasio y
sodio 50 mM pH 7.0, 20 pL del extracto de la muestra en un volumen final de 3 mL.
La reaccion se inici6 con la adicion de H202 30 mM (solucion preparada en
amortiguador de reaccién) a 25-28°C. Se midié el consumo de H202 como el
decremento de la absorbancia a 240 nm en intervalos de 30 segundos durante 3
minutos, para obtener la actividad de la catalasa se usé el coeficiente de extincién
para el H202 €= 0.0394 mmol* mm. Cada muestra se leyé por triplicado.

6.7.3 Cuantificaciéon de la actividad enziméatica de la POX.

La cuantificacion de POX se realiz6 de acuerdo con Anderson et al. (1995).
Mezcla de reaccion. La actividad enzimatica de la peroxidasa se midié en la mezcla
de reaccion con amortiguador de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0, 3.33 mM de
guaiacol, 4 mM de H202 y 20 pL de la muestra en un volumen final de 3 mL. La
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reaccion se inicio con la adicion de la muestra a 25-28 °C. El blanco consistio en el
amortiguador de reaccion sin extracto de proteina. La oxidacién del sustrato
(guaiacol) se midio por el incremento en la absorbancia a 470 nm durante 3 minutos
en intervalos de 30 segundos. Para determinar la actividad de la peroxidasa se us6
el coeficiente de extincion del guaiacol €= 2.6 mmol! mm?. Todas las
cuantificaciones enziméticas se midieron en tres muestras de cada tratamiento y
por triplicado cada una en cada repeticion experimental.

Las actividades enziméaticas de la CAT y POX se calcularon con la ecuacion:
nmol/min/mg de proteina= Coeficiente de extincién x (vol del ensayo/ vol de la

muestra en mL) x mg de proteina.
6.8 Andlisis Estadistico

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Las diferencias significativas entre el
control y las plantas expuestas a UV-B fueron analizadas usando la prueba t Student

para la comparacion de medias con un nivel de significancia P < 0.05.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto de la radiacion UV-B en plantas de papa infectadas con Candidatus

Liberibacter.

7.1.1 Efecto de la radiacion UV-B en la supervivencia de plantas de papa

infectadas con Candidatus Liberibacter.

La supervivencia se evalu6 en de cada uno de los tratamientos de radiacion
UV-B (Tabla 1). Los resultados muestran que en las plantas negativas no hubo
diferencia significativa entre las expuestas a radiacion y su control, sin embargo se
observa una tendencia a disminuir en las plantas irradiadas de los tratamientos A,
C y D (Fig. 5). En las plantas positivas la supervivencia disminuyé de manera
significativa en los tratamientos C (25%), E (16%) y F (16%) con respecto a su
control (Fig. 5). En el tratamiento B aumentd 17% y a pesar de que en el Ay D no
hay una diferencia significativa, se observa una tendencia a la disminucion.

La supervivencia en los tratamientos B, D y F de 15 dias fue claramente
menor (60-70%) que la de los tratamientos A, C y E de 8 dias (80-90%). Si se
compara la supervivencia de positivas y negativas bajo UV-B, se observa que
solamente en los tratamientos C y E hay una diferencia significativa, con una menor
supervivencia para las positivas (Fig.5), y por el contrario en el D es mayor; mientras
gue en los otros tratamientos no hay diferencia.

A pesar de que en la literatura no se reporta el porcentaje de supervivencia
en las plantas sometidas a radiacion UV-B, si se menciona de que en ocasiones
cuando una planta es sometida a mas de un estrés, uno de los factores de estrés
puede llegar a enmascarar el efecto del otro (Sullivan y Temura, 1990; Kalbin et al.,
2001), por lo que es posible que en los tratamientos en donde no hay diferencia
significativa entre la supervivencia de positivas y negativas sometidas a UV-B fue
probablemente, porque el sistema de defensa de la planta ya estaba activo por la
infeccion de la bacteria, lo cual contribuy6 a que la radiacién UV-B no afectara la

supervivencia de las positivas con relacion a las negativas.
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Figura 5. Supervivencia de plantas de S. tuberosum negativas y positivas a
Candidatus Liberibacter, después de ser expuestas a diferentes tratamientos de
radiacion UV-B. A. 4 horas por 8 dias, B 4 horas por 15 dias, C 6 horas por 8 dias,
D 6 horas por 15 dias, E 7 horas por 8 dias y F 5 horas por 15 dias. Los resultados

