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Resumen: Un importante aporte de la
Biotecnologia e ingenieria genética y la
Biologia Molecular en el campo de la
Fitosanidad, lo constituye sin lugar a dudas
el tema de la inmunidad natural de las
plantas mediante el papel de las fitoalexinas
en los mecanismos de defensa. Los nuevos
descubrimientos al respecto abren un
campo inagotable del conocimiento que ha
comenzado a gestarse a principios del presente
siglo amparado en el desarrollo cientifico
técnico alcanzado con las nuevas tecnologias
en todos los ambitos, permiten revolucionar
entre otras vertientes la proteccion vegetal. Las
plantas son invadidas por microorganismos
patédgenos que deterioran su crecimiento
y reproduccién; de ahi la importancia de
esta revolucion del conocimiento cientifico.
Las plantas poseen un sistema de defensa
que va desde barreras fisicas hasta senales
moleculares y sistémicas, similares a la
inmunidad innata en animales. Este sistema
actia de dos formas fundamentales: (1)
responde a moléculas comunes de muchas
clases de microorganismos patégenos y no
patégenos; (2) responde directamente a
factores de virulencia de los patégenos o a
sus efectores en el hospedante. Los aportes de
experiencias practicas propias en ensayos de
induccion de autodefensa se han basado en la
inoculacién de simbiontes micorrizosfericos
vesiculos-arbusculares (MVA) a plantas, en
los casos de estudio en cultivos horticolas de
tomate (Solanum lycopersicun L.) y pimiento
(Capsicum annun) cultivados en sistemas de
organoponicos; asi como platano (Musa spp.)
y frutales como papaya (Carica papaya) y pina
(Ananas comosus) de forma convencional.
Como simbiontes micorrizosférico se
emplearon 3 especies del género Glomus: G.
intrarradices, G. fasciculatum y G. mosseae. La
valoracion de como esta inoculacién propicié
la estimulaciéon de mecanismos de defensa se
sustentd en el comportamiento comparativo

de las epifitias (curvas epifitiologicas) de sus
principales agentes fitopatdgenos en particular
de los hongos Alternaria solani, Phythothora
infestans, P. parasitica, Colletotrichum capsici
y Mycosphaerella fijiensis y el complejo virico
que afecta a la papaya. En todos los casos G.
intrarradices mostrd el mejor comportamiento
inductor de autoproteccion de los cultivos,
repercutiendo a su vez en los rendimientos
de cada uno con mas del 33% de incremento
respecto a las plantas testigos no inoculadas.

Palabras claves: Fitoalexinas, simbiontes
micorrizosfericos, Glomus, Alternaria,
Phythopthora.

INTRODUCCION

Las plantas son invadidas por
microorganismos patégenos que deterioran
su crecimiento y reproduccion; de ahi
la importancia actual del conocimiento
cientifico relacionado con la inmunidad
natural de las plantas mediante el papel de las
fitoalexinas en los mecanismos de defensa,
un tema vetado hasta finales del siglo pasado.
Al respecto se abre un campo inagotable del
conocimiento que ha comenzado a gestarse
a principios del presente siglo amparado en
el desarrollo cientifico técnico alcanzado en
biotecnologia, ingenieria genética y biologia
molecular, que permiten revolucionar entre
otras vertientes la proteccion vegetal, que en
el argot socio-politico y tecnolédgico se conoce
como FITOSANIDAD 4.0.

Las investigaciones sobre respuesta
defensiva de las plantas ante la presencia
de patdgenos son muy pobres y muchos
aspectos no eran entendidos. Durante la
década de los 90 del siglo pasado, muchas
investigaciones se encaminaron a estudiar
las interacciones moleculares y bioquimicas
que tenian lugar en la interaccién planta-
patédgeno. Las plantas a diferencia de los
animales, son organismos sésiles que carecen
de un sistema circulatorio, de células mdviles




para la defensa y de un sistema inmune
adaptativo; ademads, estan sujetas al cambio
de condiciones ambientales, incluyendo el
constante ataque de agentes patégenos; sin
embargo, poseen mecanismos de defensa
que van desde barreras fisicas (peliculas de
cera en la superficie de sus 6rganos, paredes
celulares rigidas, etc.), hasta potentes
mecanismos moleculares de resistencia en
cada célula y sefiales sistémicas provenientes
del sitio de la infeccion que tienen marcadas
similitudes con la inmunidad innata de los
animales segin hacen referencias Zipfel
(2008) y Boller (2009).