son el promedio de 36 plantas (*) diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).
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Martinez-Gutiérrez et al. (2012), evaluaron el efecto del H202 en plantas de
papa infectadas con fitoplasma y bajo condiciones de sequia, encontrando que las
plantas infectadas y asperjadas con H202, mostraron una mayor resistencia a la
sequia que las plantas sanas; lo que sugiere la presencia de una tolerancia cruzada
entre la respuesta de la planta a un patdgeno y a un estrés abidtico(AbuQamar et
al., 2009). Por otra parte, es posible que las plantas de papa que estuvieron bajo el
efecto de la radiacion UV-B también hallan estado sometidas a cierto nivel de estrés
hidrico, ya que a pesar de que las plantas fueron regadas cada tercer dia, el suelo
de las plantas sometidas a radiacion se observdé mas seco que el de las control,
debido a que estuvieron bajo la luz de dos lamparas, la de luz normal y la de
radiacion UV-B (Fig. 6) ya que como lo menciona Sullivan y Temura (1990), los

efectos de la radiacién UV-B pueden enmascararse cuando la planta esta sometida

a un estrés hidrico.

Figura 6. Efecto de la radiacion UV-B sobre la humedad del suelo (A) suelo con

plantas sometidas a radiacién y (B) suelo con plantas testigo
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7.2 Efecto de la radiacion ultravioleta B en el crecimiento en plantas de papa

infectadas con Candidatus Liberibacter.

7.2.1 Efecto de la radiacion UV-B en la ganancia de peso fresco de plantas

infectadas con Candidatus Liberibacter.

Las plantas negativas expuestas a radiacion UV-B tuvieron una ganancia de
peso fresco significativamente menor en los tratamientos A (27%), C (21%), D (38%)
y E (25%) con respecto a su control (Fig. 7). Por otra parte, en las plantas positivas
la ganancia disminuyé de manera significativa en los tratamientos A (10%), B (11%),
E (36%) y F (41%), en el C se incrementd 12% y en el D fue igual. Si se comparan
los resultados de las plantas negativas y positivas sometidas a radiacion UV-B, se
aprecia que las plantas positivas tuvieron una ganancia de peso menor en los
tratamientos B (11%), C (71%), E (52%) y F (51%) (Fig. 7).

Al duplicar el tiempo de exposicién de 8 a 15 dias en el tratamiento B de 4
horas, la ganancia de peso de las plantas expuestas a luz UV-B disminuyé un 71%
en negativas y 55% en positivas; mientras que en el tratamiento D de 6 horas,
disminuy6 56% en negativas, pero se increment6é 56% en las positivas. Por lo que
se puede concluir que al incrementar el tiempo de la exposicion a UV-B las plantas
positivas crean cierta tolerancia que las hace mas resistentes al factor de estrés.
Por otra parte, en los tratamientos A y E, tanto las plantas negativas como positivas
bajo radiacion tuvieron una disminucion en la ganancia de peso; sin embargo, las
positivas presentaron una pérdida menor (23%) que las negativas (26%) (Fig. 7). Al
igual que en la supervivencia, esto podria atribuirse a que un estrés bidtico puede
influenciar la respuesta de un estrés abibtico (Martinez-Gutiérrez et al., 2012;
AbuQuamar et al., 2009) y por lo tanto enmascarar el efecto del mismo; en este
caso la infeccion por parte de la bacteria Candidatus Liberibacter enmascaré el
efecto de la radiacion UV-B.

En un estudio en campo, Sullivan y Temura (1990), demostraron que la
reduccion en el crecimiento y fotosintesis en soya por efecto de UV-B, se presento
solo en las plantas que estaban bien hidratadas, ya que cuando las plantas

estuvieron bajo un estrés hidrico, no hubo un efecto significativo de la radiacion UV-
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B con respecto a la actividad fotosintética ni en el crecimiento de las plantas. Los
autores concluyeron que el estrés hidrico enmascaro el efecto de la radiacién UV-
B, porque cuando las plantas estdn sometidas a estrés hidrico, tienen una mayor
concentracion de flavonoides que brindan una mayor proteccién a la planta a
radiacion UV-B. Sin embargo, en especies de musgo, la radiacion UV-B inhibi6 el
crecimiento cuando se encontraba bajo estrés hidrico y lo estimulé cuando estaba
bien hidratado (Gehrke, 1998), por lo que las respuestas en las plantas frente a dos
tipos de estrés puede variar.

Estudios previos realizados tanto en papa (Solanum tuberosum), como en
algoddn (Gossypium hirsutum L.), pimiento (Capsicum longum A.DC.), o Acorus
calamus L. han mostrado que una de las consecuencias de la exposicion a
diferentes dosis de radiaciéon UV-B es la supresion del crecimiento y la reduccion en
la produccioén en la biomasa causadas por el estrés oxidativo, lo cual es atribuido a
la disminucién de la actividad fotosintética y es considerado tipico en la mayoria de
las variedades cultivadas (Santos et al., 2004; Singh et al., 2011; VySniauskiené y
Ranceliené, 2014) por lo que en este estudio la disminucién en la ganancia de peso
en las plantas negativas y positivas a Candidatus Liberibacter y sometidas a
radiacion UV-B, pudo darse como una respuesta por parte de la planta ante el estrés

oxidativo ocasionado por este factor abiotico.
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Figura 7. Ganancia de peso fresco de plantas de S. tuberosum negativas y positivas
a Candidatus Liberibacter, después de ser expuestas a diferentes tratamientos de
radiacion UV-B. A. 4horas por 8 dias, B 4 horas por 15 dias, C 6 horas por 8 dias,
D 6 horas por 15 dias, E 7 horas por 8 dias y F 5 horas por 15 dias. Los resultados

son el promedio de 36 plantas (*) diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).
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7.2.2 Efecto de la radiacion UV-B en la longitud del tallo en plantas infectadas con

Candidatus Liberibacter

La longitud inicial del tallo de plantas negativas a los 28 dias fue en promedio
de 4.8 cm, significativamente mayor que las positivas (3.3 cm) con C. Liberibacter.
De igual forma el grosor del tallo es visualmente ligeramente mayor en plantas

negativas que en positivas (Fig.8).

ST, ol A8

Figura 8. Longitud de tallo de plantas de papa (Solanum tuberosum) de 28 dias (a)

positivas y (b) negativas a Candidatus Liberibacter.

La longitud del tallo de plantas negativas expuestas a radiacion UV-B
disminuyé en los tratamientos A (16%), B (19%), D (18%), y F (12%); en los
tratamientos C y E aumentd. En las plantas positivas se registré una disminucion en
los tratamientos A (14%), D (15%) y F (22%); en el C la longitud fue igual y en el B
y E se observa una leve tendencia a disminuir (Fig. 5). De igual forma la longitud de
las plantas positivas fue menor con respecto a todos los tratamientos de las plantas
negativas, destacando los tratamientos C y E en donde la diferencia fue de 56 y
45% respectivamente (Fig. 9).

En muchas especies de plantas se ha reportado una reduccion en el
crecimiento del tallo en estudios realizados tanto en camaras de crecimiento,
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invernadero asi como en campo, cuando las plantas son expuestas a algun nivel de
radiacion ultravioleta B, (Caldwell et al., 1998).

VySniauskiené y Ranceliené (2014), obtuvieron una reduccion del
crecimiento en plantas de papa al ser expuestas a una dosis de 6 kJ m? d* durante
8 dias; de acuerdo con los autores esto, esta directamente relacionado con el
sistema fotosintético de la planta, lo que conlleva a una disminucion de la
productividad y rendimiento del cultivo. Santos et al. (2004), obtuvieron resultados
similares en papa al exponer las plantas a una dosis de 7.83 kI m™2 dtdurante 4y
8 dias. Encontraron que la altura de la planta disminuyd, asi como el area de las
hojas aunque hubo un aumento en su grosor. Por lo que es evidente que la radiacion
UV-B si tiene un efecto en el crecimiento de plantas de papa a pesar de utilizar
diferentes dosis de radiacion.

Singh et al. (2011), reportaron una disminucion en el crecimiento de plantas
de papa sometidas a UV-B con diferentes niveles de NPK. Lo que demuestra el
dafio o sinergia del efecto de la radiacion UV-B en las plantas de papa cuando hay
dos tipos de estrés diferentes. Tal y como ocurrié en este estudio en donde las
plantas se vieron afectadas no solo por la radiacion UV-B, sino también por C.
Liberibacter y estrés hidrico.