Las plantas poseen un sistema de defensa
que va desde barreras fisicas hasta sefales
moleculares y sistémicas, similares a la
inmunidad innata en animales. Este sistema
actua de dos formas fundamentales: (1)
responde a moléculas comunes de muchas
clases de microorganismos patégenos y no
patégenos, y (2) responde directamente a
factores de virulencia de los patdgenos o a sus
efectores en el hospedante. El conocimiento
detallado del sistema inmune de las plantas
abordado por Katia Ojito-Ramos y Orelvis
Portal (2010), y Pérez-Ortega et. al., (2015),
asicomo las relaciones moleculares evolutivas
que se establecen entre los dos organismos,
permiten una mejor comprension de la
interaccion planta-patogeno. Ello redundara
en una mejor manipulacion genética de las
plantas con el objetivo de lograr resistencia
a patégenos con una mejora de las cosechas
para la produccion de alimentos.

En base al conocimiento que se estd
generando al respecto, se espera en un futuro
contribuyan a una disminucién considerable
del uso de plaguicidas (Simén, 2019).

METODOLOGIA

La investigaciéon se llevd a cabo en
un poligono de pruebas y ensayos anexo
al laboratorio de Sanidad Vegetal en la

Estacion Experimental Mutile perteneciente
ala Facultad Agropecuaria de la Universidad
Técnica Luis Vargas Torres de Esmeraldas. El
clima donde se llevo a cabo la investigacion
mantuvo una temperatura que oscilé entre
los 23 a 29°C., segun datos del Instituto
Oceanografico de la Armada (INOCAR),
y la distribucién de las precipitaciones a
lo largo del afio, mostraron un periodo de
mayor intensidad en los meses de enero
a julio; donde las precipitaciones medias
mensuales maximas ocurrieron de febrero
a marzo. Los experimentos en paralelo se
condujeron utilizando un disefio bifactorial
completamente  aleatorizado con tres
réplicas y dos repeticiones. El experimento
de hortalizas en sistemas organopdnico
transcurriéo como Factor A (Cultivos) con 2
variantes correspondientes con los cultivos
de tomate (Solanum lycopersicun, L.), 'y
pimiento (Capsicum annun). El experimento
con cultivos semi-perennes tuvo como Factor
A, 3 variantes: platano (Musa spp.), papaya
(Carica papaya) y pifia (Ananas comosus) en
parcelas de campo. El (Factor B) en ambos
con 4 variantes correspondientes a 3 especies
de simbiontes micorrizosférico del género
Glomus: G. intrarradices, G. fasciculatum y
G. mosseae y un testigo.

SIEMBRA DE PLANTULAS EN
PARCELAS

Las plantulas de tomate y pimiento
obtenidas del semillero se realizaron entre los
20 - 25 dias tras verificar que todas tuvieran
la tercera hoja verdadera. Para el cultivo
de papaya la siembra se realizé a partir de
plantulas en vivero que contaban con una
altura promedio de 10cm; procediéndose en
ambos casos a su trasplante en el poligono
de pruebas de Sanidad Vegetal. El cultivo de
platano se foment6 a partir de cormos y la
pifa de hijuelos.
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INOCULACION DE PLANTULAS
CON LOS SIMBIONTES
MICORRIZOSFERICOS

La inoculaciéon de los cultivos, se realizd
por separado con las tres especies de HMVA
ensayadas, directamente al suelo en la zona
de goteo inmediatamente a la siembra,
empleando  biopreparados  micorrizicos
compuesto por suelo estéril con 10% de
materia organica de humus de lombriz
obtenidas in situ y raices infestadas troceadas
con un 60% de infeccién interna, ademas
de esporas MVA de resistencia en distintos
estadios de desarrollo (50 esporas + 10
esporocarpos/10 g de suelo), siguiendo el
procedimiento de Simoén (2010).