Estudios realizados en otras especies de plantas también han arrojado
resultados similares. Zhao et al. (2003), encontraron que la longitud del tallo se
redujo significativamente en plantas de algodén (Gossypium hirsutum L) al evaluar
los efectos de una dosis de UV-B 15.1 kJ m-2d! junto con una elevada concentracion
de COz; no obstante al probar con una dosis menor de radiacién 7.7 kJ m? d* el
crecimiento de la planta no se vio afectado, sin embargo, si se vio afectado el peso
seco del fruto. Los autores atribuyen la disminucion de la altura de la planta a la
produccion de internodos mas cortos en lugar de un menor nimero de internodos.
Lo cierto es que el dafio del efecto de la radiacion UV-B depende de diferentes
factores como la especie, la etapa fenoldgica de la planta, la intensidad y el tiempo
de radiacion, tal y como se encontrd en la planta medicinal Acorus Calamus L. en
donde se evaluaron dos dosis de radiacion UV-B (1.8 y 3.6 kJ m2 d1) observandose

una disminucién de la altura con ambas dosis (Kumari et al., 2009).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con la literatura
en el hecho de que la radiacion UV-B influye en la altura de las plantas
disminuyendola; no obstante lo anterior, en el caso de las plantas positivas a
Candidatus Liberibacter el efecto sobre la longitud del tallo, en relacién con su
control, es menor que en las plantas negativas, esto es posible debido a que el
sistema antioxidante de la planta ya se encontraba activo ante el estrés provocado
por la enfermedad, por lo que al momento de enfrentarse a otro estrés, los efectos
fueron menores en comparacion con las plantas negativas. Es posible pensar que
las plantas positivas adquirieron algun tipo de aclimatacion, que les permitié ser mas
tolerantes a los efectos de la UV-B.

Se ha evaluado el efecto de la radiacion UV-B en plantas con algun tipo de
enfermedad fungica o viral en condiciones de laboratorio o invernadero,
obteniéndose casos en los que la severidad de la enfermedad disminuye, aumenta
0 no se tiene efecto (Caldwell et al., 1998); esto también varia de acuerdo con el
tipo de hospedero. En esta investigacion, el efecto de la radiaciéon UV-B en plantas
infectadas con la bacteria Candidatus Liberibacter, no fue tan severo, si se compara
con los resultados obtenidos en las plantas control. Al igual que se encontrdé en
plantas de tomate tratadas con radiacion UV-C y tabaco con radiacién UV-B, en
donde la radiacion ultravioleta activo la sintesis de proteinas relacionadas con la
respuesta ante patdgenos, incrementando la resistencia a los mismos, por lo que el

efecto de los mismos fue menor (Fujibe et al., 2000; Charles et al., 2009).
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Figura 9. Longitud del tallo en plantas de S. tuberosum negativas y positivas a
Candidatus Liberibacter, después de ser expuestas a diferentes tratamientos de
radiacion UV-B. A 4horas por 8 dias, B 4 horas por 15 dias, C 6 horas por 8 dias, D
6 horas por 15 dias, E 7 horas por 8 dias y F 5 horas por 15 dias. Los resultados
son el promedio de 36 plantas por tratamiento (*) diferencia estadistica (t Student,
P < 0.05).

33



7.3 Efectos de la radiacion ultravioleta B en la morfologia de hojas y raiz de plantas

de papa infectadas con Candidatus Liberibacter.

7.3.1 Efecto de la radiacion UV-B en la raiz de plantas infectadas con

Candidatus Liberibacter.

La longitud inicial de la raiz de plantas negativas a los 28 dias fue en
promedio de 10 cm, significativamente mayor que la de las plantas positivas con C.
Liberibacter que fue de 6 cm, 40% menor que el control (Fig. 10). Por otra parte,
ademas de tener una longitud mayor, las raices de las plantas negativas son mas
abundantes y ramificadas, a diferencia de las raices de las plantas positivas en
donde ademas de ser cortas tienen muy pocas ramificaciones o solo una raiz

principal (Fig. 10).

Figura 10. Raiz de plantas de papa (Solanum tuberosum) de 28 dias, a) negativas

y b) positivas con Candidatus Liberibacter.