AISLAMIENTO Y COMPROBACION
DEL GRADO DE MICORRIZACION
DE LAS PLANTAS INOCULADAS

El aislamiento y comprobacion del grado
de micorrizaciéon de las plantas inoculadas
se efectud en el caso de las hortalizas (tomate
y pimiento) a los 90 dias de inoculadas, y
de los cultivos semi-perennes a los 180 dias,
lo cual permitié6 determinar el grado de
infeccién micorrizica alcanzado siguiendo
el procedimiento de Camprubi et al. (1987).
Para ello, se realizé el aislamiento en etapas
sucesivas mediante una seleccién inicial de
esporas, observaciones periddicas de las que
se formaron en simbiosis con las raices de la
planta hospedera.

Las raices se clarificaron y tifieron
para observar la presencia de infeccién
micorrizica en el cortex radicular siguiendo el
procedimiento de Phillips y Hayman (1970).
Al final de este proceso, se procedio a las
observaciones y mediciones microscdpicas.

Se montaron las raices en placas de vidrio
con unas gotas de lactoglicerol, utilizado para
la decoloracién y conservacién de las raices;
observandose, luego al microscopio optico
algunas de las principales estructuras de las

micorrizas, tales como vesiculas, arbusculos,
hifas a un lente objetivo de 10X, en algunos
casos fue preciso lentes 40X para mejor
observacion de las estructuras.

Mediante observaciones al microscopio
optico de raices clarificadas y tefiidas segin
se describe con anterioridad, se evalu6 la
disposicion, forma y tamafo arbusculo-
vesicular utilizando las claves de Abbott y
Robson (1979), que aparecen referidas en
el compendio de Collins y Pfleger (1998),
publicado por la sociedad agronémica de la
Universidad de Minnesota, Estados Unidos de
América, procediéndose tal como se detalla a
continuacion:

« Calculo del porcentaje de colonizacion

Se tomd una lamina porta objetos lisa
y se colocaron bajo microscopio Optico
con ocular micrométrico o camara de
Neubauer colocandose paralelamente sobre
el portaobjeto fragmentos de raices cortados
en trozos de 1 hasta 2cm. Las observaciones
se realizaron con un lente objetivo de 4x y se
contaron los campos colonizados. Se calculd
el porcentaje de micorrizacion utilizando las
siguientes féormulas:

e GM (%): Grado de micorrizacion (%):
Area radicular micorrizada (%).

o LRC(%): Longitud de Raiz Colonizada:
segmentos  colonizados/segmentos
evaluados expresado en (%).

e Pi (%): Potencial de indculo o
Cobertura de cuerpos fructiferos:
Total de cuerpos fructiferos: esporas,
esporocarpios, hifas/cm?de raiz.

o CI (%): Capacidad infectiva unitaria
(%): dada por la relaciéon GM/Pi.

Comportamiento de Epifitia del complejo

biologico nocivo de fitopatogenos

incidentes en los cultivos ensayados

El comportamiento de las respectivas
epifitias: en tomate: A.solani y P. infestans en
Pimiento: C. capcisi; en platano: M. fijiensis,
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en papaya: el complejo virico de la papaya y
en la pifa: P. parasitica, infestadas de forma
natural, se evaluaron segun los sintomas que
las caracterizan a través de las respectivas
escalas de dafos descritas en catalogos con las
descripciones de las manifestaciones de cada
uno por cultivos (INISAV, 2011). El calculo
de los indices de infestacion del complejo de
fitopatégenos se realiz6 mediante la férmula
clasica de Townsend-Heuberger.

LInf (%) = ¥ (nxc)/NxK x 100

donde:

n= numero de organos subterrdneos
afectados

c= categoria del dafos segun la escala

N= tamafio de muestra

K= ultimo grado de la escala.

RESULTADOS

Las muestras tomadas por cada variante
inoculadas con HMVA, mostraron evidencias
fehacientes de su colonizaciéon mediante
los analisis efectuados para su detecciéon y
caracterizacién siguiendo los protocolos y
procedimientos establecidos por Kormanik
y McGraw (1987); Koske y Gemma (1989),
revisados y simplificados por Castillo, (2009);
Pitet et al., (2009) y Chavez et al., (2013).