Al medir la longitud de la raiz después de los tratamientos con UV-B se
observé que de manera general fueron mas quebradizas por lo que no fue posible
medirlas y obtener resultados confiables (Anexo 5). Pocas fueron las plantas en las
gue se pudo sacar la raiz completa y en las que se registré un incremento de la

longitud. Lo que si se registrd u observo es que la raiz de las plantas positivas se
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mantuvo pequefia, muy delgada y quebradiza, incluso algunas muestras llegaron a
perder toda su raiz al momento de sacarlas de los almacigos. En las plantas
negativas la raiz fue de mayor longitud, con raices ramificadas delgadas, pero
también quebradizas (Fig.11). No se pudo observar una diferencia significativa entre
la raiz de las plantas expuestas a UV-B y su control, ni en negativas ni en positivas.
Es posible que si se hubiesen dejado crecer por un tiempo mas prolongado se
hubiera podido observar si hay un efecto de la radiacion UV-B sobre la raiz.

Figura 11. Raiz de plantas después de tratamiento con radiacion UV-B. Plantas

positivas a C. Liberibacter expuestas a UV-B (a) y su control (b), plantas negativas

expuestas a UV-B (c) y su control (d).

No existen muchos estudios sobre el efecto de la radiacion ultravioleta en la
raiz de las plantas. Singh et al. (2011), evaluaron el efecto de radiacion UV-B, sobre
el crecimiento, productividad y calidad del tubérculo de Solanum tuberosum,
utilizando diferentes niveles de NPK, reportando una reduccién en la longitud de la
raiz solamente en plantas cultivadas con la dosis de NPK recomendada y una dosis
1.5 veces mayor a lo recomendado. La longitud de la raiz aumenté cuando las
plantas estuvieron sometidas a una deficiencia de fésforo; este es un mecanismo
que puede utilizar la planta para contrarrestar la deficiencia de nutrientes o en caso
de competencia de nutrientes con otras raices. En un estudio previo Singh et al.
(2009) también encontraron una reduccién en la longitud de la raiz en plantas de
Amaranthus bajo radiacion UV-B y 1.5 veces la dosis recomendada de NPK.

Por su parte, Zuk-Golaszewska et al. (2003), observaron una disminucion en

la altura, biomasa en fresco de hojas, brotes y raiz asi como en el area de la hoja
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de Avena fatua y Setaria viridis. En centeno se observé una disminucion del
rendimiento de la materia seca y el contenido de agua en hojas y raiz en plantas
bajo estrés hidrico, y bajo radiacion UV-B mas estrés hidrico, sin embargo esos
resultados no se observaron en plantas expuestas solo a radiacion UV-B (Banduska
et al., 2012). Lo cual indica que otros factores pueden ser méas perjudiciales que la

radiacion UV-B sola.

7.3.2 Efecto de la radiacion UV-B en las hojas de plantas de papa infectadas

con Candidatus Liberibacter.

Las plantas negativas de 28 dias presentan hojas ligeramente mas grandes
y anchas asi como un mayor numero de hojas por planta (8-10) con relacion a las

plantas positivas a Candidatus Liberibacter, en donde las hojas son pequefias y

alrededor de 6-7 hojas por planta (Fig.12).
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Figura 12. Tamafo de hoja de plantas de papa (Solanum tuberosum) negativas (a)

y positivas a C. Liberibacter (b) de 28 dias.

El ndmero de hojas fue contabilizado después de cada tratamiento. No se
observé una tendencia o diferencia significativa entre plantas negativas y positivas
respecto a su control, por lo cual no se incluyeron esos resultados (Anexo 6). Por el
tamafio tan pequefio de las hojas, sobre todo de las plantas positivas, no se midié
el area foliar, solo se realizaron observaciones externas, resaltando el que al término
del tratamiento las hojas de las plantas negativas presentaban cierto enroscamiento
y una forma alargada, por el contrario las hojas de las plantas positivas eran

redondas, posiblemente porgue las plantas eran mas cortas en cuanto a longitud.
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En varios de los estudios realizados sobre los efectos de la radiacion UV-B
en plantas, se ha encontrado que una respuesta frecuente en las hojas, es la
disminucion del &rea foliar asi como el aumento en el grosor de las mismas. En este
estudio no se midieron estos parametros, no obstante se observo que el tamarfio de
las hojas de las plantas positivas a C. Liberibacter fue menor que el de las plantas
negativas (Fig 12).

Singh et al. (2011), contabilizaron un incremento en el numero de hojas de
plantas de papa sometidas a radiacion UV-B solamente en el tratamiento en donde
fueron cultivadas con una dosis de NPK 1.5 mayor a la recomendada, atribuyendo
esto a un mayor numero de ramificaciones asi como una mayor disponibilidad de
nitrégeno, por lo que la planta puede producir hojas nuevas que reemplazan a las
hojas dafiadas por UV-B. No obstante, hubo una tendencia a un numero de hojas
menor con la dosis recomendada de NPK asi como con diferentes proporciones de
nutrientes. En nuestro caso el numero de hojas de las plantas sanas de 28 dias fue
mayor que el de las plantas enfermas, lo cual se atribuye posiblemente, a una mayor
longitud y por lo tanto un mayor numero de internodos en comparacion con las
plantas enfermas. Después de cada tratamiento la diferencia en el nimero de hojas
se mantuvo y no se observaron efectos de la radiacion UV-B en este parametro.

Zuk-Golaszewska et al. (2003), evaluaron cambios en la hoja y morfologia
inducidos por diferentes dosis de UV-B en Avena fatua y Setaria viridis. En este
estudio se contabiliz6 el numero de hojas, reportdndose una tendencia en la
reduccion del nimero de hojas en ambas especies para dos dosis de UV-B (8 y 12
kJ/m?/d).

La radiacién UV-B no solo afecta el area y grosor de la hoja, también se ha
reportado que puede alterar el nimero de flores, asi como el tiempo de floracion, en
ciertas especies como frijol Phaseolus vulgaris L.(Saile-Mark y Tevini, 1997),
Brassica rapa (Klaper et al.,1996) y plantas monocotiledones y dicotiledéneas de
ambientes aridos (Musil, 1995). En el caso del cultivo de papa seria muy importante

evaluar el efecto del incremento de la radiacion UV-B en el desarrollo del tubérculo.
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7.4 Efecto de la radiacion UV-B en las respuestas oxidativas.

Se cuantificé la actividad enzimética de las enzimas catalasa (CAT) y
peroxidasa (POX). Las lecturas se hicieron en plantas de 28 dias de incubacién in
vitro y posteriormente después de la exposicion de las plantas a radiacion UV-B por
4 horas durante 15 dias. Este fue el Unico tratamiento en el que se cuantifico la
actividad enzimatica, mismo que fue elegido a partir de los resultados obtenidos de
todos los tratamientos que se probaron durante la elaboracién del modelo biolégico,
ya que fue en este en el que se observo un mayor dafio en las plantas en cuanto a

crecimiento.

7.4.1 Efecto de la radiacion UV-B en la actividad enzimatica de la CAT en

plantas infectadas con Candidatus Liberibacter.

En plantas de 28 dias de incubacion la actividad enzimatica de la CAT en
plantas infectadas con C. Liberibacter es 44% menor con respecto al control (Fig.
13 Etapa A). La actividad enzimética de la CAT en plantas positivas expuestas a
radiacion, aument6 de manera significativa un 23% con relacion al control (Fig. 13
Etapa B). En plantas negativas, la actividad de la CAT también registré un aumento
con respecto al control pero este no fue significativo.

En la literatura se ha reportado un aumento en la actividad de CAT en
diferentes plantas sometidas a radiaciéon UV-B como por ejemplo en cotiledones de
pepino (Rybus-Zajgc y Kubi$, 2010), plantas de tomate (Balakumar et al., 1997), y
soya (Xu et al., 2008).

Vysniauskiena et al. (2014), evaluaron el efecto de la UV-B en 5 variedades
de papa reportando un incremento significativo en la actividad enzimatica de la CAT
solamente en dos de las cinco variedades. Los resultados fueron atribuidos a los
diferentes genotipos de las variedades utilizadas.

Santos et al. (2004), determinaron los cambios bioquimicos y ultra-
estructurales en hojas de plantas de papa (Solanum tuberosum) bajo radiacion UV-
B y encontr6 un aumento de la actividad de la CAT y POX. El aumento en la

actividad de estas enzimas antioxidantes indica que las plantas de papa responden
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a la radiacion UV-B a través de la activacion del sistema de defensa antioxidante,
requerido para controlar los niveles de oxidantes. Una respuesta similar se obtuvo
en este trabajo, pero solamente el incremento de la actividad enzimética se observé
en las plantas positivas, y no asi en las negativas.