Los cultivos de ciclo corto como hortalizas,
mostraron menor grado de micorrizacién
respecto a los cultivos semi-perennes (Tablas
1 y 2). Entre ambas hortalizas el tomate fue
menos beneficiado respecto al pimiento
(Tabla 1), debido precisamente a que su
ciclo culmina antes de completar el periodo
infectivo de los HMVA; la diferencia entre
ambos se atribuye a la diferencia de las
caracteristicas botanicas; no obstante se
consideran aceptables y satisfactorios al
igual que en los restantes cultivos; por tanto,
en todos los casos las condiciones fueron
propicias para que se produzca la estimulacién

y produccién de elicitores tipo Fitoalexinas,
destacandose la especie G.intrarradis, seguida
por G. fasciculatum como mas promisorias
por grado de micorrizacién, con diferencias
significativas entre las tres especies ensayadas,
evidencias que se muestran en las tablas 1 y 2.

En correspondencia con lo antes expuestos,
los cultivos horticolas de tomate y pimiento
mostraron un menor efecto auto protector
respecto a los cultivos semiperennes tal como
se muestra en las figuras 1 y 2.

Entre los fitopatogenos, los
microorganismos  Phythothora  infestans
y Colletotrichum capsici, resultaron poco
favorecidos en cuanto a su autocontrol por
efecto de la micorrizacién segin se evidencia
en la figura 3.

El Comportamiento auto protector de los
simbiontes micorrizosfericos HMVA ante el
complejo bioldgico nocivo de fitopatdgenos
de los cultivos ensayados, acorde a la figura
4, resulté la mejor variante con diferencias
significativa la especie G. intrarradis, seguida
por G. fasciculatumy G.mosseae sin diferencias
entre ambas, y todas con diferencias altamente
significativas respecto al testigo.

Siguiendo el esquema propuesto por Zipfel,
(2008) y Boller, T y He ShY (2009) acerca de
las fases en que transcurren los mecanismos
de auto proteccién inducidos por elicitores, la
figura 5, con cierta aproximacion, basado en la
evolucién y comportamiento de las epifitias,
resume el comportamiento de las diferentes
fases auto protectora de los simbiontes
micorrizosfericos ante el complejo bioldgico
nocivo de fitopatégenos de los cultivos
ensayados, corroborando la existencia de
6 fases esenciales a partir de la inoculacién
artificial del fitopatdgeno.

Estas fases a saber: (1) inicio de la
infeccion, denominada iniciacién de
la infeccion; (2) fase exponencial de la
infeccion, en la cual las plantas no estan del
todo preparadas para enfrentar la infeccion;
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G. intrarradis G. fasciculatum G. mosseae
CULTIVOS
GM(%) Ci=GM/Pi GM(%) Ci=GM/Pi GM(%) Ci=GM/Pi
Tomate 27¢ 0.54° 27° 0.54¢ 17° 0.34°
Pimiento 39b 0.78° 31° 0.62° 19° 0.38°

Tabla 1. Resultados obtenidos de micorrizacion de los cultivos horticolas a los 90 dias de inoculados con
los tres endoéfitos MVA seleccionados a un 5% de significacion.

G. intrarradis G. fasciculatum G. mosseae
CULTIVOS
GM(%) Ci=GM/Pi GM(%) Ci=GM/Pi GM(%) Ci=GM/Pi
Platano 472 0.942 41° 0.82* 412 0.822
Papaya 442 0.88 44?2 0.882 392 0.782
Pifia 38b 0.76° 412 0.822 21° 0.42°

Tabla 2. Resultados obtenidos de micorrizacion de los cultivos semi-perennes a los 90 dias de inoculados
con los tres endofitos MVA seleccionados a un 5% de significacion.

Fig. 1. Cultivo de tomate infestado con Alternaria solani.

Fig. 1°. Cultivo de tomate afectado con Phythothora infestans.




Fig. 1<. Cultivo de Pimiento afectado por Colletotrichum capsici.