Sin embargo, en Arabidopsis thaliana se present6 un incremento de SOD y
POX, pero no para CAT (Rao et al., 1996). En girasol aumento la actividad de la
CAT, pero no hubo cambio en APX (Costa et al., 2002), en sorgo la CAT disminuyo
pero la POX aumentd (Ambasht y Agrawal, 1998). Esto demuestra que la respuesta
de las enzimas ante un mismo factor de estrés, como lo es la radiacion UV-B, va a
depender de la especie y las condiciones particulares en las que las plantas se
desarrollan.

El sistema de enzimas antioxidantes participa en los mecanismos de defensa
en contra del dafio oxidativo, por lo que el incremento de la actividad de la CAT se
da como una respuesta ante el estrés causado por la exposicion a radiacion UV-B.
En este estudio encontramos que la actividad enzimatica de la CAT se incrementd
un 23% mas en las plantas infectadas, posiblemente porque estas plantas se
encuentran sometidas a un mayor nivel de estrés bidtico, causado por la bacteria
Candidatus Liberibacter y abidtico, por el aumento de la radiacion UV-B asi como
por un cierto nivel de sequia. No obstante, el efecto en la actividad de la CAT en
plantas sanas sometidas a radiacion UV-B no fue estadisticamente diferente,

aungue se observa una tendencia a aumentar.
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Figura 13. Actividad enzimatica de la CAT en plantas de papa Solanum tuberosum
negativas y positivas a la bacteria Candidatus Liberibacter. Etapa A, plantas de 28
dias. Etapa B, plantas después de ser sometidas a radiacién UV-B por 4 horas
durante 15 dias. Los resultados son el promedio de 36 plantas. (*) diferencia
estadistica (t Student, P < 0.05).

7.4.2 Efecto de la radiaciéon UV-B en la actividad enziméatica de la POX.

La actividad enzimatica de la POX en plantas positivas a Candidatus
Liberibacter de 28 dias de incubacion fue 49% mayor con respecto al control (Fig.
14 Etapa A).

Después de que las plantas fueron expuestas a radiacion por 4 horas durante
15 dias, la actividad de la POX fue significativamente mayor 47% en las plantas
positivas expuestas a radiacion con respecto a su control y 69% con respecto a las

plantas negativas expuestas a radiacion (Fig. 14).
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Figura 14. Actividad enzimatica de la POX en plantas de papa Solanum tuberosum
negativas y positivas a Candidatus Liberibacter. Etapa A, plantas de 28 dias. Etapa
B, plantas después de ser sometidas a radiacion UV-B por 4 horas durante 15 dias.
Los resultados son el promedio de 36 plantas. (*) diferencia estadistica (t Student,
P < 0.05).

El incremento en la actividad de la POX por la influencia de radiacién UV-B
ha sido reportada en diferentes cultivos, como por ejemplo en cebada (Mazza et al.,
1999), remolacha del aztcar (Panagopoulas et al., 1990), avena y frijol (Agrawal y
Ratore, 2007), espinaca (Lei et al., 2008), cacahuate (Tang et al., 2010) y pepino
(Kataria et al., 2007; Rybus-Zajgc y Kubis, 2010). Con lo que se demuestra que la
POX es una enzima cuya actividad se incrementa ante la radiacion UV-B no
solamente en plantas de papa, sino en otros cultivos de importancia econémica.

Xu et al. (2008), evaluaron la actividad de POX en diferentes variedades de
soya, misma que no se vio afectada por la UV-B ya que no se encontro diferencia
entre las dos variedades evaluadas. En Arabidopsis thaliana, Rao et al. (1996)
encontraron que la actividad de esta enzima disminuyé al ser expuesta a una dosis

de radiacion UV-B muy alta. Por lo que es claro que la respuesta de esta enzima a
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la radiacion varia de una especie a otra y puede estar determinada por diferentes
factores.