Figuras 1°*. Cultivos horticolas afectados por fitopatégenos y respuesta auto protectora de simbiontes
micorrizosfericos.

Fig. 22 Cultivo de platano infestado por Mycosphaerella fijiensis.

Fig. 2b Cultivo de papaya infestado por su complejo virico.




Fig. 2c. Cultivo de pifa infestado por Phythothora parasitica.

Figuras 2abc. Cultivos de platano, papaya y pifia afectados por fitopatdgenos y respuesta auto protectora
de simbiontes micorrizosfericos.

Figura 3. Comportamiento de fitopatdgenos ante respuesta autoprotectora de simbiontes micorrizosfericos.




Figura 4. Comportamiento de simbiontes micorrizosfericos ante el complejo bioldgico nocivo de
fitopatdgenos de los cultivos ensayados.

Figura 5. Diferentes fases inductoras de auto proteccién de simbiontes micorrizosfericos ante el complejo

bioldgico nocivo de fitopatdgenos en los cultivos ensayados.




Figura 6. Indice de infestacion de plantas de cultivos inoculados con MVA respecto a testigos.

Figura 7. Auto proteccion de cultivos inoculados con simbiontes micorrizosfericos del género Glomus.




(3) Activacion y produccién de elicitores; es
la fase mas importante que puede ser medible
y controlable mediante determinaciones
analiticas de ciertas moléculas reconocibles
conocidas por Fitoalexinas, existiendo
actualmente  plantas como  modelos
biologicos dentro de las familias de las
solanaceas, como tomate y tabaco y las
leguminosas que han permitido realizar
estudios cinéticos de biologia molecular
(Jones y Dangl, 2006) y He et al., (2007), de
la produccién de fitoalexinas.

Las restantes fases: (4) desaceleracion
del proceso infectivo; (5) latencia y (6)
recuperacion, transcurre mucho mas rapido
segun los autores antes mencionados, asi
que la fase limitante (3) es precisamente la
relacionada con la activacidon y produccion de
elicitores; por ello, los estudios de actualidad
se centran en cdmo activar esta fase para
hacerla mas corta y mas pegada al inicio de
la infeccidn.

En el presente ensayo, en sentido general
segin se aprecia en la figura 6, los indice
de infestacion de sus correspondientes
fitopatdgenos registrados en los cultivos
inoculados con HMVA respecto a testigos,
muestran cierto grado de autoproteccion,
con resultados incluso sorprendentes como
los casos de los tres cultivos semiperennes,
que rebasan el 50%, incluso valores cercanos
al 70% de autoproteccion tal como se muestra
en la figura 7.

CONSIDERACIONES FINALES

A pesar que hay evidencias fehacientes
marcadas sobre respuesta defensiva de las
plantas ante la presencia de patdgenos,
las investigaciones apenas comienzan,

en el presente aun son escasas y muchos
aspectos no estan totalmente claros ni bien
entendidos. A partir de la década de los 90
del siglo pasado, muchas investigaciones se
encaminaron a estudiar las interacciones

moleculares y bioquimicas que tienen lugar
enlainteraccion planta-patdgeno, pero queda
un largo trecho por investigar como acelerar
este proceso de activacion de elicitores que
eviten que las respuestas autoinmune sean
demasiado tardes cuando ya el fitopatogeno
ha deteriorado en gran magnitud a las
plantas cultivadas, mdaxime por tratarse
de organismos sésiles que carecen de un
sistema inmune adaptativo sujetos al cambio
de condiciones ambientales, incluyendo el
constante ataque de agentes patégenos.

En base al conocimiento que se esta
generando al respecto, se espera en un futuro
contribuyan a una disminucién considerable
del uso de plaguicidas y alcanzar un mayor
protagonismo en cuanto a la autoproteccioén
de los cultivos que minimicen la aplicacién
de medios de combate de las plagas y
enfermedades en las plantas, incluso se
alcances mayores rendimientos en la
produccién de alimentos.

Como se hizo referencia, las
investigaciones al  respecto  apenas
comienzan, sirvan estas experiencias como
un modesto aporte a la Fitosanidad 4.0 que
se gesta.
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