Rybus-Zajgc y Kubis (2010), evaluaron el efecto de la radiacion UV-B en la
actividad enzimatica de cotiledones de pepino, encontrando que la radiacion UV-B
incremento la actividad antioxidante en la region de la pared celular, elevandose los
niveles de peroxidasas. De acuerdo con los autores, esto conduce a un aumento de
la rigidez de la pared celular, brindando a la planta una mayor tolerancia a la sequia,
la radiacion UV-B vy el co-estrés (Garcia et al., 2000; Kubis y Rybus-Zajac, 2008).
Es muy probable que este proceso haya ocurrido en las plantas de papa infectadas
con C. Liberibacter , en donde la actividad enzimatica de la POX en las plantas
expuestas a UV-B se incrementd de manera considerable, mismas que no
mostraron un efecto severo por parte de la radiaciébn en cuanto a supervivencia,
ganancia de peso o longitud de tallo con respecto a su control, a pesar de estar
sometidas a diferentes factores de estrés como lo fue la infeccion de C. Liberibacter,
la radiacion UV-B y la sequia. Demostrandose también como en ocasiones un factor
de estrés puede enmascarar el efecto de otro, lo que se conoce como tolerancia
cruzada.

En cuanto a papa se refiere, Santos et al. (2004), evaluaron el efecto de la
radiacion UV-B en plantas de Solanum tuberosum, reportando un aumento de la
actividad de POX. El aumento de estas enzimas le ayuda a la planta a controlar los
niveles de radicales de oxigeno y mantener la integridad de las membranas
celulares. En esta investigacion encontramos que la actividad de la POX se
incrementd de manera significativa (43%) solamente en plantas infectadas con

respecto a su testigo ya que en las plantas sanas no hubo diferencia significativa.
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8 CONCLUSIONES

e Laradiacion ultravioleta B, afecto la ganancia de peso y longitud de tallo tanto
en plantas negativas como positivas a Candidatus Liberibacter.

e La radiacibn UV-B afectd la supervivencia de plantas positivas a C.
Liberibacter.

e La actividad enzimatica de la CAT y POX increment0 significativamente en

plantas positivas a C. Liberibacter expuestas a radiacion.

9 RECOMENDACIONES

e Serecomienda desarrollar este estudio por un periodo mas prolongado y bajo
condiciones de invernadero o campo para poder analizar el efecto, si es que
lo hay, de la radiaciéon UV-B en la raiz y tubérculo de papa.

e Medir los niveles de H202, actividad fotosintética asi como niveles de
flavonoides.

e Para poder determinar el efecto de la radiacion UV-B en las hojas se tendrian
gue hacer estudios a nivel ultra-estructural que nos permitan conocer, medir
y observar los cambios que se producen en el tejido foliar a nivel anatdmico
o fisiologico.

e Trabajar con un mayor nimero de plantas por tratamiento para contar con

muestra suficiente al momento de evaluar la actividad enzimatica.
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11 ANEXOS

ANEXO 1.

a) Plantas de Solanum tuberosum L. (papa) cultivadas in vitro.

b) Plantas de papa listas para propagarse in vitro.
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ANEXO 2.

Plantas sanas

Plantas infectadas con C. Liberibacter

a) Plantas de papa positivas (infectadas) y negativas (sanas) a Candidatus
Liberibacter, sembradas en almécigos.
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ANEXO 3.

a) Céamara de crecimiento y radiacién. Lampara de luz UV-B (a) y ldmpara de
luz fotosintéticamente activa (b).

b) Plantas dentro de camara de crecimiento-control, provista solamente con
una lampara de luz fotosintéticamente activa.
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ANEXO 4

a) Caracteristicas morfolégicas de plantas de papa antes de ser expuestas a
radiacion UV-B

b) Caracteristicas morfologicas de plantas de papa después de ser expuestas
a radiacion UV-B Después de tratamiento.
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ANEXO 5.
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Longitud de la raiz de plantas de papa negativas y positivas a Candidatus
Liberibacter, después de cada tratamiento. A. 4 horas por 8 dias, B 4 horas 15 dias,
C 6 horas 8 dias, D 6 horas 15 dias, E 7 horas 8 dias y F 5 horas 15 dias. Los
resultados son el promedio de 36 plantas. (*) diferencia estadistica (t Student, P <
0.05).
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ANEXO 6.
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Numero de hojas verdes de plantas de papa negativas y positivas a Candidatus
Liberibacter, después de ser expuestas a diferentes tratamientos de radiacion UV-
B. A. 4 horas por 8 dias, B 4 horas 15 dias, C 6 horas 8 dias, D 6 horas 15 dias, E
7 horas 8 dias y F 5 horas 15 dias. Los resultados son el promedio de 36 plantas.
(*) diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).
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